
บทท ี 2

อ ุปกรณ ์และว ิธ ีดำเน ินการว ิจ ัย  

M ateria ls เคร ื่องม ือ สารเคม ี และแก ๊ส

1. Materials

สายสะดือของทารกท่ีได้จากมารดาต้ังครรภ์ครบกำหนดท่ีมีสุขภาพดี จากห้อง
คสอดโรงพยาบาลวขิรพยาบาล กรุงเทพมหานคร

2. เครื่องมือ
2.า organ bath แบบ double walled Harvard type ประกอบด้วย หลอดแก้ว 2 

ช้ัน ช้ันในบรรจุสารละลายท่ีจำเป็นต่อการดำรงชีวิตของเน้ือเย่ือ (Physiological solution) ท่ีมี 
ความจุ 20 มิลลิลิตร และมีซ่องเปิดให้แก๊ส cobogen ผ่านเข้าไปได้ ช้ันนอกมีน้ําไหลเวียนซ่ึง 
ส่งมาจาก water bath โดยผ่าน thermoregulating water pump คอยทำหน้าทีเปนด้วควบคุม 
อุณหภูมิของหลอดแก้วช้ันในให้คงท่ี ด้งแสดงในรูปท่ี 8

2.2 water bath ขนิด thermo bath model SCBI พร้อมด้วย Thermoregulating 
water pump model 2E-Ny ของบริษัท Little giant pump

2.3 เคร่ืองมือวัดการหดตัวของเน้ือเยือ isometric transducer และ isotonic 
transducer ของบริษัท Harvard

2.4 เคร่ืองบันทึกผลการทดลอง Universal oscillograph ของบริษัท Harvard
2.5 เคร่ืองบันทึกผลการทดลองพร้อมขยายสัญญาณไฟฟ้า Gilson N2 ของ 

บริษัท Harvard
2.6 เครืองมือผ่าตัด micro surgery instruments
2.7 เคร่ืองช้ังละเอียด Mettler AJ 180

3. สารเคมี
3.1 สารเคมีท่ีใข้เป็นสารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัวของหลอดเลือด

- 5-hydroxytryptamine creatinine sulfate complex (Sigma)
- histamine dihydrochloride (Sigma)
- acetylcholine chloride (Sigma)
- (-) artesenol [ (-) norepinephrine bitartrate] (sigma)
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รูปที 8 แสดงการจัดเครืองมือสำทร้บทดลองกับหลอดเลือดท่ีสายสะดือมนุษย์
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3.2 สารเคมีท่ีใช้เป็นสารยับย้ังมาตรฐาน
- Ketanserin tartrate (Janssen Pharmaceutica)
- Chlorpheniramine maleate (Atlantic)

3.3 สารทดลอง
- Piperine (Sigma) ละลายใน ethanol
- Andrographolide จากภาควิชาเภสัชเวท คณะเภสัชศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ละลายใน methyl alcohol
- Rohitukine จากภาควิชาเภสัชพฤกษศาสตร์ คณะเภสัชศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ละลาย'ในนา
3.4 สารเคมีท่ีใช้เป็นตัวทำละลายสารทดลอง

- absolute ethanol (E. MERK)
- methyl alcohol (Carlo ERBA)

4 . แก ๊ส

carbogen gas ( 95% 02 + 5% C02 ) ชองบริษัท TIG (Thai Industrial Gas) 

ว ิธ ีดำเน ินการว ิจ ัย

1. การเตรียมหลอดเสอตแดงและหลอดเลือดตำท่ีสายสะดือชองมนษย์
นำสายสะดือชองทารกท่ีได้จากมารดาต้ังครรภ์ครบกำหนดท่ีมีสุชภาพดี คลอด

เองทางช่องคลอด โดยไม่ได้กำหนดอายุชองมารดา และต้องปราศจากโรค ตังต่อไปน้ี
ความตันโลหิตสูง, เบาหวาน, เย่ือบุโพรงมดลูกอักเสบ, โรคเลือด, โรคไวรัสตันอักเสบบี, โรค 
เอดส์ และในระยะต้ังครรภ์ 2 เดือนสุดท้าย จะต้องไม่ได้รับยา antihistamine, morphine, 
adrenergic blocker และ anticholinergic โดยสามารถทราบจากใบบันทึกการฝากครรภ์
และการซักประวัติการใช้ยา นอกจากน้ีทารกท่ีคลอดออกมาจะต้องมี ค่าชอง Apgar Score อยู่ 
ในช่วง 8-10 คะแนน จะตัดสายสะดือหลังจากรกคลอดแล้วทันที โดยจะตัดสายสะดือส่วนตรง 
กลางระหว่างส่วนชองรกกับส่วนชองทารก (ดังรูปท่ี9) ให้มีความยาวประมาณ 10-15
เซนติเมตร รีบนำมาแช่ในสารละลาย Krebs-Henseleit (รายละเอียดตังแสดงในตารางท่ี า ) ท่ี 
บรรจุใน flask ชนาด 250 มิลลิเมตรท่ีผ่าน carbogen gas นาน 30 นาที PH 7.35-7.55 
อุณหภูมิประมาณ 4 องศาเซลเซียส แล้วนำมายังห้องปฏิบัติการ

2. การเตรียมหลอดเลือดเพ่ือทดลองในห้องปฏิบัติการ
นำสายสะดือท่ีตัดเก็บไว้แล้วใน flask มาตัดให้ได้ความยาวประมาณ 3-4

เซนติเมตร แยกใส่ใน petri dish ซ่ึงบรรจุสารละลาย Krebs-Henseleit โดยมี carbogen gas 
ผ่านตลอดเวลา เตรียมหลอดเลือดแดงและหลอดเลือดดำท่ีสายสะดือโดยตัดเลาะเอา



X X

แสดงตำแหน่งการตัดสายสะดือส่วนท่ีจ นำมาทำการทดลอง
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ตารางท่ี 1 แสดงส่วนประกอบชองสารละ;ลาย Krebs-Henseleit ท่ีใช้ในการทดลอง

ชนิดของสารละลายท่ีใช้ (กาM/L.) Krebs-Henseleit solution
sodium chloride 1 า 8.00

potassium chloride 4.70

magnesium sulfate า.64

calcium chloride 2.52

sodium bicarbonate 24.88

potassium dibasicphosphate า.18

glucose 1 1.10

purified water qs. 1 L.
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Wharton’s jelly และเน้ือเย่ือเก่ียวพันออกให้หมด (connective tissue) ด้วย
microdissecting instruments โด้หลอดเลือดแดงและหลอดเลือดดำทีสายสะดือ หลอดเลือด 
แดงนำมาตัดแบบ longitudinal strips ส่วนหลอดเลือดดำนำมาตัดแบบ helical strips โดยให้ 
มีความยาวประมาณ 2-2.5 เซนติเมตร (Altura et al., 1972) ใช้ด้ายผูกปลายท้ังสองด้าน 
โดยปลายด้านหน่ึงผูกติดกับแท่งพลาสติก แล้วนำไปใส่ใน organ bath ท่ีภายในบรรจุสาร 
ละลาย Krebs-Henseleit ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ผ่าน carbogen gas ตลอดเวลา ควบคุม 
อุณหภูมิให้คงท่ีท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ตลอดการทดลองโดย thermoregulating water 
pump สูบน้ืาไหลเวียนจาก water bath กับ organ bath ส่วนปลายอีกด้านหน่ึงใช้ด้ายผูกติดกับ 
isometric transducer และ isotonic transducer ซึงต่อเช้ากับเครืองกันทึกผล Universal 
oscillograph และ?เยายสัญญาณไปยังเคร่ืองบันทึกผลพร้อม?เยายสัญญาณไฟฟ้า แล้วดึงหลอด 
เลือดให้มีแรงดึงขณะพัก (resting tension) ประมาณ 1 กรัม equilibrate หลอดเลือดประมาณ 
120-180 นาที จนหลอดเลือดมีแรงตึงคงท่ี ในระหว่างน้ืจะเปล่ียนสารละลาย Krebs-
Henseleit ทุก 15 นาที หลังจากน้ันจึงเร่ิมทำการทดลอง

3. การท่าวิจัย
3.1 การศึกษาการออทฤทธ?]อง 5-HT, histamine, ACh, NE ต่อหลอดเลือดท่ี

สายสะดือมนุษย์
3.1.1 ศึกษาผลของ 5-HT ต่อหลอดเลือดท่ีสายสะดือ

incubate หลอดเลือดท่ีสายสะดือในสารละลาย Krebs-Henseleit 
จนหลอดเลือดมีแรงตึงคงท่ี ให้ 5-HT ขนาด 2x10 SM(single dose)uiนทึกผลการทดลอง

3.12 ศึกษาผลของ histamine ต่อหลอดเลือดท่ีสายสะดือ
incubate หลอดเลือดท่ีสายสะดือในสารละลาย Krebs-Henseleit 

จนหลอดเลือดมีแรงตึงคงท่ี ให้ histamine ขนาด 2x10 6M (single dose) บันทึกผลการ
ทดลอง

3.13 ศึกษาผลของ ACh ต่อหลอดเลือดท่ีสายสะตือ
incubate หลอดเลือดท่ีสายสะดือในสารละลาย Krebs-Henseleit 

จนหลอดเลือดมีแรงตึงคงท่ี ให้ ACh ขนาด 2x10 6 M (single dose) กันทึกผลการ
ทดลอง

3.1.4 ศึกษาผลของ NE ต่อหลอดเลือดท่ีสายสะดือ
incubate หลอดเลือดท่ีสายสะตือในสารละลาย Krebs-Henseleit 

จนหลอดเลือดมีแรงตึงคงท่ี ให้ NE ขนาด 2x1 0 6 M (single dose) บันทึกผลการทดลอง
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3.2 ทารศึกษาผลซองสารแถนโดรทราโฟไลด์ต่อการหดตัวของหลอดเลือดท่ีสาย 
สะดือมนุษย์ โดยใช้สารกระตุ้นการหดตัว_5-HT และ histamine

3.2.1 กระตุ้นด้วย 5-HT
เม่ือ incubate หลอดเลือดท่ีสายสะดือด้วยสารละลาย Krebs- 

Henseleit จนกระท่ังมีแรงตึงคงท่ี กระตุ้นหลอดเลือดท่ีสายสะดือให้หดตัวโดยใช้ 5-HT ขนาด 
ความเข้มข้น 2x10 6 M แบบ single dose นานประมาณ 10 นาที ให้หลอดเลือดหดตัวสูงสุด 
เป็นกลุ่มควบคุม (Control) หลังจากน้ันล้างออกด้วยสารละลาย Krebs-Henseleit หลายๆ
คร้ัง โดย incubate หลอดเลือดต่อนานประมาณ 45 นาที ในระหว่างน้ีเปล่ียนสารละลาย 
Kreos-Henseleit ทุก 15 นาที เม่ือหลอดเลือดมีแรงตึงคงท่ีแล้วจึงให้ methanol 20
ไมโครลิตร นาน 10 นาทีก่อน แล้วจึงให้ 5-HT ขนาดเท่าเดิมเป็นกลุ่มควบคุมของตัวทำ 
ละลาย (Control methanol) หลังจากน้ันล้างออกด้วยสารละลาย Krebs-Henseleit อีก 
incubate ต่อไปจนหลอดเลือดมีแรงตึงคงท่ีจึงให้สารแอนโดรกราโฟไลด์ขนาดความเข้มข้น
3x10 5 M และ 3x10 4 M ก่อน 10 นาทีแล้วให้ 5-HT ขนาดเท่าเดิม สังเกตผลการ 
ทดลองท่ีได้ เปรียบเทียบผลการทดลองในกลุ่ม Control, Control methanol และกลุ่มท่ีให้สาร 
แอนโตรกราโฟไลด์

3.2.2 กระตุ้นด้วย histamine
ศึกษาผลของสารแอนโดรกราโฟไลด๙ต่อการหดตัวของหลอดเลือดท่ี 

สายสะดือ โดยใช้ histamine ขนาดความเข้มข้น 2x1 0 6 M แบบ single dose ซ่ึงได้ทำการ 
ศึกษาเซ่นเดียวกันกับข้างด้น โดยการเปล่ียนสารกระตุ้นการหดตัวจาก 5-HT มาเป็น
histamine

3.3 การศึกษาผลของสารไปเปอรีนต่อการหดตัวของหลอดเลือดท่ีสายสะดือ 
มนุษย์โดยใช้สารกระตุ้นการหดตัว 5-HT และ histamine

3.3.1 กระตุ้นด้วย 5-HT
เม่ือ incubate หลอดเลือดท่ีสายสะดือ ด้วยสารละลาย Krebs- 

Henseleit จนกระท่ังมีแรงตึงคงท่ี กระตุ้นหลอดเลือดท่ีสายสะดือให้หดตัวโดยใช้ 5-HT ขนาด 
ความเข้มข้น 2x1 0 6 M แบบ single dose นานประมาณ 1 0 นาที ปล่อยให้หลอดเลือดหด 
ตัวสูงสุดเป็นกลุ่มควบคุม (Control) ล้างออกด้วยสารละลาย Krebs-Henseleit หลาย  ๆ คร้ัง 
โดย incubate หลอดเลือดต่อนานประมาณ 45 นาที ในระหว่างน้ีเปล่ียนสารละลาย Krebs- 
Henseleit ทุก 15 นาที เม่ือหลอดเลือดมีแรงตึงคงท่ีแล้วจึงให้ ethanol 10 และ 20 
ไมโครลิตร นาน 10 นาทีก่อนแล้วจึงให้5-HT ขนาดเท่าเดิมเป็นกลุ่มควบคุมซองตัวทำละลาย 
(Control ethanol) หลังจากน้ันล้างออกด้วยสารละลาย Krebs-Henseleit อีก incubate ต่อไป 
จนหลอดเลือดมีแรงตึงคงท่ีจึงให้สารไปเปอรีน ขนาด 1.5x10 5 M และ 3x10 5 M ไปก่อน 
10 นาที แล้วให้5-HT ขนาดเท่าเดิม ลังเกตุผลการทดลองท่ีได้เปรียบเทียบผลการทดลองใน 
กลุ่ม control, control ethanol และกลุ่มท่ีให้สารไปเปอรีน
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3.3.2 กระตุ้นด้วย histamine
ทำการศึกษาเช่นเดียวกันกับข้างด้น โดยเปล่ียนสารกระตุ้น การ 

หดตัว จาก 5-HT มาเป็น histamine ขนาด 2x10 6|\/1
3.4 การศึกษาผลของสาร โรฮิตูคีน ต่อการหดตัวของหลอดเลือดท่ีสายสะดือ 

มนุษยูโดยใข้สารกระตุ้นการหดตัว 5-HT และ histamine
3.4.1 กระตุ้นด้วย 5-HT

เม่ือ incubate หลอดเลือดท่ีสายสะดือด้วยสารละลาย Krebs- 
Herseleit จนกระท่ังมีแรงตึงคงท่ี กระตุ้นหลอดเลือดท่ีสายสะดือให้หดตัวโดยใช้ 5-HT ขนาด 
ดวามเข้มข้น 2x10 6 M แบบ single dose นานประมาณ 10 นาที ปล่อยให้หลอดเลือดหด 
ตัวสงสุดเป็นกลุ่มควบคุม (control) ล้างออกด้วยสารละลาย Krebs-Henseleit หลาย  ๆ คร้ัง 
โดย incubate หลอดเลือดต่อนานประมาณ 45 นาที ในระหว่างน้ีเปล่ียนสารละลาย Krebs- 
Herseleit ทุก 15นาที เม่ือหลอดเลือดมีแรงตึงคงท่ีแล้วจึงให้สารโรฮิตูคีนขนาด 3x10 5 M 
และ 3.69x10 4 M ไปก่อน 10 นาที แล้วจึงให้ 5-HT ขนาดเท่าเดิม สังเกตผลการทดลองท่ี 
ได้ เปรียบเทียบผลการทดลองในกลุ่ม control และกลุ่มท่ีให้สารโรฮิตูคีน

3.4.2 กระตุ้นด้วย histamine
ทำการศึกษาเช่นเดียวกันกับข้างด้น โดยเปล่ียนสารกระตุ้นการ

หดตัวจาก 5-HT มาเป็น histamine ขนาด 2x1 0 6พ

4. การวิเคราะห์ข้อมูล
ผลการทดลองประเมินโดยการวัดการหดตัวของหลอดเลือด นำผลท่ีได้มา

คำนวณเป็นเปอร์เซนต์ โดยให้การหดตัวด้วยสารกระตุ้นมาตร1ฐานมีค่าสูงสุดเป็น 1 00%
รายงานผลการทดลองท่ีได้ในรูปของค่าเฉล่ีย ± ค่าความคลาดเคล่ือนมาตรฐานของค่าเฉล่ีย 
(mean i  S.E)

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ โดยการเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่ม
ควบคุมและกลุ่มทดลองโดยใช้ student ’ร paired t-test โดยพิจารณาค่าความแตกต่าง 
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ืน 95% (P < .05)
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