
บทท่ี 2

อุปกรถf  และว2ดำเนินการวิจัย

1. สัตว์ทดลอง เครองมอ นละสารเคท่ี
1.1 สัตว์ทดลอง

1.1.1 หนูขาว (rat) พันธ์ Wistar เพศเท่ีย และเพศผู้ น่าหนักประมาณ 
1 50 -200  กรัม จากหน่วยงานสัตว์ทดลอง คณะแพทยศาสตร์ จุหๆลงกรณ์มหาวิทยาลัย

การเตรียมหนฃาว
-  การเตรียมหนูขาวเท่ีอสิกษากล้ามเน๋ึอเรียบมดลูก

เตรียมโดยรด estradiol valerate (Progynon üepotR) ขนาด
0.1 mg/kg. body weight รดเข้าไต้ลวหนังเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ก่อนเรมน่าการวิจัย เท่ีอไห้ 
มดลูกอยู่ไนช่วง estrus cycle ช่ังเป็นระยะท่ีท่ีการหดตัวของกล้ามเน้ัอเรียบมดลูกสิ และท่ีความ 
ไว (sensitivity) ต่อการตอบสนองต่อ oxytocin

- การเตรียมหนูขาวเพ๋ึอสิกษากล้ามเนอเรียบหลอดเลือดแดงใหญ่
หนูขาวที่จะน่ามาสิกษากล้ามเนั้อเรียบหลอดเลือดแดงไหฝนนไม่ 

ต้องเตรียมไว้เหท่ีอนกับการสืกษากล ้ามเน้ัอเรียบมดลูก การเตรียมน้ันไซ้หนูขาวเพศไดก็ไล้ช่ัง 
อยู่ไนน่าหนักท่ีระบุไว้แล้วน่ามาแยกหลอดเลือดแดงใหญ่ออกจากกาย

1.1.2 หนูตะเภาสีขาว เพศไดก็ไล้ น้ําหนักประมาณ 250 -300  กร้ม
จากฟาร์มผู้เล้ียง

การเตรียม VIV\ตะเภา
ไห้หนูตะเภาอดอาหารก่อนน่าการวิจัย 24 ช่ัวโมง ไห้น่าเห์(ยงอย่างเดียว

1.2 เค,รองftp
- organ bath แบบ double walled ประกอบล้วยหลอดแก้ว 2 ช่ัน ช่ันใน 

บรรจุน่ายาหล่อเล้ียงเน้ัอเท่ีอ (physiological salt solution) ขนาดบรรจุ 25 ml. จะท่ีช่องส่าหร้บ 
การผ่านเข้าออกของก๊าซ carbogen ท่ีไซ้ไนการทดลอง (0 295%+C025%) ช่ันนอกท่ีน่าท่ี 
สามารถควบคุมคุณหภูท่ีไล้ (thermoregulating water pump) ส่งฟ้าจาก water bath ช่ังจะ ควบ 
คุมน้ัาไห้ท่ีคุณหภูรคงท่ี (รปภาพท่ี 8)

-  เคร๋ึองมอวัดการหดตัวของกล้ามเน้ัอ (isometric transducer) ของ 
บริษัท Nacro bio-system
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isometric transducer

> >  isolated tissue

-=< prewarmed water in le t

phys io log ica l salt so lu tion in le t

A
physio log ica l salt solution outlet

รูปภาพท่ี 8 แ«ดงชุดเคร่ืองฝ็อท่ีไซ้ไนการสืกษาการหดตัวของกล้ามเฟ้อlรยบต่าง ๆ
ท่ีแยกจากกาย (isolated organ)
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(นเยกจากกาย (isolated organ)
-  เดรึอ๋งรอบนัปก็ผลการวจิยั (recorder) ของบรษิทั Nacro bio-system 

(PhysiogrophR)
- เคร่ึองชงอยา่งละเอยีด
-  evaporator (Rotavapor)
-  ถงับรรจกุา๊ช carbogeri (Oj95%+ C025%) ของบรษิทั Thai

Industrial Gas (TIG)

1.3 สารเคแ
1.3.1 สารเครfiไซ้เปน็สารกระตุน้การหดตวัของกล*'ามเฟอ้เรียบ

-  oxytocin (syntocinonR) ของบรษิทั Sondoz, Switzerland
- acetycholine hydrochloride (ACh) ของบรษิทั Sigma 

Chemical Co.,St. Louis, บ.ร.A.
-  norepinephrine hydrochloride (NE) ของบรษิทั Sigma 

Chemical Co., Louis, U.S.A.
-  calcium chloride dihydrate (CaCIg. 2HgO) (Fluka AG, 

Buchs, Switzerland.)
-  5-hydroxytryptamine (5 -H T) ของบรษิทั Sigma Chemical 

Co., Louis, U.S.A.
- histamine ของบรษิทั Sigma Chemical Co., Louis, บ.S A

1.3.2 สารเครfiไซเ้ตรียมนา้ยาหลอ่เฟย้งเฟอ้เสอ์ (physiological salt
solutions)
-  sodium chloride, D(+)-glucose monohydrate, sodium 

hydrogen carbonate, calcium chloride dihydrate 
(E.merck. Darmstadt, Germany)

- potassium chloride, magnesium chloride hexahydrate 
(fluka AG, Buchs, Switzerland.)

1.3.3 สารเดรฟ้ไซ้เตรียมสัตว์'ทดลอง
- estradiol valerate (Progynon DepotR) ของบรษิทั 

Shchering, Germany
1.3.4 สารเดปfี {ไซเ้ปน็ตวักา๊ละลายสารสกดัรากหนอนดายหยาก

- Dimethysulfoxide (DMSO)



22

1.4 สารสกัดรากหนรนตายหยาก (Clitoria macrophvlla Wall. Cat.)
สกดัโดยแชใ่น 95 % alcohol เปน็เวลา 72 ชวโมง แลว้นำไปกรองและฟา้ 

ไป evaported เอา alcohol ออกจะไล้สารละลายสีน้ําตาลเข้ม นำไปเกบ็ทีอ่ณุหภมู ิ 4 องศา 
เซลเซยีส จะเหน็ผลกึตกอยูท่ีก่นั flask นำไป recrytallization ลว้ยแอลกอฮอลจะเหน็ผลกึ 
ลกัษณะเปน็ดอกกหุลาบสขีาวทีก่นั flask และนำผลึกมาไชไ่นกาววิจัย โดยไข ้DMSO เป็นตัวทำ 
ละลาย(รูปภาพที ่ 9)

รากหนอนตายหยาก 

น
ห่ันเป็นๆโนเล็ก ๆ และบด

แชแ่อลกอฮอล 95% เปน็เวลา 72 ชาโมง 
V

กรอง

ไโ
Evaporator Rotary VMP60 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส

1โ

สารละลายเข้มข้นสนีํา๋ตาลเก็บทีอุ่ณหภมู ิ 4 องศาเซลเซยีส

น
ผลกึตกอยูท่ีก่นั flask

Recrystallization ลว้ยแอลกอฮอล 

Tผลกึลกัษณะเปน็ดอกกหุลาบสขีาวทีก่นั flask (ธ -deoxyclitoriacetal)

รูปภาพที ่ 9 แสดงการสกดั ธ -deoxyclitoriacetal จากรากหนอนตายหยาก 
(บท et a l,1992)



2. วธดำเนนการวจัย

ภารเตรียมกล้ามm a เรียบมดฟิกหนซาว
า. เตรียม Locke's solution แลว้นำไป incubate ทีอ่ณุทภมู ิ 32+0.5°C
2. การเตรยีมหนขาวกอ่นทดลอง 24 ชัว้โมง pretreatment ดวย estradiol 

valerate ขนาด 0.1 mg/kg body weight ฉดีเขา้ไลผ้วิหนงั เพือ่ไหม้ดลกูอยูไ่นระยะ estrus และ 
ทำให ้oxytocin receptor มคิวามไวตอ่การตอบ»นองเพืม่ขีน้

3. นำหนขูาว มาตีครีษะไห»้ลบ แลว้กระตกุขอ้ตอ่ทีค่อไหก้ระดกูเลือ่นซ่ึงจะทำ 
ไหห้นเูสยีซึว่ติอยา่งรวดเรว็ (cervical dislocation)

4. เปดิหนาัหอ้งของหนขูาวจะเหน็มดลกูหนขูาว (uterine horn) ตดัมดลกูออก 
จากตวัหนขูาวทัง้ 2 ขา้งแลว้นำไปไลไ่น petri dish ซึง่ม ิ Locke’s solution และมิ carbogen gas 
ฝานตลอด

5. ค่อย  ๆ เลาะเนึอ่เยึอ่เกีย่วพนัและไขมนัทีต่ดิอยูท่ีม่ดลกูออกใหห้มด
6. ตัดมดลูก'ไห้มิความยาว 1 .5-2  เซนตเิมตร จะได,หลอดมดลกู 4 ซึน่ ตด 

หลอดมดลกูแตล่ะชิน้มาผา่ตามยาวของหลอดมดลกูจะไลเ้นอเยึอ๋ 2 ชิน้ตอ่หลอดมดลกู 1 ชิน้ 
(รปูภาพที ่ 10)

7. ไขด้า้ยผกูลา้นหนึง่ของเนึอ่เสอ์มดลกูทีต่ดัเรยีบรอ้ยแลว้นำไปยดึตดิกบัแผน่ 
พลา»ตกิทีย่ดึตดิกบั organ bath

8. Organ bath ชัน้ไน»ดมิความจุ 25 มลิลิลิตร บรรจุ Locke’s solution อยู่ 
และมิ carbogen gas ผา่นดลอดเวลา สว่น organ bath ชัน้กลางจะมนิัา้อณุหภมู ิ 32±0.5°c  
ไหลผา่นตลอดเวลา

9. ปลายอกีลา้นหน ึง่ของเน ึอ่ เสอ์มดลกูท ีต่ ดั เรยีบรอ้ยแลว้จะผกูตดิกบั  
isometric transducer ซึง่ตอ่กบั recorder

10. เมึอ๋เตรียมเนึอ่เยึอ๋เรียบร้อยตามชัน้ตนัแลว้ ปรบ้ไหเ้นึอ่เกีอ่มแิรงตงึ
0.5 กร้ม ขณะท่ี incubate อยูน่ัน้เปลีย่น Locke’ ร solution ทกุๆ 1 5 นาที

ภารเตรียมกล้ามm a เรียบหฟิอดเฟิaตแดงหนซาว
1. เตรียม Krebs-Henseliet Solution แลว้นำไป incubated ทีอุ่ณหภมูิ

37+0.5 °c
2. นำหนขูาวมาเตรยีมเอาหลอดเลอืดแดงไหญโดยตคีรษีะไห»้ลบแลว้กระตกุ 

ขอ้ตอ่ทีค่อไหก้ระลกูคอเลือ่นซึง่จะทำไหห้นเูสยีขว้ติอยา่งรวดเรว็ (cervical dislocation)
3. เปดิหนาัอกหนขูาวจะเหน็หลอดเลอดแดงไหtÿตดิอยูท่ีก่ระดกูสน้หลงั ไข  ้

ดา้ยผกูหลอดเลอดแดงใหญ ่ ไขก้รรไกรเลาะหลอดเลอืดแดงใหญไ่ปจนสงืหว้ไจแลว้จงึตดัหลอด



เลือดแดงใหญ ่ ช้ังปคีวามยาวประมาณ 3 เซนสเิมตร ฟา้หลอดเลอืดแดงใหญไ่ปวางไวใน pétri 
dish ชัง้ฝ ็Krebs-Henseliet solution และปี carbogen gas ผา่นตลอดเวลา

4. ลา้งเลอืดทีสิ่คอยู่หลอดเลอืดแดงใหญ ่ แลว้คอ่ย  ๆ เลาะเนอเยือ่เกีย่วพนั 
และไขมนัทีต่คิอยูท่ีห่ลอดเลอืดแดงใหญอ่อกใหห้มด

5. ตัดหลอดเลอืดแดงใหญแ่บบเกลยีว (spiral) ให้ปคีวามกว้างประมาณ 2 -3  
มลิลเิมตร ยาว 2 -2 .5  เซนตเิมตร ชัง้จะไดห้ลอดเลอืด 2 ชัน้ (รปูภาพที ่ 11)

6. ใหด้า้ยผกูดา้นหนึง่ของหลอดเลอืดทีต่ดัเรียบร้อยแลว้ ฟา้ไปยดึตดิกบัแผน่ 
พลาสตกิทีย่ดึตดิกบั organ bath

7. organ bath ช้ันในสุดปคีวามจุ 25 มลิลิลติร บรรจ ุ Krebs-Henseliet 
solution อยู่และปี carbogen gas ผ่านตลอดเวลา สว่น organ bath ช้ันกลางจะฝฟ็า้อณุหภมู ิ
37+0.5°C ไหลผา่นตลอด

ธ. ปลายอกีดา้นหนึง่ของหลอดเลอืดแดงใหญท่ีต่ดิเปน็รปูเกลยีวผกูตดิกบั 
isometric transducer ชัง้ตอ่กบั recorder

9. เมือ่เตรียมเนัอ้เยือ่เรียบร้อยตามชัน้ตอนแลว้ปร้บเนอเยือ่ปแีรงตงึ 0.5 กร้ม 
แลว้จงึเร่ิมการทดลองขณะที ่ incubate อยูน่ัน้เปลีย่น Krebs-Henseiiet solution ท กุ ๆ 1 5 นาที

การเตรยีมกลา้มเน0เรยีบลำไ«เลก็สว่น ileum ข 0งห^ตะเทา
1. เตรียม Tyrode’s solution แลว้ฟา้ไป incubate 37+0.5 C
2. ใหห้นตูะเภาอดอาหารกอ่นการทดลอง 24 ชัว้โมง เทีอ่เฟมิความไวในการ 

หดตวัของสา่ไลแ้ละทำใหส้า่ไลส้ะอาด
3. ฟา้หนตูะเภามาเตรียมเอาสา่ไลเ้ลก็สว่น ileum โดยตศึรีษะใหส้ลบแลว้กระตกุ 

ขอ้ตอ่ทีค่อใหก้ระดกูทีค่อเลีอ่นชัง้จะทำใหห้นเูสยีรีวติอยา่งรวดเรีว (cervical dislocation)
4. เปดีหนา้อกของหนตูะเภา จะเหน็สว่น ileo-caecal junction แลว้ตดัสว่น 

ileum ช้ังจะตดัตัง้แตเ่หฟอ้ ieo-caecal junction ไปทางสา่ไลเ้ลก็ ตัดยาวประมาณ 10-15  
เซนตเิมตร ฟา้สา่ไลเ้ลก็สว่น ileum ไปวางไว,ใน petri dish ชัง้ป ี Tyrode’s solution และปี 
carbogen gas ผา่นตลอดเวลา

5. ค่อย  ๆ เลาะเนึอ่เยือ่เกีย่วพนัและไขมนัทีต่ดิอยูท่ีส่า่ไลเ้ลก็สว่น ileum ออก 
ให้หมด ทำความสะอาด lumen โดยการใชก้ระบอกฉดียารดเอา Tyrode’s solution เข้า lumen 
หลาย  ๆคร้ัง (รปูภาพที ่ 12)

6. ตดัสา่ไลเ้ลก็สว่น ileum ออกเปน็ชัน้ ช้ังแตล่ะชัน้ปค็วามยาว 1 .5-2 .0
เซนติเมตร

7. ใชด้า้ยผกูดา้นหนึง่ของสา่ไลเ้ลก็สว่น ileum ทีต่ดัเรียบร้อยแลว้ และฟ้าไป 
ยดึตดิกบัแผน่พลาสตกิทีย่คึตดิกบั organ bath
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ข้ันตอนที, 1

V

ข้ันตอนท่ี 2

y

ข้ันตอนท่ี 3

หนายเหตุ ตัดตามรอยปรุ

รูปภาพที่ 10 แสดงตำแหน่งและลักษณะของมดลูก และวิธีการเตรียมกล้ามl i t อเรียบ
มดลูกหนูขาว (isolated rat uterus)



/

วิธการตู้ดแบบเกลียว (spiral)

รูปภาทที่1 1 แสดงตู้าแหน่งหลอดเลือดแดงใหญ่ และวิîm ารเดรยมกล้ามเ{เอเรยบ
หลอดเลือดแดงใหญ่ของหนูขาว (isolated rat aorta)
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î l e o - c a e c ^  ju n c t io n

ว ิธ ก า ร ผ ูก ล ำ ไ ส ัIล็กส่ว■ น ile u m

ก า ร ล า ง  lu m en

รูปภาพที่ า 2 แสตงตำแหน่งสำไล้เล็กส่วน ileum และวิรีการเตรียมกล้ามเนอเรียบ 
ลำไล้เล็กส่วน iluem ของหนูตะเภา (isolated guinea-pig ileum)
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8. Organ bath ชัน้ไนสดุฝค็วามจ ุ 25 ปลีลเิมตร บรรจ ุ Tyrode’s solution อยู่ 
และปี carbogen gas ผา่นตลอดเวลา สว่น organ bath ช้ันกลางจะปฟีา้อุณหภปู ี 34+0.5°C 
ไหลผา่นตลอดเวลา

9. ปลายอกีดา้นหนึง่ของสา่ไลเ้ลกืสว่น ileum ทีต่ดัเรยีบรอ้ยแลว้นัน้ จะฟ้ามา 
ผูกติด isometric transducer ชัง้ตอ่กบั recorder

10. เยือ่เตรียมเนือ้เยือ่เรยีบรอ้ยตามชัน้ตอนแลว้ปร้บใหเ้นือ้เยือ่ปแีรงตงึ 0.5 
กรัม incubate เนือ้เยือ่เปน็เวลา 30 -4 5  นาที แลว้จงืเร่ิมการทดลอง ขณะท่ี incubate อยู่น้ัน 
เปลีย่น Tyrode’s solution ท กุ ๆ  1 5 นาที

ภารดำเนนการ1วจัยแบ่งออกเป็น 3 ตอนดังน

ตอนที ่ า การศกึษาถ.ทร่ิของ 6 -deoxyclitoriacetal ตอ่การหดตวัของกลา้มเนือ้
เรียบมดลกูของหนขูาวทีแ่ยกจากกาย ไนสภาวะทีไ่มไ่ดร้บสารกระตุน้การ 
หดตวัและเทีอ่ไหส้ารมาตรฐานกระตุน้การหดตวั acetylcholine (ACh) 1 
oxytocin

1.1 ตกึษาผลของตวัหา้ละลาย DMSO ทีไ่ชนเการละลาย 6-deoxyclitoriacetal 
ตอ่การหดตวัของกลา้มเนือ้เรียบของมดลกูหนขูาวทีแ่ยกจากกาย ไนสภาวะ 

ทีไ่มไ่ดรั้บสารกระตุน้การหดตวัและเยือ่ไหส้ารมาตรฐานกระตุน้การหดตวั 
acetylcholine(ACh) 1 oxytocin

1.2 ตกึษาฤทธึข๋อง 6 -deoxyclitoriacetal ตอ่การหดตวัของกลา้มเนือ้เรียบ
มดลกูหนขูาวทีแ่ยกจากกาย ในสภาวะทีไ่มไ่ดร้้บสารกระตุน้การหดตวั

และเยือ่ไหส้ารมาตรฐานกระตุน้การหดตวั acetylcholine(ACh) 1 oxytocin

ตอนที ่ 2 การตกึษาฤทธึข๋อง 6 -deoxyclitoriacetal ตอ่การหดตวัของกลา้มเนือ้
เรียบหลอดเลอืดแดงไหญ ่ (aorta) ของหนขูาวทีแ่ยกจากกาย เยือ่ไห้
ลารมาตรฐานกระตุน้การหดตวั serotonin(5-HT) , norepinephrine(NE) 
และ calcium chloride(CaCI2 )ไนสารละลาย potassium depolarizing

2.1 ตกึษาผลของตวัหา้ละลาย DMSO ทีไ่ช้ในการละลาย 6 -deoxyclitoriacetal 
ตอ่การหดตวัของกลา้มเนือ้เรียบหลอดเลอืดใหญ ่ (aorta) ของหนขูาว
ทีแ่ยกจากกายเยือ่ไหส้ารมาตรฐานกระตุน้การหดตวั serotonin(5-HT) . 
norepinephrine(NE) และ calcium chloride(CaCI2) ไนสารละลาย 
potassium depolarizing
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2.2 ดกึษาฤทร๋ึของ 6 -deoxyclitoriacetal ตอ่การหดตวัของกลา้มid อเรียบ
หลอดเลอคแดงใ.หญ่ (aorta) ของหนขูาวทีแ่ยกจากกาย เมือ่ไห้
สารมาตรฐานกวะตันการหดตัว serotonin(5-HT) ,norepinephrine(NE) 
และ calcium chloride( CaClg )ในสารละลาย potassium depolarizing

ตอนที ่ 3  การดกึษาฤทธีข่อง 6 -deoxyclitoriacetal ตอ่การหดตวัของกลา้มid อ
เรียบลำไลเ้ลก็สว่น ileum ของหนตูะเภาทีแ่ยกจากกาย เมือ่ไห้
สารมาตรฐานกระตนัการหดตัว acetylcholine(ACh) 1 seroronin(5-HT) 
และ histamine

3.1 ดึกษาผลของตัวฟ้าละลาย DMSO ทีไ่ชไนการละลาย 6 -deoxyclitoriacetal
ตอ่การหดตวัของกลา้มid อเรียบลำไลเ้ลก็สว่น ileum ทีแ่ยกจากกาย

เมือ่ไหส้ารมาตรฐานกระตุน้การหดตวั acetylcholine (ACh) 1 seroronin 
(5 -HT) และ histamine

3.2 ดึกษาฤฑธ๋ึของ 6 -deoxyclitoriacetal ตอ่การหดตวัของกลา้มเนอเรียบ
ลำไลเ้ลก็สว่น ileum ท่ีแยกจากกาย เมือ่ไหส้ารมาตรฐานกระตุน้หดตวั

acetylcholine(ACh) . seroronin(5-HT) และ histamine

ตอนที ่ 1 การดกึษาฤฑธ๋ึของ 6 -deoxyclitoriacetal ตอ่การหดตวัของกลา้มid อ
เรียบมดลกูของหนขูาวทีแ่ยกจากกาย ไนสภาวะทีไ่มไ่ตร้ับสารกระตุน้การ 
หดตวัและเมือ่ไหส้ารมาตรฐานกระตุน้การหดตวั acetylcholine(ACh) . 
oxytocin

1.1 ดกึษาผลของตวัฟา้ละลาย DMSO ไซไ้นการละลาย 6-deoxyclitoriacetal 
ตอ่การหดตวัของกลา้มเนอเรียบของมดลกูของหนขูาวทีแ่ยกจากกาย ไนสภาวะทีไ่มไ่ดรบสาร
กระตุน้การหดตวั และเมือ่ใหส้ารมาตรฐานกระตุน้การหดตวั acetylcholine(ACh) , oxytocin

ไนสภาวะที่ไม่ไค้รับสารกระตุ้น

บนัดกึการหดตวัของมดลกู 15 นาดึ แลว้จงไห้ตัวฟา้ละลาย DMSO. ไน 
ปรีมาตรเทา่กบั 6 -deoxyclitoriacetal ทีไ่ซท้ดสอบ บนัดกึผลการหดตวัตอ่ไปอกี 15 นาดึ 
เปรียบเทยีบผลการทดลองระหวา่งกอ่นและหลงัไห ้DMSO( รปูภาพที1่ 3)
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spontaneous contraction
DMSO

«-------1 5 -3 0  นาที

incu sate

*4---------1 5 นาที--------- ---------- 1 5 นาุที-------- ►

record record
(before) (after)

(รปูภาพที ่ 1 3)

เน ึอ่ไต7้บ«ารกระต ุน้การทคควั acetylcholine (ACh)

ใหส้าร acety!choline(ACh)(5X 10 6 M) กระตุน้การทดตวัของมดลกูใน 
ขนาดทำใหม้ดลกูเกดิการทดตวั ไดป้ระมาณ 45-55%  ของการหดตวัสงสดุ (submaximum 
dose) บนัทกีผลการทดตวัของมดลกู 15 นาที แลว้ดา้งมดลกูดว้ย Locke’s solution ทลาย  ๆ
ครัง้ incubate มดลูกประมาณ 3 0 นาทโีดยเปลีย่น Locke’s solution ท กุ ๆ  15 นาท ี เฟอ้ให ้
มดลกูพกัเตม็ที ่ ทำการสกืษาตอ่ไปโดยใหต้วัทำละลาย DMSO ในปริมาตรเทา่กบั
6 -deoxyclitoriacetal ทีใ่ชท้ดสอบลงไปในมดลกู บนัทกีผล 1 5 นาท ี แล้ว ใหส้าร
acetylcholine(ACh) อกีคร้ังหนึง่ในขนาดเทา่เดมิ เปรยีบเทยีบผลการทคลองระหวา่งกอ่นและ 
หลง้ให ้DMSO (รปูภาพที ่ 14)

Spontaneous contraction 
ACh wash DMSO ACh

■ 15-30 นาท—ี► ♦ — 15 นาท—ี► «— 15-3 0  นาที — 15 นาที

incubate record
(before)

incubate

15 นาที

record
(after)

(รปูภาพที ่ 14)
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ฟ้าการดีกษาเช่นเดียวกันกับการดีกษาผลของตัวฟ้าลาย DMSO เท่ีอไล้รับ 
สารกระตุ้นการหดตัว acetylcholine(ACh) (รูปภาพท่ี 14) แต่เปล่ียนสารกระตุ้นการหดตัว 
acetylcholine(ACh) เป็น oxytocin (5X10 3 IU/ml)

1.2 ดีกษาฤทธของ 6 -deoxyclitoriacetal ต่อการหดตัวของกล้ามเ{เอเรียบ 
มดลูกของในสภาวะท่ีไม่ไล้รับสารกระคุ้นการ'หดตัวและเท่ีอไห้สารมาตรฐานกระตุ้นกาวหดตัว 
acetylcholine(ACh) 1 oxytocin

ในสภาวะที่ไม่ไตัรับสารกระตุ้นการหดตัว

ฟ้าการดีกษาเช่นเดียวกันกับการดีกษาผลของตัวฟ้าละลาย DMSO ไน 
สภาวะท่ีไม่มีสารกระตุ้นการหดตัวของมดลูก (รูปภาพท่ี 1 3) แต่เปล่ียนจากการไห้ตัวฟ้าละลาย 
DMSO เป็น 6 -deoxyclitoriacetal ขนาด 0.2 mg/ml (5 .35X10 4 M)

ในสภาวะที่ไตัรับสารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัวacetylcholine fACh ไ

ฟ้าการดีกษาเช่นเดียวกันกับการดีกษาผลของตัวฟ้าละลาย DMSO ไน 
สภาวะท่ีมีสารกระตุ้นการหดตัวของมดลูก acetylcholine (ACh) (5X10 6 M) (รูปภาพท่ี 14) 
แต่เปล่ียนจากการให้ตัวฟ้าละลาย DMSO เป็น 6 -deoxyclitoriacetal ขนาด 0.2 mg/ml
(5.35X1 o '4 M)

ในสภาวะที่ไตัรับสารกระตุ้นการหดตัว oxytocin

ฟ้าการดีกษาเช่นเดียวกับกาวดีกษาผลของตัวฟ้าละลาย DMSO ไนสภาวะ 
ท่ีมีสารกระตุ้นการหดตัวของมดลูก acetyIcholine(ACh) (รูปภาพท่ี 14) แต่เปล่ียนจากการไห้ 
สารมาตรฐานกระตุ้นหดตัว acetylcholine(ACh) เป็น oxytocin (5X10 3 IU/ml) และเปล่ียน 
จากการไห้ตัวฟ้าละลาย DMSOlปีน 6 -deoxyclitoriacetal ขนาด 0.2 mg/ml (5.35X1 o’4 M)

ตอนท่ี 2 การดีกษาฤฑธของ 6-deoxyclitoriacetal ต่อการหดตัวของกล้ามเนอ
เรียบหลอดเสือดแดงใหญ่ (aorta) ของหนูขาวท่ีแยกจากกาย เท่ีอไห้

เมึอ๋ไตรัับสารมาตรฐานกระตุน้การหดตวั oxytocin
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สารมาตรฐานกระตนุการหดตวั serotonin(5-HT) . norepinephrine(NE) 
และ calcium chloride ( CaClg ) ในสารละลาย potassium depolarizing

2.1 ทกีษาผลของตวัทำละลาย DMSO ทีใ่ชใ้นการละลาย 6 - deoxyclitoriacetal 
ตอ่การหดตวัของหลอดเลอืดใหญเ่ทีอ่ใหส้ารมาตรฐานการหดตวั serotonin (5 -H T)
norepinephrine(NE) และ calcium chloride( CaClg )ในสารละลาย potassium depolarizing

เม๋ึอให้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว serotoninf5-HT)

ทีกษๆ dose-response curve ของ 5 -HT โดยเตม็สาร serotonin (5 -HT) 
ขนาดความเขม้ขน้ตา่ง ๆ(1 X10 8 -1 X 1 0  4 M )sงในหลอดเลอืดทีเ่ตรยีมไวท้กุ ๆ 5 นาที 
บนัทกีผลการหดตวัทกุคร้ังทีเ่ตม็สารเปน็กลุม่ควบคมุ หลงัจากนัน้ลา้ง serotonin (5 -H T) ตัวย 
Krebs-Henseliet solution หลาย ๆ ครัง้ incubate หลอดเลอืด 30 นาท ี โดยเปลีย่น Krebs- 
Henseliet solution ท กุ ๆ  1 5 นาทเีพึอ๋ใหห้ลอดเลอืดพกัเตม็ททีำการทกีษาตอ่ไปโดยใหต้วัทำ 
ละลาย DMSO ลงในหลอดเลอืดในปริมาตรเทา่กบั 6 -  deoxyclitoriacetal ทีใ่ชท้ดสอบ
บนัทกึผล 15 นาท ี แลว้จงึให ้serotonin (5 -H T) ความเขม้ขน้ตา่ง  ๆ เชน่เดยีวกบักอ่นการให ้
DMSO เปรยีบเทยีบผลการทดลองระหวา่งกอ่นและหลงัจากการให ้DMSO (รปูภาพที ่ 1 5)

1X10 
1X10 '5 

1X10 e
5-HT 1X1 o '7 ล้าง 

1X1 ๐"8

1X10. -4

1X10
-6

-5

DMSO
1X10

. -75-H T 1X10 
1X10-8

«— 30 นาท—ี► <— 25 นาที —><—  30 นาที — — 1 5 นาที —►  *— 25 นาที —►

incubate record incubate record
(before) (after)

(รปูภาพที ่ 15)
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ฟ้าการดีกษาเช่นเดียวกับการดีกษาผลของตัวฟ้าละลาย DMSO ต่อการหด 
ตัวของหลอดเลือดแดงใ.หญ่ เม๋ึอไห้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว serotonin (5-HT)
(รูปภาพท่ี 15) แต่เปล่ียนจากสารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว serotonin (5-HT) เป็น
norepinephrine(NE) (1X10 11-  1X10 7M)

เม๋ึอกระตุ้นตัวย calcium chloride(CaCU) ในสารละลาย potassium
depolarizing

«

ฟ้าการดีกษาเช่นเดียวกับการดีกษาผลของตัวฟ้าละลาย DMSO ต่อการหด 
ตัวของหลอดเลือดแดงไหญ่ เท่ีอไห้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว serotonin (5-HT)
(รูปภาพท่ี 15) แต่เปล่ียนจากสารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว serotonin (5-HT) เป็น calcium 
chloride(CaCI2 )ขนาดความเข้มข้น 0.1 mM, 1 mM, 10 mM. 20 mM และ 30 mM โดย 
incubate หลอดเลือดตัวย calcium-free Kreles-Hensleit solution จนกล้ามเน้ือหลอดเลือดมี 
แรงตึงตัวคงท่ี จึงเปล่ียนเป็นสารละลาย potassium depolarizing incubate หลอดเลือดจน 
กระทงกล้ามเน้ือหลอดเลือดท่ีมีแรงตึงตัวคงท่ี และฟ้าการดีกษาผลการหดตัวของหลอดเลือด
โดยไซ้สารละลายแคลเ€ ยมคลอไรด์แบบสะสม (cumulative dose-response curve) ท่ีขนาด 
ความเข้มข้นตังกล่าว และล้างหลอดเลือดด้วย Krebs-Hensleit solution หลายคร้ัง  ๆจนหลอด 
เลือดมีแรงตึงตัวคงท่ี จึงเปล่ียนสารละลาย calcium-free Krebs-Hensleit solution จนกระทง 
หลอดเลือดมีแรงตึงตัวคงท่ี จึงเปล่ียนเป็นสารละลาย potassium depolarizing ฟ้าการดีกษาโดย 
ไห้ DMSO 1 5 f i l ก่อน นานประมาณ 1 5 นาที และจึงไห้สารละลายแคลเท่ียมคลอไรด์แบบ 
สะสมขนาดความเข้มข้นต่าง ๆ

2.2 ดีกษาฤฑธของ 6-deoxyclitoriacetal ต่อการหดตัวของกล้ามเน้ือเรียบ
หลอดเลือดแดงไหญ่ (aorta) ของหนูขาวท่ีแยกจากกาย เมีอไห้สารมาตรฐานกระตุ้น serotonin 
(5-HT) 1 norepinephrine (NE) และ calcium chloride (CaCI2)UtสTTละลาย potassium 
depolarizing

เมรใหส้ารมาตรฐานกระตุน้ภารหดตวั norepinephrine (NE)

ฟ้าการทดลองเหมีอนข้อ 2.1 แต่เปล่ียนสารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัวไน 
แต่ละการดีกษาเป็น serotonin (5 -HT) (1X10 8- 1X10 ^  M) , norepinephrine (NE) 
(1X1 o "11- 1X10 7 M) และ calcium chloride (CaCI2)(0.1-30mM ) ไนสารละลาย
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potassium depolarizing ในระหว่างการดีกษา และเปล่ียนจากการให้ตัวทำละลาย DMSO เป็น
6-deoxyclitoriacetal ขนาด 0.4 mg/ml (1 .07X10 3 M)

ตอนท่ี 3 การดีกษาฤทธ๋ึของ 6-deoxyclitoriacetal ต่อการหดตัวของกล้ามเน้ือ
เรียบลำไล้เล็กส่วน ileum ของหนูตะเภาท่ีแยกจากกาย เม่ือให้
สารมาตรฐานกระตันกาวหดตัว acetylcholine(ACh) 1 serotonin(5-HT) 
และ histamine

3.1 ดีกษ'าผลของตัวทำละลาย DMSO ท่ีใช้ในกาวโละลาย 6-deoxyclitoriacetal 
ต่อการหดตัวของกล้ามเน้ือเรียบลำไล้เล็กส่วน ileum ของหนูตะเภาท่ีแยกจากกาย เม่ือให้สาร 
มาตรฐานกระตันการหดตัว acetylcholine(ACh) 1 serotonin(5 -HT) และ histamine

เม่ือให้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว acetvlcholine(ACh)

เม่ือให้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว่ acetylcholine(ACh) ท่ีขนาดความ 
เข้มข้นต่าง  ๆ (1X10 9- 1X1 o ’5 M) ลงในลำไล้ท่ีเตรียมไว’ ทุก  ๆ5 นาที บันทึกผลการหดตัว 
ทุกคร้ังท่ีเติมสาร ล้างลำไล้ด้วย Tyrode’s solution หลาย  ๆ คร้ัง incubate ลำไล้ประมาณ 
3 0 นาที โดยเปล่ียน Tyrode’s solution ทุกๆ 1 5 นาทีเพ๋ึอให้ลำไล้พักเต็มท่ีดีกษาต่อไป
โดยให้ตัวทำละลาย DMSO ในปริมาตรเท่ากับ 6-deoxyclitoriacetal ใช้ทดสอบลงในลำไล้
บันทึกผล 15 นาที แล้วให้ acetylcholine(ACh) ความเข้มข้นต่าง  ๆ เช่นเดียวกับก่อนให้
DMSO เปรียบเทียบผลการทดลองระหว่างก่อนและหลังจากการให้ DMSO (รูปภาพท่ี 1 6)

1X10
ธ

. -ธ

1X10 
ACh 1X1 o '8 

1X10~9

1X10
-7

1X10
1X10'6

-7

wash DMSO ACh1X10
1X10

-8

91X10

■ 15-30 นาที —► «— 25 นาที—► 4— 15-30  นาที—,► «— 15 นาที —+ + — 25นาที

incubate record
(before)

incubate record
(after)

(รูปภาพที่ 1 6 )
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ฟ้าการดีกษาเช่นเดียวกันกับการดีกษาผลของตัวฟ้าละลาย DMSO ต่อการ 
หดตัวของกล้ามเนอเรียบลำไส้เล็กส่วน ileum เม่ือไห้{ทรมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว ACh
(รูปภาพท่ี 16) แต่เปล่ียนจากการไห้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว acetylcholine(ACh) เป็น 
serotonin(5-HT) (1X1 o '9- 1X1o'5M)

เม่ือให้สารมาตุรฐานกระตุ้นการหดตัว histamine

ฟ้าการดีกษาเช่นเดียวกับการดีกษาผลของตัวฟ้าละลาย DMSO ต่อการหด 
ตัวของกล้ามเม่ือเรียบลำไส้เล็กส่วน ileum ของหนตะเภา เม่ือไห้สารมาตรฐานกระตุ้นการหด
ตัว acetylcholine(ACh) (รูปภาพท่ี 16) แต่เปล่ียนจากการไห้สารมาตรฐานกระตุ้นการหด 
ตัว acetylcholine(ACh) เป็น histamine (1X10 9-  1X10 5M)

3.2 ดีกษาฤทธ๋ึของ 6 -deoxyclitoriacetal ต่อการหดตัวของกล้ามเนอเรียบ
ลำไส้เล็กส่วน ileum ของหนูตะเภาท่ีแยกจากกาย เม่ือไห้สารมาตรฐานกระตุ้น 
หดตัว acetylcholine(ACh) 1 serotonin(5-HT) และ histamine

ฟ้าการทดลองเหม่ือนข้อ 3.1 แต่เปล่ียนจากไห้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว 
acetylcholine(ACh) (1X10‘9- 1X10'5M) เป็น serotonin(5-HT) (1X10 '9-  1X10'SM) 
และ histamine (1X1 o’9- 1X1 o’5 M) ไนแต่ละการดีกษาและเปล่ียนตัวฟ้าละลาย DMSO
เป็น 6-deoxyclitoriacetal ขนาด 0.1 5 mg/ml (4.01 X 10 4 M)

3. การวัดผลและนำเสนอพลการวจัย

1. การวัดผลของการหดตัวของกล้ามเน้ือเรียบมดลูก ที่งวัคไตั2 ลักษณะ คือ

เมือ่ให«้ารมาตรุฐานกระตุน้ภารหดตวั serotonin(5-แฑ

- วัดแรงไนการหดตัวเฉล่ีย (tension)
= ผลรวมของแรงไนการหดตัวทุกคร้ังไนเวลาหน่ึง

จำนวนครงของการหดตัวไนเวลาหน่ึง
- วัดความล่ีไนการหดตัว (frequency)

= จำนวนคร้ังของการหดตัว (คร้ัง /นาที)



การฟา้เสนอผลการวจิยัจะฟา้เสนอตงัฟ้
-  รอ้ยละของแวงหดต}ัในกาวหดตวัเฉลีย่ (tension)
-  ร้อยละของความถีใ่นกาวหดตวั (frequency)

2. การวดัผลของการหดตวัของกลา้มเฟอ้เรียบหลอดเลอืดแดงใหญ่

วดัขนาดของการหดตวัของกลา้มเฟอ้เรยีบหลอดเลอืดแดงเปน็มลิลเิมตร 
ของแตล่ะความเขม้ขน้ของสาวกระตนักาวหดตวัมาตวฐาน แลว้คำนวณเปน็ฟอรเ้ชนตข่องการ 
หดตวั (%contraction) โดยให, maximum contraction = 100 %

การฟา้เสนอผลกาววจิยัจะฟา้เสนอตงัฟ้
- dose-response curve ในรปูเปอรเ้ซนตข์องการหดตวั(% contraction)

3. การวดัผลของการหดตวัของกลา้มเฟอ้เรยีบลา้ไลเ้ลก็สว่น ileum
วดัขนาดของกาวหดตวัของกลา้มเฟอ้เรยีมลา้ไลเ้ลก็สว่น ileum เปน็

มลิลเิมตร ของแตล่ะความเขม้ขน้ของสารกระตุน้มาตรฐาน แลว้คำนวณเปน็เปอวเ์ชนตข์องการ 
หดตวั (% contraction) โดยให maximum contraction = 100 %

กาวฟา้เสนอผลวิจยัจะฟา้เสนอตงัฟ้
-  dose-response curvelนวปูเปอรเ์ซนตข์องการหดตวั(% contraction)

4. การวิเคราะห์ข้อ*;ลทางสถิด๊

ผลการทดลองรายงานเปน็ คา่เฉล่ีย + ความคลาดเคลีอ่นมาตรฐานของคา่เฉลีย่ 
(mean + standard error of mean)

กาวเปรยีบเทีย่บความแตกตา่งวะหวา่งผลของการหดตวัของกลา้มเฟอ้เรียบกอ่น 
และหลง้ไดร้บ 6-deoxyclitoriacetal ใชส้ถติ ิ student’s paired-t test โดยพจิารณาคา่
ความแตกตา่งอยา่งมนียัสา่ตญัทางสถติทิีว่ะตบั ความเชือ่มน 95 %
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