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บทที 2

ส ัตว ์ทดลอง เครองม ือ และสารเคม ึ

1.สัตว์ทดลอง

ใ,เหนูขา'วลายพันธุ Wistar เพศผู้ นิาหนักระหว่าง 200-250 กรัม จากศูนย์สัตว์ 
ทดลองแห่งขาติ มหาวิทยาสัยมหิดล ตำบลศาลายา อำเภอนครชัยศร จังหวัดนครปฐม เล้ียงด้วย 
อาหารสำเร็จรูป

กระต่ายสายพันธุ New Zeland เพศผู้ น้ําหนักระหว่าง 2-3 กิโลกรัม จากคณะ 
สัตวแพทย์ศาสตร์จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เล้ียงด้วยอาหารสำเร็จรูป

2.เครองมือ

2.1 organ bath แบบ double walled Harvard type ประกอบด้วย หลอดแก้ว 2 ชัน 
ช้ันในบรรจุสารละลายที,จำเป็นต่อการดำรงชีวิตของเน้ือเย่ือ (physiological solution) ขนาดบรรจุ 20 
มิลลิลิตร มืชีองสำหรับการผ่านเข้าออกของก๊าซ Carbogen (ประกอบด้วย 0 2 95% และ C 02 5%) 
ชันนอกมืนำอุ่นซ่ึงส่งมาจาก water bath โดย thermoregulating water pump คอยควบคุมอุณหภูมิ 
ของหลอดแก้วช้ันในให้คงท่ี ท่ี 37 ±  0.5 องศาเซลเชียส

2.2 water bath และ thermoregulation water pump
2.3 เครื่องมือ1วัดการหดตัวของเนือเยือ isometric, isotonic และ pressure 

transducer ของบริษัท Washington transducer
2.4 เคร่ืองบันทึกผลการทดลอง Universal Oscillograph ของบริษัท Harvard
2.5 เคร่ืองบันทึกผลการทดลองพร้อมด้วยเคร่ืองขยายสัญญาณไฟฟ้า Gilson N2 

ของบริษัท Harvard

3. สารเคมี

3.1 สารเคมีท่ีใช้เป็นสารกระตุ้นการหดตัวของกล้ามเน้ือเริยบ 
acetylcholine hydrochloride (Sigma)
5-hydroxytryptamine creatinine sulfate complex (Sigma)
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norepinephrine (Sigma) 
potassium chloride (Sigma) 
barium chloride (Sigma)

3.2 ลารทดลอง

eu  763-15-13 เป็นสารบริลุทธ้ิท่ีสังเคราะห์โดย ผศ.ดร.ชำนาญ ภัตรพานิช โดย 
เตรียมในรูปสารละลาย ท่ีใช้ dimethysulfoxide ( DMSO ) เป็นตัวทำละลาย

4.Carbogen gas

วิธืดำเนินการวิจัย

1 .การเตรียมกล้ามเนื้อเรียบ

1.1 การเตรียมลำไล้เล็ก (duodenum rabbit) กระต่าย
ใช้กระต่ายเพศผู้ นํ้าหนักประมาณ 2-3 กิโลกรัม โดยอดอาหารก่อนการทดลองเป็น 

เวลา 12 ชั่วโมง ให้แต่น้ํา ทำให้กระต่ายตายทันทีด้วยการตีหัวบริเวณท้ายทอยแล้วทำ cervical 
dislocation ผ่าผนังหน้าท้องนำเอาลำไล้เล็ก ส่วน duodenum แช่ในสารละลาย tyrode ใน petri dish 
ซ่ึงมีก๊าช carbogen ผ่านตลอดเวลา ตัดแยกเอาเน้ือเย่ือเก่ียวพันและไขมันออกให้หมด ใช้ syringe 
ขนาด 10 มิลลิลิตร ลำหรับล้างภายในลำไล้ ด้วยสารละลาย tyrode แล้วตัดให้มีความยาวประมาณ
1.5 เซนติเมตร ใช้ด้ายผูกปลายท้ังลองด้านโดยปลายด้านหน่ึงผูกติดกับแท่งพลาสติกแล้วนำไปใส่ใน 
organ bath ซ่ึงมีสารละลาย tyrode อยู่ 20 มิลลิลิตร และมีก๊าซ carbogen ฝานตลอดเวลา อุณหภูมิ 
37 + 0.5 องศาเซลเซียส ปลายอีกด้านหน่ึงผูกติดกับ isometric transducer ซ่ึงจะต่อเช้ากับเครอง 
บันทึกผลและขยายสัญญาณไฟฟ้า ดึงกล้ามเน้ือให้มีความตึงขณะพัก (resting tension) ประมาณ 1 
กรัม แล้ว incubate เน้ือเย่ือประมาณ 60 นาที ระหว่างน้ืจะเปล่ียนลา?ละลาย Tyrode ทุก 15 นาที 
จนกระท้ังกล้ามเน้ือมีความตึงคงท่ี

1.2การเตรียมหลอดเลือดแดงใหญ่ (aorta) กระต่าย
ใช้กระต่ายเพศผู้ นํ้าหนักประมาณ 2-3 กิโลกรัม ทำให้กระต่ายตายทันทีด้วยการตีหัว 

บริเวณท้ายทอยแล้วทำ cervical dislocation ผ่าตัดเปิดช่องอกแล้วเคลื่อนย้ายหัวใจ ปอด ออกจะเห็น 
หลอดเลือดแดงใหญ่ติดอยู่ที่กระดูกสันหลัง ใช้ด้ายผูกหลอดเลือดแดงใหญ่และใช้กรรไกรเลาะหลอด 
เลือดแดงใหญ่ออกจากตัวมาวางบน petri dish ท่ีมีสารละลาย Krebs-Henseleit ซึ่งมีก๊าซ carbogen
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วิธการผูกลำไล็เล็กส่วน duodenum

ภาพที่ 6 ตำแหน่งลำ1บ,เล็กส่วน duodenum และการผูกลำไล็เล็ก
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ผ่านตลอดเวลา ตัดแยกเอาเน้ือเย่ือเก่ียวพันออกให้หมด ตัดหลอดเลือดเป็นเกลียว ( spiral ) แห้วตัด 
แบ่งยาวประมาณ 1.5 เซนติเมตร ใข้ด้ายผูกปลายทั้งสองด้านโดยปลายด้านหนึ่งผูกติดกับแท่ง 
พลาสติกแล้วนำไปใส่ใน organ bath ซ่ึงมีสารละลาย Krebs-Henseleit อยู่ 20 มีลลิลิตร และมีก๊าช 
carbogen ผ่านตลอดเวลา อุณหภูมิ 37 ±0 .5  องศาเซลเซียส ปลายอีกด้านหน่ึงผูกติดกับ isometric 
transducer ซึ่งซึ่งจะต่อเข้ากับเครื่องบันทึกผลและขยายส์ณญาณไฟฟ้า ดึงกล้ามเน้ือให้มีความตึง 
ขณะพัก (resting tension) ประมาณ 1 กรัม แล้ว incubate เน้ือเย่ือประมาณ 60 นาที ระหว่างน้ีจะ 
เปล่ียนสารละลาย Krebs-Henseleit ท ุก15นาทีจนกระทั้งกล้ามเนื้อมีความตึงคงที่

ภาพที่ 7 ตำแหน่งหลอดเลือดแดงใหญ่ ( thoracic aorta )
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1.3 การเตรียมกล้ามเน้ือท่อนำอสุจิ (vas deferens)Mนู'ขาว 
ใช้หนูขาวเพศผู้ นํ้าหนักประมาณ 200-300 กรัม ทำให้หนูตายทันทีด้วยการตีหัว 

บริเวณท้ายทอยแล้วท่า cervical dislocation ผ่าตัดเปิดช่องท้องแยกท่อนำอสุจิ แช่ในสารละลาย 
Krebs-Henseleit บน petri dish ซ่ึงมีก๊าช carbogen ฝานตลอดเวลา ตัดแยกเอาเน้ือเย่ือเก่ียวพัน 
และหลอดเลือดออกให้หมด ใช้ syringe ขนาด 1 มิลลิลิตร สำหรับล้างภายในท่ออสุจิ ด้วยลารละลาย 
Krebs-Henseleit แล้วตัดให้มีความยาวประมาณ 1.5 เซนติเมตร ใช้ด้ายผูกปลายท้ังสองด้านโดย 
ปลายด้านหน่ึงผูกติดกับแท่งพลาสติกแล้วนำไปใส่ใน organ bath ซ่ึงมีสารละลาย Krebs-Henseleit 
อยู่ 20 มิลลิลิตร และมีก๊าซ carbogen ผ่านตลอดเวลา อุณหภูมิ 37 ± 0.5 องศาเซลเชียล ปลายอีก 
ด้านหน่ึงผูกติดกับ isometric transducer ซ่ึงจะต่อเข้ากับเคร่ืองบันทึกผลและขยายสัญญาณไฟฟ้า 
ดึงกล้ามเน้ือให้มีความตึงขณะพัก (resting tension) ประมาณ 0.5 กรัม แล้ว incubate เน้ือเย่ือ 
ประมาณ 60 นาที ระหว่างน้ีจะเปล่ียนสารละลาย Krebs-Henseleit ทุก 15 นาที จนกระท้ัง กล้ามเน้ือ 
มีความตึงคงท่ี

1.4 การเตรียมหลอดเลือดแดงใหญ่ (aorta) หนูขาว
ใช้หนูขาวเพศผู้ นํ้าหหักประมาณ 200-300 กรัม ท่าให้หนูตายทันทีด้วยการตีหัว 

บริเวณท้ายทอยแล้วท่า cervical dislocation ผ่าตัดเปิดช่องอกแล้วเคล่ือนย้ายหัวใจ ปอด ออกจะเห็น 
หลอดเลือดแดงใหญ่ติดอยู่ท่ีกระดูกสันหลัง ใช้ด้ายผูกหลอดเลือดแดงใหญ่และใช้กรรไกรเลาะหลอด 
เลือดแดงใหญ่ออกจากตัวมาวางบน petri dish ที,มีสารละลาย Krebs-Henseleit ซ่ึงมีก๊าซ carbogen 
ผ่านตลอดเวลา ตัดแยกเอาเน้ือเย่ือเก่ียวพันออกให้หมด ตัดหลอดเลือดเป็นเกลียว (spiral) แล้วตัด 
แบ่งยาวประมาณ 1.5 เซนติเมตร ใช้ด้ายผูกปลายทั้งสองด้านโดยปลายด้านหนึ่งผูกติดกับแท่ง 
พลาสติกแล้วนำไปใส่ใน organ bath ซ่ึงมีสารละลาย Krebs-Henseleit อยู่ 20 มิลลิลิตร และมีก๊าซ 
carbogen ผ่านตลอดเวลา อุณหภูมิ 37 ±  0.5 องศาเซลเชียล ปลายอีกด้านหน่ึงผูกติดกับ isometric 
transducer ซ่ึงจะต่อเข้ากับเคร่ืองบันทึกผลและขยายสัญญาณไฟฟ้า ดึงกล้ามเน้ือให้มีความตึงขณะ 
พัก (resting tension) ประมาณ 1 กรัม แล้ว incubate เน้ือเย่ือประมาณ 60 นาที ระหว่างน้ืจะเปล่ียน 
สารละลาย Kreb Henseleit ท ุก 15 นาทีจนกระทั้งกล้ามเนื้อมีความตึงคงที่
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2. การทดลอง

2.1 ตึกษาผลเบื้องต้นของ CU 763-15-13 ต่อการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบลำไต้เล็กที่แยกจาก
กระต่าย

2.1.1.สืกษาผลของ CU 763-15-13 ต่อการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบลำไล้เล็กกระต่ายเมื่อ 
เกิด spontaneous contraction

เม ื่อเตรียมกล้ามเน ื้อและ incubate ในสารละลาย Tyrode จนลำไต้เล็กเกิด 
spontaneous contraction มีการหดตัวที่ลมํ่าเสมอและคงที่ บันทึกผลการหดตัว แล้วจึงให้ CU 763- 
15-13 ขนาด 5x1 o'5 M บันทึกผลการหดตัวต่อไปประมาณ 5 นาที ให ้ CU 763-15-13 ขนาด 1x10"4 M 
บันทึกผลการหดตัว เปรียบเทียบผลการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบลำไล้เล็กก่อนและหลังการให้ CU 
763-15-13

2.1.2 ตึกษาผลของ CU 763-15-13 ต่อการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบลำไล้เล็กกระต่ายเมื่อ 
ให้ลารกระตุ้นมาตรฐานต่างๆตังนื้

acetylcholine hydrochloride ขนาด 1x1 o’7 M 
potassium chloride 50 mM 
barium chloride 1x10"3 M

เมื่อเตรียมกล้ามเนื้อและ incubate ในสารละลาย Tyrode จนมีการหดตัวที่สมํ่าเลมอ 
และคงที่ กระตุ้นกล้ามเนื้อเรียบลำไต้เล็กให้หดตัวโดยใช้สารกระตุ้นมาตรฐานแต่ละตัวตังกล่าวข้างต้น 
บันทึกผลการหดตัวประมาณ 20-30 นาที หลังจากนั้นล้างออกด้วยสารละลาย Tyrode หลายๆครั้ง 
incubate เนื้อเยื่อต่อประมาณ 60 นาที โดยระหว่างนี้เปลี่ยนสารละลาย Tyrode ทุก 15 นาที จน 
กระทั่งความตึงของกล้ามเนื้อเท่ากับความตึงเมื่อเรมการทดลองและคงที่ ตึกษาผลของ CU 763-15- 
13 โดยการให้สารกระตุ้นมาตรฐานในขนาดเท่าเดิม บันทึกผลการหดตัวประมาณ 5 นาที ให้ CU 763- 
15-13 ขนาด 5x1 O'5 M บันทึกผลการหดตัวต่อไปอีกประมาณ 5 นาที แล้วจึงให้ CU 763-15-13 
ขนาด 1x10 4 M แล้วบันทึกผลการหดตัวไปประมาณ 5 นาที เปรียบเทียบผลการหดตัวของกล้ามเนื้อ 
เรียบลำไล้เล็กก่อนและหลังการให้ CU 763-15-13
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2.2 ศึกษาผลของ CU 763-15-13 ต่อการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบ

2.2.1 ศึกษาผลของ CU 763-15-13 ต่อการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบท่อนำอสุจิหนูขาว ในสาร 
ละลาย Krebs-Henseleit เมื่อกระตุ้นด้วยสารกระตุ้นมาตรฐานต่างๆดังนี้

5-hydroxytryptamine creatinine sulfate complex ขนาด 1x1 o'5 M 
norepinephrine 1x10’6 M 
barium chloride 1x10"3 M 
potassium chloride 50 ทาM

เมื่อเตรียมกล้ามเนื้อและ incubate ในสารละลาย Krebs-Henseleit จนมีความตึงคง 
ท่ี ให้สารกระตุ้นมาตรฐานแต่ละตัวดังกล่าวข้างต้น บันทึกผลการหดตัวประมาณ 20 นาที แล้ว 
ล้างออกด้วยสารละลาย tyrode 3 คร้ัง incubate เนื้อเยื่อต่อประมาณ 60 นาที จนความตึงของกล้าม 
เนื้อเท่ากับความตึงเมือเริ่มการทดลองและคงที, โดยระหว่างนี้เปลี่ยนสารละลาย Krebs-Henseleit ทุก 
15 นาที ศึกษาผลของ CU 763-15-13 โดยการให้ CU 763-15-13 ขนาด 5x10"5 M เป็นเวลา 15 นาที 
แล้วจึงให้สารกระตุ้นมาตรฐาน เปรียบเทียบการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบท่อนำอสุจิก่อนและหลังการ 
ให้ CU 763-15-13

2.2.2 ศึกษาผลของ CU 763-15-13 ต่อการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบหลอดเลือดแดงใหญ่หนู 
ขาว ในสารละลาย Krebs-Henseleit เมื่อกระตุ้นด้วยสา?กระตุ้นมาตรฐานต่างๆดังนื้ 

5-hydroxytryptamine creatinine sulfate complex ขนาด 1x105 M 
norepinephrine 1x10"6 M 
barium chloride 1x10"3 M 
potassium chloride 50 ทาM

เมื่อเตรียมกล้ามเนื้อและ incubate ในสารละลาย Krebs-Henseleit จนมีความตึงคง 
ท่ี แล้วจึงให้สารกระตุ้นมาตรฐานแต่ละตัวดังกล่าวข้างต้น บันทึกผลการหดตัวประมาณ 20 นาที แล้วจํ ai

ล้างออกด้วยสารละลาย Krebs-Henseleit 3 คร้ัง incubate เนื้อเยื่อต่อประมาณ 60 นาที จนความ 
ตึงของกล้ามเนื้อเท่ากับความตึงเมื่อริ่มการทดลองและคงที่ โดยระหว่างนี้เปลี่ยนสารละลาย Krebs- 
Henseleit ทุก 15 นาที ศึกษาผลของ CU 763-15-13 โดยการให้ CU 763-15-13 ขนาด 5x10"5 Mเป็น 
เวลา 15 นาที แล้วจึงให้สารกระตุ้นมาตรฐาน เปรียบเทียบการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบหลอดเลือด 
แดงใหญ่ก่อนและหลังการให้ CU 763-15-13
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2.2.3 ศึกษาผลของ CU 763-15-13 ต่อการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบหลอดเลือดแดงใหญ่ 
กระต่าย ในลารละลาย Krebs-Henseleit เมื่อกระตุ้นด้วยลารกระตุ้นมาตรฐานต่างๆดังนื้

5-hydroxytryptamine creatinine sulfate complex ขนาด 1x10"6 M 
norepinephrine 1x10'6 M 
barium chloride 1x10"3 M 
potassium chloride 50 ทาM

เมื่อเตรียมกล้ามเนื้อและ incubate ในลารละลาย Krebs-Henseleit จนมีความตึงคง 
ท่ี ให้สารกระตุ้นมาตรรานแต่ละตัวดังกล่าวข้างต้น บันทึกผลการหดตัวประมาณ 20 นาที แล้วจ่ di
ล้างออกด้วยสารละลาย Krebs-Henseleit 3 ครั้ง incubate เนื้อเยื่อต่อประมาณ 60 นาที จนความ 
ตึงของกล้ามเนื้อเท่ากับความตึงเมื่อเริ่มการทดลองและคงที' โดยระหว่างนี้เปลี่ยนลารละลาย Krebs- 
Henseleit ทุก 1 5 นาทีศึกษาผลของ CU 763-15-13 โดยการให้ CU 763-15-13 ขนาด 5x1 o'5 Mlป็น 
เวลา 15 นาที แล้วจึงให้ลารกระตุ้นมาตรฐาน เปรียบเทียบการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบหลอดเลือด 
แดงใหญ่ก่อนและหลังการให้ CU 763-15-13

2.2.4 ศึกษาผลของ CU 763-15-13 ต่อ Cumulative dose-response curve ต่อการหดตัว 
ของกล้ามเนื้อเรียบหลอดเลือดแดงใหญ่หนูขาว เมื่อกระตุ้นด้วย Calcium chloride ในสารละลาย 
potassium depolarizing

เมื่อเตรียมกล้ามเนื้อและ incubate ในลารละลาย Krebs-Henseleit จนมีความตึงคงที่ 
เปลี่ยนลารละลายเป็นสารละลาย potassium depolarizing และ incubate ต่อจนความตึงของกล้าม 
เนื้อคงที่ แล้วให้ CaCI2 แบบสะสมขนาด ( 1x105 M -  1x102 M ) จนกระที่'งกล้ามเนื้อหดตัวสูงสุด 
หลังจากนั้นล้างออกด้วยสารละลาย Krebs-Henseleit 3 คร้ัง incubate เนื้อเยื่อต่อประมาณ 60 นาที 
จนความตึงของกล้ามเนื้อเท่ากับความตึงเมื่อเริ่มการทดลองและคงที่ โดยระหว่างนี้เปลี่ยนสารละลาย 
Krebs-Henseleit ทุก 1 5 นาที ศึกษาผลของ CU 763-15-13 โดยการให้ CU 763-15-13 ขนาด 5x10' 
5 M และ 1x105 M ก่อนเป็นเวลา 15 นาที แล้วจึงให้ CaCI2 แบบสะสมขนาด เปรียบเทียบผลการ 
ทดลองระหว่าง Cumulative dose-response curve ของ CaCI2 เมือมีและไม่มี CU 763-15-13

2.2.5 ศึกษาผลของ CU 763-15-13 ต่อ Cumulative dose-response curve ต่อการหดตัว 
ของกล้ามเนื้อเรียบหลอดเลือดแดงใหญ่หนูขาว ซึ่งถูกกระตุ้นด้วย norepinephrine เมื่อมีและไม่มี
endothelium
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2.2.5.1 ศึกษาผลของ CU 763-15-13 ต่อ Cumulative dose-response curve เมือ 
กระสันด้วย norepinephrine เมื่อมี endothelium

เมื่อเตรียมกล้ามเนื้อและ incubate ในสารละลาย Krebs-Henseleit จนมีความตึงคง 
ท่ี แล้วให้ norepinephrine แบบละลมขนาด ( 1x10"1๐ M -  1x1 o'6 M) จนกระที่'งกล้ามเนื้อหดตัวสูงสุด 
หลังจากนั้นล้างออกด้วยลารละลาย Krebs-Henseleit 3 ครั้ง incubate เนื้อเยื่อต่อประมาณ 60 นาที 
จนกระทงความตึงของกล้ามเนื้อเท่ากับความตึงเมื่อเริ่มการทดลองและคงที่ โดยระหว่างนี้เปลี่ยนลาร 
ละลาย Krebs-Henseleit ทุก 15 นาที ศึกษาผลของ CU 763-15-13 โดยการให้ CU 763-15-13 
ขนาด 5x105 M และ 1x105 M ก่อนเป็นเวลา 15 นาที แล้วจึงให้ NE แบบละลมขนาด เปรียบเทียบผล 
การทดลองระหว่าง C um ula tive  d ose-response curve ของ NE ก ่อนและหล ังการให ้ 
CU 763-15-13

2.2.5.2 ศึกษาผลของ CU 763-15-13 ต่อ Cumulative dose-response curve เมือ 
กระตุ้นด้วย norepinephrine เมือไม่มี endothelium

เตรียมกล้ามเนื้อหลอดเลือดแดงใหญ่หนูขาว รุ)ด endothelium ออกโดย'ใ#ไม้'ฟันสำลี 
รุ)ดเบาๆด้านในของหลอดเลือด และใช้ Acetylcholine ซึ่งเป็น endothelium dependent vasodilator 
เป็นตัวทดสอบว่าไม่มื endothelium แล้วจึงนำมาทดสอบฦทธของ CU 763-15-13 โดยทำการศึกษา 
เช่นเดียวกับการศึกษาผลของ CU 763-15-13 ต่อ Cumulative dose-response curve กระตุ้นด้วย 
norepinephrine เมือมี endothelium

2.2.6 ศึกษาผลของ CU 763-15-13 ต่อการหดตัวของหลอดเลือดแดงใหญ่หนูขาว ในสาร 
ละลาย Ca2+-free Krebs-Henseleit เมื่อกระตุ้นให้สารกระตุ้นมาตร1ฐาน 

norepinephrine IxIO^M 
potassium chloride 50 mM

เมื่อเตรียมกล้ามเนื้อและ incubate ในสารละลาย Krebs-Henseleit จนมืความตึงคงที่ 
เปลี่ยนสารละลายเป็นสารละลาย Ca2+-free Krebs-Henseleit และ incubate ต่อจนความตึง 
ของกล้ามเนื้อคงที่ แล้วให้สารกระตุ้นมาตรฐานตังกล่าวข้างต้น บันทึกผลการหดตัวประมาณ 20 นาที 
แล้วล้างออกด้วยสารละลาย Krebs-Henseleit 3 ครั้ง incubate เนื้อเยื่อต่อประมาณ 60 นาที จน 
ความตึงของกล้ามเนื้อเท่ากับความตึงเมื่อเริ่มการทดลองและคงที่ โดยระหว่างนี้เปลี่ยนสารละลาย
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K re b s -H e n s e le i t  v in  1 5  น าท ี ศ ึก ษ าผ ล ข อ ง  C U  7 6 3 -1 5 -1 3  โด ย ก า ร ให ้ C U  7 6 3 -1 5 -1 3  ข น าด

5 x 1 0"5 M เป ็น เวล า  15  น าท ี แ ล ้ว จ ึง ให ้ล า ร ก ร ะ ต ุ้น ม า ต ร ฐ า น  เป ร ีย บ เท ีย บ ก า รห ด ต ัวข อ งก ล ้าม เน ื้อ เร ีย บ

ห ล อ ด เล ือ ด แ ด งให ญ ่ก ่อ น แ ล ะ ห ล ังก า ร ให ้ C U  7 6 3 -1 5 -1 3

2.3 ศึกษาผลของ papaverine ต่อการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบ

2.3.1 ศึกษาผลของ papaverine ต่อการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบท่อนำอสุจิหนูขาว ในลาร 
ละลาย Krebs-Henseleit เมื่อกระตุ้นด้วยลารกระตุ้นมาตรฐานต่างๆตังนี้

5-hydroxytryptamine creatinine sulfate complex ขนาด 1x10"5 M 
norepinephrine 1x10~6 M 
barium chloride 1x10"3 M 
potassium chloride 50 ทาM

เมื่อเตรียมกล้ามเนื้อและ incubate ในลารละลาย Krebs-Henseleit จนมีความตึงคง 
ท่ี ให้สารกระตุ้นมาตรฐานแต่ละตัวตังกล่าวข้างต้น บันทึกผลการหดตัวประมาณ 20 นาที แล้ว 
ล้างออกด้วยสารละลาย tyrode 3 ครั้ง incubate เนื้อเยื่อต่อประมาณ 60 นาที จนความตึงของกล้าม 
เนื้อเท่ากับความตึงเมื่อเริ่มการทดลองและคงที' โดยระหว่างนี้เปลี่ยนสารละลาย Krebs-Henseleit ทุก 
15 นาที ศึกษาผลของ papaverine โดยการให้ papaverine ขนาด 5x1 o'5 M เป็นเวลา 15 นาที แล้ว 
จ ึงให้สารกระตุ้นมาตรฐาน เปรียบเทียบการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบท่อนำอสุจิก่อนและหลังการให้ 
papaverine

2.3.2 ศึกษาผลของ papaverine ต่อการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบหลอดเลือดแดงใหญ่หนูขาว 
ในสารละลาย Krebs-Henseleit เมื่อกระตุ้นด้วยลารกระตุ้นมาตรฐานต่างๆตังนี้

5-hydroxytryptamine creatinine sulfate complex ขนาด 1x1 o'5 M 
norepinephrine 1x10~6 M 
barium chloride 1x1 o'3 M 
potassium chloride 50 ทา!VI

เมื่อเตรียมกล้ามเนื้อและ incubate ในสารละลาย Krebs-Henseleit จนมีความตึงคง 
ท่ี แล้วจึงให้ลารกระตุ้นมาตรฐานแต่ละตัวตังกล่าวข้างต้น บันทึกผลการหดตัวประมาณ 20 นาที แล้ว 
ล้างออกด้วยสารละลาย Krebs-Henseleit 3 คร้ัง incubate เนื้อเยื่อต่อประมาณ 60 นาที จนความ 
ตึงของกล้ามเนื้อเท่ากับความตึงเมื่อเริ่มกา?ทดลองและคงที' โดยระหว่างนี้เปลี่ยนสารละลาย Krebs-
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Henseleit ทุก 15 นาที สืกษาผลของ papaverine โดยการให้ papaverine ขนาด 5x1 o'5 M เป็นเวลา 
15 นาที แล้วจึงให้สารกระตุ้นมาตรฐาน เปรียบเทียบการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบหลอดเลือดแดง 
ใหญ่ก่อนและหลังการให้ papaverine

2.3.3 ตึกษาผลของ papaverine ต่อการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบหลอดเลือดแดงใหญ่ 
กระต่าย ในลารละลาย Krebs-Henseleitmอกระตุ้นด้วยสารกระตุ้นมาตรฐานต่างๆตังนื้

5-hydroxytryptamine creatinine sulfate complex ขนาด 1x1 o'5 M 
norepinephrine 1x10'6 M 
barium chloride 1x10 3 M 
potassium chloride 50 ทาM

เมื่อเตรียมกล้ามเนื้อและ incubate ในสารละลาย Krebs-Henseleit จนมีความตึงคง 
ท่ี แล้วจึงให้สารกระตุ้นมาตรฐานแต่ละตัวตังกล่าวข้างต้น บันทึกผลการหดตัวประมาณ 20 นาที แล้ว 
ล้างออกด้วยสารละลาย Krebs-Henseleit 3 ครั้ง incubate เนื้อเยื่อต่อประมาณ 60 นาที จนความ 
ตึงของกล้ามเนื้อเท่ากับความตึงเมื่อเริ่มการทดลองและคงที, โดยระหว่างนี้เปลี่ยนสารละลาย Krebs- 
Henseleit ทุก 15 นาที ตึกษาผลของ papaverine โดยการให้ papaverine ขนาด 5x1 o'5 M เป็นเวลา 
15 นาที แล้วจึงให้สารกระตุ้นมาตรฐาน เปรียบเทียบการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบหลอดเลือดแดง 
ใหญ่ก่อนและหลังการให้ papaverine

2.3.4 ตึกษาผลของ papaverine ต่อ Cumulative dose-response curve ต่อการหดตัว 
ของกล้ามเนื้อเรียบหลอดเลือดแดงใหญ่ห,yขาว เมื่อกระตุ้นด้วย Calcium chloride ในสารละลาย 
potassium depolarizing

เมื่อเตรียมกล้ามเนื้อและ incubate ในสารละลาย Krebs-Henseleit จนมีความตึงคงที' 
เปลี่ยนสารละลายเป็นสารละลาย potassium depolarizing และ incubate ต่อจนความตึงของกล้าม 
เนื้อคงที่ แล้วให้ CaCI2 แบบสะสมขนาด ( 1x105 M -  1x102 M ) จนกระที่'งกล้ามเนื้อหดตัวสูงสุด 
หลังจากนั้นล้างออกด้วยสารละลาย Krebs-Henseleit 3 ครั้ง incubate เนื้อเยื่อต่อประมาณ 60 นาที 
จนความตึงของกล้ามเนื้อเท่ากับความตึงเมื่อเริ่มการทดลองและคงที่ โดยระหว่างนีเปลี่ยนสารละลาย 
Krebs-Henseleit ทุก 15 นาที ตึกษาผลของ papaverine โดยการให้ papaverine ขนาด 5x1 o’5 M 
และ 1x1 O'5 M ก่อนเป็นเวลา 15 นาที แล้วจึงให้ CaCI2 แบบละลมขนาด เปรียบเทียบผลการทดลอง 
ระหว่าง Cumulative dose-response curve ของ CaCI2 เมื่อมีและไม่มี papaverine
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การวิเคราะห์ข้อมูล

ผลการทดลองรายงานเป็นค่าเฉลี่ย ±  ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของค่าเฉลี่ย 
การเป ร ียบ เท ียบ ความ แตกต ่ างระหว ่างกล ุ่มควบค ุมและกล ุ่มทดลองโดย paired

student’s t-test พิจารณาค่าความแตกต่างอย่างมีน ัยสำคัญทางสถิติท ี,ระดับความเชื่อมั่น 95% 
(p<0.05)

การคำนวณค่า parameter

ทำโดยใข้วิธีของ Van Rossum, Hurkmans และ Wolters (1963) ดังนี 

1.ค่า Logarithm ของ affinity ของ Competitive antagonist
แลดงในรูป pAj ซึ่งคือค่า negative logarithm ของความเข้มข้นของตัวยับยั้งชนิดแย่งจับที่ตัวรับ 
จัมผัลเดียวยัน (Competitive antagonist) ในหน่วยโมลาร์ ที่ทำให้ต้องเพิ่มความเข้มข้นของตัวกระตุ้น 
(agonist) เป็นสองเท่า จึงจะได้การตอบลนองเท่าเดิม 

p/A, คำนวณได้จากสมการต่อไปนี้ 
pAj = -log [B] + log([AB]/[A0]-1)

[B] คือ ความเข้มข้นของ Competitive antagonist ในหน่วยโมลาร์
[Ab] คือ ความเข้มข้นของ agonist ในหน่วยโมลาร์ ที่ทำให้เกิดเการกระตุ้น 50 เปอร์เซ็นต์ เม่ือมี 
antagonist (B) อยู่ด้วย

2.ค่า Logarithm ของ affinity ของ Non-competitive antagonist
แสดงในรูป pD^ซึ่งคือค่า negative logarhitm ของความเข้มข้นของตัวยับยั้งชนิดไม่แย่งจับที่ตัวรับ 
สัมผัสเดียวยัน (Non-competitive antagonist) ในหน่วยโมลาร์ ที่ทำให้การตอบสนองสูงสุด
(maximum response) ทีเกิดจากตัวกระตุ้น (agonist) ลดลง 50% 

pD2' คำนวณได้จากสมการต่อไปนี้ 
pD2' = -log [ธ ,] + log([AAm]/[AAm8'] -  1)

[b '] คือ ความเข้มข้นของ Non-competitive antagonist ในหน่วยโมลาร์
[ A J  คือ ค่าการหดเกร็งสูงสุด (maximum contraction) ที่เกิดจากตัวกระตุ้น เมื่อไม่มีสารยับยั้ง 
(Non-competitive antagonist)
[AAm8'] คือ ค่าการหดเกร็งสูงสุด (maximum contraction) ที่เกิดจากตัวกระตุ้น เมื่อมีสารยับยั้ง (Non
competitive antagonist) อยู่ด้วย
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