
อุปกรณ์และวิธีดำเนินการวิจ้อ 

1 . สัตว์ทดลอง เคร่ืองมือ และสารเคมี

1.1  สัตว์ทดลอง

1.1.1 หนูขาว (ral) พันธุ Wistar เพศเมีย และเพศผู้ น้ําหนักประมาณ 150- 
2 0 0  กรัม จากหน่วยงานสัตว์ทดลอง คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

การเตรียมหนูขาว

- การเตรียมหนูขาวเพ่ือศึกษากล้ามเน้ือเรียบมดลูก
เตรียมโดยฉีด estradiol valerate (Progynon DepotR) ขนาด 0.1 mg/kg. body 

weight ฉีดเข้าใต้ผิวหนังเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ก่อนเร่ิมทำการวิจัย เพ่ือให้มดลูกอยู่ไนช่วง eslrus cycle 
ซ่ึงเป็นระยะท่ีมีการหดตัวของกล้ามเน้ือเรียบมดลูกดีและมีความไว (sensitivity) ต่อการตอบสนองต่อ
oxytocin

บทที 2

-  การเตรียมหนูขาวเพ่ือศึกษากล้ามเน้ือเรียบหลอดเลือดแดงใหญ่
หนูขาวท่ีจะนำมาศึกษากล้ามเน้ือเรียบหลอดเลือดแดงใหญ่น้ัน ไม่ต้องเตรียม

เหมือนกับการศึกษากล้ามเน้ือเรียบมดลูก การเตรียมน้ันใช้หนูขาวเพศใดก็ได้ ซ่ึงอยูในน้ัาหนักท่ีระบุ 
ไว้ แล้วนำมาแยกหลอดเลือดแดงใหญ่ออกจากกาย

1.1.2 หนตะเภาสีขาว เพศใดก็ไต้ น้ัาหนักประมาณ 300-500 กรัม จากฟาร์มผ้
เสียง

การเตรียมหนูตะเภา

ให้หนูตะเภาอดอาหารก่อนทำการวิจัย 24 ช่ัวโมง ให้น้ัาเพยงอย่างเดียว
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1.2 เคร่ืองมือ

- organ bath แบบ double พall๗ ประกอบด้วยหลอดแก้ว 2 ช้ัน ช้ันใน 
บรรจุนำยาหล่อเลียงเมือเยึอ (physiological salt solution) ขนาดบรรจุ 25 ml มี จะมืช่องสำหรับการ 
ผ่านเข้าของก๊าซ carbogen ที่ใช่ใ,นการทดลอง (<ว2 95 ° /o  + C02 5 ° /o )  ช้ันนอกมืน้ําท่ีสามารถควบคุม 
อุณหภูมิได้ (thermoregulating water pump) ล่งนำจาก water bath ซึงจะควบคุมนำให้มือุณหภูมิคงท่ี 
(รูปภาพท่ี 3)

- เครืองมือวัดการหดตัวของกล้ามเมือ (isometric transducer) ของบริษัท Narcro
bio-system

- เครืองมือบันทกผลการวิจัย (recorder) ของบริษัท Narcor bio-system
(Physiograph* )̂

-  เคร่ืองช้ังอย่างละเอียด
- evaporator (Rotavapor)
- ถังบรรจุก๊าซ carbogen (ü 2 95 ° /o  + CO, 5 %) ของบริษัท Thai Industrial Gas

(TIG)

1.3 สารเคมี

1.3.1 สารเคมีท เข้,เป็นสารกระตุ้นการหดตัวของกล้ามเน้ือเรียบ
- oxytocin (syntocinon^) ของบริษัท Sandoz , Switzerland
- acetylcholine hydrochloride (ACh) ของบริษัท Sigma Chemical Co., 

St. Louis, U.S.A.
- norepinephrine hydrochloride (NE) ของบริษัท Sigma Chemical Co., 

St. Louis, บ.ร.A.
- calcium chloride dihydrate (CaCl9.2H2ü ) (Fluka AG 5 Buchs, 

Switzerland.)
- 5-hydroxytryptamine (5-HT) ของบริษัท Sigma Chemical Co., 

St. Louis, U.S.A.
- histamine ของบริษัท Sigma Chemical Co., Louis, U.S.A.
- barium chloride (BaCL) (Fluka AG , Buchs , Switzerland.)



9 isometric transducer

A
physiological salt solution outlet

รูปภาพท่ี 3  แสดงชุดเครื่องมือที่,ไซ้,Lนการศึกษาการหดตัวของกล้ามเนื้อเร๊ยบต่าง  ๆ
ทีแยกจากกาย (isolated organ)
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1.3.2 สารเคมีทีใช้เตรียมนํไยาหล่อเลี้ยงเนื้อเยื่อ (physiological salt solutions)
-  sodium chloride ,D(+)-glucose monohydrate , sodium hydrogen 

carbonate , calcium chloride dihydrate (E . Merck 5 Darmstadt , 
Germany.)

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

-  ethylene glycol bis ( p-amino ethylether ) - N , N , N/ N/ - 
tetraacetic acid (EGTA) (Sigma Chemical Co,.St. Louis, บ.S.A.)

1.3.3 สารเคมีที่ใช้เตรียมสัตว์ทดลอง
- estradiol valerate (Progynon Depot ) ของบริษัท Schering , 

Germany
- coconut oil

1.3.4 สารเคมีทีใช้เป็นตัวทำละลายสารสกัดด้วยเอธานอลจากรากสามสิบ
-  95 °/o ethanol

1.4 สารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบ ( A sp a ra g u s  ra c e m o su s  Willd.)
สกัดโดยแซใน 95 °/o  ethanol เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง แล้วนำมากรอง เพื่อแยกเอา 

กากและตะกอนทิ้งไปแล้วนำสารละลายที'ได้ไประเหย ethanol ออก จะได้สารสกัดด้วย ethanol จากราก 
สามสิบ ที'มีลักษณะเหนียวข้น สีน้ืาตาลดำ นำมาเก็บไวในขวดสีชาปีดฝาไห้สนิท เก็บโว์ในตู้เย็น

2 . วิธีการดำเนินการวิจัย

การศึกษาน้ีจะแบ่งการดำเนินการวิจัยเป็น 3 ตอน ตังน้ี

ตอนท่ี 1 การศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของกล้าม 
เน้ือเรียบมดลูกของหนูขาวที'แยกจากกาย

1.1 ศึกษาผลของตัวทำละลาย (95 ° /o  ethanol) ท่ีใช้สกัดสารจากรากสามสิบต่อ 
การหดตัวของมดลูกทีเกิดฃึนเอง (spontaneous contraction)
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1 . 2  ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของมดลูก 
ทีเกิดฃึนเอง (spontaneous contraction)

1.3 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบ ต่อการหดตัวของมดลูก 
เมื่อไห้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว ACh

1.4 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของมดลูก 
เมื่อให้สารกระตุ้นการหดตัว oxytocin

1.5 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของมดลูก 
เมือ 1ห้สารกระตุนการหดตัว oxytocin ใน calcium-free Locke Ringer 
solution

ตอนที, 2  การศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของกล้าม 
เนื้อเรียบหลอดเลือดแดงใหญ่ (aorta) ของหนูขาวที่แยกจากกาย

2.1 ศึกษาผลของตัวทำละลาย (95 °/o ethanol) ท1ซ้สกัดสารจากรากสามสิบต่อ 
การหดตัวของหลอดเลือดแดงใหญ่ เมื่อให้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว 
NE

2 . 2  ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของหลอด 
เลือดแดงใหญ่ เมื่อให้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว NE

2.3 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของหลอด 
เลือดแดงใหญ่ เมื่อให้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว 5-HT

2.4 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของหลอด
เลือดแดงใหญ่ โดยใช้สารละลาย CaCl2 ในสารละลาย potassium
depolarizing

ตอนที' 3 การศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของกล้าม 
เนื้อเรียบลำไล้เล็กส่วน ileum ของหนูตะเภาที่แยกจากกาย

3.1 ศึกษาผลของตัวทำละลาย (95 °/o ethanol) ที่ใช้สกัดสารจากรากสามสิบ 
ต่อการหดตัวของลำไล้เล็กส่วน ileum เมื่อให้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว
ACh
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3.2 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของลำไส้ 
เล็กส่วน ileum เมื่อให้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว ACh

3.3 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของลำไส้เล็ก 
ส่วน ileum เมื่อไห้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว 5-HT

3.4 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของลำไส้เล็ก 
ส่วน ileum เมื่อให้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว histamine

3.5 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของลำไส้เล็ก 
ส่วน ileum เมื่อให้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว BaCl2

ตอนท 1  การศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบ
มดลูกของหนูขาวที่แยกจากกาย

การเตรียมกล้ามเนื้อเรียบมดลูกหนูขาว
- เตรียม De Jalon solution แล้วนำไป incubate ทีอุณหภูมิ 32 + 0.5 °c
- เตรียมหนูขาวตัวเมียก่อนทดลอง 24 ช่ัวโมง ด้วยการฉีด estradiol valerate ขนาด 

0.1 mg/kg. body weight เข้าใต้ผิวหนัง (Sc) เพื่อให้มดลูกอยู่ในระยะ estrous 
และทำให้oxytocin receptor มิความไวในการตอบสนองต่อยาเพิ่มขึ้น

- นำหนูขาวมาเตรียมเอามดลูกโดยตีหัวให้สลบ แล้วกระตุกข้อต่อที'คอให้กระดูกที'คอ 
เลื่อน ซึ่งจะทำให้หนูขาวเสียชีวิตอย่างรวดเร็ว (cervical dislocation)

-  เปีดหน้าท้องของหนูขาว จะเห็นมดลูกของหนูขาว (uterine horn) ตัดมดลูกออกจาก 
ตัวหนูขาวท้ัง 2 ข้างแล้วนำไปใส่ใน petri dish ซ่ึงมิ De Jalon solution และมิ 
carbogen gas ผ่านตลอดเวลา

-  ค่อย ๆ เลาะ เนื้อเยื่อเกี่ยวพันและไขมันที'ติดอยู่ที'มดลูกออกให้หมด
-  ตัดมดลูกให้มิความยาว 1 .0 -1 .5  เซนติเมตร จะได้มดลูก 4 ข้ึน นำมดลูกแต่ละขึ้นมา 

ผ่าตามยาวจะได้เนื้อเยื่อ 2 ขึ้นต่อมดลูก 1 ข้ึน (รูปภาพที' 4)
-  ไข้ด้ายผูกด้านหนึ่งของเนื้อเยื่อมดลูกที่ตัดเรียบร้อยแล้ว นำไปยึดติดกับแผ่นพลาสติก 

ซึงยึดติดกับ organ bath
-  organ bath ชั้นไนสุดมิความจุ 25 มิลลิลิตร บรรจุ De Jalon solution อยู่ และมิ 

carbogen gas ผ่านตลอดเวลา ส่วน organ bath ชันกลางจะมินำอุณหภูมิ
32 ± 0.5 V  ไหลผ่านตลอดเวลา

- ปลายอกด้านหนึ่งของเนื้อเยื่อมดลูกที่ตัดเรียบร้อยแล้วนั้น จะผูกติดกับ isometric
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transducer ชงต่อกับ recorder
-  เมื่อเตรียมเนี้อเยื่อเรียบร้อยตามขั้นต้นแล้ว ปรับเนื้อเยื่อไห้มีแรงติง 0.5 กรัม

incubate เนื้อเยื่อเป็นเวลา 3 0 -4 5  นาที แล้วจึงเริ่มการทดลอง ในขณะที,ทำการ 
incubate อยู่นันเปลียน De Jalon solution ท ุก ๆ  1 5 นาที

1.1 ศึกษาผลของตัวทำละลาย (95 °/o ethanol) ที่ใซ้สกัดสารจากรากสามสิบ ต่อการหด 
ตัวของมดลูกทีเกิดขนเอง (spontaneous contraction)

บันทึกการหดตัวของมดลูก 15 นาที (โดยใช้สารละลาย De Jalon solution ที' 
อุณหภูมิ 37 ± 0.5 °c )  แล้วจึงให้ 95 % ethanol 20 ni บันทึกผลการหดตัวต่อไปอีก 15 นาที 
เปรียบเทียบผลการทดลองระหว่างก่อนและหลังให้ ethanol

1 . 2  ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของมดลูกที่เกิดขึ้น 
เอง (spontaneous contraction)

บันทึกการหดตัวของมดลูก 15 นาที (โดยใช้ De Jalon solution ที, อุณหภูมิ 37 ± 
0.5 °c) แล้วจึงให้สารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบ 0.2 mg/ml บันทึกผลการหดตัวต่อไปอีก 
15 นาที เปรียบเทียบผลการทดลองก่อนและหลังการให้สารสกัด ethanol จากรากสามสิบ

1.3 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของมดลูกเมื่อให้สาร 
มาตรฐานกระตุ้นการหดตัว ACh

ให ้ ACh 5x10 6 M ซ่ึงเป็นขนาดที,ทำให้เกิดการหดตัวของมดลูกได้ 6 5 -7 5  °/o 
ของการหดตัวสูงสุด (submaximum dose) บันทึกผลการหดตัวของมดลูก 15 นาที แล้วให้
สารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบ 0.2 mg/ml บันทึกผล 15 นาที แล้วให้ ACh ขนาดเท่าเดิม 
บันทึกผล เปรียบเทียบผลการทดลองระหว่างก่อนและหลังการให้สารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบ

1.4 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของมดลูกเมื่อให้สาร 
กระตุ้นการหดตัว oxytocin

ให ้ oxytocin 5x10 3 Iü/m l ซึ่งเป็นขนาดกระตุ้นการหดตัวของมดลูกได้ 6 5 -7 5  o/o



ข้ันตอนที, 1

V

ขั้นตอนที่ 2

V

ขั้นดอนท่ี 3

หมายเหตุ ตัดตามรอยปรุ

ร ูป ภ า พ ท ี่ 4  แ ส ด ง ต ำ แ ห น ่ง แ ล ะ ล ัก ษ ณ ะ ข อ ง ม ด ล ูก แ ล ะ ว ิธ ีก า ร เต ร ีย ม ก ล ้า ม เน ื้อ
เร ีย บ ม ด ล ูก ห น ูข า ว  ( i s o la te d  rat u te r u s )
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1.5 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของมดลูก เมื่อให้
สารกระด้นการหดตัว oxytocin ใน calcium-free Locke Ringer solution

เปลยนนำยาหล่อเลยงเนอเยอเปน calcium-free Locke Ringer solution + 0.2 mM 
EGTA incubate นาน 30 นาที แล้วให้ oxytocin 0.02 IU/ml กระตุ้น การหดตัวของมดลูก บันทึก
ผล 15 นาที แล้วล้างมดลูกด้วย Locke Ringer solution หลาย ๆ คร้ัง incubate กล้ามเนื้อเรียบ 
มดลูก ประมาณ 4 5 -6 0  นาที เพื่อให้มดลูกพักเต็มที่โดยเปลี่ยน Locke Ringer solution ท ุก ๆ  15 
นาที เปลืยนนำยาหล่อเลียงเนือเยือเป็น calcium-free Locke Ringer solution + 0.2 mM EGTA 
incubate นาน 30 นาที แล้วให้สารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบ 0.2 mg/ml บันทึกผล 1 5 
นาที แล้วให้ oxytocin ในขนาดเท่าเดิมบันทึกผล 15 นาที เปรียบเทียบผลการทดลองระหว่างก่อน 
และหลังการให้สารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบ

ตอนท่ี 2  การศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบ 
หลอดเลือดแดงใหญ่ (aorta) ของหนูขาวที่แยกจากกาย

การเตรียมกล้ามเนื้อเรียบหลอดเลือดแดงใหญ่หนูขาว
- เตรียม Krebs-Henseleit solution แล้ว incubate ทีอุณหภูมิ 37 ± 0.5 °c
-  นำหนูขาวมาเตรียมเอาหลอดเลือดแดงใหญ่ โดยตีหัวให้สลบแล้วกระตุกข้อต่อที,คอให  ้

กระดูกที,คอเลื่อนซึ่งจะทำให้หนูเลียชีวิตอย่างรวดเร็ว (cervical dislocation)
- เปีดหน้าอกของหนูขาว แล้วเคลื่อนย้ายหัวใจ ปอด ฯลฯ (ส่วนที่บังหลอดเลือดแดง 

ใหญ่) ออกจะเห็นหลอดเลือดแดงใหญ่ติดอยู่ที่กระดูกสันหลัง ใช้ด้ายผูกหลอดเลือด 
แดงใหญ่แล้วใช้กรรไกรเลาะหลอดเลือดแดงใหญ่ไปจนถึงหัวใจ แล้วจึงตัดหลอดเลือด 
แดงใหญ่ ซึ่งจะมิความยาวประมาณ 3 เซนติเมตร นำหลอดเลือดแดงใหญ่ไปวางไว ้
ใน petri dish ซึงมิ Krebs-Henseleit solution และมิ carbogen gas ผ่านตลอดเวลา

- ล้างเลือดที'ติดอยู่ในหลอดเลือดแดงใหญ่ให้หมด แล้วค่อย ๆ เลาะเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน 
และไขมันที'ติดอยู่ที,หลอดเลือดแดงใหญ่ออกให้หมด

-  ตัดหลอดเลือดแดงใหญไห้เป็นรูปเกลียว โดยให้มิความกว้างประมาณ 2 -3  มิลสิ-

ข อ ง ก า ร ห ด ต ัว ส ูง ส ุด  ( s u b m a x im u m  d o s e )  บ ัน ท ึก ผ ล ก า ร ห ด ต ัว ข อ ง ม ด ล ูก  1 5  น าท ึ แ ล ้ว ใ ห ้
ส า ร ส ก ัด ด ้ว ย  e th a n o l  จ า ก ร า ก ส า ม ส ิบ  0 . 2  m g / m l  บ ัน ท ึก ผ ล  1 5  น าท ี แ ล ้ว ใ ห ้ o x y to c in  ข น า ด เท ่า เด ิม
บ ัน ท ึก ผ ล เป ร ีย บ เท ีย บ ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง ร ะ ห ว ่า ง ก ่อ น แ ล ะ ห ล ัง ก า ร ใ ห ้ส า ร ส ก ัด ด ้ว ย  e th a n o l  จ า ก ร า ก ส า ม ส ิบ
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เมตร ยาว 2 .0 -2 .5  เซนติเมตร ซึ่งจะได้หลอดเลือดแดง 2 ช้ิน (รูปภาพที, 5)
-  ใช้ด้ายผูกด้านหนึ่งของหลอดเลือดที,ตัดเรียบร้อย แล้วนำไปยึดติดกับแผ่นพลาสติกซึ่ง 

ยึดติดกับ organ bath
- organ bath ชันไนสุดมีความจุ 25 มิลลิลิตร บรรจุ Krebs-Henseleit solution อยู่และ 

ม carbogen gas ผ่านตลอดเวลา ส่วน organ bath ชั้นกลางจะมีนํ้าอุณหภูมิ
37 ± 0.5 ° c  ไหลผ่านตลอดเวลา

- ปลายอีกด้านหนึ่งของหลอดเลือดแดงใหญ่ที'ตัดเป็นรูปเกลียว (spiral) แล้วผูกติดกับ 
isometric transducer ซึงต่อกับ recorder

-  เมื่อเตรียมเนื้อเยื่อเรียบร้อยตามชั้นด้นแล้ว ปรับให้เนื้อเยื่อมีแรงตึง 0.5 กรัม incubate
เนื้อเยื่อเป็นเวลา 3 0 -4 5  นาที แล้วจึงเริ่มการทดลอง ในขณะที, incubate อยู่น้ัน
เปลืยน Krebs-Henseleit solution ท ุก ๆ  1 5 นาที

2.1 ศึกษาผลของตัวทำละลาย (95 o/o ethanol) ที่ใช้สกัดสารจากรากสามลิบต่อการหด 
ตัวของหลอดเลือดแดงใหญ่ เมื่อให้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว NE

ศึกษา cumulative dose-response curve ของสาร NE โดย1ห้ NE ขนาดความเข้มชัน 
1x10 1 1  ,1x10 10  ,1x10 9, lx l  0 8 , 1x10 7 M ลงในหลอดเลือดที,เตร ียม ไว ้ท ุกๆ 5 นาที บันทึก 
ผลการหดตัวทุกครั้งที'เติม NE หลังจากนั้นล้าง NE ออกด้วย Krebs-Henseleit solution หลาย ๆ คร้ัง 
incubate หลอดเลือด 45 นาทีโดยเปลี่ยน Krebs-Henseleit solution ท ุก ๆ  15 นาที เพื่อให้หลอด 
เลือดพักเต็มที' ทำการศึกษาต่อไปโดยให้ 95 % ethanol 20 แ1 ลงในหลอดเลือดบันทึกผล 5 นาที 
แล้วจึงให้ NE ความเข้มชันต่าง ๆ เหมือนกับตอนแรก เปรียบเทียบผลการทดลองระหว่างก่อนและ 
หลังการให้ 95 °/o ethanol

2 . 2  ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามลิบต่อการหดตัวของหลอดเลือดแดง 
ใหญ่ เมื่อให้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว NE

ศกษา cumulative dose-response curve ของสาร NE โดยให ้ NE ขนาดความ 
เข้มชัน 1x10 1 1  ,1x10 1 0  ,1x10 9,1 xl 0 8 , 1x10 7 M ลงในหลอดเลือดที่เตรียมไว้ท ุกๆ 5 นาที 
บันทึกผลการหดตัวทุกครั้งที่เติม NE หลังจากนั้นล้าง NE ออกด้วย Krebs-Henseleit solution หลาย 
ๆครั้ง incubate หลอดเลือด 45 นาทีโดยเปลี่ยน Krebs-Henseleit solution ท ุก ๆ  15 นาที เพื่อไห ้
หลอดเลือดพักเต็มที' ทำการศึกษาต่อไปโดยให้สารสกัดด้วย ethanol จากรากสามลิบ 0 . 6  mg/ml ลง
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วิธีการดัดแบบเกลียว (spiral)

รูปภาพท่ี 5 แสดงตำแหน่งหลอดเลีอดแดงใหญ่และวิธีการเตรียมกล้ามเนื้อเรียบ 
หลอดเลือดแดงใหญ่ของหนูขาว (isolated rat aorta)
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2.3 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของหลอดเลือด 
แดงใหญ่ เมื่อให้สารมาตรฐานกระด้นการหดตัว 5-HT

ศึกษา cumulative dose-response curve ของสาร 5-HT โดย [ห้ 5-IIT ขนาดความ 
เข้มข้น 1x10 8 ,1x10 7 ,1x10 6,lx lO  5 , 1x10 4 M ลงในหลอดเลือดที,เต ร ียม ไว ้ท ุก ๆ  5 นาที 
บันทึกผลการหดตัวทุกคร้ังที,เติม 5 -HT หลังจากนั้นล้าง 5-HT ออกด้วย Krebs-Henseleit solution 
หลาย  ๆ ครัง incubate หลอดเลือด 45 นาทีโดยเปลียน Krebs-Henseleit solution ท ุก ๆ  15 นาที 
เพื่อให้หลอดเลือดพักเต็มที, ทำการศึกษาต่อไปโดยให้สารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบ 0 . 6

mg/ml ลงในหลอดเลือดบันทึกผล 5 นาที แล้วจึงให้ 5-HT ความเข้มข้นต่าง ๆ หมือนกับตอน
แรก เปรียบเทียบผลการทดลองระหว่างก่อนและหลังการให้สารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบ

2.4 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบ ต่อการหดตัวของหลอดเลือด 
แดงใหญให้หดตัวโดยใช้สารละลาย CaCl2 ในสารละลาย potassium depolarizing

เตรียมหลอดเลือดแดง incubate โดย calcium-free Krebs-Hensleit solution โดย 
เปลี่ยนสารละลายทุกๆ 15 นาที จนกระทั่งหลอดเลือดมืแรงตึงคงที' จึงเปลี่ยนสารละลายจาก 
calcium-free Krebs-Hensleit solution เปนสารละลาย potassium depolarizing ต่อจากบัน incubate 
หลอดเลือด จนกระทั่งกล้ามเนื้อหลอดเลือดมืแรงตึงคงที' ศึกษาผลของการหดตัวของหลอดเลือด โดย 
ให้สารละลายแคลเซียมคลอไรด์แบบสะสม (cumulative dose-response curve) ท่ีขนาดความเข้มข้น 
0.1 mM 5 1 niM , 10 raM , 20 mM , 30 mM หลังจากนั้นล้างหลอดเลือดด้วย Krebs-
Hensleit solution หลาย  ๆ คร้ัง จนกระทั่งหลอดเลือดมีแรงตึงคงที่ จึงเปลี่ยนสารละลาย จาก Krebs- 
Hensleit solution มาเป็นสารละลาย calcium-free Krebs-Hensleit solution หลาย ๆ ครัง จน 
กระทั่งหลอดเลือดมืแรงตึงคงที่จึงเปลี่ยนสารละลาย calcium-free Krebs-Hensleit solution เป็นสาร 
ละลาย potassium depolarizing เพือIห้หลอดเลอดพร้อมทีจะหดตัว ทำการศกษาผลของ 
สารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบ โดยให้สารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบ 0 . 6  mg/ml ก่อน 
นานประมาณ 5 นาที แล้วจึงให้ สารละลายแคลเซี่ยมคลอไรด้แบบสะสมขนาดความเข้มข้นต่าง  ๆ
เหมือนกับตอนแรก เปรียบเทียบผลการทดลองระหว่างก่อนและหลังการให้สารสกัดด้วย ethanol
จากรากสามสิบ

ใ น ห ล อ ด เล ือ ด บ ัน ท ึก ผ ล  5  น าท ี แ ล ้ว จ ึง ไ ห ้ N E  ค ว า ม เข ้ม ข ้น ต ่า ง  ๆ เห ม ือ น ก ับ ต อ น แ ร ก  เป ร ีย บ เท ีย บ
ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง ร ะ ห ว ่า ง ก ่อ น แ ล ะ ห ล ัง ก า ร ใ ห ้ส า ร ส ก ัด ด ้ว ย  e th a n o l  จ า ก ร าก ส าม ส ิบ
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ileo-caecal junction

วิธีการผูกลำไส้เล็กส่วน ileum

การล์าง lumen

รปภาพท่ี 6  แสดงตำแหน่งลำไส้เล็กส่วน ileum และวิธีการเตรียมกล้ามเนือเรียบ 
ลำไส้เล็กส่วน ileum ของหนูตะเภา (isolated guinea-pig ileum)
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ตอนท่ี 3 การศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบสำ
ไล้เล็กส่วน ileum ของหนูตะเภาที,แยกจากกาย

การเตรียมกล้ามเนื้อเรียนสำไส้เล็กส่วน ileum ของหนูตะเภา
- เตรียม Tyrode solution แล้วนำไป incubate ทีอุณหภูมิ 37 ± 0.5 °c
-  ไห้หนูตะเภาอดอาหารก่อนทดลอง 24 ช่ัวโมง เพื่อเพิ่มความไวในการหดตัวของสำไล ้

และทำไห้สำไล้สะอาด
- นำหนูตะเภามาเตรียมเอาสำไล้เล็กส่วน ileum โดยตีหัวให้สลบ แล้วกระตุกข้อต่อที'คอ 

ไห้กระดูกที่คอเลื่อน ซึ่งจะทำให้หนูเสียชีวิตอย่างรวดเร็ว (cervical dislocation)
-  เปีดหน้าท้องของหนูตะเภาจะเห็นส่วน ileo-caecal junction และตัดส่วน ileum ซ่ึง 

จะตัดตั้งแต่เหนือ ileo-caecal junction ไปทางสำไล้เล็ก ตัดยาวประมาณ ไ 0-1  5 
เซนตีเมตร นำสำไล้เล็กส่วน ileum ไปวางไว*ใน petri dish ซ่ึงมี Tyrode solution 
และมี carbogen gas ผ่านตลอดเวลา

-  ค่อย ๆ เลาะเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน และไขมันท่ีตีดอยู่ที,สำไล้เล็กส่วน ileum ออกให้หมดทำ 
ความสะอาด lumen โดยการ!,ข้กระบอกฉีดยาฉีดเอา Tyrode solution ผ่าน lumen 
หลาย ๆ คร้ัง (รูปภาพที, 6 )

-  ตัดสำไล้เล็กส่วน ileum ออกเป็นชิ้น ซ่ึงแต่ละชิ้นมีความยาว 1 .0 -1 .5  เซ็นตีเมตร
- ใช้ด้ายผูกด้านหนึ่งของสำไล้เล็กส่วน ileum ที่ตัดเรียบร้อยแล้วและนำไปยึดตีดกับแผ่น 

แผ่นพลาสติกที่ยึดติดกับ organ bath
-  organ bath ขั้นในสุดมีความจุ 25 มิลสิลิตร บรรจุ Tyrode solution อยู่และมี 

carbogen gas ผ่านตลอดเวลาส่วน organ bath ขั้นกลางจะมีนํ้าอุณหภูมิ 37 ± 0.5 °c 
ไหลผ่านตลอดเวลา

-  ปลายอีกด้านหนึ่งของสำไล้เล็กส่วน ileum ที่ตัดเรียบร้อยแล้วนั้นจะนำมาผูกติดกับกับ 
กับ isometric transducer ซึงต่อกับ recorder

-  เมื่อเตรียมเนื้อเยื่อเรียบร้อยตามขั้นต้นแล้วปรับไห้เนื้อเยื่อมีแรงตึง 0.5 กรัม incubate 
เนื้อเยื่อเป็นเวลา 3 0 -4 5  นาที แล้วจึงเริ่มการทดลอง ขณะที, incubate อยู่นั้นเปลี่ยน 
Tyrode solution ท ุก ๆ  1 5 นาที

3.1 ศึกษาผลของตัวทำละลาย (95 o/o ethanol) ที่ไข้สกัดสารจากรากสามสิบต่อการหดตัว 
ของสำไล้เล็กส่วน ileum เมื่อไห้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว ACh
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ศึกษา cumulative dose-response curve ของ ACh โดยเติมสาร ACh ที,ขนาดความ 
เข้มข้น 1x10 9,lx l 0 8 ,1x10 7 ,1x10 6 ,1x10 5 M ลงไนลำไส้ที่เตรียมไว้ ท ุก ๆ  5 นาที บันทึก 
ผลการหดตัวทุกครั้งที่เติมสาร ล้างลำไส้ด้วย Tyrode solution หลายๆครั้ง incubate ลำไส้ประมาณ 
30 นาที โดยเปลี่ยน Tyrode solution ทุก  ๆ 1 5 นาที เพื่อให้ลำไส้พักเต็มที' ศึกษาต่อไปโดยให ้
95 %  ethanol 20 pi ลงในลำไส้ บันทึกผล 5 นาที แล้วให้ ACh ความเข้มข้นต่าง ๆ เหมือนกับ 
ตอนแรก เปรียบเทียบผลการทดลองระหว่างก่อนและหลังการให้ 95 °/o ethanol

3.2 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบ ต่อการหดตัวของลำไส้เล็กส่วน 
ileum เม่ือให้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว ACh

ศึกษา cumulative dose-response curve ของ ACh โดยเติมสาร ACh ทีขนาดความ 
เข้มข้น 1x10 9,lx l 0 8 ,1x10 7 ,1x10 6 ,1x10 5 M ลงในลำไส้ท่ีเตรียมไว้ ท ุกๆ 5 นาที บันทึก 
ผลการหดตัวทุกคร้ังที'เติมสาร ล้างลำไส้ด้วย Tyrode solution หลาย  ๆ คร้ัง incubate ลำไส้
ประมาณ 30 นาที โดยเปล่ียน Tyrode solution ท ุกๆ 15 นาที เพ่ือให้ลำไส้พักเต็มที' ศึกษาต่อไป 
โดยไห้สารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบ 0.08 mg/ml ลงไนลำไส้ บันทึกผล 5 นาที แล้วให้ ACh 
ความเข้มข้นต่าง  ๆ เหมือนกับตอนแรก เปรียบเทียบผลการทดลองระหว่างก่อนและหลังการให้
สารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบ

3.3 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบ ต่อการหดตัวของลำไส้เล็กส่วน 
ileum เม่ือให้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว 5-HT

ศึกษา cumulative dose-response curve ของ 5-HT โดยเติมสาร 5-HT ทีขนาด 
ความเข้มข้น 1x10 9, lx lo ’8 ,1x10 7 ,1x10 6 ,1x10 5 M ลงในลำไส้ท่ีเตรียมไว้ ท ุกๆ  5 นาที 
บันทึกผลการหดตัวทุกคร้ังที'เติมสาร ล้างลำไส้ด้วย Tyrode solution หลาย  ๆ คร้ัง incubate ลำไส้ 
ประมาณ 3 0 นาที โดยเปล่ียน Tyrode solution ท ุกๆ 15 นาที เพ่ือให้ลำไส้พักเต็มที' ศึกษาต่อไป 
โดยไห้สารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบ 0.08 mg/ml ลงไนลำไส้ บันทึกผล 5 นาที แล้วไห้ 5- 
HT ความเข้มข้นต่าง  ๆ เหมือนกับตอนแรก เปรียบเทียบผลการทดลองระหว่างก่อนและหลังการไห้ 
สารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบ

3.4 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบ ต่อการหดตัวของลำไส้เล็กส่วน 
ส่วน ileum เม่ือไห้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว histamine
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ศึกษา cumulative dose-response curve ของ histamine โดยเติมสาร histamine ท่ี 
ขนาดความเข้มข้น 1x10 9,lx l0  8 ,1x10 7 ,1x10 6 ,1x10 5 M ลงในลำไส ้ท ี่เตรียมไว้ท ุกๆ 5 
นาท บันทึกผลการหดตัวทุกครั้งที่เติมสาร ล้างลำไส้ตัวย Tyrode solution หลาย ๆ คร้ัง incubate ลำ 
ไส้ประมาณ 30 นาทึ โดยเปลี่ยน Tyrode solution ทุก ๆ 15 นาที เพื่อให้ลำไส้พักเต็มที่
ศึกษาต่อไปโดยไห้สารสกัดตัวย ethanol จากรากสามสิบ 0.08 mg/ml ลงในลำไส้ บันทึกผล 5 นาที 
แล้วให้ histamine ความเข้มข้นต่าง ๆ เหมือนกับตอนแรก เปรียบเทียบผลการทดลองระหว่างก่อน 
และหลังการให้ สารสกัดตัวย ethanol จากรากสามสิบ

3.5 ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบ ต่อการหดตัวของลำไส้เล็กส่วน 
ileum เมื่อให้สารมาตรฐานกระตุ้นการหดตัว BaCIภู

ศึกษา cumulative dose-response curve ของ histamine โดยเติมสาร BaC^ ที
ขนาดความเข้มข้น 1x10 s,5xl 0 5 ,1x1 0 4 ,5x10 4 ,1x10 3 M ลงในลำไส้ท่ีเตรียมไว้ ท ุก ๆ  5 
นาที บันทึกผลการหดตัวทุกคร้ังที,เติมสาร ล้างลำไส้ตัวย Tyrode solution หลาย  ๆ คร้ัง incubate ลำ 
ไส้ประมาณ 30 นาที โดยเปล่ียน Tyrode solution ทุก  ๆ 15 นาที เพ่ือให้ลำไส้พักเต็มที, 
ศึกษาต่อไปโดยให้สารสกัดตัวย ethanol จากรากสามสิบ 0.08 mg/ml ลงในลำไส้ บันทึกผล 5 นาที 
แล้วให้ BaClภู ความเข้มข้นต่าง  ๆ เหมือนกับตอนแรก เปรียบเทียบผลการทดลองระหว่างก่อนและ
หลังการให้ สารสกัดตัวย ethanol จากรากสามสิบ

การทดสอบความคงตัวของสารสกัดตัวยเอธานอลจากรากสามสิบ

- ศึกษาผลของสารสกัดด้วย ethanol จากรากสามสิบต่อการหดตัวของมดลูกท่ีเกิดข้ึนเอง 
(spontaneous contraction)ในระยะเวลาที'ห่างจากการศึกษาคร้ังแรก (ข้อ 1.1 ประมาณ 
3 เดือน)

บันทึกการหดตัวของมดลูก 1 5 นาที (โดยไข้ De Jalon solution ที' อุณหภูมิ 37 ±
0.5 V) แล้วจึงไห้สารสกัดตัวย ethanol จากรากสามสิบ 0.2 mg/ml บันทึกผลการหดตัวต่อไปอก
15 นาที เปรียบเทียบผลการหดตัวระหว่างก่อนและหลังการไห้สารสกัดตัวย ethanol จากราก
สามสิบ การทดลองกลุ่มน้ีจะทำการทดลองหลังจากทดลองไนหัวข้อ 3.5 เสร็จสินแล้ว และนำผล 
การทดลองท่ีไตัจากกลุ่มน้ีเปรียบเทียบกับการทดลองไนหัวข้อ 1.1



3. การวัดผลและการนำเสนอผลการวิจัก

1. การวัดผลของการหดตัวของกล้ามเน้ือเรียบมดลูก ซื่งวัดได้2 ลักษณะคือ

- วัดแรงในการหดตัวเฉล่ีย (tension)
= ผลรวมของแรงในการหดตัวทุกคร้ังในเวลาหน่ึง 

จำนวนคร้ังของการหดตัวในเวลาหน่ึง
- วัดความล่ีในการหดตัว (frequency)

= จำนวนคร้ังของการหดตัว (ครั้ง/นาที)

การนำเสนอผลการวิจัย จะนำเสนอตังน้ี
- ร้อยละของแรงหดตัวในการหดตัวเฉล่ีย (tension)
-  ร้อยละของความล่ีในการหดตัว (frequency)

2. การวัดผลของการหดตัวของกล้ามเน้ือเรียบหลอดเลือดแดงใหญ่
วัดขนาดของการหดตัวของหลอดเลือดแดงเป็นมิลลิเมตร ของแต่ละความเข้มข้น 

ของสารกระตุ้นมาตรฐาน แล้วคำนวณเป็นเปอร์เซนต์ของการหดตัว (contraction) โดยให้ maximum 
contraction = 100 ° /o

การนำเสนอผลการวิจัย จะนำเสนอตังน้ื
- dose-response curve [นรูปเปอรเซนตของการหดตัว (% contraction)

3. การวัดผลของการหดตัวของกล้ามเน้ือเรียบลำไล้เล็กส่วน ileum

การนำเสนอผลการวิจัย จะนำเสนอตังน้ี
- dose-response curve ในรูปเปอรเซนตของการหดตัว (% contraction)

ว ัด ข น า ด ข อ ง ก า ร ห ด ต ัว ข อ ง ห ล อ ด เล ือ ด แ ด ง เป ็น ม ิล ล ิเม ต ร  ข อ ง แ ต ่ล ะ ค ว า ม เข ้ม ข ้น
ข อ ง ส า ร ก ร ะ ต ุ้น ม า ต ร ฐ า น  แ ล ้ว ค ำ น ว ณ เป ็น เป อ ร ้เซ น ต ์ข อ ง ก า ร ห ด ต ัว  ( %  c o n t r a c t io n )  โ ด ย ใ ห ้
m a x im u m  c o n t r a c t io n  = 1 0 0 %
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4. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

ผลการทดลองรายงานเป็น ค่าเฉล่ีย ± ความคลาดเคล่ือนมาตรฐานของค่าเฉล่ีย (mean ± 
standard error of mean)

การเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างผลของการหดตัวของกล้ามเน้ือเรียบก่อนและหลังได้ 
รับสารสกัดด้วยเอธานอลฃองรากสามสิบ ใช้สถิติ student’s paired-t test โดยพิจารณาค่าความ
แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ทระดับความเช่ือม่ัน 95 %

สำหรับการทดสอบความคงตัวของสารสกัดด้วยเอธานอลของรากสามสิบ เป็นการเปรียบ
เทียบระหว่างกลุ่มการทดลองจะใช้สถิติ student’s unpaired-t test โดยพิจารณาค่าความแตกต่าง
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ที'ระดับความเช่ือม่ัน 95 0/0 (เติมศรี ชำนิจารกิจ, 2531)
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