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เสียหาย รวมถึงการสื่อสารระหว่างเซลล์ของเซลล์ประสาท ซึ่งหากกระบวนการการสร้างนิวไรท์เกิด
ความผิดปกติสามารถก่อให้เกิดโรคความผิดปกติของระบบประสาท เช่น โรคอัลไซเมอร์ โรคพาร์กิน
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การสร้างนิวไรท์โดยผ่านการเพ่ิมการแสดงออกของยีน Ten-4 อีกทั้งศึกษาผลการยับยั้งการแสดงออก
ของยีน Ten-4 ต่อการกระตุ้นการสร้างนิวไรท์ของสารสกัดสมุนไพร ซึ่งพบว่ามีการสร้างนิวไรท์ และ
ความยาวของนิวไรท์ลดลง จากการศึกษาสามารถบ่งชี้ได้ว่าสารสกัดจากเมล็ดหมามุ่ยไทย และหมามุ่ย
อินเดียสามารถปกป้องเซลล์ประสาทจากสารอนุมูลอิสระได้ และสามารถกระตุ้นการงอกของนิวไรท์
โดยผ่านการเพ่ิมการแสดงออกของยีน GAP-43 และ Ten-4 ซึ่งเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการพัฒนายา
การกระตุ้นการเจริญพัฒนาของเซลล์ประสาทส าหรับป้องกัน หรือรักษาโรคความผิดปกติของระบบ
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Mucuna pruriens seed extracts on stimulation of neurite outgrowth. 
ADVISOR: ASST. PROF. DR. TEWIN TENCOMNAO {, 95 pp. 

Neurite outgrowth is a critical process in neuronal development and 
differentiation, impairment of neurite formation lead to neurodegenerative diseases. 
In this study we evaluated the effect of Mucuna pruriens (L.) DC. Var. pruriens (Thai) 
and Mucuna pruriens (L.) DC. Var. utilis (Wall. Ex Wight)(India) L. H. Bailey seed crude 
extracts in hexane, ethyl acetate and ethanol fractions on antioxidant and neurite 
outgrowth activity as well as underlying mechanisms. From result showed that Thai 
and India Mucuna pruriens seed extract in ethanol fractions have high radical 
scavenging activity, including DPPH and ABTS. In addition, to evaluate cytotoxicity of 
herbal extracts in Neuro2a cells which showed  non-toxic to the cell line. Thai 
Mucuna pruriens seed extract in ethanol (MTE) and India Mucuna pruriens seed 
extract in hexane (MIH) promoted neurite outgrowth and increased Ten-4 mRNA 
expression in Neuro2a cells. Moreover, MTE upregulated GAP-43 expression. To 
evaluate the knockdown Ten-4 mRNA on neurite outgrowth activity of MTE and MIH 
by using siRNA which the neurite bearing cell and neurite length were decreased. 
These results indicate that MTE promote neurite outgrowth through upregulation of 
Ten-4 and GAP-43 while MIH induce neurite outgrowth via increased Ten-4 mRNA 
expression in Neuro2a cells Thus, this study suggests that MTE and MIH have a 
potential therapy. They can be developed as a drug for neurodegenerative diseases. 

 

 

Department: Clinical Chemistry 
Field of Study: Clinical Biochemistry and 

Molecular Medicine 
Academic Year: 2017 
 

Student's Signature   
 

Advisor's Signature   
  

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ฉ 

 

 

 
กิตติกรรมประกาศ 
 

กิตติกรรมประกาศ 

 

วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จสมบูรณ์ลุล่วงได้ดี ด้วยความเมตตากรุณาของอาจารย์ที่ปรึกษา
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย 

 ในปัจจุบันทั่วโลกก าลังก้าวเข้าสู่สังคมผู้สูงอายุ (Aging society) ซึ่งพบว่าในปีค.ศ. 2045-
2050 มีแนวโน้มประชากรที่มีอายุ 60 ปีขึ้นไปเพ่ิมมากขึ้น โดยประเทศไทยนั้นมีแนวโน้มประชากร
อายุ 60 ปีขึ้นไปเพิ่มสูงขึ้นประมาณ 11.2 % ของประชากร(1) อายุที่เพ่ิมสูงขึ้นนั้น ร่างกายก็ย่อมมีการ
เปลี่ยนแปลงตามไปด้วย เช่น เซลล์ในร่างกายมีการเสื่อมสภาพลง มีภูมิคุ้มกันลดต่ าลง ซึ่งการ
เปลี่ยนแปลงดังกล่าวย่อมส่งผลท าให้สภาพร่างกายมีความอ่อนแอ และเกิดโรคภัยต่างๆตามมา เช่น 
โรคมะเร็ง โรคเบาหวาน โรคหัวใจ โรคความดันโลหิต และโรคความผิดปกติของระบบประสาท เป็น
ต้น ส าหรับโรคความผิดปกติของระบบประสาท (Neurodegenerative disease)  เช่น โรคอัลไซ
เมอร์ (Alzheimer's disease) โรคพาร์กินสัน (Parkinson's disease) และ โรคฮันติงตัน 
(Huntington's Disease) เป็นต้น  โรคอัลไซเมอร์ (Alzheimer's disease) เป็นโรคที่พบได้บ่อยใน
ผู้สูงอายุ ซึ่งพบว่าอัตราการเกิดโรคอัลไซเมอร์ (Alzheimer's disease) เมื่ออายุมากกว่า 65 ปีขึ้นไป 
ในประเทศสหรัฐอเมริกาคิดเป็น 10% ในประเทศจีนคิดเป็น 4.2% และในประเทศไทยคิดเป็น 3.4% 
ของประชากร (2) โรคความผิดปกติของระบบประสาทนั้นเกิดจากมีการสร้างของนิวไรท์ (Neurite 
outgrowth) ที่ลดลง โดยใยประสาทนั้นมีความส าคัญในการซ่อมแซมเซลล์ประสาทส่วนที่เสื่อมเสียไป 
และช่วยในการเชื่อมสัญญาณระหว่างเซลล์ประสาท (3) ซึ่งเกิดจากมีสารกระตุ้นการงอกของนิวไรท์
ลดลง รวมทั้งการตายของเซลล์ประสาทที่จากเกิดสภาวะเครียดของเซลล์  ในภาวะปกติเมื่อเซลล์
ประสาทมีการเสื่อมสลายลงจะมีสารที่ช่วยเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ เช่น Nerve Growth Factor 
(NGF) และ Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF)(4) แต่การใช้สาร Nerve Growth 
Factor (NGF) ในการรักษาผู้ป่วยโดยตรงนั้นไม่ได้ประสิทธิภาพที่ดีนัก เนื่องจากสารดังกล่าวมีมวล
โมเลกุลที่ใหญ่ท าให้ไม่สามารถผ่าน Blood brain barrier ได้(5) อีกท้ังยาที่ใช้ในการรักษาปัจจุบันนั้นมี
ผลข้างเคียงท่ีมากมาย และมีผลในการรักษาเพียงระยะสั้นเท่านั้น 

 ปัจจุบันสมุนไพรเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการน ามาป้องกัน หรือรักษาโรคต่างๆ โดยการน ามา
ผลิตเป็นยาชนิดแคปซูล หรือยาต้ม แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาฤทธิ์ และกลไกทางชีวภาพของสมุนไพร
นั้นควรมีการศึกษาทางวิทยาศาสตร์ที่เหมาะสม ในการศึกษาครั้งนี้คณะผู้วิจัยเลือกเมล็ดของหมามุ่ย
ไทย และหมามุ่ยอินเดียซึ่งมีการศึกษาพบว่าหมามุ่ยนั้นมีผลในการช่วยป้องกัน และรักษาโรคพาร์กิน
สันเนื่องจากในเมล็ดนั้นมีสาร L-dopa ซึ่งเป็นสารตั้งต้นในการสร้างสารสื่อประสาทชนิดโดปามีน 
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(Dopamine) แต่หมามุ่ยอินเดียนั้นไม่ก่อให้เกิดอาการคันของผิวหนัง (6) ในขณะที่หมามุ่ยไทยนั้นมีผล
ท าให้เกิดอาการคันบริเวณผิวหนัง ซึ่งมีผลต่อการกระตุ้นระบบประสาทเพ่ือตอบสนองต่ออาการคัน 
แต่หมามุ่ยอินเดีย และหมามุ่ยไทยนั้นยังไม่มีการศึกษาฤทธิ์ และกลไกในการเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ 
(Neurite outgrowth) 

 คณะผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาการเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ โดยใช้เซลล์เพาะเลี้ยง Neuro2a เป็น
โมเดลในการศึกษาครั้งนี้ Neuro2a mouse neuroblastoma อนุพันธ์จาก mouse C1300 tumor 
ซึ่งเป็นเนื้อเยื่อบริเวณสมอง สามารถพัฒนาไปเป็นเซลล์ประสาทได้ ซึ่งเป็นเซลล์เพาะเลี้ยงที่ใช้ศึกษา
สารเคมีต่างๆที่มีผลต่อการงอกของนิวไรท์ รวมทั้งการศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาท และโรค
ความผิดปกติของระบบประสาท รวมถึงการเจริญพัฒนาของเซลล์ประสาท (Neuronal 
proliferation and differentiation)(7) โดยศึกษาการแสดงของยีน Growth associated protein-
43 (GAP-43) และ Teneurin-4 (Ten-4) ซึ่งเกี่ยวข้องกับการเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ (Neurite 
outgrowth) พร้อมทั้งศึกษาผลการยับยั้งการแสดงออกของยีนโดย siRNA(3, 5, 8) โดยงานวิจัยดังกล่าว
นี้สามารถน าไปต่อยอดได้ในการเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ อีกทั้งยังเพ่ิมคุณค่า และพัฒนาสมุนไพร
ดังกล่าวให้ เป็นผลิตภัณฑ์ในการป้องกัน และรักษาโรคความผิดปกติของระบบประสาท 
(Neurodegenerative disease)  ให้เกิดความปลอดภัย และมีประสิทธิภาพสูงสุดแก่ผู้บริโภคต่อไป 

1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

 1.2.1 เพ่ือศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดหยาบจากเมล็ดหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียต่อ
  เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง Neuro2a  

 1.2.2 เพ่ือศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากเมล็ดหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียในการเพ่ิม
  การงอกของนิวไรท์ (Neurite outgrowth) 

 1.2.3 เพ่ือศึกษากลไกของสารสกัดหยาบจากเมล็ดหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียต่อการ 
  แสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ GAP-43 และ  
  Teneurin-4 
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1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

 การวิจัยนี้ท าการศึกษาในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a ซึ่งเป็นเซลล์ Mouse 
neuroblastoma เป็นอนุพันธ์จาก Mouse C1300 tumor ซึ่งเป็น In vitro model ส าหรับศึกษา
การพัฒนา และการเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ ซึ่งจะท าการศึกษาฤทธิ์การเพ่ิมการงอกของนิวไรท์จาก
สารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดีย โดยเริ่มจากเลือกความเข้มข้นของสาร
สกัดหยาบจากเมล็ดหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดีย ที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์เพาะเลี้ยง โดยวิธี MTT 
assay จากนั้นศึกษาการเพ่ิมงอกของนิวไรท์ โดยวิธี Neurite outgrowth assay และศึกษาการ
แสดงออกของยีน GAP-43 และ Ten-4 ซึ่งเกี่ยวข้องกับการงอกของนิวไรท์ ด้วยเทคนิค Real-time 
PCR รวมทั้งศึกษาการยับยั้งการแสดงออกของยีนที่มีผลต่อการกระตุ้นงอกของนิวไรท์ด้วยเทคนิค 
siRNA 

1.4 ค าถามงานวิจัย 

 1.4.1 สารสกัดหยาบจากเมล็ดหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียสามารถเพ่ิมการงอกของนิว
  ไรท์ (Neurite outgrowth) ได้หรือไม ่

 1.4.2 สารสกัดหยาบจากเมล็ดหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียสามารถเพ่ิมการแสดงออก
  ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการงอกของนิวไรท์ได้หรือไม่ 

1.5 สมมติฐานในงานวิจัย 

 สารสกัดหยาบจากเมล็ดหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียสามารถเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ โดย
ผ่านกลไกที่มีการเพ่ิมการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการงอกของนิวไรท์ (GAP-43 และTen-4) 
ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a ได ้
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1.6 กรอบแนวความคิดในงานวิจัย 
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1.7 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 1.7.1 สารสกัดหยาบจากเมล็ดหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียสามารถเพ่ิมการงอกของนิว
  ไรท์ (Neurite outgrowth) ได้ 

 1.7.2 สารสกัดหยาบจากเมล็ดหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียสามารถเพ่ิมการแสดงออก
  ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการงอกของนิวไรท์ได้  

 1.7.3 สามารถน าองค์ความรู้ที่ได้ไปต่อยอดงานวิจัย เพ่ือพัฒนาให้เป็นยาสมุนไพรที่มีฤทธิ์ใน
  การเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ (Neurite outgrowth) ในการป้องกันโรคความ 
  ผิดปกตขิองระบบประสาท (Neurodegenerative disease) ได้อย่างม ี
  ประสิทธิภาพต่อไป 
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บทที่ 2 
เอกสาร และงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

 
2.1 โรคความผิดปกติของระบบประสาท 

 โรคความผิดปกติของระบบประสาท (Neurodegenerative disease) เกิดจากมีการถูก
ท าลาย หรือเสื่อมสภาพลงของเซลล์ประสาทในสมอง ส่งผลท าให้เกิดความผิดปกติของโครงสร้าง 
และหน้าที่ของสมอง ส าหรับโรคที่พบได้บ่อย เช่น โรคอัลไซเมอร์ (Alzheimer's disease) โรคพาร์
กินสัน (Parkinson's disease) และโรคฮันติงตัน (Huntington's Disease) เป็นต้น ซึ่งพบว่าแต่ละ
โรคมีการถูกท าลายในบริเวณสมองที่แตกต่างกันไป โดยโรคอัลไซเมอร์ (Alzheimer's disease) 
พบว่ามีการถูกท าลายบริเวณ Cerebral cortex ท าให้เกิดสภาวะสมองเสื่อม (Dementia) ส่งผลต่อ
สติปัญญา ความคิด ความทรงจ าบกพร่อง ในขณะที่โรคพาร์กินสัน (Parkinson's disease) พบว่า
บริเวณ Basal ganglia ถูกท าลายส่งผลท าให้เกิดความผิดปกติในด้านการเคลื่อนไหว และโรคฮันติง
ตัน (Huntington's Disease) พบว่ามีความผิดปกติของสมองบริเวณ Frontal lobe ส่งผลท าให้มี
ความผิดปกติทางด้านการเคลื่อนไหว และการตอบสนองที่ช้าลง (9) ส าหรับการเกิดโรคความผิดปกติ
ของระบบประสาทนั้น เกิดได้จาก 2 ปัจจัยหลัก คือ ปัจจัยทางสิ่งแวดล้อม เกิดจากการใช้
ชีวิตประจ าวันทั่วไป เช่น การรับประทานอาหารปิ้งย่าง อาหารจานด่วน หรือการได้รับสารโลหะหนัก 
หรือยาปราบวัชพืช เป็นต้น ส่งผลท าให้เกิดการสร้างสารอนุมูลอิสระ (Free radical) และก่อสภาวะ
เครียดภายในเซลล์ (Oxidative stress) ในขณะที่ปัจจัยทางด้านพันธุกรรม เช่น ความผิดปกติของ
โครงสร้างโปรตีน ซึ่งอาจเกิดการรวมกลุ่ม หรือการสลายตัวของโปรตีนท าให้โปรตีนไม่สามารถท างาน
ได้ตามปกติ และอาจเกิดจากกระบวนการสร้าง หรือสลายสารชีวโมเลกุลภายในเซลล์ ก่อให้เกิดสาร
อนุมูลอิสระที่สูงข้ึนส่งผลท าให้ไมโทคอนเดรียมีการท างาน และโครงสร้างที่ผิดปกติ(10) ปัจจัยดังกล่าว
ล้วนก่อให้เกิดการตาย หรือการเสื่อมสลายของเซลล์ประสาทได้ ในปัจจุบันก าลังก้าวเข้าสู่สังคม
ผู้สูงอายุ (Aging society) ซึ่งความชราเป็นปัจจัยหนึ่งที่ก่อให้เกิดโรความผิดปกติของระบบประสาท 
ซึ่งพบว่าโรคอัลไซเมอร์ (Alzheimer's disease) เป็นโรคที่พบสูงสุดในกลุ่มผู้สูงอายุ โดยอัตราการเกิด
โรคอัลไซเมอร์ (Alzheimer's disease) เมื่ออายุมากกว่า 65 ปีขึ้นไป ในประเทศสหรัฐอเมริกาคิดเป็น 
10% ในประเทศจีนคิดเป็น 4.2% และในประเทศไทยคิดเป็น 3.4% ของประชากร (2) เนื่องจากใน
ผู้สูงอายุนั้นมีการลดลงของเซลล์ประสาท เนื่องจากมีการเปลี่ยนแปลงของกระบวนการเหนือสาร
พันธุกรรม (Epigenetic) หรืออาจเกิดจากการมีสารกระตุ้นการงอกของนิวไรท์ลดลง เช่น Nerve 
growth factor (NGF) หรือ Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) ซึ่งในสภาวะปกติช่วย
ในการเจริญพัฒนา และคงอยู่ของเซลล์ประสาท รวมถึงการมี Telomere ที่สั้นลง ส่งผลท าให้เซลล์มี
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อายุที่สั้นลงตามไปด้วย(11) ปัจจุบันยาที่ใช้ในการรักษาผู้ป่วยโรคอัลไซเมอร์ (Alzheimer's disease) 
สามารถแยกเป็น 2 กลไกหลัก คือ กลุ่มยาที่สามารถยับยั้ งการท างานของเอนไซม์ 
Acetylcholinesterase (Acetylcholinesterase inhibitors) เนื่องจากในสมองของผู้ป่วยนั้นมี
ระดับของ Acetylcholine ที่ต่ าลง เช่น Donepezil, Rivastigmine และ Galantamine เป็นต้น 
และกลุ่มยาที่สามารถขัดขวางการท างานของ Glutamate ที่มากเกินไป (NMDA receptor 
antagonists) เช่น Memantine เป็นต้น(12) แต่ยาดังกล่าวนั้นสามารถก่อให้เกิดผลข้างเคียงแก่ผู้ป่วย
ได้ เช่น คลื่นไส้อาเจียน ปวดศีรษะ อ่อนเพลีย ท้องเสีย และนอนไม่หลับ เป็นต้น อีกทั้งยังมีราคาที่สูง 
และให้ประสิทธิภาพในการรักษาเพียงระยะสั้นเท่านั้น 

 

ภาพที่ 1 ปัจจัยที่ก่อให้เกิดโรคความผิดปกติของระบบประสาท (Neurodegenerative disease) ซึ่ง
ประกอบด้วยปัจจัยทางสิ่งแวดล้อม เช่น การได้รับสารอนุมูลอิสระ โลหะหนัก เป็นต้น และปัจจัยทาง
พันธุกรรม เช่น การสูญเสียการท างานของไมโทคอนเดรีย ความผิดปกติของกระบวนการเปลี่ยนแปลง
โครงสร้างของโปรตีน เป็นต้น ซึ่งล้วนก่อให้เกิดการตายของเซลล์ประสาท 
ที่มา: https://www.hindawi.com/journals/jnd/2013/563481/ (Accessed on October 30, 

2016) 
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2.2 กระบวนการสร้างของนิวไรท์ (Neurite outgrowth) 

 การงอกของนิวไรท์ (Neurite outgrowth) เป็นกระบวนการในการเจริญเติบโตและ
พัฒนาการของเซลล์ประสาทไปเป็นแอกซอน และเดนไดรท์ (13) ซึ่งเป็นสิ่งส าคัญในการสื่อสาร รับ-ส่ง
สัญญาณ เชื่อมโยงระหว่างเซลล์ประสาท อีกทั้งยังช่วยในการยืดหยุ่น และคงรูปร่างของเซลล์ประสาท 
เมื่อเซลล์ประสาทได้รับความเสียหายนิวไรท์สามารถฟ้ืนฟูให้กลับคืนสู่ภาวะปกติได้ (7) แต่ทั้งนี้ในภาวะ
ปกติสามารถกระตุ้นการสร้างนิวไรท์โดยสารกระตุ้นการสร้างนิวไรท์ (Neurotrophic factor) เช่น 
Nerve growth factor (NGF) หรือ Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) เป็นต้น การ
เจริญเติบโต และพัฒนาการของเซลล์ประสาทเกิดจากการรวมตัวของโปรตีนที่ส าคัญ 2 ชนิด คือ แอก
ติน และไมโครทิวบูล ประกอบกันเป็นโครงสร้างของเซลล์ประสาท ส าหรับกระบวนการสร้าง และ
เจริญพฒันาของเซลล์ประสาทสามารถแบ่งออกเป็น 5 ระยะ โดยเริ่มจากเซลล์ประสาทรูปทรงกลมมี
การยืดขยายจากตัวเซลล์ประสาทไปเป็น Lamellipodia และ Filapodia ใช้ระยะเวลาประมาณ 6 
ชั่วโมง (ระยะที่1) จากนั้นเวลาประมาณ 6-24 ชั่วโมง เซลล์ประสาทเริ่มมีการสร้างนิวไรท์ขนาดเล็ก
จ านวนมากรอบๆตัวเซลล์ประสาท ซึ่งนิวไรท์ทั้งหมดที่เกิดขึ้นสามารถที่จะพัฒนาไปเป็นแอกซอนได้  
(ระยะที่ 2) โดยระยะที่ 1 และ 2 ของการเจริญพัฒนาเซลล์ประสาทสามารถแบ่งย่อยเป็น 3 ระยะ 
โดยเริ่มจากมีการรวมตัวของ F-actin ส่งผลท าให้เกิดการยื่นของเมมเบรนเป็น Lamellipodia 
(Protrusion phase) จากนั้นเคลื่อนตัวไปเป็น Lamellipodia และ Filopodia (Engorgement 
phase) และสุดท้ายเกิดการสร้างฐาน และโครงสร้างพ้ืนฐานของเซลล์ประสาท (Consolidation 
phase) หลังจากนั้นประมาณ 24-72 ชั่วโมง เซลล์ประสาทจะเกิดสัญญาณแบบสุ่มซึ่งมีเส้นนิวไรท์
จ านวนหนึ่งเส้นมีการยืดยาวอย่างรวดเร็ว และกลายเป็นแอกซอน (ระยะที่3) จากนั้นเซลล์ประสาท
เกิดการเจริญพัฒนาของแอกซอนอย่างต่อเนื่อง และพัฒนาไปเป็นเดนไดรท์ ซึ่งใช้เวลาประมาณ 3-7 
วัน (ระยะที่ 4) สุดท้ายส่งผลท าให้เซลล์ประสาทมีการสร้างไซแนปส์ รับ-ส่งสัญญาณระหว่างเซลล์ มี
การเจริญพัฒนาเป็น Dendrite spine และเกิดเป็นโครงข่ายของเซลล์ประสาท (ระยะที่ 5) (ดังแสดง
ดังรูปที ่2)(14) 
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ภาพที่ 2 การเจริญพัฒนาของเซลล์ประสาทในแต่ละระยะ (ระยะที่1-5) โดยเริ่มจากเซลล์ประสาท
รูปทรงกลม จากนั้นเกิดการพัฒนาไปเป็นแอกซอน และเดนไดรท์ตามล าดับ สุดท้ายเกิดเป็นโครงข่าย
ของเซลล์ประสาท 
ที่มา: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24002528 (Accessed on November 14, 

2016) 

2.3 สารที่เกี่ยวข้องกับกระตุ้นการงอกของนิวไรท์ (Neurotrophic factors) 

       สารที่ช่วยในการกระตุ้นการงอกของนิวไรท์ (Neurotrophic factors) จัดเป็น Secreted 
protein ซึ่งมีบทบาทส าคัญในการสื่อสารระหว่างเซลล์ประสาท การยืดหยุ่นของเซลล์ประสาท การ
เจริญพัฒนาของเซลล์ประสาท และการสร้างไมอีลินของเซลล์ประสาท เป็นต้น โดยพบว่าการ
เปลี่ยนแปลงของระดับสารกระตุ้นการงอกของนิวไรท์มีความสัมพันธ์กับพยาธิสภาพของผู้ป่วยโรค
ความผิดปกติของระบบประสาท เช่น โรคอัลไซเมอร์ โรคพาร์กินสัน เป็นต้น ส าหรับสารที่ช่วยในการ
กระตุ้นการงอกของนิวไรท์มีหลายชนิด อาทิเช่น NGF, BDNF และ GDNF เป็นต้น ซึ่งสารกระตุ้นแต่
ละชนิดนั้นมีกลไกการท างานที่แตกต่างกัน 
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 Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) ถูกสังเคราะห์มาจาก Pro-isoform 
BDNF จัดเป็น Small dimeric protein ซึ่งมีโครงสร้างคล้ายกับ NGF ซึ่ง BDNF มีความเกี่ยวข้องกับ
การเรียนรู้ และความทรงจ า อีกทั้งยังเป็นตัวควบคุม LTD Long-term depression (LTD) และ 
Long-term potentiation (LTP) รวมถึงการยืดหยุ่น การเจริญพัฒนาของเซลล์ประสาท ซึ่งการ
ท างานของ BDNF เกิดขึ้นเมื่อจับกับตัวรับ TrkB ส่งผลท าให้เซลล์ประสาทยังคงชีวิตอยู่ได้ ในขณะที่ 
Pro-BDNF มีการจับกับตัวรับ p75NTR จะส่งผลท าให้เกิดการตายของเซลล์ได้ (Apoptosis 
pathway) จากการศึกษาท่ีผ่านมาท้ัง In vitro และ In vivo พบว่าระดับการเปลี่ยนแปลงของ BDNF 
สัมพันธ์กับพยาธิสภาพของโรคความผิดปกติของระบบประสาท 

 

 

ภาพที่ 3 กลไกการกระตุ้นการสร้างนิวไรท์โดย Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) โดย
จับตัวรับบริเวณผิวเซลล์คือ TrkB จากนั้นส่งสัญญาณกระตุ้นการท างานของวิถีต่างๆเช่น PI3K/Akt, 
PKC และ MEK/ERK เป็นต้น เกิดการเพ่ิมการแสดงออกของยีน และโปรตีนตามล าดับ สุดท้ายเกิด
การเจริญพัฒนาของเซลล์ประสาท 
ที่มา: https://www.researchgate.net/figure/304526050_fig3_FigUre-3-BDnF-and-TrkB-

signaling-pathway (Accessed on November 27, 2017) 
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       Nerve growth factor (NGF) เป็น Glycoprotein ซึ่งประกอบด้วย 3 หน่วยย่อย คือ α-
NGF, β-NGF และ γ-NGF โดย NGF สังเคราะห์มาจาก Pro-NGF และถูกหลั่งออกมาบริเวณนอก
เซลล์ การท างานของ NGF นั้นเกิดขึ้นโดยการจับกับ TrkA ซึ่งมีความส าคัญในกระบวนการยืดหยุ่น 
และคงชีวิตของเซลล์ประสาท ในขณะที่ Pro-NGF จับกับตัวรับ p75NTR ส่งผลท าให้เกิดกระบวนการ
ตายของเซลล์ประสาท (Apoptosis pathway) จากการศึกษาพบว่าในผู้สูงอายุจะมีระดับของ NGF 
ลดลง และส่งผลให้เกิดพยาธิสภาพ และอาการในผู้ป่วยโรคความผิดปกติของระบบประสาทได้ 

 

 

ภาพที่ 4 กลไกการกระตุ้นการสร้างนิวไรท์โดย Nerve growth factor (NGF) โดยสาร NGF จับกับ
ตัวรับบนผิวเซลล์คือ TrkA ส่งสัญญาณกระตุ้นการท างานของวิถี MEK-ERK จากนั้นส่งสัญญาณ
กระตุ้นการท างานของ CREB ภายในนิวเคลียส แล้วเกิดการเพ่ิมการแสดงออกของยีน และโปรตีน 
ตามล าดับ สุดท้ายเกิดการงอกของนิวไรท์ 
ที่มา: http://science.sciencemag.org/content/296/5573/1648.full (Accessed on 

November 27, 2017) 
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 Glial cell-derived neurotrophic factor (GDNF) เป็นสารกระตุ้นที่ส าคัญซึ่งเกี่ยวข้อง
กับการเจริญพัฒนา และคงชีวิตอยู่ของ Midbrain dopaminergic neurons GDNF สามารถท างาน

ได้โดยจับกับตัวรับ GFR α1 และ RET ซึ่งสาร GDNF มีผลยับยั้งการตายของเซลล์ประสาท และการ
ลดลงของระดับ GDNF ท าให้เกิดการหลั่งของกลูตาเมทจ านวนมาก ส่งผลท าให้เกิดความเป็นพิษต่อ
เซลล์ประสาท รวมถึงมีความเกี่ยวข้องกับอาการ และพยาธิสภาพของโรคอัลไซเมอร์ และโรคพาร์กิน
สัน(15) 

 

 

 

ภาพที่ 5 แสดงกลไกการกระตุ้นการสร้างนิวไรท์โดย Glial cell-derived neurotrophic factor 
(GDNF) โมเลกุลของ GDNF จับกับตัวรับบนผิวเซลล์คือ RET จากนั้นเกิดการส่งสัญญาณกระตุ้นการ
ท างานของวิถี MEK/ERK หรือ PI3K/Akt เกิดการเพ่ิมการแสดงออกของยีน และโปรตีนตามล าดับ 
สุดท้ายเกิดการเจริญพัฒนาของเซลล์ประสาท 
ที่มา: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1359610101000120#FIG2 

(Accessed on November 27, 2017) 
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ภาพที่ 6 โครงสร้างตัวรับของ BDNF, NGF และ GDNF ตามล าดับ ซึ่งเป็นสารส าคัญในการกระตุ้น
การงอกของนิวไรท์ 
ที่มา: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4567216/ (Accessed on 

November 14, 2016) 

2.4 กลไกที่เกี่ยวข้องในการกระตุ้นการงอกของใยประสาท 

             Microtubule associated proteins (MAPs) เป็นโปรตีนที่มีการแสดงออกบริเวณ
สมอง สามารถแบ่งออกเป็น 2 ชนิด คือ ชนิดที่ 1 ประกอบด้วย Map1A กับ Map1B และชนิดที่ 2 
ประกอบด้วย Map2 กับ Tau ทั้งสองชนิดมีการแสดงออกสูงในเซลล์ประสาท พร้อมทั้งเป็นตัวบ่งชี้
ระยะเริ่มต้นของกระบวนการ Post-mitotic neurons MAP2 เป็นโปรตีนที่ส าคัญในกระบวนการ
สร้างนิวไรท์โดยการส่งเสริมการยืดขยายของ Bundled microtubules(14) ออกจากตัวเซลล์ประสาท 
อีกทั้งยังพบว่ามีการแสดงออกที่สูงในส่วนของเดนไดรท์ของเซลล์ประสาท ทั้งยังพบว่าการแสดงออก
ของ MAP2 ท าให้เกิดการงอกของนิวไรท์ในเซลล์เพาะเลี้ยงต่างๆ เมื่อมีการงอกของนิวไรท์จ านวนมาก 
การแสดงออกของ MAP2 จะสูงขึ้น ในทางกลับกันเมื่อมีการงอกนิวไรท์จ านวนน้อยการแสดงออกของ 
MAP2 จะต่ าลงตามไปด้วย MAP2 แบ่งออกเป็น MAP-2a, MAP-2b, MAP-2c พบว่า MAP-2b, 
MAP-2c มีบทบาทส าคัญในการงอกของนิวไรท์ และการยืดหยุ่นของเซลล์ประสาท(16) จากการศึกษา
ของ Mishra R. และคณะ พบว่าสารสกัดเอทานอลจากบอระเพ็ด (Tinospora cordifolia) สามารถ
ส่งเสริมการเจริญพัฒนาของเซลล์ IMR-32 human neuroblastoma และเพ่ิมการแสดงออกของ 
MAP2(17) ในขณะที่มีการเจริญพัฒนาของเซลล์เพาะเลี้ยง ในขณะที่ Ryu JS. และคณะ พบว่าสารแก
งกลิโอไซด์ (Glanglioside) สามารถท าให้เกิดการเจริญพัฒนาของเซลล์ประสาทชนิด Human 
dental pulp-derived stem cells (hDPSCs) และเพ่ิมการแสดงออกของ MAP2 ด้วย(18) 
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             Growth Associated Protein 43 (GAP-43) จัดเป็น Presynaptic protein ซึ่งอยู่
บริเวณด้านในเยื่อหุ้มเซลล์ของแอกซอน และมีการแสดงออกที่สูงบริเวณ Growth cone ทั้งนี้มี
บทบาทส าคัญในการส่งเสริมเจริญพัฒนาของแอกซอน การเชื่อมโยงระหว่างแอกซอน การเพ่ิมการ
งอกของนิวไรท์ และการยืดหยุ่นของเซลล์ประสาท และยังพบว่าเมื่อมีการพัฒนาของระบบประสาท 
และการฟื้นฟูของเซลล์ประสาทหลังจากการได้รับความเสียหายจะมีการแสดงออกของยีน และโปรตีน 
GAP-43 ที่สูงขึ้นกว่าปกติ จากการศึกษาของ Zheng และคณะ พบว่า Shenghui soup ซึ่งเป็นยา
สมุนไพรโบราณของจีน สามารถส่งเสริมการงอกของนิวไรท์ รวมทั้งเพ่ิมการแสดงออกของยีน และ
โปรตีนของ GAP-43 ในเซลล์เพาะเลี้ยง  PC12(19) ในขณะที่ Chia wei phan และคณะ พบว่าสาร 
Uridine และสารสกัดจาก Pleurotus giganteus สามารถเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ และเพ่ิมการ
แสดงออกของยีน GAP-43 ในเซลล์เพาะเลี้ยง N2a ได้(3) 

                Teneurin จัดเป็น Type II transmembrane proteins สามารถแบ่งเป็น 4 รูปแบบ 
คือ Ten-1 ถึง Ten-4 ซึ่งพบได้ในสัตว์ที่มีกระดูกสันหลัง พบว่ามีการแสดงออกที่สูงในระบบประสาท
ส่วนกลาง และสามารถมีการแสดงออกได้ในเนื้อเยื่อทั่วไป เช่น Mesenchymal tissue เป็นต้น แต่
พบว่ามีเฉพาะ Ten-4 ที่มีการแสดงออกใน White matter ของ Cerebellum ในหนูทดลอง อีกทั้งมี
ความเกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อ ER stress และโรคไบโพลาร์ในมนุษย์ จากการศึกษาของ Suzuki 
N. และคณะ ทั้งใน In vitro และ In vivo พบว่า Ten-4 เป็นตัวควบคุมของการเจริญพัฒนาของ 
Oligodendrocyte และการสร้างไมอีลินในระบบประสาทส่วนกลาง (20) นอกจากนี้ยังพบว่าการ 
Knockdown ของ Ten-4 ในเซลล์เพาะเลี้ยง Neuro2a ส่งผลท าให้การสร้าง Filopodia-like 
protrusion และการงอกของนิวไรท์ลดลง ในทางกลับกันนั้นเมื่อท าการ Overexpression Ten-4 ก็
สามารถเพ่ิมการสร้าง Filopodia-like protrusion เพ่ิมสูงขึ้นด้วย ดังนั้น Ten-4 จึงเป็นตัวควบคุมใน
การสร้าง Filopodia-like protrusion  และการงอกของนิวไรท์ในเซลล์ประสาท โดยผ่านวิถี Focal 
adhesion kinase (FAK)(8) 

                 วิถีของ MAPK-ERK, PI3K/Akt และ PKC เป็นวิถีที่มีความเกี่ยวข้องในการควบคุม
การเจริญพัฒนาของเซลล์ประสาท และการงอกของนิวไรท์ ซึ่งประกอบด้วยการยืดตัว , ขนาด และ
การเกิดเดนไดรท์ และแอกซอนของใยประสาท ส าหรับการกระตุ้นการงอกของนิว ไรท์โดยผ่านวิถี 
MAPK-ERK, PI3K/Akt และ PKC นั้นเริ่มจากเซลล์เพาะเลี้ยงได้รับสารกระตุ้นการงอกของเซลล์
ประสาท (Neurotrophic factor) เช่น NGF โดย NGF จับกับตัวรับที่จ าเพาะ Tyrosine kinase A 
(TrkA) ส่งผลท าให้เกิดการกระตุ้นวิถีส่วนบนโดยการเติมหมู่ฟอสเฟต (Phosphorylation) ต่อ 
MAPK-ERK, PI3K/Akt และ PKC ซึ่งการกระตุ้นวิถี MAPK-ERK และ PI3K/Akt ท าให้เกิดการกระตุ้น
วิถีส่วนล่าง คือ mTOR (mammalian-target of rapamycin) เป็นโปรตีนที่มีบทบาทส าคัญในการ
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ควบคุมการเจริญเติบโต และความคงอยู่ชีวิตของเซลล์ อีกทั้งยังควบคุมการงอกของนิวไรท์อีกด้วย ซึ่ง
พบว่าการยับยั้งการท างานของโปรตีน mTOR ส่งผลต่อการสูญเสียความทรงจ า และความยืดหยุ่น
ของเซลล์ประสาท รวมทั้งการงอกของนิวไรท์ก็ลดลงตามไปด้วย นอกจากนี้การกระตุ้นวิถี  MAPK-
ERK ส่งผลท าให้เกิดการกระตุ้น CREB ซึ่งเป็น Transcription factor มีบทบาทส าคัญในส่งสัญญาณ
ระหว่างเซลล์ ในขณะที่การกระตุ้นวิถี PKC โดย NGF ส่งผลท าให้เกิดการกระตุ้น Rac1 และ Cdc42 
เกิดการงอกของนิวไรท์ อีกทั้งยังพบว่าส่งผลท าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน MAP-2 และ GAP-43 
สูงขึ้น ซึ่งเป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการเจริญพัฒนาของเซลล์ประสาท และการงอกของนิวไรท์เพ่ือ
ฟ้ืนฟูเซลล์ประสาทที่ได้รับความเสียหาย จากการศึกษาท่ีผ่านมา Konstantin K. และคณะ พบว่าการ
ยับยั้งวิถี PKCzeta และ PI3K/Akt สามารถลดการงอกของนิวไรท์ได้ใน Postnatally born 
subventricular zone neuron ในขณะที่ Robert J. และคณะ พบว่าสาร Senegenin จากพืช 
Polygala tenuifolia สามารถเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ และปกป้องการตายของเซลล์จากสภาวะ
ความเป็นพิษของเซลล์ประสาทโดยแอมีลอยด์ บีตา และเพ่ิมการแสดงออกของโปรตีน GAP-43 และ 
MAP2 ในเซลล์เพาะเลี้ยง PC12 ในขณะที่ Yin-Zhong MA. และคณะ พบว่าสาร Claulansine F 
สามารถเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ โดยกระตุ้นผ่านวิถี ERK และ Akt ส่งผลท าให้เพ่ิมการแสดงออกของ
ยีน GAP-43 ในเซลล์เพาะเลี้ยง PC12 และจากการศึกษาของ Chia-Wei Phan และคณะ พบว่าสาร 
Uridine สามารถเพ่ิมการงอกของนิวไรท์โดยกระตุ้นผ่านวิถี MEK/ERK และ PI3K/Akt/mTOR อีกทั้ง
ยังเพ่ิมการแสดงออกของโปรตีน GAP-43 ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง Neuro2a อีกทั้งยังพบว่าสาร 
Beta-hydroxy-beta-methylbutyrate สามารถเ พ่ิมการงอกของนิว ไรท์ โดยกระตุ้นผ่ านวิถี 
MAPK/ERK และ PI3K/Akt ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง Neuro2a(3, 5, 21-23) 
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ภาพที่ 7 กลไกของ NGF และวิถีที่เกี่ยวข้องในการควบคุมการงอกของนิวไรท์ 
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2.5 กลุ่มสารที่ส าคัญในการปกป้องเซลล์ประสาท 

 โพลีฟีนอล (Polyphenol) เป็นกลุ่มสารที่ส าคัญ ซึ่งเป็นสารที่มีประโยชน์ในการป้องกัน และ
รักษาโรคความผิดปกติของระบบประสาท โดยการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าสารโพลีฟีนอลมีผลต่อ
กระบวนการเจริญพัฒนา และคงอยู่ของรูปร่างเซลล์ประสาท สารโพลีฟีนอลสามารถแบ่งออกเป็น 2 
กลุ่มใหญ่ คือ 1. กลุ่มสารฟลาโวนอยด์ (Flavonoid) เช่น Baicalein, Daidzein, Luteolin เป็นต้น 
และ 2. กลุ่มที่ไม่ใช่สารฟลาโวนอยด์ (Non-flavonoid) เช่น Auraptene, Carnosic acid, 
Curcuminoids เป็นต้น โดยกลุ่มสารดังกล่าวนี้สามารถส่งเสริมการงอกของนิวไรท์ โดยกระตุ้นผ่าน
ตัวรับของสาร NGF และ BDNF คือ Trk receptors รวมถึงกระตุ้นผ่านวิถี ERK และ PI3K/Akt ซึ่ง
เป็นวิถีที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการเจริญพัฒนาของเซลล์ประสาท และการงอกของนิวไรท์ จาก
การศึกษาที่ผ่านมาพบว่า EGCG เป็นสารโพลีฟีนอลที่สามารถพบได้ในสารสกัดชาเขียว และ 
Curcuminoids จาก Curcuma longa Linn. สามารถส่งเสริมการมีชีวิตรอดจากสภาวะเป็นพิษ 
และส่งเสริมการงอกของนิวไรท์ในเซลล์เพาะเลี้ยง PC-12 ได้ ในขณะที่สาร Isorhamnetin จาก 
Ginkgo biloba และ Resveratrol ที่พบได้ในองุ่น และไวน์แดงสามารถส่งเสริมกระตุ้นการท างาน
ของ NGF และ BDNF เกิดการสร้างนิวไรท์ในเซลล์เพาะเลี้ยง PC12 ได้ (24, 25) 
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ภาพที่ 8 โครงสร้างทางเคมีของสารกลุ่ม Flavonoids และ Non-flavonoids 
ที่มา: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26730179 (Accessed on December 22, 

2016) 
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ตารางท่ี 1 สารออกฤทธิ์ที่ส าคัญ (Bioactive compounds) และกลไกท่ีเกี่ยวข้องจากพืชสมุนไพรใน
การปกป้องเซลล์ประสาท 
ชื่อสารออกฤทธิ์ที่

ส าคัญ 
แหล่งที่พบ กลไกที่เกี่ยวข้อง โมเดลที่ใช้ใน

การศึกษา 
เอกสารอ้างอิ

ง 
1. Resveratrol - Veratrum 

grandiflorum 
O. LOES 
- Polygonum 
cuspidatum 
- Grapes, berries, 
grains, tea 

 

- กระตุ้นการสร้างนิวไรท์
โดยผ่านวิถี Shh signaling 
และเพิ่มการแสดงออกของ 
GAP43, Synaptophysin, 
Shh, Ptc-1, Smo, Gli-1 
และ Sirt1 
- กระตุ้นการหลั่งสาร 
GDNF และ BDNF จาก Rat 
primary astroglia  

- Primary 
cortical 
neuron 
culture 
- Rat primary 
astroglia 

(26), (27) 

2. Curcumin -Curcuma longa  - กระตุ้นการสร้างนิวไรท์
โดยผ่านวิถี MAPK/ERK, 
PKC, Reggie-1 อีกทั้งเพิ่ม
การแสดงออกของ GAP-43 
และ Neurofilament-L 
(NF-L)  
- เพิ่มการแสดงออกของยีน 
5-HT (1A) และโปรตีน
BDNF เพื่อปกป้องการตาย
ของเซลล์ประสาทจากภาวะ
เครียดเรื้อรัง 

- PC12 
- Rat 
hippocampal 
neurons 
- Primary 
cortical 
neuron 
culture 

(28), (29), 
(30) 

3. Baicalein 
 

- Scutellaria 
baicalensis 

- ป้องกันเซลล์ประสาทจาก
สาร 6-OHDA เพิ่มการ
ท างานของเอนไซม์ 
Tyrosine hydroxylase 

SH-SY5Y cells  (31) 

4. Ginsenoside 
Rg1 

- Panax ginseng  
- Panax 
notoginseng 

-ป้องกันเซลล์ประสาทจาก
สาร H2O2 ซึ่งก่อให้เกิดการ
เสียหายแก่เซลล์ประสาท 
โดยการลดการท างานของ

NF-κB signaling 

- PC12 cells 
- Primary 
Schwann cell 
cultures 
- Neuro2a 

(32), (33), 
(34) 
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- กระตุ้นการแสดงออก และ
หลั่งสาร NGF and BDNF 
- กระตุ้นการสร้างนิวไรท์ 
และป้องกันความเป็นพิษต่อ
เซลล์ประสาทของ 
Amyloid beta โดยกระตุ้น
ผ่านวิถี Akt และ ERK 
- กระตุ้นการแสดงออกของ
ยีน Choline 

acetyltransferase 

(ChAT) และ Vesicular 
acetylcholine 
transporter (VAChT) 

cells 

5. Gastrodin - Gastrodia elata - เพิ่มการหลั่งของสาร 
BDNF และช่วยฟ้ืนฟูเซลล์
ประสาทท่ีไดร้ับความ
เสียหาย 

Spinal cord of 
rat 

(35) 

6. Acteoside - Cistanche 
deserticola 
- Cistanche 
tubulosa 

- ป้องกันการตายของเซลล์
จาก Amyloid beta-
peptide โดยการลดการ
สร้าง ROS และควบคุมวิถี
การตายของเซลล์แบบ
Apoptosis โดยผ่าน Bcl-2, 
Cytochrome c และ 
Caspase-3 

SH-SY5Y cells (36) 

7. Paeoniflorin - Radix Paeoniae - ป้องกันการตายของเซลล์
จาก Glutamate โดยการ
ยับยั้งการแสดงออกของ
โปรตีน Bax และ Bad และ
เพิ่มการแสดงออกของ
โปรตีน Bcl-2 และ Bcl-xL  

PC12 cells (37) 

8. Peurarin - Pueraria 
montana var. 
lobata 

- กระตุ้นการสร้างนิวไรท์
โดยผ่านการเพิม่การ
แสดงออกของโปรตีน 
Dynein light chain 2 

Rat 
hippocampal 
neurons 

(38) 
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(DLC2) และ Elongation 
factor 2 (EF2) 

9. Tenuigenin - Polygala 
tenuifolia 

- ยับยั้งการตายของเซลล์
ประสาทผ่านการควบคุม
โปรต ีBcl-2 และยับยั้งการ
แสดงออกของโปรตีน 
Caspase-3 

Rat 
hippocampal 
neurons 

(39) 

 

2.6 สมุนไพรที่ใช้ในการศึกษาวิจัย             

 หมามุ่ย (Mucuna pruriens)  หรือ Cowhage จัดอยู่ในกลุ่ม Fabaceae ซึ่งพบว่ามีสาย
พันธุ์มากกว่า 80 สายพันธุ์ สามารถพบได้ในบริเวณเขตร้อน และใกล้เขตร้อน เช่น เอเชีย แอฟริกา 
และอเมริกา ซึ่งพบว่าหมามุ่ยสายพันธุ์ไทยนั้นสามารถก่อให้เกิดอาการคันบริเวณผิวหนังได้ เนื่องจาก
ฝักของหมามุ่ยนั้นปกคลุมไปด้วยขน (Spicule) ซึ่งภายในมีสารที่ชื่อว่า Mucunain ซึ่งเป็นสาเหตุที่
ก่อให้เกิดอาการคันอย่างรุนแรง(40, 41) แต่ในขณะที่หมามุ่ยสายพันธุ์อินเดียนั้นไม่ก่อให้เกิดอาการคัน
บริเวณผิวหนัง ซึ่งพบว่าในแต่ละส่วนของต้นหมามุ่ยนั้นมีประโยชน์ทางด้านเภสัชวิทยามากมาย เช่น 
ในส่วนของรากมีคุณสมบัติในการรักษาทางด้านการขับปัสสาวะ ในขณะที่ส่วนของกิ่งก้านใช้ในการ
รักษาโรคเบาหวาน โรคเกาต์ โรครูมาติก และโรคมะเร็ง และในส่วนของเมล็ดนั้นมีคุณสมบัติมากมาย 
เช่น ใช้ในการรักษาโรคพาร์กินสันเนื่องจากภายในเมล็ดมีการส าคัญคือ L-dopa ซึ่งเป็นสารตั้งต้นของ
โดปามีน ซึ่งเป็นสารสื่อประสาท โรคซึมเศร้า ใช้ในการต้านพิษของงู ต้านสารอนุมูลอิสระ รวมทั้งช่วย
ในส่วนของระบบสืบพันธุ์ เช่น ช่วยเพ่ิมปริมาณและการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม สารประกอบส าคัญที่
สามารถพบได้ในหมามุ่ย เช่น L-dopa, Beta -sitosterol, Gallic acid, Glutathione, Bufotenine, 
5-Hydroxytryptamine (Serotonin), 6-Methoxyharman, Tryptamine, Linoleic acid, Oleic 
acid, Palmitic acid (n-Hexanoic acid), Stearic acid (Octadecanoic acid), 3-methoxy-1,1-
dimethyl-6,7-dihydroxy-1,2,3.4-tetrahydroquinoline,3-methoxy-1,1-dimethyl-7,8-
dihydroxy-1,2,3.4-tetrahydroquinoline, indole-3-alkylamines-N, Ndimethyltryptamine, 
Squalene, Ascorbic acid และ 5-Hydroxytriptophane(42) จากการศึกษาที่ผ่านมา Fung, S.Y. c
และคณะ ท าการทดสอบฉีดพิษของงูกะปะเข้าสู่หนู ทดลอง และท าการรักษาด้วยสารสกัดจากเมล็ด
หมามุ่ยพบว่าสามารถต้านพิษของงูกะปะโดยผ่านกลไกทางภูมิคุ้มกัน ในขณะที่การศึกษาของ Kamla 
Kant ShuKla และคณะ พบว่าสารสกัดจากเมล็ดหมามุ่ยสามารถช่วยในระบบสืบพันธุ์โดยสามารถ
ปรับปรุงระดับฮอร์โมน LH, Dopamine, Adrenaline, และ Noradrenaline และลดระดับของ
ฮอร์โมน FSH และ PRLในผู้ป่วยที่เป็นหมัน จากการศึกษาของ Yamini B. Tripathi และคณะ พบว่า
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สารสกัดจากเมล็ดหมามุ่ยด้วยแอลกอฮอล์สามารถยับยั้งกระบวนการ Lipid peroxidation โดยก าจัด 
Superoxides และ Hydroxyl radical ในปฏิกิริยา Lipid peroxidation และการศึกษาของ 
Satyndra Kumar Yadav และคณะ พบว่าสารสกัดจากเมล็ดของหมามุ่ยสามารถลดความเป็นพิษ
ของเซลล์ประสาทจากการรับยาปราบวัชพืชโดยลดสารอนุมูลอิสระใน Parkinsonian mouse (43-46) 
จากการศึกษาของ Babita Singh และคณะ พบว่าสารสกัดเอทานอลจากเมล็ดของหมามุ่ยสามารถ
ส่งเสริมการแสดงออกของยีน Neurogenin ซึ่งเกี่ยวข้องกับกระบวนการเจริญพัฒนาของเซลล์
ประสาท และเพ่ิมการแสดงออกของยีน DCX ซึ่งเป็นตัวบ่งชี้ของเซลล์ประสาทในระยะแรกเกิดในหนู 
Swiss albino เพศผู้(47) 
 

  

ภาพที่ 9 ล าต้น และฝักของหมามุ่ย (Mucuna pruriens) ซึ่งบริเวณภายนอกฝักประกอบด้วยขน
จ านวนมาก ซึ่งเมื่อสัมผัสก่อให้เกิดอาการคันบริเวณผิวหนัง 
ที่มา: http://www.esanlink.com/news_variety_view.php?id_view=558 (Accessed on 

November 22, 2016) 
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ตารางท่ี 2 สารประกอบที่ส าคัญ และโครงสร้างของหมามุ่ย (Mucuna pruriens)(48, 49)  

ชื่อสารประกอบที่ส าคัญ โครงสร้าง 
1. L-DOPA 
(L-3,4-dihydroxyphenylalanine)  

 
2. Palmitic acid (n-hexanoic acid)  
  

3. Stearic acid (octadecanoic acid) 
  
4. 3-methoxy-1,1-dimethyl-6,7-
dihydroxy-1,2,3,4-tetrahydroquinoline  
  

5. Indole-3-alkylamines-N, 
N-dimethyltryptamine  
  
6. 3-methoxy-1, 1-dimethyl-7,8-
dihydroxy-1,2,3.4-tetrahydroquinoline  
  

7. Gallic acid (3,4,5-trihydroxybenzoic 
acid)  
 

 
8. β-sitosterol 

 
9. Squalene  
 

 
10. Ascorbic acid  
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11. 5-hydroxytryptophan  
 

 
12. Bufotenine  
  
13. Glutathione  
 

 
14. 5-hydroxytryptamine  
 

 
15. 6-methoxyharman  
 

 
16. Tryptamine  
 

 
17. Linoleic acid  
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
3.1 สารเคมี เครื่องมือ และอุปกรณ์ ที่ใช้ในการทดลอง 
 3.1.1 สารเคมี 
 1. Hexane      RCI Labscan, ไทย 

 2. Ethyl acetate     RCI Labscan, ไทย 

 3. Ethanol      RCI Labscan, ไทย 

 4. Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM)  Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 5. Fetal Bovine Serum (FBS)     Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 6. Penicillin-Streptomycin Solution    Corning, สหรัฐอเมริกา 

 7. Nutrient mixture (F-12 HAM’s (1x))    HyClone, สหรัฐอเมริกา 

 8. EDTA-Trypsin 0.25% (1X)     Gibthai, ไทย 

 9. Phosphate Buffered Saline     HyClone, สหรัฐอเมริกา 

 10. Trypan Blue Stain 0.4%     Gibthai, ไทย 

 11. Dimethyl Sulfoxide (DMSO)    Merk, เยอรมนี 

 12. 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyl-  Bio basic Inc., แคนาดา 

 tetrazolium bromide (MTT) 

 13. Quercetin       Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 14. Potassium persulphate     Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 15. Ascorbic acid      Calibiochem, สหรัฐอเมริกา 

 16. DPPH reagent      Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 17. ABTS reagent      Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 18. Trizol RNA isolation reagent    Invitrogen, สหรัฐอเมริกา 

 19. 2-isopropanol      Merk, เยอรมันนี 
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 20. Chloroform      Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 21. เอนไซม์ DNase      Promega, สหรัฐอเมริกา 

 22. Deoxyribonucleotide triphosphate (dNTP)  Fermentas, แคนาดา 

 23. เอนไซม์ Reverse transcriptase    Fermentas, แคนาดา 

 24. ชุดน้ ายา Taq DNA polymersase    Biolab, อังกฤษ 

 25. AccuPower 2X GreenStar     Bioneer, เกาหลี 

 26. Diethyl pirocarbonate (DEPC)    Sigma Aldrich, สหรัฐอเมริกา 

 27. FuGene      Promega, สหรัฐอเมริกา 

 3.1.2 เครื่องมือ 

 1. กล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ      Olympus, ญี่ปุ่น 

 (Inverted microscope) รุ่น Olympus CK30 

 2. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง Synergy Mx   BioTek, สหรัฐอเมริกา 

Monochromator-Based Multi-Mode Microplate Reader Instrument, Inc. 

 3. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง NanoDrop 100   ThermoScientific, 

        สหรัฐอเมริกา 

 4. กล้องจุลทรรศน์แบบ phase contrast     Olympus, ญี่ปุ่น 

 5. เครื่อง Soxhlet extractor     Merck, เยอรมันนี 

 6. เครื่อง Rotatory Evaporator รุ่น miVAC   Genevac, อังกฤษ 

 7. เครื่องชั่งแบบละเอียด รุ่น AB204-S CLASSIC    METTLER TOREDO,  
        สวิสเซอร์แลนด์ 

 8. เครื่อง Exicycler Real time Quantitative   Bioneer, เกาหลี 

 Thermal Block 

 9. เครื่อง thermal cycler รุ่น Mastercycler EP   Eppendrof AG, เยอรมนี 

 10. เครื่องเขย่าผสม (Vortex mixer) รุ่น Fine vortex  FINEPCR, เกาหลีใต้ 
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 11. เครื่อง Vacuum concentrator (DNA speedVacs)  Thermo Scientifi     

        สหรัฐอเมริกา 

 12. เครื่อง Micro High Speed Refrigerated   Vision Scientific. เกาหลีใต้ 

 Centrifuge รุ่น VS-15000CFNII 

 13. เครื่อง Centrifuge      Beckman Coulter, 

        สหรัฐอเมริกา 

 14. อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (Waterbath)   Memmert, เยอรมันนี 

 15. pH meter       Mettler Toledo,  

        สวิสเซอร์แลนด์  

 16. ตู้อบส าหรับเพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด CO2    Sheldon, สหรัฐอเมริกา 

 17. ตู้อบ (Incubator)      Memmert, เยอรมันนี 

 18. ตู้อบ (Hot air oven)     Memmert, เยอรมันนี 

 19. Laminar flow cabinet     Labconco, สหรัฐอเมริกา 

 20. ถัง liquid nitrogen รุ่น XT20    TAYLOR-WHARTON 
        สหรัฐอเมริกา 

 21. ตู้เย็น 4ºC       Sharp, ญี่ปุ่น 

 22. ตู้แช่แข็ง -20ºC      SANYO Electric Co., Itd., 
        เกาหลีใต้ 

 23. ตู้แช่แข็ง -80ºC      llShin Lab, เกาหลีใต้ 

 3.1.3 อุปกรณ์ที่ใช้ในการท าวิจัย 

 1. 96 well cell culture plate     Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

 2. 6 well cell culture plate     Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

 3. 60×15 mm Petri Dish     Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

 4. Auto pipette (ขนาด 20, 200, 1000 µL)   GILSON, ฝรั่งเศส 
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 5. Auto pipette (ขนาด 10, 20, 200, 1000 µL)    Eppendrof AG, เยอรมนี 

 6. Cell culture flask (ขนาด 25 cm2)    Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

 7. Pipette aid รุ่น Portable XP     Drummond Scientific,  
         สหรัฐอเมริกา  

 8. Pipette tips (ขนาด 10, 200, 1000 µL)   Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

 9. Disposable serological pipette (5 และ 10 mL)  Corning Inc., สหรัฐอเมริกา 

 10. Centrifuge tube (ขนาด 15 และ 50 mL)   Corning Inc., สหรัฐอเมริกา
 11. Microcentrifuge tube     Continental Lab Products, 
 (ขนาด 0.5 mL และ 1.5 mL)           สหรัฐอเมริกา  

 12. Multichannel pipette     Eppendrof AG, เยอรมันนี
 13. Pasture pipette      Copan Innovation,    
        สหรัฐอเมริกา 
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3.2 กลุ่มตัวอย่างท่ีเกี่ยวข้องในงานวิจัย 

 3.2.1 ตัวอย่างเซลล์เพาะเลี้ยง   

  ส าหรับเซลล์เพาะเลี้ยงที่ใช้ในการวิจัยในครั้งนี้ คือ เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด 
Neuro2a เป็นเซลล์ Mouse neuroblastoma อนุพันธ์จาก Mouse C1300 tumor ซึ่งเป็นเนื้อเยื่อ
บริเวณสมอง สามารถพัฒนาไปเป็นเซลล์ประสาทได้ นิยมใช้ในการศึกษาสารเคมีต่างๆที่มีผลต่อการ
การเจริญพัฒนาของเซลล์ประสาท (Neuronal proliferation and differentiation) รวมทั้ง
การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาท และโรคความผิดปกติของระบบประสาท ซึ่งได้รับความ
อนุเคราะห์จาก Prof. Dr.  Ciro Isidoro from Università del Piemonte Orientale, Italy โดย
ท าการเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) High 
glucose ที่มี 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) พร้อมด้วย F-12 HAM’s และ 
Penicillin 100 U และ Streptomycin 100 µg/mL บ่มเพาะเลี้ยงไว้ในตู้ Incubator ที่สภาวะ 
37°C และท่ีมี CO2 ปริมาณ 5% 

 

ภาพที่ 10 เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a (Mouse neuroblastoma) ภาพถ่ายจากกล้อง
จุลทรรศน์แบบ Phase contrast ด้วยก าลังขยาย 10X 
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 3.2.2 ตัวอย่างพืชสมุนไพร 

  ส าหรับการวิจัยในครั้งนี้ใช้ตัวอย่างพืชสมุนไพร 2 ชนิด ประกอบด้วย เมล็ดหมามุ่ย

ไทย และเมล็ดหมามุ่ยอินเดีย ซึ่งท าการเก็บตัวอย่างพืชสมุนไพรจากสวนสมุนไพรสมเด็จพระเทพ

รัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี จังหวัดระยอง และท าการพิสูจน์อัตลักษณ์ของพืชสมุนไพรโดย ศ.

กสิน สุวะตะพันธุ์ ภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 

ภาพที่ 11 ส่วนของเมล็ดหมามุ่ยไทย (Mucuna pruriens (L.) DC. Var. pruriens) ซึ่งเมล็ดของ
หมามุ่ยไทยนั้นมีสีด า ขนาดเล็ก  

 

ภาพที่ 12 ส่วนของเมล็ดหมามุ่ยอินเดีย (Mucuna pruriens (L.) DC. Var. utilis (Wall. Ex Wight) 
L. H. Bailey) ซึ่งเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียมีลักษณะสีขาว 
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3.3 ระเบียบวิธีวิจัย 
 3.3.1 การสกัดตัวอย่างเมล็ดของหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียโดยวิธี Soxhlet 
extraction 
  Soxhlet extraction เป็นวิธีการสกัดแบบต่อเนื่องโดยใช้ตัวท าละลายที่มีจุดเดือด
ต่ า การสกัดท าได้โดยให้ความร้อนจนตัวท าละลายระเหยกลายเป็นไอขึ้นไปแล้วกลั่นตัวลงมาใน 
Thimble ซึ่งบรรจุตัวอย่างไว้ เมื่อสารที่สกัดได้สูงถึงระดับกาลักน้ า สารสกัดจะไหลกลับลงมาใน 
Flask วนเวียนเช่นนี้จนกระบวนการสกัดเสร็จสมบูรณ์ โดยสังเกตจากความใสของสีตัวท าละลาย 
ส าหรับตัวท าละลายที่ใช้ศึกษาวิจัย ประกอบด้วย เฮกเซน เอทิล อะซิเตท และเอทานอล  
   เริ่มจากน าเมล็ดของหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียมาท าความสะอาดด้วยน้ าเปล่า
ให้สะอาดประมาณ 3 ครั้ง จากนั้นน าไปตากลมทิ้งไว้ให้แห้งประมาณ 2-3 วัน เมื่อแห้งสนิทแล้วน า
เมล็ดของหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียมาท าการบดละเอียดด้วยเครื่องบด แล้วท าการเก็บไว้ใน
ถุงพลาสติก เมื่อต้องการสกัดสมุนไพรน าสมุนไพรที่ท าการบดละเอียดเรียบร้อยแล้ว น ามาชั่งใน
ปริมาณ 40 กรัมใส่ลงใน Cellulose Extraction Thimbles จากนั้นน าไปใส่ใน Thimble ของเครื่อง 
Soxhlet extractor พร้อมกับตวงตัวท าละลายใส่ลงใน Boiling Flask ปริมาตร 400 mL โดย
อัตราส่วนของสมุนไพรต่อตัวท าละลายเท่ากับ 1:10 จากนั้นใส่เศษกระเบื้อง 2-3 ชิ้นลงใน Boiling 
flask เพ่ือป้องกันไม่ให้ตัวท าละลายเดือดเกินไปจนท าให้ Flask แตกเสียหาย โดยเริ่มจากตัวท า
ละลายที่มีขั้วที่ต่ าไปยังตัวท าละลายที่มีขั้วที่สูง ตัวท าละลายตัวที่ 1 คือ เฮกเซน เติมลงไปใน Boiling 
flask และให้ความร้อนแก่ตัวท าละลายที่อยู่ใน Boiling flask จนถึงจุดเดือด เมื่อตัวท าละลายเดือด
แล้วจะระเหยขึ้นไปกระทบกับ Condenser ที่หล่อเย็นไว้จนท าให้เกิดการควบแน่นกลับลงมาสัมผัส
กับผงสมุนไพรที่อยู่ใน Cellulose extraction thimbles โดยตัวท าละลายจะชะสารจากสกัด
สมุนไพรผ่านลงมาทาง Siphon ไหลลงสู่ Boiling flask ส่วนตัวท าละลายจะเกิดการระเหยขึ้นไปแล้ว
ควบแน่นกลับลงมายัง Cellulose extraction thimbles อีกครั้ง เกิดขึ้นซ้ าหลายๆรอบ จนกระทั่ง
ตัวท าละลายที่ผ่านบริเวณ Siphon ใสไม่มีสี ซึ่งใช้เวลาประมาณ 24 ชั่วโมงต่อ 1 ตัวท าละลาย 
จากนั้นจึงเปลี่ยนตัวท าละลายเป็นตัวท าละลายตัวที่ 2 คือ เอทิล อะซิเตท และตัวท าละลายตัวที่ 3 
คือ เอทานอล ตามล าดับ แล้วท าซ้ าตามกระบวนการข้างต้น เมื่อท าการสกัดเสร็จสิ้นเก็บสารสกัด
ทั้งหมดที่ได้แยกตามชนิดและตัวท าละลายใส่ในขวดดูแรนซึ่งท าการห่อกระดาษไว้ เพ่ือกันให้พ้นจาก
แสง ที่อุณหภูมิ 4°C จากนั้นน าสารสกัดที่ได้ไประเหยเอาตัวท าละลายออกด้วยเครื่อง Rotatory 
evaporator ส าหรับการ Evaporation คือ การระเหยสารที่เป็นของเหลว หรือตัวท าละลายออกจาก
สารสกัดที่ใช้ศึกษาวิจัย ท าให้สารสกัดนั้นมีความเข้มข้นมากขึ้น 
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ภาพที่ 13 เครื่อง Soxhlet extractor ซึ่งเป็นการสกัดแบบต่อเนื่อง โดยให้ความร้อนแก่ตัวท าละลาย 
เมื่อถึงจุดเดือดจะเกิดการระเหย แล้วไปควบแน่นบริเวณ Condenser เป็นหยดน้ าตกลงมาใน 
Thimbles ซึ่งบรรจุสมุนไพรที่บดแล้ว โดยเกิดการสกัดแบบต่อเนื่องจนการสกัดเสร็จสมบูรณ์ 
 

 

ภาพที่ 14 เครื่อง Evaporator เป็นเครื่องที่ใช้ในการระเหยตัวท าละลายออกจากสารสกัด โดยให้
ความร้อนกับสารที่สกัดได้จากเครื่อง Soxhlet extractor สุดท้ายได้สารสกัดหยาบที่เข้มข้น 
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เมื่อสารสกัดท าการระเหยตัวท าละลายจนแห้ง และสารสกัดหยาบมีความเข้มขึ้นเพ่ิมขึ้น น าสารสกัดที่
ได้ไปชั่งน้ าหนักแล้วค านวณหาปริมาณสารที่ได้ (%Yield) สามารถค านวณได้จากสูตร 
  %Yield = (ผลที่ได้จริง / ผลที่ได้ตามทฤษฎี) X 100 

  ผลที่ได้จริง = ผลรวมของน้ าหนักสุทธิของสารที่สกัดได้ทั้งหมด  

  ผลที่ได้ตามทฤษฎี = ปริมาณสมุนไพรที่ใช้ในการสกัด (ในที่นี้เท่ากับ 40 กรัม) 

         จากนั้นน าสารสกัดที่ได้ละลายใน 100%DMSO เพ่ือให้ได้ความเข้มข้นของ Stock เป็น 100 

mg/mL เมื่อละลายเสร็จแล้วน าสารสกัดหยาบที่ได้กรองผ่าน Filter ขนาด 0.2 ไมครอนลงใน

Microcentrifuge tube เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20°C ก่อนน าไปใช้ในการทดลองต่อไป 

3.3.2 การทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก และสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมด ในสาร
สกัดหยาบของเมล็ดหมามุ่ยไทย และเมล็ดหมามุ่ยอินเดีย 

 3.3.2.1 การทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมดในสารสกัดหยาบของเมล็ด
หมามุ่ยไทย และเมล็ดหมามุ่ยอินเดียโดยวิธี Folin-Ciocalteu method 

  การวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดในสารสกัดสมุนไพรซึ่งอ้างอิง
จากวิธีของ Chang et al. สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดท าปฏิกิริยากับ Folin-Ciocalteu reagent 
ซึ่งประกอบด้วย Phosphomolybdic-phosphotungstic acid reagents สารดังกล่าวจะถูกรีดิวซ์
โดย Phenolic hydroxyl groups ของสารประกอบ Phenolic ทั้งหมดเกิดเป็น Tungsten และ 
Molybdenum blue ใสภาวะที่เป็นด่างให้สารประกอบเชิงซ้อนสีน้ าเงิน และดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 750 nm 

  เตรียมสารละลายกรดแกลลิคที่ความเข้มข้น 6.25, 12.5, 25, 50 และ 100 µg/mL 
เตรียมสารละลายเริ่มต้นที่ความเข้มข้น 10 mg/mL โดยชั่งกรดแกลลิค 100 มิลลิกรัม ละลายในน้ า
กลั่น 10 มิลลิลิตร พร้อมกับเตรียมสารละลาย Sodium carbonate (Na2CO3) ที่ความเข้มข้น 1 โม
ลาร์ โดยชั่ง Na2CO3 จ านวน 10.59885 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร และเตรียม 
10% ของ Folin-Ciocalteu Phenol reagent เตรียมจาก Folin-Ciocalteu Phenol reagent ที่
ความเข้มข้น 100% ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมกับน้ ากลั่นด้วยปริมาตร 18 มิลลิลิตร ท าการผสมให้
เข้ากัน จากนั้นเตรียมสารละลายจากสารสกัดหยาบที่ความเข้มข้น 1 mg/mL โดยเตรียมจากดูดสาร
สกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียที่ความเข้มข้น 100 mg/mL 
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ปริมาตร 10 µL ผสมกับน้ ากลั่นปริมาตร 990 µL ท าการผสมให้เข้ากัน แล้วท าการทดสอบตามวิธี
ของ Folin-Ciocalteu colorimetric(50) ดังตารางที ่3 

ตารางท่ี 3 ขั้นตอนการเติมสารเพื่อวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 

Reagent Reagent 
blank (µL) 

Standard 
(µL) 

Sample 
blank 
(µL) 

Sample 
(µL) 

สารสกัดหยาบสมุนไพร - - 50 50 

สารละลายมาตรฐานกรด
แกลลิค 

- 50 - - 

น้ ากลั่น 50 - 50 - 
สารละลาย10% Folin-
Ciocalteu Phenol 
reagent 

50 50 - 50 

สารละลาย 1 โมลาร์ 
Na2CO3 

50 50 50 50 

ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องซึ่งปราศจากแสงเป็นเวลา 60 นาที แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงของ
สารละลายมาตรฐาน และสารสกัดหยาบสมุนไพรที่เทียบกับ Blank ที่ 750 nm 

  

 จากนั้นน าค่าที่ได้จากการวัดไปหักกับค่าของ Blank แล้วน าไปเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของสารละลายกรดแกลลิคซึ่งแสดงค่าเป็นหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิคต่อสารสกัด
หยาบจากสมุนไพรแห้ง 1 กรัม (mg GAE/g dry weight sample) 

 3.3.2.2 การทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมดในสารสกัดหยาบของเมล็ด
หมามุ่ยไทย และเมล็ดหมามุ่ยอินเดียโดยวิธี Aluminium chloride colorimetric method 

  การหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมดในสารสกัดหยาบสมุนไพร โดยท า
ปฎิกิริยากับ Aluminium Chloride เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อน (Complex flavonoid-
aluminum) ที่มีสีเหลือง และดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 nm 
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 เตรียมสารละลายมาตรฐาน Quercitin ที่ความเข้มข้น 6.25, 12.5, 25, 50 และ 100 
µg/mL โดยเริ่มจากชั่ง Quercitin 20 มิลลิกรัม ละลายในสารละลายเอทานอลที่ความเข้มข้น 80% 
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร พร้อมกับเตรียม Aluminium chloride ที่ความเข้มข้น 10% โดยชั่ง 
Aluminium chloride 4 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 40 มิลลิลิตร และเตรียม Sodium acetate 
(CH3COONa) ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 40 มิลลิลิตร โดยชั่ง Sodium acetate 3.28 กรัม 
ละลายในน้ ากลั่น 40 มิลลิลิตร และจากนั้นเตรียมสารละลายจากสารสกัดหยาบที่ความเข้มข้น 1 
mg/mL โดยเตรียมจากดูดสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ย อินเดียที่
ความเข้มข้น 100 mg/mL ปริมาตร 10 µL ผสมกับสารละลาย 80% เอทานอลปริมาตร 990 µL ท า
การผสมให้เข้ากัน แล้วน าไปทดสอบ(50) ดังตารางที ่4 

ตารางท่ี 4 ขั้นตอนการเติมสารเพื่อวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมด 

Reagent Reagent 
blank (µL) 

Standard 
(µL) 

Sample 
blank 
(µL) 

Sample 
(µL) 

สารสกัดหยาบสมุนไพร - - 50 50 

สารละลายมาตรฐาน 
Quercitin 

- 50 - - 

สารละลาย 10% AlCl3 10 10 - 10 

80% เอทานอล 50  10  
90% เอทานอล 150 150 150 150 

สารละลาย 1 โมลาร์ 
CH3COONa 

10 10 10 10 

ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องซึ่งปราศจากแสงเป็นเวลา 40 นาที แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงของ
สารละลายมาตรฐาน และสารสกัดหยาบสมุนไพรที่เทียบกับ blank ที่ 415 nm 

  

 จากนั้นน าค่าที่ได้จากการวัดไปหักกับค่าของ Blank แล้วน าไปเปรียบเทียบกับกราฟ
มาตรฐานของสารละลาย Quercitin ซึ่งแสดงค่าเป็นหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิคต่อสารสกัด
หยาบจากสมุนไพรแห้ง 1 กรัม (mg QE/g dry weight sample) 
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3.3.3 การทดสอบคุณสมบัติในการต้านสารอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ย
ไทย และหมามุ่ยอินเดีย 

 3.3.3.1 การทดสอบคุณสมบัติในการต้านสารอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของ
หมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียด้วยวิธี DPPH assay 

  DPPH หรือ 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl เป็นสารอนุมูลอิสระ (free radical) 
สามารถรับ Electron หรือ Hydrogen radical ได้ ซึ่งเมื่อ DPPH อยู่ในรูปสารละลายใน Absolute 
ethanol จะมีสีม่วง และเมื่อท าปฏิกิริยากับสารที่มีฤทธิ์ Antioxidant จะท าให้มีสีจางลง โดยใช้ 
Ascorbic acid เป็นสารละลายมาตรฐาน วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 nm 

DPPH. + RH                                    DPPH-H + R. 

RH = สารที่มีฤทธิ์ในการต้านสารอนุมูลอิสระ 

 โดยเริ่มจากเตรียมสารละลายกรดแอสคอร์บิคที่ความเข้มข้น 6.25, 12.5, 25, 50 และ 100 
µg/mL เตรียมโดยการชั่งกรดแอสคอร์บิค 20 มิลลิกรัม ละลายในสารละลายเมทานอลปริมาตร 20 
มิลลิลิตร พร้อมกับเตรียม DPPH ที่ความเข้มข้น 2.5 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยท าการชั่ง 
DPPH ปริมาณ 4.929 กรัม ละลายในสารละลาย 100% เมทานอล ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยมีค่า
การดูดกลืนแสงอยู่ที่ 0.7±0.2 และเตรียมสารละลายจากสารสกัดหยาบที่ความเข้มข้น 1 mg/mL 
โดยเตรียมจากดูดสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียที่ความเข้มข้น 
100 mg/mL ปริมาตร 10 µL ผสมกับสารละลายเมทานอลปริมาตร 990 µL ท าการผสมให้เข้ากัน 
แล้วน าไปทดสอบ(50) ดังตารางที ่5 
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ตารางท่ี 5 ขั้นตอนการเติมสารเพื่อวัดฤทธิ์การต้านสารอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay 

Reagent Control 
(µL) 

Standard 
blank 
(µL) 

Standard 
(µL) 

Sample 
blank 
(µL) 

Sample 
(µL) 

สารสกัดสมุนไพร - - - 20 20 

สารละลาย
มาตรฐาน L-
ascorbic acid 

- 20 20 - - 

สารละลาย 
DPPH 

180 - 180 - 180 

สารละลาย 
100% เมทานอล 

20 180 - 180 - 

ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องซึ่งปราศจากแสงเป็นเวลา 30 นาที แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 517 nm 

 

 น าค่าที่ได้จากการวัดนั้นค านวณหาค่า %Radical scavenging activity โดยสามารถค านวณ
ได้จากสูตร %Radical scavenging activity = 100 x [Absorbance control – (Absorbance 
sample – Absorbance blank)]/ Absorbance control น าค่า %Radical scavenging activity 
ของสารสกัดหยาบสมุนไพรไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแอสคอร์บิค ซึ่งแสดงผลเป็นค่า
มิลลิกรัมสมมูลของกรดแอสคอร์บิคต่อสมุนไพร 1 กรัม (mg VitaminC Equivalent Antioxidant 
Capacity (VCEAC)/g dry weight sample) 
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 3.3.3.2 การทดสอบคุณสมบัติในการต้านสารอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของ
หมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียด้วยวิธี ABTS assay 

  สาร ABTS จะถูกเปลี่ยนเป็น Ion radical ด้วยการเติมโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต 
ABTS•+ นี้เป็นสีน้ าเงิน และดูดกลืนแสงที่ 734 nm ABTS•+ เมื่อท าปฏิกิริยาต่อสารต้านอนุมูลอิสระ 
ABTS•+ ที่มีสีน้ าเงินจะถูกเปลี่ยนกลับไปเป็นรูปที่ไม่มีสี ซึ่งใช้ Ascorbic acid เป็นสารละลาย
มาตรฐาน เริ่มจากเตรียมสารละลายกรดแอสคอร์บิคที่ความเข้มข้น 6.25, 12.5, 25, 50 และ 100 
µg/mL เตรียมโดยการชั่งกรดแอสคอร์บิค 20 มิลลิกรัม ละลายในสารละลายเมทานอลปริมาตร 20 
มิลลิลิตร พร้อมกับเตรียม ABTS ที่ความเข้มข้น 7 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 40 มิลลิลิตร โดยท าการชั่ง 
ABTS 144 มิลลิกรัม ละลายในน้ ากลั่น 40 มิลลิลิตร และเตรียม Potassium persulfate 33.1 
มิลลิกรัม ละลายในน้ ากลั่น 50 มิลลิลิตร หลังจากนั้นท าการผสมสารละลายระหว่าง ABTS และ 
Potassium persulfate ในอัตราส่วน 8:12 มิลลิลิตร แล้วท าการเก็บไว้ในที่มืดเป็นเวลา 16-18 
ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 4°C จะได้สาร ABTS•+ จากนั้นท าการเจือจางด้วยสารละลายเอทานอลด้วย
อัตราส่วนของ ABTS•+ 5 mLละลายใน 100% เอทานอล ปริมาตร 100 mL และควรมีค่าการดูดกลืน
แสงเท่ากับ 0.7±0.2 และเตรียมสารละลายจากสารสกัดหยาบที่ความเข้มข้น 1 mg/mL โดยเตรียม
จากดูดสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียที่ความเข้มข้น 100 
mg/mL ปริมาตร 10 µL ผสมกับสารละลายเอทานอลปริมาตร 990 µL ท าการผสมให้เข้ากัน แล้ว
น าไปทดสอบ(50) ดังตารางที ่6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

40 

ตารางท่ี 6 ขั้นตอนการเติมสารเพื่อวัดฤทธิ์การต้านสารอนุมูลอิสระด้วยวิธี ABTS assay 

Reagent Control 
(µL) 

Standard 
blank 
(µL) 

Standard 
(µL) 

Sample 
blank 
(µL) 

Sample 
(µL) 

สารสกัดสมุนไพร - - - 20 20 

สารละลาย
มาตรฐาน L-
ascorbic acid 

- 20 20 - - 

สารละลาย ABTS•+ 
working reagent 

180 - 180 - 180 

สารละลาย 100% 
เมทานอล 

20 180 - 180 - 

ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องซึ่งปราศจากแสงเป็นเวลา 45 นาที แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 734 nm 

  

 น าค่าที่ได้จากการวัดนั้นค านวณหาค่า %Radical scavenging activity โดยสามารถค านวณ
ได้จากสูตร %Radical scavenging activity = 100 x [Absorbance control – (Absorbance 
sample – Absorbance blank)]/ Absorbance control น าค่า %Radical scavenging activity 
ของสารสกัดหยาบสมุนไพรไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแอสคอร์บิค ซึ่งแสดงผลเป็นค่า
มิลลิกรัมสมมูลของกรดแอสคอร์บิคต่อสมุนไพร 1 กรัม (mg Vitamin C Equivalent Antioxidant 
Capacity (VCEAC)/g dry weight sample) 
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3.3.4 การทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดีย
ต่อเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a ด้วยวิธี MTT assay 

 ส าหรับหลักการของวิธี MTT เป็นการวัด Metabolic activity ของไมโทคอนเดรียภายใน
เซลล์ โดยเซลล์ที่มีชีวิตจะมีเอนไซม์ Mitocondrial reductase สามารถรีดิวซ์เปลี่ยนสาร MTT ซึ่งมีสี
เหลืองให้กลายเป็นตะกอนสีม่วงของ Formazan และสามารถละลายตะกอน Formazan ด้วย 
DMSO จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 nm โดยมีขั้นตอนการทดสอบดังนี้ 

 

ภาพที่ 15 ปฏิกิริยารีดักชั่น (Reduction reaction) ของวิธี MTT assay โดยเซลล์ที่มีชีวิตจะมี
เอนไซม์ Mitochondria reductase เปลี่ยนสาร MTT ซึ่งมีสีเหลือง เป็นสาร Formazan ตะกอนสี
ม่วง ซึ่งความเข้มของสีตะกอนจะเป็นสัดส่วนโดยตรงกับเซลล์ที่มีชีวิต(51) 
 โดยเริ่มจากท าการหว่านเซลล์ N2a ลงในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 96 หลุม โดยแต่ละหลุม
นั้นมีเซลล์จ านวน 5,000 เซลล์ต่อหลุม จากนั้นน าเซลล์ไปบ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ อุณหภูมิ 37°C และ 
5%CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาน าเซลล์มาทดสอบกับสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ย
ไทย และหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเฮกเซน เอทิล อะซิเตท และเอทานอล ที่ความเข้มข้น 100, 
50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.5625 µg/mL หลุมละ 25 µL แล้วน าไปท าการบ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ 
อุณหภูมิ 37°C และ 5% CO2 เป็นเวลา 48ชั่วโมง โดยปริมาตรสุดท้ายต่อหลุมเท่ากับ 200 µL ซึ่ง
แบ่งการทดสอบออกเป็น Control cells (Untreated), DMSO0.1%, Blank และสารสกัดสมุนไพร 
เมื่อครบเวลาน ามาหยอดด้วยน้ ายา MTT ความเข้มข้น 5 mg/mL ที่ละลายใน PBS หลุมละ 20 µL 
และท าการบ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ อุณหภูมิ 37°C และ 5% CO2 เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นท าการ
ละลายตะกอนด้วยสารละลาย 100% Dimethyl sulfoxide (DMSO) หลุมละ 100 µL แล้วน าไปวัด
ค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง ELISA plate reader ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร พร้อมกับ 
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ค านวณหาเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตรอดของเซลล์ (%Cell viability) โดยสามารถค านวณ %Cell 
viability ไดจ้ากสูตร 

  %Cell viability = 
 (𝑇𝑟𝑒𝑎𝑡𝑒𝑑 𝑐𝑒𝑙𝑙−𝐵𝑙𝑎𝑛𝑘 )

(𝑈𝑛𝑡𝑟𝑒𝑎𝑡𝑒𝑑 𝑐𝑒𝑙𝑙−𝐵𝑙𝑎𝑛𝑘)
  

 
3.3.5 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และหมามุ่ย
อินเดียต่อการเพิ่มการงอกของนิวไรท์ (Neurite outgrowth) ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด 
Neuro2a ด้วยวิธี Neurite outgrowth assay 

 Neurite outgrowth assay เป็นการศึกษา Cell differentiation โดยท าการวัดความยาว

เซลล์ประสาท (Neurite length) และนับจ านวนเซลล์ซึ่งมีความยาวของนิวไรท์งอกยาวมากกว่าเส้น

ผ่านศูนย์กลางของตัวเซลล์ (Neurite-bearing cell) โดยใช้โปรแกรม ImageJ ซึ่งการทดสอบนี้ศึกษา

ผลของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียต่อการเพ่ิมความยาวของเซลล์ที่มี

นิวไรท์ (Neurite length) และเซลล์ที่สามารถสร้างนิวไรท์ (Neurite-bearing cell) ได้ ในเซลล์

ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a 

 

ภาพที่ 16 การเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ (Neurite outgrowth) ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด     
Neuro2a ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด Phase contrast ด้วยก าลังขยาย 10 เท่า 
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 โดยเริ่มจากน าเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a หว่านลงในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 
35 mm2 จ านวน 15,000 เซลล์ต่อจาน จากนั้นท าการบ่มไว้ในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ อุณหภูมิ 37°C และ 
5%CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมงซึ่งท าการเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด 10%FBS เมื่อครบก าหนดเวลา
น าเซลล์มาทดสอบกับสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเฮ
กเซน เอทิล อะซิเตท และเอทานอลความเข้มข้นมากที่สุดที่สามารถเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ และไม่
เป็นพิษต่อเซลล์ประสาท เช่น ความเข้มข้น 12.5 µg/mL สามารถเตรียมได้จากดูดสมุนไพรปริมาตร 
1.25 µL ใส่ใน Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mL ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วย 1%FBS 
ปริมาตร 1,000 µL จากนั้นเตรียมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วย 1%FBS ปริมาตร 2,500 µL ใส่ใน 
centrifuge tube ขนาด 15 mL แล้วดูดทิ้งปริมาตร 250 µLแล้วท าการเติมสารสกัดสมุนไพรที่ท า
การเจือจางไว้ข้างต้นปริมาณ 250 µL น าเซลล์ที่ท าการบ่มไว้ในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์มาท าการล้างด้วย 
Phosphate Buffered Saline (PBS) ปริมาตร 1,000 µL จ านวน 1 ครั้ง แกว่งไปมาเล็กน้อย แล้วท า
การดูด PBS ทิ้งให้หมด จากนั้นท าการเติมสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และหมามุ่ย
อินเดียที่ท าการเจือจางไว้ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL ปริมาตร 2,000 µL ท าการแกว่งไปมาเล็กน้อย 
จากนั้นน าไปบ่มไว้ที่ตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ อุณหภูมิ 37°C และ 5%CO2 เป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดยใช้เซลล์
ที่ เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วย 10%FBS และเซลล์ที่ เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่
ประกอบด้วย 1%FBS เป็นกลุ่มควบคุมทางลบ และกลุ่มควบคุมทางบวก ตามล าดับ เมื่อครบก าหนด
น าเซลล์มาท าการถ่ายรูปด้วยกล้อง Phase contrast ที่ติดด้วยกล้องถ่ายรูปรุ่น Canon EOS 50D 
ด้วยก าลังขยาย 10 เท่า ซึ่งท าการถ่ายรูปประมาณ 100-200 เซลล์ต่อ 1 ตัวอย่าง จากนั้นน ามา
วิเคราะห์ผล แบ่งออกเป็นวัดความยาวเซลล์ประสาท (Neurite length) และนับจ านวนเซลล์ซึ่งมี
ความยาวของนิวไรท์งอกยาวมากกว่าเส้นผ่านศูนย์กลางของตัวเซลล์ (Neurite-bearing cell) โดยใช้
โปรแกรม ImageJ แล้วท าการค านวณหาค่าเฉลี่ยความยาวเซลล์ประสาท (Mean neurite length) 
และร้อยละของจ านวนเซลล์ที่มีการงอกของนิวไรท์ยาวมากกว่าเส้นผ่านศูนย์กลางของตัวเซลล์ 
(%Neurite-bearing cell) ได้จากสูตรดังนี้ 

          %Neurite-bearing cell =
𝑁𝑒𝑢𝑟𝑖𝑡𝑒 𝑐𝑜𝑢𝑛𝑡

Total neurite
X 100 
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 โดย Calibration ruler 10 ช่อง มีความยาวเท่ากับ 100 um สมมติจากการวัดด้วย
โปรแกรม ImageJ ความยาวของทั้ง 10 ช่อง มีค่าเท่ากับ 1324 Pixels เพราะนั้น 1 µm มีความยาว
เท่ากับ 1324/100 =13.24 Pixels/µm ดังนั้น 

Mean neurite length (μm) = 
𝑀𝑒𝑎𝑛 𝑙𝑒𝑛𝑔𝑡ℎ (𝑝𝑖𝑥𝑒𝑙𝑠)

13.24 pixels/um
 

3.3.6 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของ
หมามุ่ยอินเดียต่อการแสดงออกระดับ mRNA ของยีน Ten-4 และ GAP-43 ในเซลล์ประสาท
เพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a โดยวิธี Real-Time PCR 

 3.3.6.1 การสกัด Total RNA จากเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a ด้วยน้ ายา TRIzol 

 โดยเริ่มจากน าเซลล์ Neuro2a มาเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด 6 หลุม หลุมละประมาณ 
9×105 เซลล์ จากนั้นน าไปบ่มไว้ในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ ที่สภาวะอุณหภูมิ 37°C และมี 5%CO2 เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง เมื่อครบก าหนดน าเซลล์มาท าการทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรหยาบที่มีฤทธิ์กระตุ้นการ
เพ่ิมการงอกของนิวไรท์ และความเข้มข้นมากที่สุดที่สามารถเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ และไม่เป็นพิษ
ต่อเซลล์ประสาท จากนั้นท าการบ่มไว้ที่ตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ ที่สภาวะอุณหภูมิ 37°C และมี 5%CO2  
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง แล้วน าเซลล์มาสกัด RNA (Total RNA) ด้วยน้ ายา TRIzol  

  เมื่อครบเวลาแล้วน าเซลล์มาท าการก าจัดอาหารเลี้ยงเซลล์ออกจากจานเลี้ยงเซลล์ 
แล้วท าการล้างเซลล์ด้วย 1XPhosphate Buffer Saline (PBS) 1 มิลลิลิตร จ านวน 2 ครั้ง จากนั้น
ท าการเติมน้ ายา TRIzol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทิ้งไว้ประมาณ 15 นาท ีเมื่อครบเวลาใช้ปิเปตต์ดูดผสม
ขึ้นลงแล้วน าสารทั้งหมดใส่ใน Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วเติมคลอโรฟอร์มที่
เย็นลงไป 200 µL เขย่าด้วย Vortex ประมาณ 20 วินาที น าไปปั่นที่ความเร็ว 12,000 g เป็นเวลา 
15 นาที ที่อุณหภูมิ 4°C สารทั้งหมดจะแยกชั้นออกเป็น 3 ส่วน ได้แก่ ส่วนใสบนสุดเป็นชั้นของ RNA 
ชั้นตรงกลางเป็นส่วนของ DNA และชั้นล่างสุดเป็นส่วนของโปรตีนและไขมัน ดูดส่วนใสด้านบนที่เป็น 
RNA แยกออกมา ปริมาณประมาณ 400 µL  ใส่ใน Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mL หลอด
ใหม่ แล้วเติม 100% Isopropanol ที่เย็นลงไปในอัตราส่วน 1:1 กับส่วนใสที่ดูดแยกออกมาได้ แล้ว
ท าการเขย่าด้วย Vortex แล้วน าไปแช่ไว้ที่ -20 ºc เป็นเวลา 20 นาที เมื่อครบเวลาน าไปปั่น
ตกตะกอนที่ 12,000 g นาน 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4ºc เพ่ือตกตะกอน RNA ตะกอน RNA จะอยู่ที่ก้น
หลอด ล้างตะกอน RNA ด้วย 75% ethanol ที่ละลายในน้ า DEPC ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้ว Mix 
ขึ้นลงแบบ Inverse แล้วน าไปปั่นที่ความเร็ว 7,500 g เป็นเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4ºc ท าซ้ า
ประมาณ 3 ครั้งเมื่อล้างตะกอนครั้งสุดท้ายแล้ว ให้เทส่วนใสทิ้งแล้วน าตะกอนไปตากไว้ไว้ประมาณ 
30 นาที หรือจนกว่าจะแห้ง เพ่ือให้ตะกอน RNA แห้งสนิท (ระหว่างนี้น าน้ า DEPC ไปอุ่นที่อุณหภูมิ 
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65ºc) น าตะกอน RNA ไป Speed vac ที่ความเร็วต่ า ประมาณ 5 นาที เพ่ือก าจัดสารจ าพวก
แอลกอฮอล์ที่อาจจะปนเปื้อนมาได้จากขั้นตอนการสกัด แล้วจึงละลายตะกอน RNA ด้วยน้ า DEPC 
(ที่น าไปอุ่นที่อุณหภูมิ 65ºc) ปริมาตร 20 µL ดีดก้นหลอดเพ่ือให้ตะกอน RNA ละลายในน้ า DEPC 
จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 65ºc เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นท าการวัดปริมาณ RNA ที่สกัดได้ด้วย
เครื่อง Nanodrop จากนั้นเก็บ RNA ที่สกัดได้ไว้ที่อุณหภูมิ -80ºc ก่อนน าไปใช้ต่อไป 

 3.3.6.2 การเปลี่ยน RNA เป็น cDNA ด้วยเอนไซม์ Reverse-transcriptase  

 โดยเริ่มจากท าการปรับปริมาตรของ RNA ที่สกัดได้ โดยใช้ Oligo-dT ปริมาตร 1 µL 
ในขณะที่ปริมาณ RNA นั้นขึ้นกับความเข้มข้นของ RNA ตัวอย่าง และน้ า DEPC เติมให้ครบปริมาตร 
20 µL ใส่ลงในน้ ายา AccuPower® RT Premix จากนั้นน าไป Pre-extension ที่อุณหภูมิ 25°C 
นาน 5 นาที 1 รอบ, Extension ที่อุณหภูมิ 60°C นาน 60 นาที 1 รอบ และ Inactivation ที่
อุณหภูมิ 70°C นาน 15 นาที 1 รอบ จากนั้นน า cDNA ที่ได้มาเป็นแม่แบบในการท า Real-time 
PCR 

 3.3.6.3 การท า Real-time PCR 

 เมื่อได้ cDNA ซึ่งเป็นแม่แบบในการท า Real-time PCR แล้วนามาท า Real-time PCR โดย
ใช้ชุดน้ ายาของ AccuPower 2X GreenStar ซึ่งใช้หลักการของสี Syber green โดยเข้าจับ DNA 
สายคู่ที่ต าแหน่ง Minor groove โดยสัดส่วนของสารในการท าปฏิกิริยา Real-time PCR แสดงใน
ตารางที ่7 และ Primer ที่ใช้ทั้งหมดแสดงในตารางที่ 8 ดังต่อไปนี้ 

ตารางท่ี 7 สัดส่วนของสารเคมีในการท าปฏิกิริยา Real-time PCR 

สารเคมี ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา (µL) 
2X Greenstar Master mix 6.25 

10pmole-F-primer 0.5 
10pmole-R-primer 0.5 

cDNA template 1 

DEPC 4.25 
รวมปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 12.5 µL 
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ตารางท่ี 8 ล าดับเบสของไพรเมอร์ (Primer) ทั้งหมดที่ใช้ในการศึกษา 

 

 เมื่อผสมสารทั้งหมดในปฏิกิริยาแล้ว น าไปเข้าเครื่อง Bioneer ExicyclerTM 96 ท าปฏิกิริยา
ในขั้น Pre-Denaturation ทื่ 95ºC 10 นาที, Denaturation 95ºC 15 นาที, Annealing 62ºC 15 
วินาที, Extension 72ºC 30 วินาที ท าปฏิกิริยาทั้งหมด 45 รอบ จากนั้นน าค่า Ct ของยีนทั้งหมดมา 
Normalize กับ β-actin และค านวณหาปริมาณการแสดงออกของยีนในรูปแบบจ านวนเท่าโดยใช้

สูตร 2-ΔΔCt 

3.3.7 การทดสอบการยับยั้งการแสดงออกระดับ mRNA ของยีนTen-4 ของสารสกัดหยาบจาก
เมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียต่อการงอกของนิวไรท์ (Neurite outgrowth) 
ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a โดยวิธี siRNA 

 siRNA เป็น Double-stranded RNA หรือ Silencing RNA หลักการของเทคนิคนี้เริ่มจาก 
Long double-stranded RNA ถูกตัดโดยเอนไซม์ที่จ าเพาะ Ribonuclease (RNase) III-like 
enzyme หรือ Dicer ในไซโทพลาซึม ไปเป็น Double-stranded RNA ขนาดเล็ก หรือที่เรียกว่า 
siRNA โดยมี 21–23 นิวคลีโอไทด์ที่มี 3′ two-nucleotide overhangs จากนั้น siRNA ท าการจับ 
และกระตุ้นการท างานของ RNA-induced silencing complex (RISC) ซึ่งมีส่วนประกอบที่ส าคัญใน
การตัด Sense strand ของ siRNA  คือ Endonuclease argonaute 2 (AGO2) ในขณะที่ 
Antisense strand จะน าพา Active RISC ไปยัง mRNA เป้าหมาย และถูกตัดโดย AGO2 ส่งผลท า
ให้เกิดการยับยั้งการแสดงออกของยีนอย่างจ าเพาะ โดย siRNA กับ RNA เป้าหมายจะจับกันแบบ 
Fully complementary หรืออาจเรียกว่าการ Knockdown ยีนในระดับ Post-transcription(53, 54) 

  ไพรเมอร์ ล าดับเบส อ้างอิง 
GAP-43 Forward 5′-GAGGGAGATGGCTCTGCTAC-3′ (52) 

GAP-43 Reverse 5′-CACATCGGCTTGTTTAGGC-3′ (52) 
Ten-4 Forward 5′-GTGGACAAGTTTGGGCTCATTTAC-3′ (8) 

Ten-4 Reverse 5′-GGGTTGATGGCTAAGTCTGTGG-3′ (8) 

β-actin Forward 5′-GTTGACATCCGTAAAGACC-3′ - 
β-actin Reverse 5′-TGGAAGGTGGACAGTGAG-3′ - 
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ภาพที่ 17 กลไกการท างานของวิธี siRNA ในการ Knockdown ยีน(55) 
 ส าหรับขั้นตอนการเตรียมน้ ายา RNA oligonucleotides โดยท าการ Annealing siRNA-
Ten-4 เริ่มจากท าการละลาย RNA oligonucleotides ในน้ า RNAse free ซึ่งมีความเข้มข้น 100 
µm แล้วท าการเจือจาง RNA oligonucleotides โดยใช้ Annealing buffer โดยความเข้มข้น
สุดท้ายเท่ากับ 50 µm (ประกอบด้วย 30 µL ของ siRNA และ 30 µL ของ annealing buffer) 
จากนั้นท าการรวมของทั้ง 2 ของ RNA oligonucleotides  โดยให้ความเข้มข้นของ siRNA duplex 
เท่ากับ 20 µm จากนั้นท าการบ่มสารละลายที่อุณหภูมิ 90ºC เป็นเวลา 1 นาที และท าการลด
อุณหภูมิลงอย่างช้าๆที่อุณหภูมิ 25ºC เป็นเวลาประมาณ 45 นาที แล้วท าการเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4ºC 
เพ่ือน าไปใช้ต่อไป   

 โดยขั้นตอนการทดสอบเริ่มจากท าการหว่านเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a ลงใน
จานเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 35 mm2 จ านวน 500,000 เซลล์ต่อจาน แล้วท าการบ่มไว้ที่ตู้เพาะเลี้ยง
เซลล์ ที่สภาวะอุณหภูมิ 37°C และมี CO2 ปริมาณ 5% เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาท าการ 
Transfect เซลล์ด้วย siRNA-Ten-4 หรือ siRNA-Cont. โดยใช้น้ ายา FuGene (อัตราส่วนของน้ ายา 
FuGene ต่อ dsRNA เท่ากับ 6:2 ประกอบด้วย Serum-free medium ปริมาตร 86.6 µL, น้ ายา 
FuGene ปริมาตร 6 µL และ dsRNA 7.4 µL) จากนั้นท าการ Mix แล้ว บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 25ºC เป็น
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เวลา 20 นาที จากนั้นน าเซลล์ข้างต้นท าการก าจัดอาหารเลี้ยงเซลล์ พร้อมกับล้างเซลล์ด้วย 
Phosphate Buffered Saline (PBS) ปริมาตร 1,000 µL จ านวน 1 ครั้ง จากนั้นเติมน้ ายา siRNA-
Ten-4 หรือ siRNA-Cont. ที่เตรียมไว้ข้างต้นลงในเซลล์โดยปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 2 มิลลิลิตร 
จากนั้นท าการบ่มไว้ที่ตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ ที่สภาวะอุณหภูมิ 37°C และมี CO2 ปริมาณ 5% เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง เมื่อครบเวลาที่ก าหนดท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีน Ten-4 โดยวิธี Real-time PCR 
จากนั้นท าการหว่านเซลล์ Neuro2a ที่ถูก Transfect ด้วย siRNA-Ten-4 หรือ siRNA-Cont.  ลงใน
จานเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 35 mm2 จ านวน 15,000 เซลล์ต่อจาน แล้วท าการบ่มไว้ที่ตู้เพาะเลี้ยง
เซลล์ ที่สภาวะอุณหภูมิ 37°C และมี CO2  ปริมาณ 5% เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นท าการทดสอบ
ด้วยสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทยด้วยตัวท าละลายเอทานอล และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดีย
ด้วยตัวท าละลายเฮกเซน และ เอทิล อะซิเตทที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL แล้วท าการบ่มไว้ที่
อุณหภูมิ 37°C และมี CO2 ปริมาณ 5% เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เมื่อครบก าหนดท าการทดสอบตามวิธี 
Neurite outgrowth assay ต่อไป 

3.3.8 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

 ผลการศึกษาทั้งหมดจะถูกน าเสนอในรูปแบบ ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Mean ± 
SD) ในแต่ละการทดสอบจะท าการทดลองซ้ าจ านวน 3 ครั้งที่เป็นอิสระต่อกัน จากนั้นข้อมูลจะถูกน า
วิเคราะห์ทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS Statistic Ver.22 โดยใช้ตัวสถิติคือ One-way ANOVA 
ร่วมกับ LSD เพ่ือเปรียบเทียบกลุ่มตัวอย่างที่เป็นสารสกัดหยาบสมุนไพรเทียบกับตัวควบคุมทางบวก 
และตัวควบคุมทางลบ ที่ระดับนัยส าคัญทางสถิติ (P-value) น้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.01, 0.05 จะถือ
ว่าข้อมูลมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
4.1 ผลการพิสูจน์ชนิดของพืชสมุนไพรทั้ง 2 ชนิด 
 พืชสมุนไพรทั้ง 2 ชนิด ได้แก่ หมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดีย ได้รับความอนุเคราะห์จากสวน
สมุนไพรสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี จังหวัดระยอง ซึ่งท าการเก็บตัวอย่างพืช
สมุนไพรในช่วงเดือนมกราคม พ.ศ. 2559 พร้อมทั้งท าการเก็บตัวอย่างพืชสมุนไพรในส่วนที่เป็นใบ 
ดอก และฝัก พร้อมกับท าให้แห้ง และส่งพิสูจน์ทางอัตลักษณ์โดยศาสตราจารย์  กสิน สุวะตะพันธ์ 
ภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ผลจากการพิสูจน์ชนิดของพืช
สมุนไพร ดังแสดงในตารางที่ 9 
ตารางท่ี 9 ผลการพิสูจน์ชนิดของพืชสมุนไพรทั้ง 2 ชนิด 

ชื่อวิทยาศาสตร์ ชื่อทั่วไป ส่วนที่น ามาใช้ศึกษา Herbarium 
number 

 

Mucuna pruriens 
(L.) DC. Var. pruriens 

หมามุ่ยไทย (Ichy 
bean) 

เมล็ด 015855 (BCU) 

Mucuna pruriens 
(L.) DC. Var. utilis 
(Wall. Ex Wight) L. 
H. Bailey 

หมามุ่ยอินเดีย 
(Velvet bean) 

เมล็ด 015786 (BCU) 
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4.2 ผลการสกัดหยาบพืชสมุนไพรทั้ง 2 ชนิด ด้วยตัวท าละลายเฮกเซน เอทิล อะซิเตท และเอทา
นอล โดยใช้การสกัดแบบ Soxhlet extraction  

 พืชสมุนไพรทั้ง 2 ชนิด ท าการสกัดหยาบโดยใช้การสกัดแบบ Soxhlet extraction ด้วยตัว
ท าละลาย 3 ชนิด ประกอบด้วยเฮกเซน เอทิล อะซิเตท และเอทานอล จากนั้นท าให้สารสกัดหยาบมี
ความเข้มข้นมากข้ึนโดยใช้เครื่อง Rotatory evapolation ปริมาณผลผลิตของสารสกัดหยาบที่ได้ (%
Yield) ดังแสดงในตารางที่ 10 

ตารางท่ี 10 ผลการค านวณปริมาณผลผลิต (%Yield) ของสารสกัดหยาบจากพืชสมุนไพรทั้ง 2 ชนิด 
ชนิดของสมุนไพรที่ใช้ในการศึกษา ปริมาณผลผลิตของสารสกัดหยาบ(%Yield) 

เฮกเซน เอทิล อะซิเตท เอทานอล 

เมล็ดของหมามุ่ยไทย 1.77 0.61 0.57 
เมล็ดของหมามุ่ยอินเดีย 0.24 16.37 0.83 

  
 จากตาราง แสดงผลปริมาณผลผลิตของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ด
ของหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเฮกเซน เอทิล อะซิเตท และเอทานอล มีช่วงอยู่ที่ 0.24% ถึง 
16.37% โดยพบว่าสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเฮกเซนมีปริมาณน้อย
ที่สุดคือ 0.24% และสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเอทิล อะซิ เตทมี
ปริมาณมากท่ีสุดคือ 16.37% 
4.3 ผลการทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก และสารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมด ในสาร
สกัดหยาบของเมล็ดหมามุ่ยไทย และเมล็ดหมามุ่ยอินเดีย 

 4.3.1 ผลการทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 

 ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดในสารสกัดหยาบเมล็ดของหมามุ่ยไทย 
และหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเฮกเซน เอทิล อะซิเตท และเอทานอลโดยวิธี Folin-Ciocalteu 
method พบว่าสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทยด้วยตัวท าละลายเอทานอลมีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดมากท่ีสุดอยู่ที่ 188.03±7.13 mg GAE/g dry weight โดยใช้กรด Gallic 
เป็นสารละลายมาตรฐาน ท าการทดสอบซ้ าจ านวน 3 ครั้ง ซึ่งแสดงเป็นค่ามิลลิกรัมสาร  Gallic ต่อ
น้ าหนักเป็นกรัมของสารสกัด (Mean ± SD) 
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 4.3.2 ผลการทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ท้ังหมด 

 ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ท้ังหมดในสารสกัดหยาบเมล็ดของหมามุ่ยไทย และ
หมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเฮกเซน เอทิล อะซิเตท และเอทานอลโดยวิธี Aluminium chloride 
colorimetric method พบว่าสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทยด้วยตัวท าละลายเอทานอลมี
ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมดมากที่สุดอยู่ที่ 2.85±2.64 mg QE/g dry weight โดยใช้สาร 
Quercitin เป็นสารละลายมาตรฐาน ท าการทดสอบซ้ าจ านวน 3 ครั้ง ซึ่งแสดงเป็นค่ามิลลิกรัมสาร 
Quercitin ต่อน้ าหนักเป็นกรัมของสารสกัด (Mean ± SD)   

 จากผลการทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก และสารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมดใน
สารสกัดหยาบของเมล็ดหมามุ่ยไทย และเมล็ดหมามุ่ยอินเดีย พบว่าสารสกัดหยาบจากเมล็ดของ
หมามุ่ยไทยด้วยตัวท าละลายเอทานอลมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิก และสารประกอบฟลาโวนอยด์
ทั้งหมดมากท่ีสุด และมีปริมาณที่มากกว่าจากสารสกัดหยาบของเมล็ดหมามุ่ยอินเดีย (ดังแสดงตาราง
ที1่1-12) 

ตารางท่ี 11 ผลการทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดในสารสกัดหยาบเมล็ดของหมามุ่ย
ไทย และหมามุ่ยอินเดียโดยวิธี Folin-Ciocalteu method 

Herb extracts mg GAE/g dry weight 
MIH 3.50±0.51 

MIEA 4.86±0.47 

MIE 52.64±2.69 
MTH 3.24±0.20 

MTEA 8.63±0.36 
MTE 188.03±7.13 
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ตารางที่ 12 ผลการทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมดในสารสกัดหยาบเมล็ดของ
หมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียโดยวิธี Aluminium chloride colorimetric method 

Herb extracts mg QE/g dry weight 

MIH 0.92±1.53 
MIEA 0.94±1.35 

MIE ND* 
MTH ND* 

MTEA ND* 

MTE 2.85±2.64 
                                                                                 *Non detectable 

4.4 ผลการทดสอบคุณสมบัติในการต้านสารอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบเมล็ดของหมามุ่ยไทย 
และหมามุ่ยอินเดีย 

 4.4.1 ผลการทดสอบคุณสมบัติในการต้านสารอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบเมล็ดของ
หมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียด้วยวิธี DPPH assay 

 ผลการทดสอบฤทธิ์สารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และ
หมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเฮกเซน เอทิล อะซิเตท และเอทานอล ด้วยวิธี DPPH assay ซึ่งจะวัด
ออกมาเป็นค่าของ %Radical scarvenging activity และน าไปเปรียบเทียบค่ากับกรดแอสคอร์บิก 
ซึ่งเป็นสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน เพ่ือน าไปค านวณหาปริมาณเป็นค่ามิลลิกรัมกรดแอสคอร์บิกต่อ
น้ าหนักเป็นกรัมของสารสกัด (VCEAC/g dry plant material) จากการทดสอบคุณสมบัติในการต้าน
สารอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบเมล็ดของหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียพบว่าสารสกัดหยาบจาก
เมล็ดของหมามุ่ยไทยด้วยตัวท าละลายเอทานอลมีค่าความสามารถต้านออกซิเดชั่นอนุมูล DPPH มาก
ที่สุด ซึ่ง %Radical scarvenging activity  อยู่ที่ 117.81±2.04 VCEAC/g dry plant material 
รองลงมาคือสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเอทานอล ซึ่ง  %Radical 
scarvenging activity อยู่ที่ 107.88±.45 VCEAC/g dry plant material  
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 4.4.2 ผลการทดสอบคุณสมบัติในการต้านสารอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบเมล็ดของ
หมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียด้วยวิธี ABTS assay 

 ผลการทดสอบฤทธิ์สารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และ
หมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเฮกเซน เอทิล อะซิเตท และเอทานอล ด้วยวิธี ABTS assay ซึ่งจะวัด
ออกมาเป็นค่าของ %Radical scarvenging activity และน าไปเปรียบเทียบค่ากับกรดแอสคอร์บิก 
ซึ่งเป็นสารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน เพ่ือน าไปค านวณหาปริมาณเป็นค่ามิลลิกรัมกรดแอสคอร์บิกต่อ
น้ าหนักเป็นกรัมของสารสกัด (VCEAC/g dry plant material) จากการทดสอบคุณสมบัติในการต้าน
สารอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบเมล็ดของหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียพบว่าสารสกัดหยาบจาก
เมล็ดของหมามุ่ยไทยด้วยตัวท าละลายเอทานอลมีค่าความสามารถต้านออกซิเดชั่นอนุมูล ABTS มาก
ที่สุด ซึ่ง %Radical scarvenging activity  อยู่ที่ 108.09±5.39 VCEAC/g dry plant material 
รองลงมาคือสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเอทานอล ซึ่ง  %Radical 
scarvenging activity  อยู่ที่ 106.90±5.94 VCEAC/g dry plant material  

 จากการทดสอบฤทธิ์สารต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และ

หมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเฮกเซน เอทิล อะซิเตท และเอทานอล ด้วยวิธี  ABTS และ DPPH 

assay พบว่าสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทยด้วยตัวท าละลายเอทานอลมีค่าความสามารถต้าน

ออกซิเดชั่นอนุมูล ABTS และ DPPH มากที่สุด และรองลงมาคือสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ย

อินเดียด้วยตัวท าละลายเอทานอล ซึ่งการทดสอบฤทธิ์สารต้านอนุมูลอิสระทั้งวิธี  ABTS และ DPPH 

assay ให้ผลไปในทางเดียวกัน จากผลข้างต้นนั้นสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ด

ของหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเอทานอลมีฤทธิ์ดีที่สุดในการต้านสารอนุมูลอิสระ  (Radical 

scarvenging activity) (ดังแสดงตารางที ่13-14) 
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ตารางท่ี 13 ผลการทดสอบคุณสมบัติในการต้านสารอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบเมล็ดของหมามุ่ย
ไทย และหมามุ่ยอินเดียด้วยวิธี DPPH assay 

Herb extracts VCEAC/g dry plant material 

MIH ND* 
MIEA 2.65±3.64 

MIE 107.88±8.45 

MTH ND* 
MTEA 6.81±1.77 

MTE 117.81±2.04 

                                                                                *Non detectable 

ตารางท่ี 14 ผลการทดสอบคุณสมบัติในการต้านสารอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบเมล็ดของหมามุ่ย
ไทย และหมามุ่ยอินเดียด้วยวิธี ABTS assay 

Herb extracts VCEAC/g dry plant material 

MIH 1.68±1.48 
MIEA 8.0±1.76 

MIE 106.90±5.94 

MTH 6.24±1.56 
MTEA 19.48±4.39 

MTE 108.09±5.39 
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4.5 ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของ
หมามุ่ยอินเดียต่อเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a ด้วยวิธี  MTT 

 เมื่อได้สารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดีย น ามาทดสอบ
ฤทธิ์ของสารสกัดหยาบต่ออัตราการรอดชีวิตของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a โดยท าการ
หว่านเซลล์ลงในหลุมจานเพาะเลี้ยงชนิด 96 หลุม หลุมละ 5,000 เซลล์ จากนั้นท าการบ่มไว้ที่ 
อุณหภูมิ 37ºC 5%CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อบ่มครบเวลา 24 ชั่วโมง น าเซลล์มาท าการ treat 
ด้วยสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดีย ในช่วงความเข้มข้น 0-100 
µg/mL และ DMSO 0.1% และท าการบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37ºC องศาเซลเซียส 5%CO2 เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง โดยให้เซลล์กลุ่มที่ไม่ได้ทดสอบกับสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของ
หมามุ่ยอินเดีย (Negative control) มีค่าเปอร์เซ็นต์ของอัตราการรอดชีวิตเป็น 100% และและ 
DMSO0.1% เป็นกลุ่มควบคุมบวก (Positive control) น ากลุ่มทดสอบมาค านวณเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมเพ่ือหาร้อยละของอัตราการรอดชีวิต (%Cell viability) 

 จากการทดสอบพบว่าทั้งสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ย
อินเดียด้วยตัวท าละลายเฮกเซน เอทิล อะซิเตท และเอทานอล ที่ความเข้มข้น 0-100 µg/mL อัตรา
การรอดชีวิตของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมลบ สารสกัดหยาบ
จากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเฮกเซน เอทิล อะซิเตท และ
เอทานอล ที่ความเข้มข้น 0-100 µg/mL มีอัตราการรอดชีวิตของเซลล์มากกว่า 70% จึงสามารถสรุป
ได้ว่าสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเฮกเซน 
เอทิล อะซิเตท และเอทานอล ที่ความเข้มข้น 0-100 µg/mL ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาท
เพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a (แสดงดังภาพที่18-19) 
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ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เพาะเลี้ยงของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย 

 

ภาพที่ 18 ผลการทดสอบความพิษของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย ด้วยตัวท าละลายเฮ
กเซน เอทิล อะซิเตท และเอทานอล ที่ความเข้มข้น 1.5625-100 µg/mL ต่อเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง
ชนิด Neuro2a เป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดยมี Control เป็นกลุ่มควบคุมทางลบ (เซลล์ที่ไม่ได้มีการ 
treat ด้วยสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย หรือ DMSO0.1%) และ DMSO0.1% เป็นกลุ่ม
ควบคุมทางบวก ซึ่งแสดงค่าเป็น %อัตราการรอดชีวิต (Mean ± SD) โดยท าการทดสอบซ้ า 3 ครั้ง 
ด้วยวิธี MTT 
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ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เพาะเลี้ยงของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยอินเดีย 

 

ภาพที่ 19 ผลการทดสอบความพิษของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยอินเดีย ด้วยตัวท าละลาย
เฮกเซน เอทิล อะซิเตท และเอทานอล ที่ความเข้มข้น 1.5625-100 µg/mL ต่อเซลล์ประสาท
เพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a เป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดยมี Control เป็นกลุ่มควบคุมทางลบ (เซลล์ที่ไม่ได้
มีการ treat ด้วยสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยอินเดีย หรือ DMSO0.1%) และ DMSO0.1% 
เป็นกลุ่มควบคุมทางบวก ซึ่งแสดงค่าเป็น %การรอดชีวิต (Mean ± SD) โดยท าการทดสอบซ้ า 3 ครั้ง 
ด้วยวิธี MTT 
4.6 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของ
หมามุ่ยอินเดียต่อการงอกของนิวไรท์ (Neurite outgrowth) ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด 
Neuro2a 

 จากผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และหมามุ่ย
อินเดียต่อเซลล์เพาะเลี้ยง ท าการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมซึ่งไม่เป็นพิษต่อเซลล์ประสาท
เพาะเลี้ยง พร้อมทั้งสามารถเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ พบว่าสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย 
และหมามุ่ยอินเดียที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL เป็นความเข้มข้นสูงที่สุดซึ่งไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์
ประสาทเพาะเลี้ยง และสามารถเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ โดยท าการหว่านเซลล์ลงในจานเพาะเลี้ยง
เซลล์ จานละ 15,000 เซลล์ และท าการบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37ºC และ 5%CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
จากนั้นน าเซลล์มาท าการ Treat ด้วยสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียที่
ความเข้มข้น 12.5 µg/mL จากนั้นท าการบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 ºC และ 5%CO2 เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
โดยให้เซลล์เพาะเลี้ยงที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด 10%FBS DMEM เป็นกลุ่มควบคุมทางลบ 
(Negative control) และเซลล์เพาะเลี้ยงที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด 1%FBS DMEM เป็นกลุ่ม
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ควบคุมทางบวก (Positive control) ซึ่งแบ่งการทดสอบออกเป็น 2 ส่วน คือ การวัดการงอกของนิว
ไรท์ที่ยาวมากกว่าเส้นผ่านศูนย์กลางของตัวเซลล์ (Neurite-bearing cell) และการวัดความยาวของ
นิวไรท์ (Neurite length) และน ามาวิเคราะห์เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มควบคุม และกลุ่มทดสอบโดย
ใช้หลักสถิติ One-way ANOVA โดยให้ค่าความเชื่อม่ันอยู่ที่ระดับ 95 เปอร์เซ็นต์ (p<0.05)  

 ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดีย
ด้วยตัวท าละลายเฮกเซน เอทิล อะซิเตท และเอทานอล ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL ต่อการงอกของ
นิวไรท์ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a พบว่าสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทยด้วย
ตัวท าละลายเฮกเซน(MTH) เอทิล อะซิเตท (MTEA) และเอทานอล (MTE) สามารถเพ่ิมการงอกของ
นิวไรท์ (Neurite-bearing cell) ดังนี้ 20.3±0.5%, 19.37±0.3% และ 24.84±1.9% ตามล าดับ 
ในขณะที่สกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเฮกเซน (MIH) เอทิล อะซิเตท 
(MIEA) และเอทานอล (MIE) สามารถเพ่ิมการงอกของนิวไรท์  ดังนี้ 23.77±1.6%, 24.13±0.8%, 
และ20.92±1.6% ตามล าดับ ส าหรับค่าเฉลี่ยความยาวของนิวไรท์ สารสกัดหยาบจากเมล็ดของ
หมามุ่ยไทยด้วยตัวท าละลายเฮกเซน (MTH) เอทิล อะซิเตท (MTEA) และเอทานอล (MTE) พบว่ามี
ค่าเฉลี่ยของความยาวนิวไรท์ (Neurite length) ดังนี้ 13.84±1.5 µm, 10.2±1.6 µm และ 
17.65±2.3 µm ตามล าดับ และสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเฮกเซน 
(MIH) เอทิล อะซิเตท (MIEA) และเอทานอล (MIE) พบว่ามีค่าเฉลี่ยของความยาวนิวไรท์ (Neurite 
length) ดังนี้ 17.19±2.3 µm, 20.29±4.5 µm และ 12.47±3.1 µm ตามล าดับ 

 จากผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ย
อินเดียด้วยตัวท าละลายเฮกเซน เอทิล อะซิเตท และเอทานอล ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL ต่อการ
งอกของนิวไรท์ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a พบว่าสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ย
ไทยด้วยตัวท าละลายเอทานอล (MTE) และสารสกัดหยาบเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลาย
เฮกเซน (MIH) เอทิล อะซิเตท (MTEA) สามารถเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ และความยาวของนิวไรท์ 
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05), (P<0.01) และ (P<0.001) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม
ทางบวก ซึ่งสามารถเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ และความยาวของนิวไรท์ ดังนี้  18.66±1.5% และ 
11.68±1.3 µm ตามล าดับ (แสดงดังภาพที่20-21) 
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ผลการทดสอบของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียต่อการงอก

ของนิวไรท์ (Neurite - bearing cell) 

 

ภาพที่ 20 ผลของฤทธิ์จากสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียต่อ
การเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL 
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดยให้เซลล์เพาะเลี้ยงที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด 10%FBS DMEM เป็นกลุ่ม
ควบคุมทางลบ และเซลล์เพาะเลี้ยงที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด 1%FBS DMEM เป็นกลุ่มควบคุม
ทางบวก ท าการทดสอบซ้ าจ านวน 3 ครั้ง วิเคราะห์ผลโดยใช้โปรแกรม ImageJ และแสดงค่าเป็น 
%Neurite-bearing cell (mean ± SD) ซึ่ง * เท่ากับ p<0.05, ** เท่ากับ p<0.01 และ *** เท่ากับ 
p<0.001 
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ผลการทดสอบของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียต่อความยาว

ของนิวไรท์ (Neurite length) 

 

ภาพที่ 21 ผลของฤทธิ์จากสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียต่อ
ความยาวของนิวไรท์ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL เป็น
เวลา 48 ชั่วโมง โดยให้เซลล์เพาะเลี้ยงที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด 10%FBS DMEM เป็นกลุ่ม
ควบคุมทางลบ และเซลล์เพาะเลี้ยงที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด 1%FBS DMEM เป็นกลุ่มควบคุม
ทางบวก ท าการทดสอบซ้ าจ านวน 3 ครั้ง วิเคราะห์ผลโดยใช้โปรแกรม ImageJ และแสดงค่าเป็น
ค่าเฉลี่ยความยาวของนิวไรท์ (Mean ± SD) ซึ่ง * เท่ากับ p<0.05, ** เท่ากับ p<0.01 และ *** 
เท่ากับ p<0.001 
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ภาพที่ 22 ผลของฤทธิ์จากสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียต่อ

การงอกของนิวไรท์ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL เป็นเวลา 

48 ชั่วโมง โดยมีเซลล์เพาะเลี้ยงที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด 10%FBS DMEM เป็นกลุ่มควบคุม

ทางลบ และเซลล์เพาะเลี้ยงที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด 1%FBS DMEM เป็นกลุ่มควบคุมทางบวก

ท าการทดสอบซ้ าจ านวน 3 ครั้ง ซึ่งท าการถ่ายภาพโดยใช้กล้องชนิด Phase contrast ที่ติดกับ 

Canon EOS 50D ด้วยก าลังขยาย 10 เท่า 
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4.7 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของ
หมามุ่ยอินเดียต่อการแสดงออกระดับ mRNA ของยีน Ten-4 และ GAP-43 ในเซลล์ประสาท
เพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a โดยวิธี Real-Time PCR 

 จากผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ย
อินเดียต่อการงอกของนิวไรท์ (Neurite outgrowth) เพ่ือศึกษากลไกการเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ต่อ
การแสดงออกระดับ mRNA ของยีน Ten-4 และ GAP-43 ของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ย
ไทยด้วยตัวท าละลายเอทานอล (MTE) และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเฮกเซน (MIH) 
และเอทิล อะซิเตท (MTEA) ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a โดยท าการหว่านเซลล์ลงใน
จานเพาะเลี้ยงเซลล์จานละ 90,000 เซลล์ และท าการบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37ºC 5 เปอร์เซ็นต์ CO2 เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าเซลล์มาท าการ Treat กับสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทยด้วยตัว
ท าละลายเอทานอล (MTE) และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเอกเซน (MIH) และเอทิล 
อะซิเตท (MTEA) ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL แล้วท าการบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 5 
เปอร์เซ็นต์ CO2 เป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดยให้เซลล์เพาะเลี้ยงที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด 10%FBS 
DMEM เป็นกลุ่มควบคุมทางลบ (Negative control) และเซลล์เพาะเลี้ยงที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์
ชนิด 1%FBS DMEM เป็นกลุ่มควบคุมทางบวก (Positive control) โดยการแสดงออกของแต่ละยีน 
จะถูกน ามาเทียบเป็นอัตราส่วนกับยีน β-actin แล้วน ามาเปรียบเทียบเป็นจ านวนเท่าเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมทางลบ  และกลุ่มควบคุมทางบวก 

 ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดีย
ต่อการแสดงออกระดับ mRNA ของยีน Ten-4 พบว่าสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทยด้วยตัว
ท าละลายเอทานอล (MTE) และสารสกัดหยาบเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเอกเซน
(MIH) ที่ความเข้มข้น 12.5  µg/mL สามารถเพ่ิมการแสดงออกระดับ mRNA ของยีน Ten-4 อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05), (P<0.01) และ (P<0.001) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมทางบวก 
ในขณะที่ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ย
อินเดียต่อการแสดงออกระดับ mRNA ของยีน GAP-43 พบว่าสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ย
ไทยด้วยตัวท าละลายเอทานอล (MTE) เท่านั้น ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL สามารถเพ่ิมการ
แสดงออกระดับ mRNAของยีน GAP-43 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05), (P<0.01) และ
(P<0.001) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมทางบวก (แสดงดังภาพที่23-24) 
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ผลการแสดงออกระดับ mRNA ของยีน Ten-4 

 

 ภาพที่ 23 ผลการทดสอบสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียต่อ
การแสดงออกระดับ mRNA ของยีน Ten-4 ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a แสดงค่าเป็น
จ านวนเท่า (Mean ± SD) ของการแสดงออกของยีนที่ถูก Normalized กับ β-actin แล้ว โดยท าการ
ทดสอบซ้ าจ านวน 3 ครั้ง ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ * เท่ากับ p<0.05, ** เท่ากับ p<0.01 และ 
*** เท่ากับ p<0.001 เมื่อเทียบกับกลุ่มเซลล์ใน 1%FBS (Positive control) 
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ผลการแสดงออกระดับ mRNA ของยีน GAP-43 

 

ภาพที่ 24 ผลการทดสอบสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียต่อ
การแสดงออกระดับ mRNA ของยีน GAP-43 ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a แสดงค่า
เป็นจ านวนเท่า (Mean ± SD) ของการแสดงออกของยีนที่ถูก normalized กับ β-actin แล้ว โดยท า
การทดสอบซ้ าจ านวน 3 ครั้ง ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่* เท่ากับ p<0.05, ** เท่ากับ p<0.01 
และ *** เท่ากับ p<0.001 เมื่อเทียบกับกลุ่มเซลล์ใน 1%FBS (Positive control) 
4.8 ผลการทดสอบการยับยั้งการแสดงออกระดับ mRNA ของยีนTen-4 ของสารสกัดหยาบจาก
เมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียต่อการงอกของนิวไรท์ (Neurite outgrowth) 
ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a โดยวิธี siRNA 
 จากการทดสอบผลของสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดีย
ต่อการแสดงออกระดับ mRNA ของยีน Ten-4 พบว่าสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทยด้วยตัว
ท าละลายเอทานอล (MTE) และสารสกัดหยาบเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเอกเซน
(MIH) ที่ความเข้มข้น 12.5  µg/mL สามารถเพ่ิมการแสดงออกระดับ mRNA ของยีน Ten-4 ดังนั้น
เพ่ือยืนยันกลไกการแสดงออกระดับ mRNA ของยีน Ten-4 ต่อการงอกของนิวไรท์ในเซลล์ประสาท
เพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a โดยเริ่มจากท าการหว่านเซลล์ลงในจานเพาะเลี้ยงเซลล์จานละ 700,000 
เซลล์ และท าการบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37ºC และ 5%CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นท าการ Transfect 
เซลล์ด้วย siRNA-Ten-4 หรือ siRNA-Cont. แล้วท าการท าการบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37ºC และ 5%CO2 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาท าการหว่านเซลล์เพ่ือท าการทดสอบการแสดงออกระดับ mRNA 
ของยีน Ten-4 โดยวิธี Real-time PCR หรือท าการทดสอบการงอกของนิวไรท์ (Neurite 
outgrowth assay) แล้วท าการ Treat เซลล์ด้วยสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทยด้วยตัวท า
ละลายเอทานอล (MTE) และสารสกัดหยาบเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเฮกเซน (MIH) 
เอทิล อะซิเตท (MTEA) จากนั้นท าการบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37ºC 5%CO2 เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
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 ผลการทดสอบการยับยั้งการแสดงออกระดับ mRNA ของยีน Ten-4 ของสารสกัดหยาบจาก
เมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียต่อการงอกของนิวไรท์ (Neurite outgrowth) ใน
เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a พบว่าเซลล์ Neuro2a ที่ Treat ด้วย siRNA-Ten-4 พร้อม
กับสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทยด้วยตัวท าละลายเอทานอล (MTE) และสารสกัดหยาบ
เมล็ดของหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเฮกเซน (MIH) มีการงอกของนิวไรท์ และความยาวของนิว
ไรท์ลดลงเช่นกัน อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05), (P<0.01) และ (P<0.001) เมื่อเทียบกับเซลล์ที่
ท าการ Treat ด้วย siRNA-Cont. ดังนั้นสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทยด้วยตัวท าละลายเอ
ทานอล (MTE) และสารสกัดหยาบเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเฮกเซน (MIH) สามารถ
เพ่ิมการงอกของนิวไรท์ (Neurite outgrowth) ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a โดยผ่าน
การเพ่ิมการแสดงออกระดับ mRNA ของยีน Ten-4 (ดังแสดงภาพที่25-27) 

ผลการยับยั้งการแสดงออกระดับ mRNA ของยีน Ten-4 ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a 

 

ภาพที่ 25 ผลการทดสอบการยับยั้งการแสดงออกระดับ mRNA ของยีน Ten-4 ในเซลล์ประสาท
เพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a แสดงค่าเป็นจ านวนเท่า (Mean ± SD) ของการแสดงออกของยีนที่ถูก 
normalized กับ β-actin แล้ว โดยท าการทดสอบซ้ าจ านวน 3 ครั้ง ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่* 
เท่ากับ p < 0.05, ** เท่ากับ p<0.01 และ *** เท่ากับ p<0.001 เมื่อเทียบกับกลุ่มเซลล์ที่ Treat 
ด้วย siRNA-Cont. 
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ผลการยับยั้งการแสดงออกระดับ mRNA ของยีน Ten-4 ต่อการงอกของนิวไรท์ (Neurite-bearing 

cell) ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a 

 

ภาพที่ 26 ผลการทดสอบการยับยั้งการแสดงออกระดับ mRNA ของยีน Ten-4 ต่อการงอกของนิว
ไรท์ (Neurite-bearing cell) ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a โดยท าการทดสอบซ้ า
จ านวน 3 ครั้ง และแสดงค่าเป็น %Neurite-bearing cell (Mean ± SD) ซึ่งแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญท่ี * เท่ากับ p<0.05, ** เท่ากับ p<0.01 และ *** เท่ากับ p<0.001 เมื่อเทียบกับกลุ่มเซลล์
ที่ Treat ด้วย siRNA-Cont. 
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ผลการยับยั้งการแสดงออกระดับ mRNA ของยีน Ten-4 ต่อความยาวของนิวไรท์ (Neurite length) 

ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a 

 

ภาพที่ 27 ผลการทดสอบการยับยั้งการแสดงออกระดับ mRNA ของยีน Ten-4 ต่อความยาวของนิว
ไรท์ (Neurite length) ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a โดยท าการทดสอบซ้ าจ านวน 3 
ครั้ง และแสดงค่าเป็นค่าเฉลี่ยความยาวของนิวไรท์ (Mean ± SD) ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ * 
เท่ากับ p<0.05, ** เท่ากับ p<0.01 และ *** เท่ากับ p<0.001 เมื่อเทียบกับกลุ่มเซลล์ที่ Treat ด้วย 
siRNA-Cont. 
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ภาพที่ 28 ผลการยับยั้งการแสดงออกของยีน Ten-4 ต่อการงอกของนิวไรท์ในเซลล์ประสาท
เพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a ของสารสกัดหยาบเมล็ดหมามุ่ยไทย และเมล็ดหมามุ่ยอินเดีย ที่ความ
เข้มข้น 12.5 µg/mL เป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดยใช้ siRNA-Cont. เป็นกลุ่มควบคุมในการทดสอบ ท า
การทดสอบซ้ าจ านวน 3 ครั้ง ซึ่งท าการถ่ายภาพโดยใช้กล้องชนิด Phase contrast ที่ติดกับ Canon 
EOS 50D ด้วยก าลังขยาย 10 เท่า 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผลและข้อเสนอแนะ 

 
5.1 อภิปรายผลการวิจัย 

 โรคความผิดปกติของระบบประสาท (Neurodegenerative diseases) เป็นกลุ่มโรคความ
ผิดปกติที่มีการสูญเสียโครงสร้าง และหน้าที่ของสมองหรือเซลล์ประสาท โดยโรคที่พบได้บ่อย อาทิ
เช่น โรคอัลไซเมอร์ โรคพาร์กินสัน และโรคฮันติงตัน เป็นต้น ซึ่งสาเหตุของการเกิดโรค หรือกลไกการ
เกิดโรคสามารถเกิดได้ทั้งปัจจัยทางสิ่งแวดล้อม และปัจจัยทางพันธุกรรม เช่น ความเครียด การได้รับ
สารพิษหรือโลหะหนัก ความชราภาพ ความบกพร่องของเมตาบอลิซึม การสร้าง เปลี่ยนแปลงรูปร่าง
หรือการสะสมของโปรตีนที่ผิดปกติ การสร้างสารสื่อประสาทที่ผิดปกติ รวมถึงกระบวนการสร้าง หรือ
การพัฒนาของเซลล์ประสาทที่น้อยลงอย่างผิดปกติ กระบวนการการสร้างนิวไรท์ (Neurite 
outgrowth) เป็นกระบวนการที่ส าคัญในการเจริญ และพัฒนาของเซลล์ประสาท การสื่อสารระหว่าง
เซลล์ประสาท (Synaptic connections) การรักษารูปร่าง หรือความหยืดหยุ่นของเซลล์ประสาท 
และการสร้างเซลล์ประสาททดแทนหลังจากได้รับความเสียหาย (Neuronal regeneration)  โดย
กระบวนการสร้างนิวไรท์นั้นมีกลไกที่เกี่ยวข้องหลายกลไก อาทิเช่น การเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ผ่าน
กลไกกระตุ้น MEK/ERK pathway หรือการกระตุ้นผ่านกลไก PI3K/Akt pathway รวมทั้งการ
กระตุ้นผ่านการเพ่ิมการแสดงออกของยีนหรือโปรตีน MAP2 GAP-43 และ Ten-4 เป็นต้น(56) 
กระบวนการดังกล่าวนี้หากเกิดความผิดปกติสามารถเป็นสาเหตุหนึ่งที่ก่อให้เกิดโรคความผิดปกติของ
ระบบประสาทได้ ในปัจจุบันสารสกัดจากพืชสมุนไพรเป็นทางเลือกหนึ่งในการศึกษาวิจัย และพัฒนา
เพ่ือป้องกัน หรือรักษาโรคความผิดปกติของระบบประสาท ส าหรับการศึกษาวิจัยในครั้งนี้
ท าการศึกษาสารสกัดจากเมล็ดของหมามุ่ย จ านวน 2 สายพันธุ์ ประกอบด้วย เมล็ดหมามุ่ยไทย 
(Mucuna pruriens (L.) DC. Var. pruriens) และเมล็ดหมามุ่ยอินเดีย (Mucuna pruriens (L.) DC. 
Var. utilis (Wall. Ex Wight) L. H. Bailey) พืชสมุนไพรชนิดนี้นิยมน ามาใช้ในด้านอายุรเวท โดย
การศึกษาที่ผ่านมาพบว่ามีฤทธิ์ในการต้านสารอนุมูลอิสระ (Antioxidant activity) การยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย การยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็ง การต้านพิษของงู รวมทั้งพบว่า
ภายในเมล็ดของหมามุ่ยนั้นประกอบด้วยสารตั้งต้นของสารสื่อประสาทที่ส าคัญ คือ L-dopa ซึ่งเป็น
สารตั้งต้นในการสร้างสารสื่อประสาทชนิดโดปามีน (Dopamine) มีการศึกษามากมายที่เกี่ยวข้องกับ
สาร L-dopa ภายในเมล็ดของหมามุ่ยกับโรคพาร์กินสัน แต่ที่ผ่านมายังไม่มีการศึกษาเกี่ยวกับฤทธิ์ 
และกลไกของสารสกัดจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียต่อการเพ่ิมการงอกของ
นิวไรท์ โดยผู้วิจัยท าการเก็บตัวอย่างเมล็ดของหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียจากสวนสมุนไพรสมเด็จ
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พระเทพฯ จังหวัดระยอง โดยท าการเก็บเก่ียวในช่วงเดือนมกราคม พ.ศ. 2559 โดยท าการเก็บฝักของ
หมามุ่ยในระยะท่ีแก่ ซึ่งเถาว์จะมีสีเหลือง และฝักมีสีน้ าตาลอมแดง ในการสกัดสารแต่ละครั้งนั้นถึงแม้
จะเป็นพืชสมุนไพรชนิดเดียวกันอาจได้ปริมาณสารสกัดสมุนไพรในปริมาณที่แตกต่างกัน ซึ่งอาจเกิด
จากช่วงเวลาของการเก็บเก่ียว วิธีการเก็บเกี่ยว คุณภาพของดินในพ้ืนที่ที่ท าการปลูก สภาพภูมิอากาศ 
ภูมิภาคของแหล่งที่ปลูก การบ ารุง หรือดูแลรักษาพืชสมุนไพร ดังนั้นปัจจัยเหล่านี้จึงมีความส าคัญต่อ
สารส าคัญ และปริมาณของสารสกัดพืชสมุนไพร ส าหรับขั้นตอนและวิธีการสกัดพืชสมุนไพรเป็นอีก
ปัจจัยหนึ่งที่มีผลต่อสารสกัดสมุนไพร ทั้งในส่วนสารส าคัญ และปริมาณของสารสกัด วิธีที่นิยมในการ
สกัดพืชสมุนไพรมีหลากหลายวิธี อาทิเช่น วิธี Maceration เป็นวิธีที่ท าการแช่พืชสมุนไพรที่ท าการ
บดแล้วในตัวท าละลายที่เราต้องการในภาชนะปิด โดยท าการสกัดท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลาอย่างน้อย 3 
วัน วิธีนี้มีข้อดีคือเป็นวิธีที่ท าได้ง่าย และสะดวก อีกทั้งพืชสมุนไพรที่ท าการสกัดไม่โดนความร้อน และ
ได้สารปริมาณมาก แต่ทั้งนี้มีข้อเสียคือใช้ตัวท าละลายปริมาณมาก พร้อมทั้งต้องมีการก าจัดของเสียที่
ดี นอกจากนี้วิธีการสกัดสารแบบ Soxhlet เป็นวิธีที่มีการสกัดพืชสมุนไพรอย่างต่อเนื่อง และเป็นวิธีที่
นิยมในกรณีเราไม่ทราบว่าสารส าคัญในพืชสมุนไพรสามารถละลายได้ดีในตัวท าละลายชนิดใด โดย
การให้ความร้อนแก่ตัวท าละลายที่ท าการบรรจุไว้ใน Flask จากนั้นเมื่อตัวท าละลายถึงจุดเดือดจะ
ระเหยขึ้นไปที่ Condensor ซึ่งมีความเย็นแล้วควบแน่นตกลงมาใน Thimble ซึ่งบรรจุพืชสมุนไพรที่
ท าการบดไว้ ซึ่งจะท าการสกัดแบบนี้หมุนเวียนไปอย่างต่อเนื่องจนการสกัดสารเสร็จสมบูรณ์ วิธี 
Soxhlet เป็นวิธีที่ใช้ตัวท าละลายในการสกัดพืชสมุนไพรในปริมาณที่น้อยเมื่อเทียบกับวิธีการสกัด
แบบ Maceration แต่อย่างไรก็ตามไม่เหมาะสมกับสารสกัดที่ไวต่อความร้อน(57) จากการศึกษาที่ผ่าน
มาการสกัดสารจากเมล็ดของหมามุ่ยพบว่ามีการสกัดทั้งแบบวิธี Marceration และ Soxhlet (58, 59) 
ในการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ผู้วิจัยท าการสกัดสารจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียด้วย
วิธีการสกัดแบบ Soxhlet เนื่องจากยังไม่มีการศึกษาที่แน่ชัดในแง่ของตัวท าละลายที่สามารถละลาย
สารสกัดที่มีผลต่อการเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ อีกทั้งเป็นวิธีที่นิยมอย่างแพร่หลาย และสามารถใช้ตัว
ท าละลายในการสกัดสารสมุนไพรได้อย่างหลากหลาย ส าหรับตัวท าละลายเป็นปัจจัยส าคัญหนึ่งใน
การละลายสารส าคัญออกจากสมุนไพร จากการศึกษาของ Kottai Muthu และคณะ พบว่าสารสกัด
จากเมล็ดของหมามุ่ยด้วยตัวท าละลายเอทิล อะซิเตท และเมทานอลมีปริมาณของสารประกอบฟี
นอลิกที่สูง พร้อมทั้งมีคุณสมบัติในการต้านสารอนุมูลอิสระ(60) ในขณะที่การศึกษาวิจัยของ Misra 
และคณะ พบว่าสารสกัดจากเมล็ดของหมามุ่ยด้วยตัวท าละลายเอทานอลเป็นตัวท าละลายที่ดีในการ
สกัดสารส าคัญ L-dopa(61) ซึ่งผู้วิจัยท าการเลือกตัวท าละลายจากสารที่มีขั้วน้อยไปยังสารที่มีขั้วมาก
จ านวน 3 ตัวท าละลาย ประกอบด้วย เฮกเซน เอทิล อะซิเตท และเอทานอล ตามล าดับ เมื่อท าการ
สกัดเสร็จสิ้นสมบูรณ์น าสารสกัดหยาบมาท าให้เข้มข้นด้วยเครื่อง Evaporator จากนั้นท าการค านวณ
ปริมาณสารสกัดที่ได้ (%Yield) พบว่าสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลาย
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เอทิล อะซิเตท (16.37%) มีปริมาณผลผลิตสารสกัดหยาบมากที่สุด ในขณะที่สารสกัดหยาบจากเมล็ด
ของหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเฮกเซน (0.24%) มีปริมาณน้อยที่สุด และสุดท้ายการละลายสาร
สกัดหยาบที่ได้ด้วย DMSO ซึ่งเป็นตัวท าละลายที่ดีที่สุดในการละลายสารที่มีขั้วต่ า หรือไม่มีขั้ว แต่
ทั้งนีจ้ากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าสาร DMSO ที่มีความเข้มข้นมากกว่า 10% (v/v) สามารถเกิดความ
เป็นพิษต่อเซลล์ประสาทได้โดยก่อให้เกิดลักษณะเป็นรูที่บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ (Plasma membrane) 
แต่อย่างไรก็ตามสาร DMSO ที่มีความเข้มข้นน้อยกว่า 10% (v/v) มีความเป็นพิษที่ต่ า หรือไม่มีความ
เป็นพิษต่อเซลล์ประสาท(62) 

 การวิจัยในครั้งนี้ผู้วิจัยท าการศึกษาในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a ซึ่งเป็นเซลล์
ประสาทชนิด Mouse neuroblastoma โดยเป็นอนุพันธุ์จาก Mouse C1300 tumor เป็นเนื้อเยื่อ
บริเวณสมอง (Neural crest) สามารถพัฒนาไปเป็นเซลล์ประสาทได้ ซึ่งเป็นเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง
ชนิดยึดเกาะ (Adherent cell) เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิดนี้นิยมใช้ศึกษาฤทธิ์ของสารเคมี หรือสาร
จากธรรมชาติต่อการงอกของนิวไรท์ การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาท รวมถึงการเจริญพัฒนา
ของเซลล์ประสาท (Neuronal proliferation and differentiation)(63) อีกทั้งมีการแสดงออกของ 
Cholinergic markers และ Adrenergic markers การศึกษาครั้งนี้เลือกเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง
ชนิด Neuro2a เนื่องจากการศึกษาที่ผ่านมาของ Suzuki N. และคณะ ท าการศึกษาการแสดงออก
ของยีน และโปรตีนของ Ten-4 ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a และ PC12 พบว่าในเซลล์
ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a มีการแสดงออกของยีนและโปรตีนของ Ten-4 มากกว่าเซลล์
ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด PC12 อาจเกิดจากเซลล์แต่ละชนิดมีการแสดงออกของ Neuronal marker 
หรือตัวรับที่แตกต่างกัน อีกท้ังเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a มีความไวต่อการพร่องของซีรัม
(Serum-deprivation) โดยส่งผลก่อให้เกิดการกระตุ้นการสร้างนิวไรท์ได้ โดยการกระตุ้นผ่านการ
ท างานของ ERK และ Akt signaling pathway ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ใช้เป็นกลุ่มควบคุมทางบวก
(64)ดังนั้นการเลือกชนิดของเซลล์เพาะเลี้ยงเป็นสิ่งส าคัญในการศึกษาวิจัย แต่เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง
ดังกล่าวมีข้อจ ากัดคือเซลล์ดังกล่าวเป็นเซลล์เพาะเลี้ยงจากสมองหนูซึ่งมีความซับซ้อนที่น้อยกว่าเซลล์
ประสาทเพาะเลี้ยงจากมนุษย์อาจจะท าให้ผลที่ได้มีความแตกต่างกัน  

 การศึกษาคุณสมบัติในการต้านสารอนุมูลอิสระ และสารประกอบที่ส าคัญในเมล็ดของหมามุ่ย
ไทย และหมามุ่ยอินเดีย โดยการศึกษาคุณสมบัติในการต้านสารอนุมูลอิสระในการศึกษาครั้งนี้ท าการ
ทดสอบด้วย 2 วิธี ประกอบด้วยวิธี DPPH assay และวิธี ABTS assay ซึ่งสารทั้งสองชนิดเป็นสาร
อนุมูลอิสระ จากการศึกษาพบว่าสารสกัดจากเมล็ดของหมามุ่ยไทยและหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท า
ละลายเอทานอลมีฤทธิ์ในการต้านสารอนุมูลอิสระที่สูงกว่าตัวท าละลายชนิดเฮกเซน และเอทิลอะซิ
เตท ซึ่งทั้งวิธี DPPH assay และวิธี ABTS assay ให้ผลสอดคล้องไปในทางเดียวกัน ในขณะที่กา
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ศึกษาวิจัยที่ผ่านมาพบว่าสารสกัดจากเมล็ดของหมามุ่ยด้วยตัวท าละลายเอทานอลมีฤทธิ์ในการต้าน
สารอนุมูลอิสระทั้งชนิด DPPH, hydroxyl radical, nitric oxide และ superoxide และจาก
การศึกษาพบว่าเมล็ดของหมามุ่ยไทยด้วยตัวท าละลายเอทานอลมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิก และ
สารประกอบฟลาโวนอยด์ทั้งหมดมากกว่าเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเอทานอล ซึ่ง
การศึกษาที่ผ่านมาพบว่าเมล็ดของหมามุ่ยที่มีสีด ามีปริมาณของสารประกอบฟีนอลิก และ
สารประกอบฟลาโวนอยด์ รวมถึงมีฤทธิ์ในการต้านสารอนุมูลอิสระที่มากกว่าเมล็ดของหมามุ่ยที่มีสี
ขาว(65-67)สารอนุมูลอิสระ (Free radical) สามารถส่งผลท าให้เซลล์ประสาทเกิดความเสียหาย และ
ก่อให้เกิดความเสื่อม หรือตายของเซลล์ประสาทได้ อันเป็นสาเหตุของการเกิดโรคความผิดปกติของ
ระบบประสาท โดยการศึกษานั้นพบว่าสารสกัดจากเมล็ดของหมามุ่ยไทยและหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท า
ละลายเอทานอลนั้นมีสารต้านอนุมูลอิสระ ดังนั้นสารสกัดจากเมล็ดของหมามุ่ยไทยและหมามุ่ยอินเดีย
ด้วยตัวท าละลายเอทานอลนั้นเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการป้องกันการเกิดโรคความผิดปกติของระบบ
ประสาทโดยผลจากสารอนุมูลอิสระ 

 การศึกษาอัตราการรอดชีวิต (%cell viability) ของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงมีหลากหลายวิธี 
อาทิเช่น MTT, MTS, XTS และ WST-1 แต่วิธีที่ท าได้ง่าย และนิยมท าอย่างแพร่หลายคือวิธี MTT 
อีกท้ังเป็นวิธีที่เหมาะสมกับ High throughput screening ซึ่งเป็นการวัดการท างานของไมโทคอนเด
รีย ซึ่งเซลล์ที่มีชีวิตจะเปลี่ยนสาร MTT ซึ่งมีสีเหลืองเป็นผลิตภัณฑ์ Formazan ซึ่งมีสีม่วง(51, 68) โดย
ปริมาณของ Formazan เป็นสัดส่วนโดยตรงกับจ านวนเซลล์ที่รอดชีวิต การศึกษาวิจัยครั้งนี้
ท าการศึกษาผลของสารสกัดจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียต่ออัตราการรอดชีวิตของ
เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a ด้วยวิธี MTT พบว่าที่ความเข้มข้น 1.5625-100 µg/mL มี
อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a มากกว่า 80% ซึ่งไม่เป็นพิษต่อเซลล์
ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a ในขณะที่การศึกษาของ Hang Ma และคณะ ท าการศึกษาสาร
สกัดจากเมล็ดของหมามุ่ยต่ออัตราการรอดชีวิตของเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Human 
neuroblastoma SH-SY5Y cells พบว่ามีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 70%(69) ดังนั้นสารสกัดจาก
เมล็ดหมามุ่ยไทยและหมามุ่ยอินเดียมีฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทได้  กระบวนการสร้างนิวไรท์ 
(Neurite outgrowth) เป็นขั้นตอนท่ีส าคัญในการเจริญพัฒนาของเซลล์ประสาท การสื่อสารระหว่าง
เซลล์ประสาท รวมถึงการซ่อมแซมเซลล์ประสาทหลังจากได้รับความเสียหาย ในสภาวะปกติสาร
กระตุ้นการสร้าง หรือเจริญพัฒนาของเซลล์ประสาท เช่น NGF หรือ BDNF ซึ่งมีตัวรับบนผิวเซลล์ที่
แตกต่างกัน ส าหรับ NGF นั้นจะจับกับตัวรับ TrkA แล้วส่งสัญญาณกระตุ้นผ่าน MEK/ERK pathway 
หรือ PI3K/Akt แล้วกระตุ้นการท างานของ P-CREB ในนิวเคลียสของเซลล์แล้วเกิดการเพ่ิมการ
แสดงออกของยีน และโปรตีน เช่น MAP-2, GAP-43, Tubulin เป็นต้น สุดท้ายเซลล์ประสาทเกิด
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กระบวนการสร้างนิวไรท์ (Neurite formation) หากกระบวนการดังกล่าวเกิดความผิดปกติ สามารถ
ก่อให้เกิดโรคความผิดปกติของระบบประสาทได้ จากการศึกษาที่ผ่านมาสารสกัดจากเมล็ดของ
หมามุ่ยมีฤทธิ์ในการต้านเชื้อแบคทีเรีย ต้านการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง ป้องกันและรักษา
โรคเบาหวาน รวมทั้งภายในเมล็ดเต็มไปด้วยสารที่ส าคัญ อาทิเช่น L-dopa ซึ่งมีงานวิจัยมากมายที่
ท าการศึกษาสาร L-dopa ต่อการรักษาโรคพาร์กินสัน(70-72) แต่ทั้งนี้การศึกษาฤทธิ์ และกลไกของสาร
สกัดจากเมล็ดของหมามุ่ยต่อการกระตุ้นการเจริญของนิวไรท์ยังไม่มีการศึกษาที่แน่ชัด โดยเริ่มจาก
ท าการศึกษาความเข้มข้นของสารสกัดจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียซึ่งความ
เข้มข้นที่สูงสุดที่ไม่เป็นพิษ และสามารถกระตุ้นการสร้างนิวไรท์ได้มากที่สุด โดยเริ่มจากความเข้มข้นที่
100 µg/mL จากผลการศึกษาวิจัยพบว่าสารสกัดจากเมล็ดของหมามุ่ยไทยด้วยตัวท าละลายเอทา
นอล และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเฮกเซน และเอทิล อะซิเตทสามารถกระตุ้นการ
เพ่ิมการสร้างนิวไรท์ที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL ซึ่งเป็นความเข้มข้นสูงสุดที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์
ประสาท และสามารถกระตุ้นการสร้างนิวไรท์ได้สูงสุด ซึ่งพบว่าเปอร์เซ็นต์การสร้างนิวไรท์ และ
ค่าเฉลี่ยของความยาวของนิวไรท์ให้ผลที่สอดคล้องกัน โดยการศึกษาวิจัยนี้มีการใช้กลุ่มควบคุม
ทางบวกคือ 1%FBS เนื่องจากสภาวะที่เกิดการลดลง หรือการพร่องของซีรัมสามารถท าให้เซลล์
ประสาทเกิดการสร้างนิวไรท์ได้ (73) จากผลการวิจัยพบว่าการวัดอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ประสาท
ด้วยวิธี MTT สารสกัดจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียที่ความเข้มข้น 1.5625-100 
µg/mL ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ประสาท แต่ในขณะที่การทดสอบการกระตุ้นการงอกของนิวไรท์ (Neurite 
outgrowth assay) ที่ความเข้มข้นมากกว่า 12.5 µg/mL เป็นพิษต่อเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง 
เนื่องจากการทดสอบวัดอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ประสาทด้วยวิธี MTT นั้นใช้ความเข้มข้นของซีรัม
คือ 10%FBS แต่ขณะที่การทดสอบการกระตุ้นการงอกของนิวไรท์ใช้ความเข้มข้นของซีรัม 1%FBS 
ซึ่งเมื่อได้รับความเข้มข้นของสมุนไพรที่สูงเกินไปอาจก่อให้เกิดความเป็นพิษ หรือส่งผลท าให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงของรูปร่างต่อเซลล์ประสาทได้ ต่อมาท าการศึกษากลไกของสารสกัดจากเมล็ดของ
หมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียต่อการกระตุ้นการเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ โดยน าสารสกัดจากเมล็ด
ของหมามุ่ยไทยด้วยตัวท าละลายเอทานอล และสารสกัดจากเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียด้วยท าละลายเฮ
กเซน และเอทิล อะซิเตท ซึ่งเป็นสารสกัดที่ส่งผลท าให้มีกระตุ้นการงอกของนิวไรท์ที่สูงอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมทางบวก (1%FBS)  โดยท าการศึกษากลไกใน
การเพ่ิมการแสดงออกของยีน GAP-43 และ Ten-4 โดยใช้วิธี Real-time PCR เนื่องจากเป็นวิธีที่วัด
ปฏิกิริยาทุกช่วงของการทดสอบ และติดตามผลการแสดงของยีนโดยใช้ค่า Ct ในการแสดงผลการ
แสดงออกของยีนซึ่งบอกได้ทั้งเชิงปริมาณ และเชิงคุณภาพ ในขณะที่  Conventional PCR เป็นการ
วัดผลิตภัณฑ์สุดท้ายของปฏิกิริยา และศึกษาผลการแสดงออกของยีนโดนการรันเจล โดยแสดงผลเป็น
แถบของยีน ซึ่งเป็นวิธีที่ยุ่งยาก ส าหรับ Ten-4 เป็นยีนที่มีการแสดงออกมากบริเวณสมองส่วนกลาง 
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ซึ่งเป็นตัวควบคุมกระบวนการ Oligodendrocyte และควบคุมการสร้างนิวไรท์ของเซลล์ประสาท 
โดยการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าเมื่อมีการ Knockdown ของยีน Ten-4 ส่งผลท าให้มีการสร้างนิวไรท์ที่
ลดลง(8) จากผลการศึกษาวิจัยพบว่าสารสกัดจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียสามารถ
กระตุ้นการสร้างนิวไรท์โดยผ่านการเพ่ิมการแสดงออกของยีน Ten-4 จากนั้นท าการศึกษาผลการ
ยับยั้งการแสดงออกของยีน Ten-4 ต่อการกระตุ้นการสร้างนิวไรท์โดยใช้ siRNA เพ่ือยืนยันผลการ
เพ่ิมการแสดงออกยีน Ten-4 ของสารสกัดทั้งสองชนิดต่อการกระตุ้นการสร้างนิวไรท์ และเนื่องจาก
ยีนดังกล่าวมีการแสดงออกที่เพ่ิมขึ้นทั้งในสารสกัดจากเมล็ดหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดีย อีกทั้งยัง
ไม่มีการศึกษาวิจัยการแสดงออกของยีน Ten-4 ต่อการเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ในสารสกัดจากพืช
สมุนไพร ซึ่งเมื่อท าการ Knockdown ของยีน Ten-4 พบว่าสารสกัดจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และ
หมามุ่ยอินเดียมีการสร้างนิวไรท์ และความยาวของนิวไรท์ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a 
ที่ลดลง ส าหรับสารสกัดจากเมล็ดหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเอทิล อะซิเตท สามารถกระตุ้นการ
สร้างนิวไรท์ได้ แต่ไม่สามารถเพ่ิมการแสดงออกของยีน Ten-4 ได้ ซึ่งสารสกัดที่ได้น่าจะมีสารส าคัญ 
หรือกลไกในการกระตุ้นการสร้างนิวไรท์ที่แตกต่างกัน  จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าสารสกัดจาก 
Bushen-Yizhi formula สามารถปกป้องเซลล์ประสาทของหนูจากสาร Scopolamine ได้โดยเพ่ิม
การแสดงออกของ BDNF และ NGF(74) นอกจากนี้สารสกัดจาก Casearia graveolens ด้วยตัวท า
ละลายเอทิล อะซิเตทสามารถกระตุ้นการสร้างนิวไรท์โดยผ่านการเพ่ิมการแสดงออกของสาร NGF ใน
เซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง PC12  ได้(75) ส าหรับการแสดงออกของยีน GAP-43 นั้นเป็นยีนที่ควบคุมการ
เจริญพัฒนาของเซลล์ประสาท รวมถึงการเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ แต่ยีนดังกล่าวนั้นยังไม่มีการ
ศึกษาวิจัยในสารสกัดจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดีย จากผลการศึกษาวิจัยพบว่าสาร
สกัดจากเมล็ดของหมามุ่ยไทยด้วยตัวท าละลายเอทานอลสามารถกระตุ้นการสร้างนิวไรท์โดยผ่านการ
เพ่ิมการแสดงออกของยีน GAP-43  จากการศึกษาวิจัยซึ่งมีเฉพาะสารสกัดจากเมล็ดหมามุ่ยไทยด้วย
ตัวท าละลายเอทานอลเท่านั้นที่สามารถเพ่ิมการแสดงออกของยีน GAP-43 โดยสารเอทานอลเป็นสาร
ที่ชะออกของสารที่มีขั้วออกจากสมุนไพร ดังนั้นกลุ่มสารที่มีขั้วน่าจะเป็นสารที่สามารถกระตุ้นการ
สร้างนิวไรท์โดยผ่านการเพ่ิมการแสดงออกของยีน GAP-43 การศึกษาวิจัยที่ผ่านมาพบว่าสารสกัด
จากเห็ด Pleurotus giganteus ด้วยตัวท าละลายเอทานอล และน้ า สามารถกระตุ้นการงอกของนิว
ไรท์โดยผ่านการเพ่ิมการแสดงออกของยีน GAP-43 ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a ได้(3) 
ในขณะที่สาร Ginsenoside-Rd จากสารสกัดของ Panax ginseng ซึ่งเป็นสารที่มีขั้วสามารถกระตุ้น
การสร้างนิวไรท์โดยการเพ่ิมการแสดงออกของ GAP-43 ในเซลล์เพาะเลี้ยง PC12 ได้(76) แต่ทั้งนี้สาร
สกัดจากเมล็ดของหมามุ่ยไทยด้วยตัวท าละลายเอทานอลสามารถเพ่ิมการแสดงออกของยีน GAP-43 
และ Ten-4 ได้ ในขณะที่สารสกัดจากเมล็ดหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเฮกเซนสามารถเพ่ิมการ
แสดงออกของยีน Ten-4 โดยการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าสารสกัดพืชสมุนไพรที่มีปริมาณสารในกลุ่ม 
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Polyphenol สามารถกระตุ้นการสร้างนิวไรท์ในเซลล์เพาะเลี้ยงชนิดต่างๆ โดยมีกลไกในการกระตุ้น
การสร้างนิวไรท์ที่แตกต่างกัน โดยในการศึกษาวิจัยพบว่าสารสกัดจากเมล็ดหมามุ่ยไทยด้วยตัวท า
ละลายเอทานอลมีปริมาณของสารประกอบฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์ที่สูงกว่าสารสกัดจากเมล็ด
หมามุ่ยอินเดีย และตัวท าละลายชนิดอื่นๆ อีกท้ังพบว่าสารสกัดจากเมล็ดหมามุ่ยไทยด้วยตัวท าละลาย
เอทานอลสามารถกระตุ้นการสร้างนิวไรท์ โดยผ่านการเพ่ิมการแสดงออกของยีน Ten-4 และ GAP-
43 ในขณะที่สารสกัดจากเมล็ดหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเฮกเซนสามารถกระตุ้นการสร้างนิว
ไรท์โดยผ่านการเพ่ิมการแสดงออกของยีน Ten-4 แต่พบว่ามีการแสดงออกของยีน Ten-4 ที่น้อยกว่า
สารสกัดจากเมล็ดหมามุ่ยไทยด้วยตัวท าละลายเอทานอล โดยสารสกัดดังกล่าวเป็นเพียงสารสกัด
หยาบ ซึ่งน่าจะเกิดจากสารสกัดแต่ละชนิดมีสารส าคัญที่ออกมาจากการสกัดนั้นต่างกัน และสารอาจ
จัดอยู่ในกลุ่มที่ไม่ใช่สารประกอบฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์ แต่การศึกษาวิจัยครั้งนี้ มีการศึกษา
สารส าคัญในสารสกัดเพียงสารประกอบฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์เท่านั้น ดังนั้นควรมีการศึกษา
สารส าคัญที่ออกฤทธิ์โดยการแยกสารที่ส าคัญต่อไป จากการศึกษาวิจัยสารสกัดจากเมล็ดหมามุ่ย
อินเดียด้วยตัวท าละลายเอทิล อะซิเตทพบว่ามีการกระตุ้นการสร้างนิวไรท์ แต่ไม่มีการเพ่ิ มการ
แสดงออกของยีนทั้ง Ten-4 และ GAP-43 โดยน่าจะเกิดจากมีการกระตุ้นการสร้างนิวไรท์ผ่านกลไกที่
แตกต่างกัน ดังนั้นควรมีการศึกษากลไกที่เกี่ยวข้องกับการกระตุ้นการสร้างนิวไรท์เพ่ิมเติมต่อไป และ
การศึกษานี้เป็นการศึกษาใน In vitro ซึ่งศึกษาเพียงเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยง โดยใน In vivo อาจผล
การศึกษาวิจัยที่แตกต่างกันเนื่องจากมีปัจจัยต่างๆเกี่ยวข้อง อาทิเช่น เมตาบอลิซึมของร่างกาย 
โปรตีน ฮอร์โมนต่างๆ เป็นต้น ดังนั้นควรมีการศึกษาวิจัยผล และกลไกของสารสกัดเมล็ดหมามุ่ยไทย 
และหมามุ่ยอินเดียในสัตว์ทดลองต่อไป 
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5.2 สรุปผลการศึกษาวิจัย และข้อเสนอแนะ 

 จากการศึกษาวิจัยสามารถสรุปได้ว่าสารสกัดจากเมล็ดหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียด้วยตัว
ท าละลายเอทานอลมีฤทธิ์ในการต้านสารอนุมูลอิสระ และไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ประสาท อีกทั้ง
สารสกัดจากเมล็ดหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท าละลายเฮกเซน และสารสกัดจากเมล็ดหมามุ่ยไทยด้วยตัว
ท าละลายเอทานอลที่ความเข้มข้น 12.5 µg/mL สามารถเพ่ิมการงอกของนิวไรท์ (Neurite-bearing 
cell) และความยาวของนิวไรท์ (Neurite length) ได้ โดยสารสกัดจากเมล็ดหมามุ่ยอินเดียด้วยตัวท า
ละลายเฮกเซนกระตุ้นการงอกของนิวไรท์ผ่านการเพ่ิมการแสดงออกของยีน Ten-4 ในขณะที่สารสกัด
จากเมล็ดหมามุ่ยไทยด้วยตัวท าละลายเอทานอลกระตุ้นการงอกของนิวไรท์ผ่านการเพ่ิมการแสดงออก
ของยีน Ten-4 และ GAP-43 ดังนั้นสารสกัดจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียจึงเป็นอีก
ทางเลือกหนึ่งในการพัฒนาเป็นยาเพ่ือป้องกัน หรือรักษาโรคความผิดปกติของระบบประสาทต่อไป 
แต่ทั้งนี้ควรมีการศึกษาสารที่ออกฤทธิ์ที่ส าคัญในสารสกัดหยาบโดยการท าให้สารบริสุทธิ์ พร้อมกับ
แยกสารส าคัญท่ีออกฤทธิ์ และท าการศึกษาต่อยอดกลไกทาง Signaling pathway ที่เกี่ยวข้องกับการ
งอกของนิวไรท์ในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a พร้อมกับควรมีการศึกษาใน In vivo 
model ต่อไป  
5.3 ข้อจ ากัดของการศึกษาวิจัย 

 การศึกษานี้เป็นการศึกษาสารสกัดหยาบจากเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ย
อินเดียด้วยตัวท าละลายเฮกเซน เอทิล อะซิเตท และเอทานอล ซึ่งสารส าคัญที่ออกฤทธิ์ที่ออกมาแต่
ละตัวท าละลายอาจมีสารแตกต่างกัน จากผลการศึกษาพบว่ามีปริมาณสารประกอบฟีนอลิก และฟลา
โวนอยด์ และคุณสมบัติในการต้านสารอนุมูลอิสระที่แตกต่างกัน การศึกษาวิจัยท าการศึกษาสารออก
ฤทธิ์ที่ส าคัญเพียง 2 ชนิด คือ ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์เท่านั้น ดังนั้นควรมี
การศึกษาสารส าคัญที่ออกฤทธิ์ในแต่ละตัวท าละลาย โดยท าให้สารบริสุทธิ์ และแยกสารที่ส าคัญ 
พร้อมกับการศึกษานี้ท าการเก็บตัวอย่างสมุนไพรที่จังหวัดระยองเพียงที่เดียว ดังนั้นปริมาณสารที่สกัด
ได้อาจแตกต่างกันในแต่ละพ้ืนที่ ซึ่งอาจเกิดจากวิธีการเก็บเกี่ยว ภูมิประเทศที่ใช้ในการปลูก รวมทั้ง
ดิน หรือปริมาณน้ าฝนในพ้ืนที่ที่ใช้ปลูก เป็นต้น อีกทั้งยังพบว่าสารสกัดจากเมล็ดหมามุ่ยอินเดียด้วย
ตัวท าละลายเอทิล อะซิเตทสามารถกระตุ้นการสร้างนิวไรท์ แต่ไม่มีการเพ่ิมการแสดงออกของยีนทั้ง 
Ten-4 และ GAP-43 วึ่งน่ามีการกระตุ้นการสร้างนิวไรท์โดยผ่านกลไกอ่ืนๆที่เกี่ยวข้องกับการสร้างนิว
ไรท์ ดังนั้นควรมีการศึกษากลไกที่เก่ียวข้องกับการสร้างนิวไรท์เพ่ิมเติมต่อไป นอกจากนี้การศึกษาวิจัย
นี้ท าการศึกษาผล และไกของสารสกัดในเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงชนิด Neuro2a ซึ่งเมื่อท าการศึกษา
ในสัตว์ทดลองอาจให้ผลที่แตกต่างกันเนื่องจากการศึกษานี้ท าการศึกษาเฉพาะในเซลล์ประสาท
เพาะเลี้ยงเท่านั้น แต่ในสัตว์ทดลองมีหลากหลายปัจจัยที่ส่งผลต่อการศึกษาวิจัย อาทิเช่น เมตาบอลิ
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ซึมของร่างกาย โปรตีน ฮอร์โมน เป็นต้น ดังนั้นควรมีการศึกษาผล และกลไกของสารสกัดจากเมล็ด
ของหมามุ่ยไทย และหมามุ่ยอินเดียในสัตว์ทดลองต่อไป 
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ภาคผนวก ก 
ข้อมูลจากการทดลอง 

1. กราฟมาตรฐานที่ใช้ในการค านวณหาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดเมล็ดของหมามุ่ยไทย 
และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียที่สกัดด้วยตัวท าละลายเฮกเซน เอทิล อะซิเตท เอทานอล ด้วยวิธี DPPH 
assay 

 

2. กราฟมาตรฐานที่ใช้ในการค านวณหาปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดเมล็ดของหมามุ่ยไทย 
และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียที่สกัดด้วยตัวท าละลายเฮกเซน เอทิล อะซิเตท เอทานอล ด้วยวิธี ABTS 
assay 
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3. กราฟมาตรฐานของกรดแกลลิคส าหรับใช้ในการค านวณหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกในสารสกัด
เมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียที่สกัดด้วยตัวท าละลายเฮกเซน เอทิล อะซิเตท เอ
ทานอล ด้วยวิธี Folin-Ciocalteu method 

 

4. กราฟมาตรฐานของเควอซิทินส าหรับใช้ในการค านวณหาปริมาณสารประกอบฟลาโวนอยด์ในสาร
สกัดเมล็ดของหมามุ่ยไทย และเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียที่สกัดด้วยตัวท าละลายเฮกเซน เอทิล อะซิเตท 
เอทานอล ด้วยวิธี Aluminium chloride colorimetric method 
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ภาคผนวก ข 
น้ ายา และสารละลายที่ใช้ในการทดสอบ 

 
1. การเตรียมอาหารส าหรับเลี้ยงเซลล์เพาะเลี้ยง 

 - 10%FBS DMEM เตรียมจาก DMEM ปริมาตร 44 mL รวมกับ น้ ายา HAMF12 ปริมาตร 

44 mL จากนั้นท าการเติม FBS ปริมาตร 10 mL พร้อมกับน้ ายา MEMNESS 1 mL และสุดท้ายเติม

ยาปฏิชีวนะ Penicillin/Streptomycin 1 mL แล้วท าการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4ºC 

 - 1%FBS DMEM เตรียมจาก DMEM ปริมาตร 24.5 mL รวมกับ น้ ายา HAMF12 ปริมาตร 
24.5 mL จากนั้นท าการเติม FBS ปริมาตร 500 µL พร้อมกับน้ ายา MEMNESS 500 µL และสุดท้าย
เติมยาปฏิชีวนะ Penicillin/Streptomycin 500 µL แล้วท าการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4ºC 

2. MTT reagent 

 ความเข้มข้นของน้ ายา MTT ที่ใช้คือ 5 mg/mL สามารถเตรียมได้โดยการชั่งสาร MTT 
ปริมาณ 250 mg ละลายใน 1X PBS ปริมาตร 50 mL จากนั้นผสมให้เข้ากัน แล้วน ามากรองผ่าน 
filter ขนาด 0.22 ไมครอน ท าการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20ºC 

3. 1X phosephate buffer saline pH 7.4 

 โดยท าการเจือจางจาก 10X PBS โดยน า PBS ความเข้มข้น 10X ปริมาตร 100 mL ผสมกับ
น้ า Milli Q 900 mL แล้วท าการอบด้วยการ autoclave เพ่ือฆ่าเชื้อ แล้วท าการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 
4ºC 

4. น้ ายา DPPH ความเข้มข้น 2.5 มิลลิโมลาร์  

 เตรียมน้ ายา DPPH ปริมาตร 50 mL โดยชั่งสาร DPPH 4.929 กรัม ละลายในสารละลายเม
ทานอลที่ความเข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 50 mL จากนั้นท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 517 
นาโนเมตร โดยมีค่าการดุดกลืนแสงอยู่ในช่วง 0.7 ± 0.2 จากนัน้ท าการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4ºC โดย
ปราศจากแสง 

5. สารละลายเควอซิทิน 

 สารเควอซิทินที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถเตรียมได้จากชั่งสารเควอซิทิน
ปริมาณ 20 มิลลิกรัม ละลายในสารละลายเอทานอลความเข้มข้น 80 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร จากนั้นเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -20ºC  
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6. สารละลาย L-ascorbic acid 

 สาร L-ascorbic acid ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถเตรียมได้จากการชั่งสาร 
L-ascorbic acid 20 มิลลิกรัมละลายในสารละลายเมทานอลปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนั้นท าการ
เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -20ºC 

7. น้ ายา ABTS ความเข้มข้น 7 มิลลิโมลาร์ 

 สามารถเตรียมได้จากการชั่งสาร ABTS ปริมาณ 144 มิลลิกรัม แล้วท าการละลายในน้ ากลั่น
ปริมาตร 40 มิลลิลิตร แล้วท าการเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4ºC 

8. สาร Potassium persulfate ความเข้มข้น 2.45 มิลลิโมลาร์ 

 สาร Potassium persulfate 50 มิลลิลิตร เตรียมได้จากการชั่งสาร Potassium 
persulfate ปริมาณ 33.1 มิลลิกรัมละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 50 มิลลิลิตร แล้วเก็บรักษาไว้ที่
อุณหภูมิ 4ºC  

9. ABTS working reagent 

 เตรียมโดยท าการผสมน้ ายา ABTS กับสาร Potassium persulfate ในอัตราส่วน 8:12 
มิลลิลิตร สารที่ได้คือ ABTS. + จากนั้นท าการเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมงโดย
ปราศจากแสง 

10. สารละลาย Sodium carbonate ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 

 สามารถเตรียมได้โดยการชั่งสาร Sodium carbonate ปริมาณ 10.59885 กรัม แล้วท าการ
ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร แล้วท าการเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4ºC  

11. 10% Folin-Ciocalteau Phenol reagent 

 เตรียมได้จาก 100% Folin-Ciocalteau Phenol reagent ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมกับน้ า
กลั่นปริมาตร 18 มิลลิลิตร แล้วท าการเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4ºC 

12. 10% Aluminium chloride  

 เตรียมได้จากการชั่งสาร Aluminium chloride ปริมาณ 4 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 
40 มิลลิลิตร แล้วท าการเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4ºC 
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13. Sodium acetate ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 

 เตรียมได้จากการชั่งสาร Sodium acetate ปริมาณ 3.28 กรัม แล้วละลายในน้ ากลั่น 40 
มิลลิลิตรแล้ว ท าการเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4ºC 
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ภาคผนวก ค 

ค าอธิบายสัญลักษณ์ และค าย่อที่ใช้ในการวิจัย 

ค าย่อ                                                            ค าอธิบาย 
N2a     Murine neuroblastoma (Neuro2a) 
DMEM     Dulbecco’s modified Eagle medium 
FBS     Fetal bovine serum 
MTT      3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-  
                                                    diphenyl-tetrazolium bromide 
PBS     Phosphate buffer saline 
DMSO      Dimethyl Sulfoxide 
DPPH      1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical 
ABTS      2, 2'-azino-bis (3 ethylbenzthiazoline-6- 
     sulphonic acid) 
siRNA     Small interfering RNA 
GAP-43     Growth associated protein 43 
Ten-4     Teneurin 4 
DEPC     Diethyl pyrocarbonate 
PCR      Polymerase chain reaction 
RT      Reverse transcriptase 
cDNA     complementary DNA 
RNA      Ribonucleic acid 
DNA      Deoxyribonucleic acid 
MIH     สารสกัดจากเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียด้วยเฮกเซน 
MIEA     สารสกัดจากเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียด้วยเอทิล     
                                                    อะซิเตท 
MIE     สารสกัดจากเมล็ดของหมามุ่ยอินเดียด้วยเอทา 
                                                    นอล 
MTH     สารสกัดจากเมล็ดของหมามุ่ยไทยด้วยเฮกเซน 
MTEA     สารสกัดจากเมล็ดของหมามุ่ยไทยด้วยเอทิล  
                                                    อะซิเตท 
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MTE     สารสกัดจากเมล็ดของหมามุ่ยไทยด้วยเอทานอล 
mL      มิลลิลิตร 
%      เปอร์เซ็นต์ 
µL      ไมโครลิตร 
ºc      องศาเซสเซียส 
µM      ไมโครโมลาร์ 
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นายสุทิน วันสวัสดิ์ เกิดเม่ือวันที่ 23 เมษายน พ.ศ.2535 ที่จังหวัดระยอง จบการศึกษา
ระดับปริญญาตรี วิทยาศาสตรบัณฑิต เกียรตินิยมอันดับ 2 สาขาเทคนิคการเเพทย์ คณะเทคนิค
การแพทย์ มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ ปีการศึกษา 2557 เเละเข้ารับการศึกษาต่อ
ระดับปริญญาโท หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาชีวเคมีคลินิกเเละอณูทางการเเพทย์ 
คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2558 ในขณะเข้ารับการศึกษา ได้รับ
ทุนอุดหนุนการศึกษาฯ 72 พรรษา (เฉพาะค่าเล่าเรียน) เเละทุนอุดหนุนการวิจั ย 90 ปี 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย กองทุนรัชดาภิเษกสมโภช รุ่นที่ 36 ครั้งที่ 3/2560 จากบัณฑิตวิทยาลัย 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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