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บทที ่3 
อุปกรณ์และวธีิการวจัิย 

 
วสัดุอุปกรณ์และสารเคมี 
 

1. พชืสมุนไพร 
รากหนอนตายหยาก 2 ชนิด คือ Stemona aphylla Craib. จากจงัหวดัล าปาง และ 

Stemona sp. จากจงัหวดัแม่ฮ่องสอน ซ่ึงพืชทั้ง 2 ชนิด ไดน้ าไปส่งตรวจเอกลกัษณ์ทางพฤกษศาสตร์
เพื่อยืนย ันชนิดของพืชและได้เก็บ รักษาตัวอย่างพืชไว้ท่ีหอพรรณไม้ คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ โดย S. aphylla นั้น มี voucher number คือ 09 - 111 ส่วน Stemona sp. นั้นยงั
อยูใ่นช่วงตรวจเอกลกัษณ์ทางพฤกษศาสตร์อยู ่

 
2. สัตว์ทดลอง 

ใชห้นูขาวเพศผูส้ายพนัธ์ุ Wistar (Rattus norvegicus) อายุ 4 - 5 สัปดาห์ น ้ าหนกั
ระหวา่ง 100 - 120 กรัม จ านวน 40 ตวั จากส านกัสัตวท์ดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลยัมหิดล ต าบล
ศาลายา อ าเภอนครชยัศรี จงัหวดันครปฐม 

 
3. อุปกรณ์และสารเคมีทีใ่ช้ในการสกดัสารจากรากหนอนตายหยาก 

3.1 เคร่ืองหัน่สมุนไพร 
3.2 ตูอ้บแหง้สมุนไพร 
3.3 ขวดโหลแกว้ ขนาด 10 ลิตร 
3.4 vacuum rotary evaporator 
3.5 ขวดสีชา 
3.6 เอทานอล 95% 
 

4. อุปกรณ์ทีใ่ช้ในการเลีย้งและให้สารกบัสัตว์ทดลอง 
4.1 กรงสแตนเลสส าหรับเล้ียงหนูทดลอง ขนาด 36 x 22 x 15 cm 
4.2 ขวดน ้าพลาสติกพร้อมจุกยางและหลอดใหน้ ้า 
4.3 อาหารเม็ดส าเร็จรูป (C.P. mice feed) No. 082 จากบริษทักรุงเทพอาหารสัตว ์

จ  ากดั 
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4.4 ข้ีเล่ือย 
4.5 เขม็ฉีดยาเบอร์ 18 ตดัปลายใหทู้่ ลบคม แลว้ท าใหโ้คง้ 
4.6 สารสกดัรากหนอนตายหยากชนิดละ 2 ขนาด คือ 300 และ 500 mg/kgBW 
4.7 น ้ากลัน่ 
 

5. อุปกรณ์และสารเคมีทีใ่ช้ในการเกบ็เนือ้เยือ่และซีร่ัมของสัตว์ทดลอง 
5.1 chloroform บริษทั Merck 
5.2 โถสลบ 
5.3 ชุดเคร่ืองมือผา่ตดั 
5.4 กระบอกฉีดยาเพื่อเก็บเลือดจากหวัใจ 
5.5 หลอดทดลอง 
5.6 eppendorf ขนาด 1.5 ml 
5.7 dropper 
5.8 เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Laboratory Centrifuge) ยีห่อ้ Gallenkamp, England 
5.9 freezer - 40 ◦C ยีห่อ้ SANYO รุ่น MDF - U5410 

 
6. อุปกรณ์และสารเคมีทีใ่ช้ในการทดสอบกจิกรรมของเอนไซม์ cholinesterase 

6.1 0.1 M phosphate buffer saline, pH 8.0 
6.2 0.2 mM DTNB (5, 5’ - dithiobis (2 - nitrobenzoic acid) บริษทั Sigma - 

Aldrich 
6.3 0.75 mM acetylthiocholine iodide บริษทั Fluka 
6.4 0.75 mM S - Butyrylthiocholine chloride บริษทั Sigma - Aldrich 
6.5 น ้ากลัน่ 
6.6 เคร่ืองชัง่ละเอียด รุ่น AC 211S จาก Sartorius, USA 
6.7 เคร่ือง ELISA reader ยีห่อ้ Tecan Austria GmbH รุ่น 5082 Grödig, Austria 
6.8 96 wells plate 
6.9 เคร่ืองป่ันเหวีย่ง ยีห่อ้ Heraeus รุ่น Biofuge haemo, Germany 
6.10 homogenizer  
6.11 freezer - 40 ◦C ยีห่อ้ SANYO รุ่น MDF - U5410 
6.12 eppendorf 
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6.13 autopipette  
6.14 หลอดทดลอง 

 
7. อุปกรณ์และสารเคมีทีใ่ช้ในการตรวจสอบผลทางเนือ้เยือ่ 

  7.1 สไลดส์ะอาดพร้อมแผน่ปิดสไลด ์
7.2 ขวดเก็บตวัอยา่ง 
7.3 Bouin’s fixative 
7.4 alcohol ความเขม้ขน้ต่างๆ 
7.5 xylene 
7.6 paraffin เหลว 
7.7 เคร่ือง rotary microtome  
7.8   hematoxylin 
7.9 eosin 
7.10  permount 
7.11  staining jar 
7.12  เขม็เข่ีย 
7.13  น ้าประปา 
7.14  น ้ากลัน่ 
7.15  กลอ้งจุลทรรศน์ 

 
8. สถานทีว่จัิย 

8.1 อาคารสัตวท์ดลอง และห้องปฏิบติัการสรีรวิทยา ภาควิชาชีววิทยา คณะ
วทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 
  8.2 หน่วยชันสูตรโรคสัตว์ ศูนย์บริการสุขภาพสัตว์ คณะสัตวแพทยศาสตร์ 
มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 
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วธีิการวจัิย 
 

1. การเตรียมสารสกดัจากรากหนอนตายหยาก 
น ารากหนอนตายหยากมาลา้งท าความสะอาดและหัน่ดว้ยเคร่ืองหัน่สมุนไพร ตาก

ให้แห้งพอหมาด จากนั้นน าไปอบท่ีอุณหภูมิ 50 ◦C จนไดน้ ้ าหนกัแห้งคงท่ี น าไปแช่ในเอทานอล 
95% ในอตัราส่วนหน่ึงต่อหน่ึงในขวดโหลนาน 3 วนั เม่ือครบก าหนดน ามากรองเพื่อแยกกากออก 
จากนั้นน าสารละลายท่ีกรองไดไ้ประเหยตวัท าละลายออกดว้ยเคร่ือง vacuum rotary evaporator ท่ี
อุณหภูมิ 60 ◦C จนตวัท าละลายระเหยออกหมด เก็บสารสกดัหยาบท่ีไดใ้นขวดสีชาท่ีอุณหภูมิ 4 - 8 
◦C  หรือน ามาละลายดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 36 และ 60 mg/ml ตามล าดบั (เทียบไดก้บัขนาด 
300 และ 500 mg/kgBW) เพื่อป้อนใหแ้ก่หนูทดลองต่อไป 
 

2. การเลีย้งหนูทดลอง 
ท าการชัง่น ้ าหนกัและเล้ียงหนูทดลองในห้องท่ีควบคุมอุณหภูมิท่ี 24 - 26 ◦C และ

ให้แสงสวา่ง 12 ชัว่โมง ตั้งแต่ 06.00 - 18.00 น. และมืดตั้งแต่ 18.00 - 06.00 น. ให้อาหารส าเร็จรูป
และน ้าตามปกติตลอดระยะเวลาท าการทดลอง ซ่ึงระบบเล้ียงสัตวท์ดลองเป็นไปตามมาตรฐานการ
เล้ียงสัตวท์ดลองของส านกัสัตวท์ดลองแห่งชาติ ภายใตก้ารก ากบัของคณะกรรมการจรรยาบรรณ
การใชส้ัตวท์ดลอง ภาควชิาชีววทิยา คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ หมายเลขอนุญาต Re. 
001/10 
 

3. การป้อนสารสกดัหนอนตายหยากให้หนูทดลอง 
แบ่งหนูทดลองออกเป็น 5 กลุ่มๆ ละ 8 ตวั ท าการป้อนสารสกดัหนอนตายหยาก

ใหแ้ก่หนูทดลอง ดงัน้ี 
กลุ่มท่ี 1 ป้อนสารสกดัรากหนอนตายหยากชนิด S. aphylla ขนาด 300 mg/kgBW 
กลุ่มท่ี 2 ป้อนสารสกดัรากหนอนตายหยากชนิด S. aphylla ขนาด 500 mg/kgBW 
กลุ่มท่ี 3 ป้อนสารสกดัรากหนอนตายหยากชนิด Stemona sp. ขนาด 300 

mg/kgBW 
กลุ่มท่ี 4 ป้อนสารสกดัรากหนอนตายหยากชนิด Stemona sp. ขนาด 500 

mg/kgBW 
กลุ่มท่ี 5 ป้อนน ้ากลัน่ (กลุ่มควบคุม) 
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ขนาดของสารสกดัท่ีใชใ้นการวิจยัน้ีไดอ้า้งอิงมาจากขนาดของสารสกดัจากพืชใน
สกุล Stemona ท่ีไดมี้การทดสอบถึงความเป็นพิษเร้ือรังในหนูขาวมาก่อนหนา้น้ี (Pandee et al., 
2003) จากนั้นท าการป้อนสารสกดัให้หนูเป็นเวลา 45 วนั โดยใชน้ิ้วหวัแม่มือและน้ิวช้ีของมือซ้าย
จบัตน้คอหนูและใชน้ิ้วอ่ืนๆ ช่วยจบัหนูให้แน่นหนูจะอยูใ่นลกัษณะท่ีเงยหนา้และอา้ปาก หลงัจาก
นั้นป้อนสารสกดัลงไปในหลอดอาหารโดยไม่ป้อนลงในหลอดลมเพราะจะท าให้หนูส าลกัสารตาย
ได ้

 
4. การเกบ็ตัวอย่างซีร่ัม เม็ดเลอืดแดง เนือ้เยือ่ตับ ไตและสมองของหนูทดลอง 

หลงัจากท าการป้อนสารแก่หนูทดลองครบ 45 วนั น าหนูทดลองมาท าให้หมด
ความรู้สึกด้วยคลอโรฟอร์ม ท าการเปิดช่องอกของหนูทดลอง แลว้ใช้เข็มฉีดยาดูดเอาเลือดจาก
หวัใจห้องล่างซ้าย (left ventricle) โดยดูดออกมา 5 ml ใส่ในหลอดทดลองท่ีติดฉลากไวเ้รียบร้อย
แลว้ ตั้งหลอดเลือดไวท่ี้อุณหภูมิ 37 ◦C ทิ้งไวป้ระมาณ 15 นาที เพื่อให้เลือดแข็งตวั หลงัจากนั้นน า
เลือดท่ีไดไ้ปป่ันดว้ยเคร่ืองหมุนเหวี่ยงแบบตั้งโต๊ะ ท่ีความเร็ว 3,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที 
แยกเก็บส่วนของซีร่ัมและเม็ดเลือดแดงใส่ใน eppendorf  เก็บไวใ้นท่ีอุณหภูมิ - 40 ◦C เพื่อน าไป
ตรวจสอบค่าของสารชีวเคมีต่อไป 

ท าการผ่าเปิดช่องทอ้งของหนูแลว้ใช้กรรไกรตดัเก็บช้ินส่วนของตบั และไต เพื่อ
น าไปศึกษาผลทางเน้ือเยื่อวิทยา จากนั้นท าการผ่าตดัเปิดกะโหลกของหนูจากทางดา้นล่าง โดยเร่ิม
ตดัเลาะผิวหนังและกล้ามเน้ือจากบริเวณหลอดลมข้ึนไปทางด้านหน้า (anterior) จากนั้นสอด
กรรไกรเขา้ไปในช่อง foramen magnum ตดัผา่นกระดูก basioccipital ของทั้งสองขา้งของกะโหลก
จนถึงกระดูก palatine แลว้เลาะกระดูกท่ีตดัออกจนเห็นเน้ือสมอง ควา้นกอ้นสมองออกมาวางบน
จานแกว้ ท่ีวางอยูบ่นน ้ าแข็ง จากนั้นแบ่งสมองออกเป็น 2 ส่วน โดยส่วนดา้นหนา้ (anterior part) 
นั้นน ามาตดัแยกสมองส่วน cerebral cortex และ hippocampus (ภาพ 14) เก็บไวท่ี้ ท่ี - 40 ◦C เพื่อ
น าไปตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม ์ChE ส่วนสมองดา้นทา้ย (posterior part) นั้นแช่ลงในน ้ ายา
คงสภาพ Bouin’s fixative เพื่อน าไปตรวจสอบผลทางเน้ือเยือ่ต่อไป 
 

5. การตรวจสอบค่าชีวเคมีของตับและไต 
น าซีร่ัมท่ีเตรียมได้จาก ขอ้ 4. มาตรวจสอบค่าชีวเคมีท่ีบ่งช้ีการท างานของตบั 

ไดแ้ก่ ALT, AST และ ALP ส่วนการท างานของไตนั้นไดต้รวจสอบจากระดบั creatinine และ BUN 
โดยการตรวจสอบผลของค่าชีวเคมีคลินิกเหล่าน้ีได้ท าการส่งตรวจท่ีหน่วยชันสูตรโรคสัตว ์
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ศูนยบ์ริการสุขภาพสัตว ์คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ โดยใช้เคร่ือง automated 
photometric systems 

 

 
 

ภาพ 14 สมองของหนูขาวแสดงส่วน cerebral cortex และ hippocampus 
 

6. การตรวจสอบกจิกรรมของเอนไซม์ cholinesterase 
6.1 การเตรียมตวัอยา่งเน้ือเยือ่สมอง เมด็เลือดแดง และซีร่ัม 

น าเน้ือเยื่อสมองส่วน cerebral cortex และ hippocampus 20 mg และเม็ด
เลือดแดง 20 µl มาบดให้ละเอียดใน 0.1 M phosphate buffer solution (PBS) ปริมาตร 1 ml ผสม
ซีร่ัมปริมาตร 20 µl เขา้กบั 0.1 M PBS ปริมาตร 1 ml หลงัจากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3,500 
rpm นาน 10 นาที เก็บส่วนใส (supernatant) ไวท่ี้อุณหภูมิ - 40 ◦C และท าการทดสอบภายใน 24 
ชัว่โมง 

6.2 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม ์cholinesterase 
การวดักิจกรรมของ ChE เป็นวิธีท่ีดดัแปลงมาจากวิธีของ Ellman et al. 

(1961) โดยเร่ิมจากผสมเน้ือเยือ่สมอง เมด็เลือดแดง และซีร่ัมท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 6.1 ปริมาตร 130 µl 
กบั 0.2 mM DTNB 1,300 µl และ 0.75 mM acetylthiocholine iodide  หรือ S - butyrylthiocholine 
chloride ปริมาตร 63 µl ผสมให้เขา้กนั จากนั้นดูดออกมา 250 µl ใส่ใน 96 wells plate น าไปวดัค่า
ดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง ELISA ท่ีความยาวคล่ืน 405 nm ทุกๆ 2 นาที นาน 10 นาที จากนั้นน าค่า
ดูดกลืนแสงท่ีไดไ้ปค านวณหากิจกรรมของ ChE เทียบกบักลุ่มควบคุม (รายละเอียดในภาคผนวก) 
 

7. การศึกษาผลทางเนือ้เยือ่วทิยาของตับ ไต และสมอง 
น าตวัอย่างช้ินเน้ือตบั ไต และสมอง ท่ีได้เตรียมไวม้าตรึงด้วยน ้ ายาคงสภาพ 

Bouin’s fixative จากนั้นน ามาผ่านกระบวนการดึงน ้ าออกดว้ย alcohol ความเขม้ขน้ต่างๆ ท าให้
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เน้ือเยื่อใสด้วย xylene และน าไปฝังใน paraffin จากนั้นน ามาตดั section ด้วยเคร่ือง Rotary 
microtome ให้ได ้section หนา 6 ไมโครเมตร วางลงบนกระจกสไลด์ท่ีสะอาด น า section ท่ีตดัได้
ไปยอ้มสีดว้ย Hematoxylin & Eosin แลว้น าไปส่องดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์เพื่อตรวจสอบความ
ผดิปกติท่ีอาจเกิดข้ึนในเน้ือเยือ่ตวัอยา่ง 
 

8. การวเิคราะห์ผลทางสถิติ 
ใช้วิธีวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of Variance) แผนการทดลองแบบ 

Completely Randomized Design (CRD) และวิธีวิเคราะห์ความแตกต่างโดยใช ้Least Significant 
Difference (LSD) ในโปรแกรม SPSS for Windows version 16 ในการแสดงผลเป็นค่าเฉล่ีย (Mean 
± Standard deviation) 
 
 


