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GRAPHICAL ABSTRACT	 ABSTRACT

Zanthoxylum myriacanthum, commonly known 

as Ma-Khwan, is a traditional medicinal plant predominantly 

found in the northern part of Thailand. Its fruits are 

extensively used in culinary practices and traditional 

medicine. However, comprehensive safety and toxicity data 

on its extracts remain limited. This study aimed to evaluate 

the genotoxic potential of Z. myriacanthum fruit extract 

using the in vitro micronucleus assay in human TK-6 

lymphoblastoid cells, following the OECD Test Guideline No. 

487. The extract was tested under three exposure conditions: short-term treatment with and without metabolic activation (S9 mix) for 4 hours, 

and long-term treatment without S9 mix for 24 hours. The results indicated that the extract did not induce a statistically significant increase 

in micronucleus frequency compared with the concurrent negative controls at any tested concentration. These findings suggested that the 

fruit extract of Z. myriacanthum does not exhibit genotoxicity under the specified experimental conditions. The study was conducted in 

accordance with OECD Good Laboratory Practice (GLP) standards and aligned with the Thai Food and Drug Administration guidelines for herbal 

product development. Nonetheless, further in vivo toxicity assessments are required to fully substantiate its safety profile, support consumer 

confidence, and facilitate its potential application in commercial product registration.
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มะแขว่น่ (Zanthoxylum myriacanthum) เป็น็สมุุนไพรพื้้�นถิ่่�นที่่�พบส่่วนใหญ่่ทางภาคเหนืือของประเทศไทย 

ผลของ มะแขว่นนิิยมใช้้ในการประกอบอาหาร และจััดเป็็นสมุุนไพรท้้องถิ่่�นมีีสรรพคุุณทางยา แต่่ข้้อมููลความปลอดภััย 

และข้้อมููลเกี่่�ยวกัับความเป็็นพิิษของสารสกััดมะแขว่น่ยัังมีีอยู่่�อย่่างจำกััด การศึึกษานี้้�มีวีัตัถุุประสงค์์เพื่่�อประเมิินความเป็็น

พิษิต่่อสารพันัธุกุรรมของสารสกัดัผลมะแขว่น่ด้้วยวิธิีไีมโครนิวิเคลียีสโดยใช้เ้ซลล์์ลิมิโฟบลาสต์ข์องมนุษุย์ช์นิดิ TK-6 อ้า้งอิงิ

วิิธีีตามแนวทาง OECD Test guideline No.487 โดยแบ่่งการทดสอบเป็็น 3 กลุ่่�มทดสอบ การทดสอบแบบระยะสั้้�น 

ในระบบที่่�มีีและไม่่มีีเอนไซม์์ S9 (บ่่มสาร 4 ชั่่� วโมง) และการทดสอบแบบระยะยาวในระบบที่่�ไม่่มีีเอนไซม์์ S9 (บ่่มสาร  

24 ชั่่�วโมง) ผลการทดสอบพบว่่าสารสกััดผลมะแขว่นไม่่ก่อ่ให้เ้กิดิไมโครนิิวเคลียีสอย่่างมีนัีัยสำคัญัทางสถิิติิเมื่่�อเปรีียบเทีียบ

กัับกลุ่่�มควบคุุมทุุกระดัับความเข้้มข้้นของทุุกกลุ่่�มทดสอบ ผลการทดสอบแสดงให้้เห็็นถึึงความปลอดภััยต่่อสารพัันธุุกรรม

ของสารสกัดัผลมะแขว่น่ภายใต้เ้งื่่�อนไขการทดสอบที่่�ดำเนินิการตามมาตรฐาน OECD GLP และแนวทางการพัฒันาสมุนุไพร

เพื่่�อสุุขภาพของสำนัักงานคณะกรรมการอาหารและยา อย่่างไรก็็ตามการยืืนยัันความปลอดภััย ควรมีีการศึึกษาความ 

เป็็นพิิษเพิ่่�มเติิมในระดัับสััตว์์ทดลอง เพื่่�อสร้้างความมั่่�นใจต่่อผู้้�บริิโภค รองรัับการนำไปใช้้ในเชิิงพานิิชย์์ และประกอบการ

ขึ้้�นทะเบีียนผลิิตภััณฑ์์เพื่่�อจำหน่่ายในอนาคต
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1. บทนำ
ในสถานการณ์์ปััจจุุบัันที่่�มีีทั้้�งมลพิิษจากฝุ่่�น PM 

2.5 และโรคระบาด การหัันมาใช้้สมุุนไพรเพื่่�อดููแล

สุุขภาพ หรืือการรัับประทานสมุุนไพรเป็็นยาจึึงเป็็นทาง

เลืือกที่่�ผู้้�คนสนใจมากขึ้้�น เนื่่�องจากสามารถช่่วยเสริิม

สร้้างภููมิิคุ้้�มกััน ลดการอัักเสบ และช่่วยบำรุุงสุุขภาพ แต่่

การใช้้สมุุนไพรควรใช้้ด้้วยความระมััดระวัังและใช้้ใน

ปริิมาณที่่�เหมาะสม การใช้้เป็็นระยะเวลานานๆ หรืือ

ปริิมาณมากเกิินไปอาจส่่งผลกระทบต่่อร่่างกายโดยตรง

และโดยอ้อ้ม หรือืส่ง่ผลกระทบให้เ้กิดิความเป็็นพิษิขึ้้�นใน

ระบบเมทาบอลิิซึึมของร่่างกาย อาจทำให้้เกิิดการกลาย

พัันธุุในระดัับยีีน โครโมโซม หรืือดีีเอ็็นเอ และนำไปสู่่� 

โรคร้้าย เช่่น โรคมะเร็็งต่่างๆ [1] ในปััจจุุบัันงานวิิจััยทาง

วิทิยาศาสตร์ม์ีคีวามก้า้วหน้า้มากขึ้้�น เทคนิคิต่า่งๆ ในห้้อง

ปฏิิบััติิการได้้ถููกพััฒนาเพื่่�อใช้้ในการเฝ้้าระวัังผลกระทบ

ต่่อสารพัันธุุกรรม โดยเทคนิิคในการตรวจสอบแบ่่งเป็็น 

2 ระดัับ คืือ ระดัับดีีเอ็็นเอ และระดัับโครโมโซม สำหรัับ

การศึึกษานี้้�มุ่่�งเน้้นการทดสอบในระดัับโครโมโซมด้้วยวิิธีี

การตรวจสอบไมโครนิิวเคลีียส (Micronucleus test; 

MN test) ซึ่่�งเป็็นเทคนิิคที่่�ใช้้ตรวจสอบไมโครนิิวเคลีียส

ที่่�เกิิดจากชิ้้�นส่่วนโครโมโซม acentric หรือื โครโมโซมทั้้�ง

แท่ง่ที่่�ไม่ไ่ด้ร้วมอยู่่�ในนิวิเคลียีสหลัักระหว่า่งกระบวนการ

แบ่ง่เซลล์ ์การเพิ่่�มขึ้้�นของไมโครนิวิเคลียีสสามารถใช้เ้ป็็น

ตััวบ่่งชี้้�ความไม่่เสถีียรทางพัันธุุกรรม (Cytogenetic 

marker) [2]

มะแขว่่นมีีชื่่�อวิิทยาศาสตร์์ Zanthoxylum 

myriacanthum ชื่่�อพ้อ้งวิิทยาศาสตร์ ์Fagara odorata 

(H.Lév.) Hand. - Mazz., Zanthoxylum odoratum 

(H.Lév.) H.Lév. เป็็นต้้น [3] จั ัดอยู่่�ในวงศ์์ Rutaceae  

มีีชื่่�ออื่่�นๆ เช่่น พริิกหอม, ลููกระมาศ, กำจััดต้้น (ในภาค

กลาง) มะแข่่น (ในภาคเหนืือ) มีีถิ่่�นกำเนิิดในทวีีปเอเชีีย

ตะวัันออกฉีียงใต้้ ในประเทศไทยพบส่่วนใหญ่่ในภาค

เหนืือ ลั กษณะทางพฤษศาสตร์์เป็็นไม้้ยืืนต้้นขนาดกลาง

ถึึงใหญ่ ่ลำต้น้มีเีปลือืกสีเีทาอมขาว กิ่่�งมีตีุ่่�มหนาม ใบเรียีง

สลัับแบบขนนกชั้้�นเดีียว ใบย่่อยจำนวน 18-20 ใบ ดอก

เป็็นช่่อกระจายบริิเวณปลายยอดหรืือก้้านซอกใบ  

ผลกลม มีรีสเผ็ด็ซ่า่ กลิ่่�นหอมฉุนุคล้า้ยผักัชี ีสรรพคุณุทาง

ยาแผนโบราณ เช่่น ขัับลม ลดความดััน และแก้้ท้้องอืืด 

[4] ในทางการแพทย์์แผนจีีนใช้้ในการล้้างพิิษ [5] 

สรรพคุุณและฤทธิ์์�ทางเภสััชวิิทยา มี ฤทธิ์์�ในการต้้าน 

อนููมููลอิสิระ ต้า้นการอักัเสบ [6] ต้า้นไวรัสั และต้า้นมะเร็ง็ 

เป็็นต้้น [7, 8] ข้ ้อมููลทางโภชนาการของมะแขว่่นจะ

ประกอบด้้วยใยอาหาร และสารอาหารต่่างๆ โดยเฉพาะ

วิิตามิิน E ที่่�มี ีคุุณสมบััติิในการละลายในไขมัันได้้ดีี [9]  

ผลมีีองค์์ประกอบทางเคมีีหลายชนิิด เช่่น Coumarins, 

Scopoletin, Xanthoxyletin, Limonene และ 

Terpinen-4-ol เป็็นต้้น [10,11] นอกจากนี้้�มะแขว่่นยััง

มีีศัักยภาพทางเศรษฐกิิจสููงจากการส่่งออกเพื่่�อใช้้ใน

อุตุสาหกรรมอาหาร น้้ำหอม และยา กรมวิชิาการเกษตร

ได้ร้ายงานผลการสำรวจว่่าในปีี 2560 การส่่งออก มะแข

ว่่นเพื่่�อนำไปแปรรููปเป็็นผลิิตภััณฑ์์มีีปริิมาณมากกว่่า 

20,000 กิโลกรัมัแห้้ง [12] จากข้อ้มููลข้า้งต้น้มะแขว่น่เป็็น

แหล่่งวััตถุุดิิบที่่�ใช้้กัันอย่่างแพร่่หลาย และมีีสรรพคุุณ 

ในการรัักษาโรคมากมาย เป็็นที่่�น่าสนใจที่่�จะศึึกษาวิิจััย

เกี่่�ยวกัับมะแขว่น โดยมีีรายงานการศึึกษาในด้้านพิิษ

วิทิยาพบว่่า สารสกััดใบและผลด้ว้ยเอทานอลและเฮกเซน

ที่่�ความเข้้มข้้น 500-2000 mg/kg ไม่่ก่่อพิิษเฉีียบพลััน 

ในสััตว์์ทดลอง [13] และสารสกััดมะแขว่นด้้วย 60%  

เอทานอลมีคี่า่ IC
50
 ต่อเซลล์ ์Human dermal fibroblast 

เท่่ากัับ 391.8 ± 0.01 µg/mL [14] แต่่ถึึงอย่่างไรก็็ตาม 

ข้้อมููลความปลอดภััยเชิิงลึึกโดยเฉพาะผลต่่อสาร

พัันธุุกรรมยัังมีีอย่่างจำกััด การทดสอบไมโครนิิวเคลีียส 

(Micronucleus test) ตาม OECD Test guideline 

No.487 จึึงมีคีวามสำคัญัในการประเมินิความเสียีหายต่อ่

โครโมโซมหรืือการกลายพัันธุ์์�ที่่�อาจเพิ่่�มความเสี่่�ยงต่่อ

มะเร็็งหรืือโรคทางพัันธุุกรรม โดยการดำเนิินการภายใต้้

มาตรฐาน OECD GLP (Good laboratory practice) 

จะช่่วยรัับรองความถููกต้้อง ความน่่าเชื่่�อถืือ และการ

ยอมรัับในระดัับสากล การศึึกษานี้้�จึึงมีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อ

ประเมิินความเป็็นพิิษต่่อสารพัันธุุกรรมของสารสกััดผล
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มะแขว่่น เพื่่�อสนัับสนุุนการใช้้ประโยชน์์อย่่างปลอดภััย

และเพิ่่�มมููลค่่าเชิิงเศรษฐกิิจอย่่างยั่่�งยืืน

2. อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

2.1 สารมาตรฐานและสารเคมีี

อาหารเลี้้�ยงเซลล์์ Roswell park memorial 

institute medium 1640 (RPMI 1640) จั ัดซื้้�อจาก 

American type culture collection (ATCC) 

(Manassas, VA, USA), Fetal bovine serum และ 

100X Antibiotics-Antimycotics (Gibco ,Grand 

island, USA), 4-Nitroquinoline N-oxide (4NQNO, 

CAS No. 99-56-9), Colchicine (COLCH, CAS No. 

64-86-8), Cyclophosphamide monohydrate  

(CP, CAS No. 6055-19-2), Cytochalasin B (Cyto B, 

CAS No. 14930-96-2) และ Dimethyl sulfoxide 

(DMSO, CAS No. 67-68-5)(Sigma-Aldrich,St. Louis, 

MO, USA), Potassium chloride (KCl, CAS No. 

7447-40-7), Sodium chloride (NaCl, CAS No. 

7647-14-5), Methanol (CAS No. 67-56-1) และ 

Ethanol (CAS No. 64-17-5) (Merck,Darmstadt, 

Germany), Propidium iodide (PI, CAS No. 25535-

16-4) และ Fluor shield mounting medium with 

DAPI (Abcam, MA ,USA), S9 Enzyme (Moltox, NC, 

USA) และ Cofactor-I (Oriental yeast, Tokyo, 

Japan)

2.2 เซลล์์เพาะเลี้้�ยง

เซลล์์มนุุษย์์สายพัันธุ์์�ลิิมโฟบลาสต์์ชนิิด TK-6 

(Human lymphoblastoid cell line, TK-6) จัดัซื้้�อจาก 

American type culture collection (Manassas,  

VA, USA), ได้้รัับการเพาะเลี้้�ยงในอาหารเลี้้�ยงเซลล์์ 

ชนิิด RPMI-1640 ที่่�มี ี fetal bovine serum (FBS)  

ร้้อยละ 10 และยาปฏิิชีีวนะเพนิิซิิลลิิน/สเตรปโตมััยซิิน 

ร้้อยละ 1 เลี้้�ยงภายใต้้สภาวะควบคุุมที่่�อุุณหภููมิิ 37°C 

คาร์์บอนไดออกไซด์์ร้้อยละ 5 และความชื้้�นมากกว่่า 

ร้้อยละ 70

2.3 วััตถุุดิิบสมุุนไพร

ผลมะแขว่่น อายุุประมาณ 4 เดืือน เก็็บในเดืือน

พฤศจิิกายน 2567 ในพื้้�นที่่� อ.ท่่าวัังผา จ.น่่าน ตััวอย่่าง

สมุนุไพรได้ร้ับัการตรวจสอบ ระบุุชื่่�อทางวิทิยาศาสตร์ใ์ห้้

ถููกต้้อง และเก็็บตััวอย่่าง Voucher specimen เลขที่่� 

DMSC 5370 อ้ างอิิงที่่�พิพิิธภััณฑ์พืืช กรมวิิทยาศาสตร์์

การแพทย์์ 

2.4 ขั้้� นตอนการสกััดผลมะแขว่่นและควบคุุมคุุณภาพ

ทางเคมีี

มะแขว่่นจะเก็็บเฉพาะส่่วนของผล ทำความ

สะอาดด้้วยการล้้างน้้ำ ผึ่่�งลมให้้หมาด และนำไปอบแห้้ง

ในตู้้�อบลมร้้อน อุ ณหภููมิประมาณ  50ºC จากนั้้�นบด

ตัั วอย่่ า ง เป็็ นผงละ เอีี ยด  สกัั ด โดยวิิ ธีี ก ารหมัั ก 

(Maceration) ด้ว้ย 95% เอทานอล เขย่า่สารที่่�อุณุหภููมิิ

ห้้อง เป็็นเวลา 48 ชั่่�วโมง แล้้วนำสารไปกรองหยาบด้้วย

ถุุงกรอง และกรองซ้้ำด้้วยกระดาษกรอง Whatman® 

no.1 ทำให้้สารเข้้มข้้นขึ้้�นด้้วยเครื่่�องกลั่่�นระเหยสาร 

แบบหมุุน (Rotary evaporator) และทำให้้สารแห้้ง 

แบบแช่่เยืือกแข็็ง (Freeze drying) ได้้สารสกััดแห้้ง  

ผลมะแขว่่น (ZM) ควบคุุมคุุณภาพทางเคมีีด้้วยเทคนิิค 

High performance liquid chromatography 

(HPLC) ประยุุกต์์ตามวิิธีีของ Shu et al. [15] โดยใช้้ 

L-Asarinin (Chengdu bio purify phytochemicals, 

China) เป็็นสารบ่่งชื้้� (Marker) เตรีียมสารสกััด ZM 

จำนวน 10 mg ละลายในเมทานอล 1 mL จากนั้้�นเขย่่า

ด้ว้ยเครื่่�อง Vortex เพื่่�อให้ล้ะลายเข้า้กันัอย่า่งสมบููรณ์ ์นำ

ไปผ่่านเครื่่�องอัลัตราโซนิกิ (Sonication) เป็น็เวลา 5 นาทีี 

และปั่่�นเหวี่่�ยงด้้วยเครื่่�อง Centrifuge เพื่่�อให้้ได้้

สารละลายตััวอย่่างที่่�พร้้อมสำหรัับการวิิเคราะห์์ และ

วิิเคราะห์์ HPLC ด้ วยเครื่่�อง Waters acquity ultra 

performance LC ใช้ค้อลัมัน์ ์Hypersil GOLD C18 (2.1 

× 100 mm ขนาดอนุุภาค 1.9 µm) ต่่อเข้้ากัับคอลััมน์์

การ์์ด Acquity UPLC BEH C18 (20 × 4 mm ขนาด

อนุุภาค 1.7 µm) ตั วทำละลายเคลื่่�อนที่่�  (Mobile 

phase) ประกอบด้้วย อะซีีโตไนไตรล์์ (เฟส A) และน้้ำ
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ผสมกรดฟอร์ม์ิกิ 0.1% (เฟส B) ใช้ก้ารไล่ร่ะดับัความเข้ม้

ข้้น (Gradient elution) โดยมีีอััตราการไหลที่่� 0.3 mL/

min ดั ังที่่�แสดงใน Table 1 ปริิมาตรที่่�ฉีดเข้้าสู่่�ระบบ  

1 µL ตรวจวััดที่่�ความยาวคลื่่�น 235 nm 

2.5 ขั้้� นตอนการทดสอบการก่่อไมโครนิิวเคลีียสของ

สารสกััดผลมะแขว่่นในเซลล์์เพาะเลี้้�ยง TK-6 (อ้้างอิิง

วิิธีีจาก OECD test guideline No. 487 [16])

2.5.1 การลงเซลล์์ 

นัับเซลล์์ TK-6 และตรวจสอบความมีีชีีวิิตของ

เซลล์์ด้้วยเครื่่�องนัับจำนวนเซลล์์แบบอััตโนมััติิ ทำการ

คำนวณเซลล์์เพื่่�อใช้้ ในการทดสอบ โดยลงเซลล์์ 

ใน 6-Well plate ที่่�ความหนาแน่่น 2.4 × 105 เซลล์์ต่่อ

หลุุม หลุุมละ 2 mL บ่ ่มเลี้้�ยงเซลล์์ในตู้้�บ่่มแบบ ใช้้

คาร์บ์อนไดออกไซด์ท์ี่่�อุณหภููมิ 37ºC คาร์บ์อนไดออกไซด์์

ร้้อยละ 5 และความชื้้�นมากกว่่าร้้อยละ 70 เป็็นเวลา 24 

ชั่่�วโมง 

2.5.2 การทดสอบสาร

นำเซลล์์ที่่�บ่มครบ 24 ชั่่� วโมงมาปั่่�นตกด้้วย 

เครื่่�องหมุุนเหวี่่�ยง ปิ เปตสารละลายข้้างบนทิ้้�งเหลืือแค่่

ตะกอนเซลล์์ เติิมสารทดสอบทั้้�ง 3 กลุ่่�มได้้แก่่ (1) กลุ่่�ม

ทดสอบระยะสั้้�นในระบบที่่�มีีเอนไซม์์ S9 (สััมผััสสาร 4 

ชั่่�วโมง) (2) กลุ่่�มทดสอบระยะสั้้�นในระบบที่่� ไม่่มีีเอนไซม์์ 

S9 (สััมผััสสาร 4 ชั่่�วโมง) และ (3) กลุ่่�มทดสอบระยะยาว

ในระบบที่่�ไม่่มีีเอนไซม์์ S9 (สััมผััสสาร 24 ชั่่�วโมง) แต่่ละ

กลุ่่�ม ถูู กบ่่มด้้วยสารสกััดผลมะแขว่น (ZM) ที่่� ระดัับ 

ความเข้ม้ข้น้แตกต่า่งกันั ช่ว่งความเข้ม้ข้น้ทดสอบได้จ้าก

ผลการทดสอบนำร่่องเบื้้�องต้้น (Preliminary test) 

(Table 2) กลุ่่�มควบคุมุใช้ ้Deionized water (10% v/v) 

เป็็นกลุ่่�มควบคุุมเชิิงลบ และ DMSO (1% v/v) เป็็นกลุ่่�ม

ควบคุุมตััวทำละลาย ขณะที่่� CP, 4NQNO และ COLCH 

ใช้เ้ป็น็สารควบคุมุเชิงิบวกตามความเหมาะสมของแต่ล่ะ

ระบบ บ่ มเลี้้�ยงไว้้ในตู้้�บ่มเซลล์์เป็็นเวลา 4 ชั่่� วโมง เมื่่�อ 

ครบกำหนดนำตััวอย่่างการทดสอบแบบระยะสั้้�น  

(Short-term) ทั้้�งที่่�มีแีละไม่ม่ีเีอนไซม์ ์ทำการปั่่�นตก และ

เติิมสารละลายไซโทคาลาซิิน บีี (Cyto B) ความเข้้มข้้น 

3 µg/mL สำหรัับการทดสอบแบบระยะยาว (Long-

term) ที่่�ไม่ม่ีเีอนไซม์ก์ระตุ้้�น (S9) เติมิสารละลายไซโทคา

ลาซิิน บีี (Cyto B) ให้้ได้้ความเข้้มข้้นสุุดท้้าย 3 µg/mL 

นำตััวอย่่างการทดสอบแบบระยะสั้้�น และระยะยาวบ่่ม

ต่อ่ในตู้้�บ่ม่เซลล์์เป็็นระยะเวลา 20 ชั่่�วโมงก่่อนทำการเก็็บ

เกี่่�ยวเซลล์์

Table 1	 Mobile phase gradient conditions

Time (min) Acetonitrile (%) 0.1 % Formic acid in water (%)

initial 

5

8

9

13

14

16

17

18

6

25

25

55

55

70

70

6

6

94

75

75

45

45

30

30

94

6
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2.5.3 การเก็็บเกี่่�ยวเซลล์์

นำตััวอย่่างเซลล์์ไปปั่่�นตกและปิิเปตสารละลาย

ทิ้้�งเหลืือแค่่ตะกอนเซลล์์ เติิมสารละลาย 0.56% KCl 

ปริิมาตร 1 mL นำไปปั่่�นตก เติิมสารละลาย Fixative 

solution 1 (Fixative solution 2: 0.9% NaCl; 1:1) 

ปริมิาตร 1 mL บ่ม่ที่่�อุณหภููมิ ิ4ºC เป็น็เวลา 5 นาที ีแล้้ว

นำไปปั่่�นตก จากนั้้�นเติิมสารละลาย Fixative solution 

2 (Methanol: Acetic acid; 5:1) ปริิมาตร 1 mL บ่่มที่่�

อุุณหภููมิิ 4°C เป็็นเวลา 5 นาทีี แล้้วนำไปปั่่�นตก และ

ดำเนิินขั้้�นตอนนี้้�ซ้้ำอีีก 2 ครั้้�ง นำตััวอย่่างแช่่ที่่�อุณหภููมิ  

4°C เป็็นเวลา 1 คื ืน แล้้วนำตััวอย่่างย้้อมสีีด้้วย 

Propidium iodide (PI) ฉี ีดลงบนสไลด์์จากนั้้�นหยดสีี 

Fluoroshield mounting medium with DAPI  

และปิิดด้้วยกระจกสไลด์์ (Cover slip)

2.5.4 การวิเคราะห์์ค่่าความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ 

(Cytotoxicity) และค่่าจำนวนไมโครนิิวเคลีียสด้้วย

ระบบ Meta systems

วิเิคราะห์์ค่า่ Cytokinesis block proliferation 

index (CBPI) ข องการนัับเซลล์์จำนวนอย่่างน้้อย 500 

เซลล์์/ตััวอย่่าง และตรวจจัับไมโครนิิวเคลีียสที่่�เกิิดขึ้้�น 

(Micronucleus frequency) จากเซลล์ท์ี่่�มีสีองนิวิเคลียีส 

(Binucleate cells) จำนวนอย่่างน้้อย 2,000 เซลล์์/

ตััวอย่่าง โดยคำนวณค่่า CBPI และร้้อยละความเป็็นพิิษ

ต่่อเซลล์์ตามแนวทาง OECD test guideline no.487 

[16] สมการ ดัังนี้้�

CBPI = 
[Number of mononucleate cells; N

MONO
] + 2 × [Number of binucleate cells; N

BI
] + 3 × [Number of multinucleate cells; N

MULTI
] 

[Total number of cells; N
TOTAL

]

N
MONO

 = จำนวนเซลล์์ที่่�มีี 1 นิิวเคลีียส (ยัังไม่่แบ่่งเซลล์์)

N
BI
 = จำนวนเซลล์์ที่่�มีี 2 นิิวเคลีียส (ผ่่านการแบ่่ง 1 ครั้้�ง)

N
MULTI

 = จำนวนเซลล์์ที่่�มีีมากกว่่า 2 นิิวเคลีียส

N
TOTAL

 = จำนวนเซลล์์ทั้้�งหมดที่่�นัับ

%Cytotoxicity = 100 – 100 × 
(CBPI treated - 1; CBPI

T 
– 1)

(CBPI control - 1; CBPI
C 
– 1)

 	  

 CBPI
T
 = ค่่า CBPI ของกลุ่่�มที่่�ได้้รัับสารทดสอบ

 CBPI
C
 = ค่่า CBPI ของกลุ่่�มควบคุุม (Control)

**เกณฑ์ใ์นการกำหนดความเข้ม้ข้น้สููงสุดุของการทดสอบควรอยู่่�ในระดับัที่่�ก่อ่ให้้เกิดิความเป็น็พิิษต่อ่เซลล์ป์ระมาณ 55 

± 5% [16]
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2.5.5 การวิิเคราะห์์ผลและสถิิติิ

ข้้อมููลความถี่่�ร้อยละของไมโครนิิวเคลีียส 

(%MN) ถููกนำเสนอในรููปแบบค่่าเฉลี่่�ย ± ส่่วนเบี่่�ยงเบน

มาตรฐาน (Mean ± SD) จากการทดลองอย่า่งน้อ้ย 3 ซ้้ำ 

(n = 3) และการวิิเคราะห์์ความแตกต่่างของค่่าเฉลี่่�ย 

การเกิิดไมโครนิิวเคลีียสของกลุ่่�มทดสอบต่่างๆ เทีียบกัับ

กลุ่่�มควบคุุมเชิิงลบ วิ ิเคราะห์์ความแปรปรวนทางเดีียว 

(One-way ANOVA) ที่่�ระดัับนััยสำคััญ 0.05 (p value 

< 0.05) ด้วยวิิธีขีอง Tukey HSD โดยใช้ซ้อฟแวร์ ์Graph 

pad prism version 9.5.1 (CA, USA)

3. ผลการวิิจััยและวิิจารณ์์

3.1 ผลการสกััดผลมะแขว่่นและการควบคุุมคุุณภาพ

ทางเคมีี

สารสกััดผลมะแขว่่นสกััดด้้วย 95% เอทานอล 

ได้้สารสกััดที่่�มีีลัักษณะกึ่่�งแข็็งกึ่่�งเหลวสีีน้้ำตาล ได้้ 

%Yield เท่่ากัับ 14.32% และผลการวิิเคราะห์์ด้้วย 

HPLC พบว่่า L- Asarinin ที่่�มีีอยู่่�ในสารสกััดผลมะแขว่่

นมีีค่่าเท่่ากัับ 0.040 ± 0.001% w/w โครมาโทแกรม

ของสารสกััดมะแขว่่นที่่�มีี L- Asarinin (Figure 1)

Figure 1	 HPLC chromatograms of (A) 0.01 mg/mL L-asarinin and (B) 1.00 mg/mL ZM extract, each with an 

injection volume of 1 µL, detected at 235 nm.
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3.2 ผลการทดสอบนำร่่องเบื้้�องต้้น (Preliminary 

test)

ในการทดสอบการก่่อไมโครนิิวเคลีียสของสาร

สกััดผลมะแขว่่นในครั้้�งนี้้� ได้้ดำเนิินการทดสอบนำร่่อง

เบื้้�องต้น้เพื่่�อหาช่ว่ง ความเข้ม้ข้น้เริ่่�มต้น้ที่่�มีคีวามเป็น็พิษิ

อยู่่�ในช่่วงที่่�กำหนด (55 ± 5%) ตามหลัักเกณฑ์์ OECD 

Test guideline no.487 ช่ วงความเข้้มข้้นสำหรัับการ

ทดสอบหลัักถููกเลืือกหรืือประเมิินจากผลการทดสอบ

นำร่อ่ง โดยการทดสอบแบบระยะสั้้�นในระบบที่่�มีเีอนไซม์์ 

S9 ทดสอบที่่�ความเข้้มข้้น 25, 50, 100, 200, และ 250 

µg/mL ซึ่่�งความเข้้มข้้นเริ่่�มต้้นที่่�เลืือก คืือ 200 µg/mL 

มีีค่่าร้้อยละความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ (%Cytotoxicity) 

เท่่ากัับ 46.48 ± 0.15% การทดสอบแบบระยะสั้้�นใน

ระบบที่่�ไม่่มีีเอนไซม์์ S9 ทดสอบที่่�ความเข้้มข้้น 25, 50, 

100, 125, 200 µg/mL โดยทำการประเมิินช่่วงความ

เข้้มข้้นระหว่่าง 125–200 µg/mL เนื่่�องจากที่่�ความ 

เข้้มข้้นที่่�  125 µg/mL ค่ ่าร้้อยละความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ 

(%Cytotoxicity) ต่ ำกว่่าเกณฑที่่�กำหนดและความ 

เข้ม้ข้้น 200 µg/mL สููงกว่่าเกณฑ์ที่่�กำหนด จึึงเลืือกความ

เข้้มเริ่่�มต้้นที่่�ใช้้ คื ือ 150 µg/mL และการทดสอบแบบ

ระยะยาวในระบบที่่�ไม่่มีีเอนไซม์์ S9 ทดสอบที่่�ความ 

เข้้มข้้น 70, 75, 80, 100, 125 µg/mL พบว่่าทุุกระดัับ

ความเข้้มข้้นมีีค่่าความเป็็นพิิษเกิินเกณฑ์์ที่่�กำหนด จึึ ง

กำหนดความเข้้มข้้นเริ่่�มต้้นที่่�  60 µg/mL สำหรัับการ

ทดสอบหลััก (Table 2)

3.3 ผลการทดสอบการก่่อไมโครนิิวเคลีียสของสารสกััด

ผลมะแขว่่น

3.3.1 ผลการทดสอบการก่อไมโครนิวเคลีียส

ของสารสกััดผลมะแขว่่นแบบระยะสั้้�นในระบบที่่�มีี

เอนไซม์์ S9 (Short - term with S9) 

การศึึกษาการก่่อไมโครนิิวเคลีียสของสารสกััด

ผลมะแขว่่นที่่�สกััดด้้วย 95% เอทานอล ในเซลล์์ TK-6 

แบบระยะสั้้�นในระบบที่่�มีเอนไซม์์ S9 ข นาดทดสอบ 5 

ระดับั ได้แ้ก่ ่12.5, 25, 50, 100 และ 200 µg/mL แสดง

ค่า่ร้อ้ยละของการเกิิดไมโครเคลีียส เท่า่กับั 1.33 ± 0.38, 

1.52 ± 0.68, 0.73 ± 0.16, 0.82 ± 0.12 และ 1.44 ± 

0.32 ตามลำดัับ (Table 3) พบว่่าทุุกระดัับความเข้้มข้้น

ที่่�ใช้ท้ดสอบในครั้้�งนี้้�แสดงการเกิดิไมโครนิิวเคลียีสไม่แ่ตก

ต่่างอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ (p < 0.05) เมื่่�อเทีียบกัับ

กลุ่่�มควบคุมุลบ และการประเมินิค่า่ร้อ้ยละความเป็น็พิษิ

ต่่อเซลล์์ (%Cytotoxicity) แสดงให้้เห็็นว่่าระดัับความ

เป็น็พิิษต่อ่เซลล์ข์องความเข้ม้ข้น้สููงสุุดอยู่่�ในช่่วงที่่�เหมาะ

สมตามหลัักเกณฑ์์ของ OECD Test guideline no.487 

[16] 

3.3.2 ผลการทดสอบการก่อไมโครนิวเคลีียส

ของสารสกััดผลมะแขว่่นแบบระยะสั้้�นในระบบที่่�ไม่่มีี

เอนไซม์์ S9 (Short - term without S9) 

การศึึกษาการก่่อไมโครนิิวเคลีียสของสารสกััด

ผลมะแขว่่นที่่�สกััดด้้วย 95% เอทานอล ในเซลล์์ TK-6 

แบบระยะสั้้�นในระบบที่่�ไม่่มีีเอนไซม์์ S9 ที่่�ขนาดทดสอบ 

5 ระดับั ได้แ้ก่ ่25, 50, 75, 100 และ 150 µg/mL แสดง

ค่่าร้้อยละความถี่่�ของการเกิิดไมโครเคลีียส เท่่ากัับ 1.09 

± 0.24, 0.93 ± 0.21, 1.00 ± 0.11, 0.80 ± 0.33 และ 

2.57 ± 0.92 ตามลำดับั (Table 4) พบว่า่ทุกุระดับัความ

เข้ม้ข้น้ที่่�ใช้ท้ดสอบในครั้้�งนี้้�แสดงความถี่่�ในการเกิดิไมโคร

นิวิเคลีียสไม่่แตกต่่างอย่่างมีีนัยัสำคััญทางสถิิติ ิ(p < 0.05) 

เมื่่�อเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุมลบ ยกเว้้นที่่�ระดัับความเข้้มข้้น 

150 µg/mL แสดงความแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำคััญทาง

สถิิติิ (p < 0.05) และการประเมิินค่่าร้้อยละความเป็็น

พิิษต่่อเซลล์์ (%Cytotoxicity) แสดงให้้เห็็นว่่าระดัับ 

ความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ของความเข้้มข้้นสููงสุุดอยู่่�ในช่่วงที่่�

เหมาะสมตามหลัักเกณฑ์์ของ OECD Test guideline 

no.487 [16]
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Table 2	 Preliminary cytotoxicity test results for dose selection

กลุ่่�มทดสอบ สารทดสอบ ความเข้้มข้้น
%Cytotoxicity 

Mean ± SD (n = 3)

Short-term 

with S9

Negative control (DI) 10% v/v 0 ± 0.00
Solvent control (DMSO) 1% v/v 0 ± 0.00

CP 10 µg/mL 52.07 ± 0.83
TI1 25 µg/mL 6.10 ± 2.34
TI2 50 µg/mL 6.94 ± 1.47
TI3 100 µg/mL 10.82 ± 2.10
TI4 200 µg/mL 46.48 ± 0.15
TI5 250 µg/mL 67.38 ± 6.32

Short-term 

without S9

Negative control (DI) 10% v/v 0 ± 0.00
Solvent control (DMSO) 1% v/v 0 ± 0.00

4NQNO 0.03 µg/mL 15.69 ± 4.89
COLCH 0.02 µg/mL 25.30 ± 2.95

TI1 25 µg/mL 3.32 ± 1.36
TI2 50 µg/mL 9.69 ± 1.28
TI3 100 µg/mL 24.23 ± 0.90
TI4 125 µg/mL 26.11 ± 0.33
TI5 200 µg/mL 65.03 ± 0.78

Long-term 

without S9

Negative control (DI) 10% v/v 0 ± 0.00
Solvent control (DMSO) 1% v/v 0 ± 0.00

4NQNO 0.03 µg/mL 17.32 ± 0.43
COLCH 0.02 µg/mL 4.69 ± 2.77

TI1 70 µg/mL 65.42 ± 3.29
TI2 75 µg/mL 71.82 ± 5.77
TI3 80 µg/mL 81.29 ± 0.49
TI4 100 µg/mL 77.91 ± 0.65
TI5 125 µg/mL 75.66 ± 0.48

DI: Deionize water used as negative control, DMSO: Dimethyl Sulfoxide used as solvent control. 

CP: Cyclophosphamide monohydrate used as positive control (clastogen) with S9 enzyme. 

4NQNO: 4-Nitroquinoline N-oxide used as positive control (clastogen) without S9 enzyme. 

COLCH: Colchicine used as positive control (aneugen) without S9 enzyme. 

TI: Z. myriacanthum extract (ZM)

SD: Standard deviation
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Table 3	 Cytotoxicity and micronucleus induction of ZM extract on TK6 cells following short-term 

exposure with S9 metabolic activation

Short-term with S9

สารทดสอบ ความเข้้มข้้น
%Cytotoxicity 

Mean ± SD (n = 3)

%MN 

Mean ± SD (n = 3)

Negative control (DI) 10% v/v 0 ± 0.00 1.28 ± 0.28

Solvent control (DMSO) 1% v/v 0 ± 0.00 1.21 ± 0.17 ns

CP 10 µg/mL 54.27 ± 0.08 2.23 ± 0.31*

TI1 12.5 µg/mL 3.19 ± 0.86 1.33 ± 0.38 ns

TI2 25 µg/mL 6.10 ± 2.34 1.52 ± 0.68 ns

TI3 50 µg/mL 6.94 ± 1.47 0.73 ± 0.16 ns

TI4 100 µg/mL 10.93 ± 2.10 0.82 ± 0.12 ns

TI5 200 µg/mL 47.04 ± 0.64 1.44 ± 0.32 ns

%MN: Percentage of cells containing micronuclei compared to the total number of cells scored.

DI: Deionize water used as negative control, DMSO: used as solvent control. 

CP: Cyclophosphamide monohydrate used as positive control (clastogen) with S9 enzyme.

4NQNO: 4-Nitroquinoline N-oxide used as positive control (clastogen) without S9 enzyme. 

COLCH: Colchicine used as positive control (aneugen) without S9 enzyme. 

TI: Z. myriacanthum extract (ZM)

SD: Standard deviation

ns: Not significant differences compare with the negative control (p value < 0.05).

*: Significant differences compare with the negative control (p value ≤0.05).
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Table 4	 Cytotoxicity and micronucleus induction of ZM extract on TK6 cells following short-term 

exposure without S9 metabolic activation

Short-term without S9

สารทดสอบ ความเข้้มข้้น
%Cytotoxicity 

Mean ± SD (n = 3)

%MN 

Mean ± SD (n = 3)

Negative control (DI) 10% v/v 0 ± 0.00 1.12 ± 0.20

Solvent control (DMSO) 1% v/v 0 ± 0.00 1.11 ± 0.18ns

4NQNO 0.03 µg/mL 24.29 ± 11.69 2.49 ± 0.26*

COLCH 0.02 µg/mL 27.30 ± 7.29 4.11 ± 2.08*

TI1 25 µg/mL 6.37 ± 1.32 1.09 ± 0.24ns

TI2 50 µg/mL 16.32 ± 0.16 0.93 ± 0.21ns

TI3 75 µg/mL 14.67 ± 0.57 1.00 ± 0.11ns

TI4 100 µg/mL 27.93 ± 1.23 0.80 ± 0.33ns

TI5 150 µg/mL 50.00 ± 3.02 2.57 ± 0.92*

%MN: Percentage of cells containing micronuclei compared to the total number of cells scored.

DI: Deionized water used as negative control, DMSO: used as solvent control. 

4NQNO: 4-Nitroquinoline N-oxide used as positive control (clastogen) without S9 enzyme e. 

COLCH: Colchicine used as a positive control (aneugen) without S9 enzyme. 

TI: Z. myriacanthum extract (ZM)

SD: Standard deviation

ns: Not significant differences compared with the negative control (p value < 0.05).

*: Significant differences compared with the negative control (p value ≤0.05).
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3.3.3 ผลการทดสอบการก่อไมโครนิวเคลีียส

ของสารสกััดผลมะแขว่่นแบบระยะยาวในระบบที่่�ไม่่มีี

เอนไซม์์ S9 (Long - term without S9) 

การศึึกษาการก่่อไมโครนิิวเคลีียสของสารสกััด

ผลมะแขว่่นที่่�สกััดด้้วย 95% เอทานอล ในเซลล์์ TK-6 

แบบระยะยาวในระบบที่่�ไม่ม่ีเีอนไซม์ ์S9 ที่่�ขนาดทดสอบ 

5 ระดัับ ได้้แก่่ 6.25, 12.5, 25, 50 และ 60 µg/mL 

แสดงค่า่ร้้อยละความถี่่�ของการเกิดิ ไมโครเคลียีส เท่า่กับั 

1.30 ± 0.43, 1.38 ± 0.58, 1.15 ± 0.58, 1.15 ± 0.43 

และ 1.49 ± 0.32 ตามลำดัับ (Table 5) พบว่่าทุุกระดัับ

ความเข้ม้ข้น้ที่่�ใช้ท้ดสอบในครั้้�งนี้้�แสดงความถี่่�ในการเกิดิ

ไมโครนิิวเคลีียสไม่่แตกต่่างอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ  

(p < 0.05) เมื่่�อเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุมลบ และการประเมิิน

ค่่าร้้อยละความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ (%Cytotoxicity)  

ในการทดสอบแสดงให้เ้ห็น็ว่า่ระดับัความเป็็นพิษิต่อ่เซลล์์

อยู่่�ในช่่วงที่่�เหมาะสมตามหลัักเกณฑ์ของ OECD Test 

guideline no.487 [16] ยกเว้น้ความเข้ม้ข้น้ 60 µg/mL 

ให้้ค่่าความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์สููงกว่่าเกณฑ์์ที่่�กำหนด  

เท่่ากัับ 64.42 ± 7.26% 

Table 5	 Cytotoxicity and micronucleus induction of ZM extract on TK6 cells following long-term 

exposure without S9 metabolic activation.

Long-term without S9

สารทดสอบ ความเข้้มข้้น
% Cytotoxicity 

Mean ± SD (n = 3)

% MN 

Mean ± SD (n = 3)

Negative control (DI) 10% v/v 0 ± 0.00 1.18 ± 0.19

Solvent control (DMSO) 1% v/v 0 ± 0.00 1.28 ± 0.15ns

4NQNO 0.03 µg/mL 29.40 ± 8.41 2.71 ± 0.33*

COLCH 0.005 µg/mL 6.43 ± 0.13 3.64 ± 1.03*

TI1 6.25 µg/mL 4.91 ± 0.79 1.30 ± 0.43ns

TI2 12.5 µg/mL 10.46 ± 0.43 1.38 ± 0.58ns

TI3 25 µg/mL 20.19 ± 1.51 1.15 ± 0.58ns

TI4 50 µg/mL 53.75 ± 0.26 1.15 ± 0.43ns

TI5 60 µg/mL 64.42 ± 7.26 1.49 ± 0.32ns

%MN: Percentage of cells containing micronuclei compared to the total number of cells scored.

DI: Deionize water used as negative control, DMSO: used as solvent control. 

4NQNO: 4-Nitroquinoline N-oxide used as positive control (clastogen) without S9 enzyme. 

COLCH: Colchicine used as positive control (aneugen)without S9 enzyme. 

TI: Z. myriacanthum extract (ZM)

SD: Standard deviation

ns: Not significant differences compare with negative control (p value < 0.05).

*: Significant differences compare with negative control (p value ≤0.05).
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4. วิิจารณ์์
มะแขว่่นเป็็นพืืชที่่�มีการใช้้ในอาหารและยา 

พื้้�นบ้้านหลายภููมิิภาค เนื่่�องจากมีีสารประกอบทางเคมีี

หลากหลาย เช่่น Lignans, Alkaloids และ Essential 

oils ซึ่ ่�งมีีฤทธิ์์�ทางชีีวภาพหลายด้้าน การศึึกษานี้้�มีีการ

ควบคุุมคุุณภาพทางเคมีีของสารสกััดผลมะแขว่่น โดยใช้้

สาร L- Asarinin เป็น็สารมาตรฐาน วิเคราะห์์ด้ว้ยเทคนิิค 

HPLC พบว่่าสารสกััดจากผลมะแขว่่นมีีปริิมาณ  

L- Asarinin เท่่ากัับ 0.040 ± 0.001% w/w จากงาน

วิิจััยอื่่�นพบการวิิเคราะห์์องค์์ประกอบทางเคมีีของสาร

สกัดัเปลือืกมะแขว่น่จากปิิโตรเลีียมอีเีทอร์ท์ี่่�เป็น็สายพัันธุ์์�

เดีียวกัันโดยใช้้เทคนิิค GC-MS พบ Asarinin ปริิมาณ 

6.48% ขององค์์ประกอบทั้้�งหมด [7] ถึึงแม้้พบปริิมาณ 

L- Asarinin ในผลของมะแขว่น่ต่ำ่กว่า่ซึ่่�งต่า่งจากรายงาน

ที่่�ใช้้ GC-MS กั ับเปลืือก ความแตกต่่างนี้้�น่่าจะมาจาก

ความหลากหลายของส่่วนพืืชที่่�ใช้้ วิ ิธีีการสกััดและการ

วิิเคราะห์์ (Absolute vs relative quantification) แต่่

สามารถยืนืยันัได้ว้่า่ในพืชืมะแขว่นมีีสาร L- Asarinin ทั้้�ง

ในส่่วนเปลืือกและเมล็็ด รวมถึึงเพื่่�อเป็็นข้้อมููลการพััฒนา 

Multi-marker fingerprint เพื่่�อรองรัับการควบคุุม

คุุณภาพของผลิิตภััณฑ์์จากมะแขว่่นอย่่างมีีประสิิทธิิผล

ในอนาคต และจากงานวิิจััยข้้างต้้นยัังพบว่่าสาร L- 

Asarinin ที่่� พบในเปลืือกมีีฤทธิ์์�ต้้านการอัักเสบด้้วย [7] 

จึึงเป็็นไปได้้ว่่า L- Asarinin เป็็นสารบ่่งชี้้�ทางพฤกษเคมีี 

(Phytochemical marker) ที่่� สำคััญต่่อฤทธิ์์�ดัังกล่่าว 

นอกจากนี้้�สาร L- Asarinin ที่่�เป็น็ Lignan พบข้อ้มููลจาก

การประเมิินด้้วยระบบ In silico ว่ าเป็็น Mutagen-

positive (Ames mutagenesis: positive, ความน่่าจะ

เป็็นประมาณ  66%) และ Micronuclear positive 

(ความน่่าจะเป็็นประมาณ 63%) [17] ถึึงแม้้เป็็นเพีียงการ

คาดการณ์์จากโครงสร้้างโมเลกุุล (Prediction) แต่่ชี้้�ให้้

เห็น็ว่า่ L- Asarinin เป็น็สารที่่�ควรพิจิารณาในการใช้เ้ป็น็

สารควบคุุมคุุณภาพในทดสอบครั้้�งนี้้�

การศึึกษาการเกิิดไมโครนิิวเคลีียสของสารสกััด

ผลมะแขว่น่ได้ด้ำเนินิการให้ส้อดคล้อ้งกับัแนวทาง OECD 

test guideline no.487 การทดสอบครั้้�งนี้้�เลืือกใช้้เซลล์์

ลิิมโฟบลาสต์์ของมนุุษย์์ชนิิด TK-6 ซึ่่�งมีีความเสถีียรทาง

พัันธุุกรรมและมีีระบบซ่่อมแซม DNA ที่่�สมบููรณ์์ ส่ ่งผล

ให้้สามารถตรวจพบความผิิดปกติิของโครโมโซมได้้อย่่าง

แม่่นยำ [18] และใช้้การวิิเคราะห์์ภาพแบบอััตโนมััติิด้้วย

ระบบ Metafer 5 [19,20] เพื่่�อให้ส้ามารถวิเิคราะห์ข์้อ้มููล

ในปริมิาณมากภายในระยะเวลาอันัสั้้�น โปรแกรมดังักล่า่ว

เป็็นที่่�ยอมรัับในระดัับนานาชาติิ ทำให้้ผลการศึึกษามีี

ความน่า่เชื่่�อถือื สามารถนำไปประกอบการประเมินิความ

ปลอดภััยของผลิิตภััณฑ์์ ในระดัับสากลได้้อย่่างมีี

ประสิิทธิิภาพ และการทดสอบการเกิิดไมโครนิิวเคลีียส

ของสารสกััดผลมะแขว่นในครั้้�งนี้้� พบว่่าการเกิิดไมโคร

นิิวเคลีียสของสารสกััดผลมะแขว่่นที่่�สกััดด้้วยเอทานอล 

95% ในเซลล์ ์TK-6 รููปแบบการทดสอบแบบระยะสั้้�นทั้้�ง

ที่่�มีแีละไม่ม่ีเีอนไซม์ ์S9 รวมถึึงการทดสอบแบบระยะยาว

ที่่�ไม่่มีเีอนไซม์ ์S9 พบความถี่่�ของการเกิิดไมโครนิวิเคลียีส 

(MN frequency) ในกลุ่่�มที่่�ได้้รัับสารสกััดไม่่แตกต่่าง

อย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ (p > 0.05) เมื่่�อเปรีียบเทีียบ

กับักลุ่่�มควบคุุมลบ (Negative control) ในทุกุช่่วงความ

เข้้มข้้นที่่�ทดสอบ ยกเว้้นกลุ่่�มทดสอบแบบระยะสั้้�นใน

ระบบที่่�ไม่ม่ีเีอนไซม์ ์S9 ที่่�ความเข้ม้ข้น้สููงสุดุคือื 150 µg/

mL พบว่่ามีีความแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ  

(p > 0.05) แต่่เมื่่�อพิิจารณาตามเกณฑ์์ของ OECD Test 

guideline no.487 ซึ่ ่�งกำหนดว่่าการพิิจารณาผลเป็็น

บวก (Positive result) ต้้องเข้้าเกณฑ์์อย่่างใดอย่่างหนึ่่�ง 

ได้้แก่่ (1) มีีการเพิ่่�มขึ้้�นของความถี่่� MN อย่่างมีีนััยสำคััญ

ทางสถิติิมิากกว่า่หนึ่่�งความเข้ม้ข้น้ขึ้้�นไปเมื่่�อเปรียีบเทียีบ

กับักลุ่่�มควบคุมุลบ (2) มีแีนวโน้ม้การเพิ่่�มขึ้้�นเป็น็ Dose-

response และ (3) ค่่าที่่�เพิ่่�มขึ้้�นต้้องเกิินช่่วงค่่าพื้้�นฐาน

ของห้อ้งปฏิบิัตัิกิารภายใต้ร้ะดับัความเป็น็พิษิที่่�ยอมรับัได้้ 

(55 ± 5%) [16] ซึ่ �งผลการทดสอบไม่่เข้้าเกณฑ์ตามที่่�

กำหนด จึึ งสามารถสรุุปได้้ว่่าสารสกััดผลมะแขว่่นไม่่ 

ก่่อไมโครนิิวเคลีียสภายใต้้ เงื่่�อนไขการทดสอบนี้้�  

และการประเมิินค่่าร้้อยละความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ 

(%Cytotoxicity) ในการทดสอบแต่่ละเงื่่�อนไขแสดงให้้
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เห็น็ว่า่ระดัับความเป็น็พิษิต่อ่เซลล์์ของความเข้ม้ข้น้สููงสุุด

อยู่่�ในช่่วงที่่�เหมาะสมตามหลัักเกณฑ์ของ OECD Test 

guideline no.487 ยกเว้้นความเข้้มข้้นสููงสุุดของการ

ทดสอบแบบระยะยาวที่่�แสดงค่่าร้้อยละความเป็็นพิิษ  

ต่่อเซลล์์เกิินกว่่าเกณฑ์ที่่�กำหนด จึึ งไม่่ถููกนำมาประเมิิน

การก่่อไมโครนิิวเคลีียสของสารสกััด อย่า่งไรก็็ตามผลการ

ทดสอบยัังครอบคลุุมตามหลัักเกณฑ์์ที่่�กำหนดไว้้ใน 

OECD Test guideline no.487 ซึ่่�งกำหนดไว้้อย่่างน้้อย

ต้้องมีี 3 ระดัับความเข้้มข้้นที่่�สามารถประเมิินผลการก่่อ

ไมโครนิวิเคลียีส ซึ่่�งการเลือืกใช้ค้วามเข้ม้ข้น้ดังักล่า่วเป็น็

ไปเพื่่�อให้ค้รอบคลุมุขอบเขตสููงสุดุของความเป็น็พิษิที่่�ยังั

สามารถประเมิินผลได้้อย่่างเหมาะสมและเพื่่�อให้้แน่่ใจว่่า

สารสกััดไม่่มีีแนวโน้้มก่่อการกลายพัันธุ์์�แม้้ในสภาวะที่่�

เซลล์์มีีความไวต่่อสาร การคงความเข้้มข้้นที่่�มีความเป็็น

พิษิมากกว่่า 55 ± 5% จึึงเป็็นแนวทางที่่�ใช้ใ้นเชิงิวิชิาการ

เพื่่�อรองรัับความแปรผัันของการตอบสนองต่่อเซลล์์แต่ล่ะ

ระบบ และยัังสอดคล้้องกัับหลัักการของการประเมิินผลอ

ย่า่งรอบด้า้นตามแนวทาง OECD โดยไม่ส่่ง่ผลกระทบต่อ่

ความน่่าเชื่่�อถืือของผลการประเมิินความปลอดภััยทาง

พัันธุุกรรมเบื้้�องต้้น และงานวิิจััยของมะแขว่่นในปััจจุุบััน

เกี่่�ยวกัับความเป็็นพิิษด้้านพัันธุุกรรมยัังมีีอยู่่�น้อย โดยมีี

การศึึกษาการก่่อกลายพัันธุ์์�ของสารสกััดจากเมล็็ดและ

ผนังัผลของสารสกัดัมะแขว่น่ (Z. limonella) ที่่�สกัดัด้ว้ย 

DMSO ทั้้ � งในสภาวะที่่�มีีและไม่่มีี ไนไตรท์์ต่่อเชื้้�อ  

S. typhimurium สายพัันธุ์์� TA98 และ TA100 โดยวิิธีี

ทดสอบเอมส์์ พบว่่าสารสกััดจากเมล็็ดไม่่มีีฤทธิ์์�การ 

ก่่อกลายพัันธุ์์�ในสภาวะที่่�มีหรืือไม่่มีีไนไตรท์์กัับเชื้้�อ  

S. typhimurium สายพัันธุ์์� TA98 และ TA100 ในทาง

กลับักัันสารสกััดจากผนัังผลพบว่่ามีีฤทธิ์์�ก่อ่กลายพัันธุ์์�ใน

สภาวะที่่�มีีไนไตรท์์ต่่อเชื้้�อ S. typhimurium สายพัันธุ์์� 

TA98 [21] และมีีงานวิิจััยการศึึกษาการก่่อกลายพัันธุ์์�

ของสารสกััดผลมะแขว่่น (Z. myriacanthum) ที่่� สกััด

ด้ว้ย 95% เอทานอลด้ว้ยวิธิีเีอมส์ต์่อ่เชื้้�อแบคทีเีรียี 5 สาย

พัันธุ์์�ดำเนิินการทดสอบตามหลัักการ OECD Test 

guideline no.471 พบว่่าสารสกััดผลมะแขว่่นไม่่ก่่อให้้

เกิิดการกลายพัันธุ์์�ต่่อเชื้้�อแบคทีีเรีียทั้้�งในระบบที่่�มีและ

ไม่่มีีเอนไซม์์กระตุ้้�น (S9) [22] จากข้้อมููลงานวิิจััยข้้างต้้น

จะเห็็นได้้ว่า่สายพัันธุ์์�ที่่�แตกต่่างกัันแสดงกัันการก่่อกลาย

พัันธุ์์�ที่่�ต่างกััน อย่่างไรก็็ตามควรพิิจารณาร่่วมกัับการ 

ทดสอบอื่่�นๆ เพื่่�อประเมิินความเสี่่�ยงโดยรวมในระดัับ

โมเลกุลุ และการศึึกษาความปลอดภััยในสัตัว์ท์ดลองของ

สารสกััดมะแขว่่น (Z. limonella) ที่่� สกััดด้้วยน้้ำ โดย

ทดสอบพิิษเฉีียบพลัันในหนููไมซ์์สายพัันธุ์์�  ICR ตามวิิธีี 

OECD Test guideline no.425 พบว่่าสารสกััดมะแขว่น่ 

ที่่�ความเข้้มข้้น 5,000 mg/kg ไม่่แสดงความเป็็นพิิษและ

ไม่แ่สดงอาการผิดิปกติ ิตลอดระยะเวลา 14 วันั แสดงให้้

เห็็นว่่า LD
50
 มีีค่่ามากกว่่า 5,000 mg/kg [23] 

จากผลการทดลองในครั้้�งนี้้�  ร่ ่วมกัับข้้อมููล 

การศึึกษาที่่�มีีอยู่่�ในปััจจุุบััน พบว่่าข้้อมููลด้้านความ

ปลอดภััยของมะแขว่่นยัังมีีอยู่่�ค่่อนข้้างจำกััด โดยเฉพาะ

ในระดัับโมเลกุุลและในสััตว์์ทดลองของสายพัันธุ์์�  Z. 

myriacanthum ซึ่ ่�งมะแขว่่นเป็็นพืืชที่่�มีีความหลาก

หลายทางสายพัันธุ์์�และถููกนำมาใช้ใ้นหลายรููปแบบ ความ

แตกต่่างของสายพัันธุ์์�มีีผลต่่อองค์์ประกอบทางเคมีีและ

ฤทธิ์์�ทางชีีวภาพที่่�แตกต่่างกััน จึึ งควรเป็็นปััจจััยสำคััญที่่�

นำมาพิิจารณาในการประเมิินความปลอดภััยของ

สมุุนไพรดัังกล่่าว การศึึกษานี้้�เลืือกใช้้มะแขว่่นสายพัันธุ์์� 

Z. myriacanthum เนื่่�องจากเป็็นสายพัันธุ์์�ที่่�พบได้้มาก

ในประเทศไทย และมีกีารนำมาใช้ใ้นการประกอบอาหาร 

นอกจากนี้้�มีกีารส่ง่ออกไปยังัต่า่งประเทศเพื่่�อใช้ใ้นระดับั

อุุตสาหกรรมต่่างๆ การวิิจััยนี้้�จึึงเป็็นส่่วนหนึ่่�งของการ

ประเมิินความเป็็นพิษิต่อ่สารพัันธุกุรรม (Genotoxicity) 

เพื่่�อเป็็นข้้อมููลเบื้้�องต้้นในการพััฒนาเภสััชภััณฑ์หรืือเวช

สำอางจากสมุนุไพรดังักล่า่ว โดยเฉพาะในกรณีกีารใช้ส้าร

สกััดเอทานอลเข้้มข้้นซึ่่�งมีีความเสี่่�ยงในการดููดซึึมเข้้าสู่่�

ร่่างกายผ่่านผิิวหนัังหรืือเยื่่�อบุุ เช่่น เครื่่�องสำอาง หรืือ

ผลิิตภััณฑ์เสริิมอาหาร ข้ อมููลที่่�ได้้อาจนำไปสู่่�การศึึกษา

ต่่อยอดเพื่่�อแยกสารออกฤทธิ์์�และทดสอบในบริิบทของ

การควบคุุมการเจริิญเติิบโตของเซลล์์มะเร็็ง หรืือการ

พัฒันาเป็็นสารออกฤทธิ์์�ทางชีีวภาพในด้า้นอื่่�นๆ นอกจาก
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นี้้� ผลการศึึกษานี้้�ยัังสามารถใช้เ้ป็น็ข้อ้มููลเปรียีบเทียีบเพื่่�อ

คััดเลืือกวิิธีีการสกััดสมุุนไพรที่่�มีีความปลอดภััยสููงต่่อ

เซลล์์สำหรัับการพััฒนาผลิิตภััณฑ์์สุุขภาพ โดยอาจ

พิิจารณาทำการศึึกษา สารสกััดด้้วยน้้ำเพิ่่�มเติิม เพื่่�อ

สะท้้อนรููปแบบการบริิโภคของประชาชนทั่่�วไป และใช้้

เป็็นข้้อมููลประกอบการกำหนดมาตรฐาน การควบคุุม

คุณุภาพและความปลอดภััยของผลิิตภััณฑ์สมุุนไพรอย่่าง

สมดุลุ ทั้้�งนี้้� ควรมีกีารศึึกษาเพิ่่�มเติมิในกลไกอื่่�นในหลอด

ทดลอง เช่น่ การทดสอบการกลายพัันธุ์์�ในเซลล์์ (In Vitro 

mutagenicity testing) การทดสอบความเป็็นพิิษต่่อ

โครโมโซมในสััตว์์ทดลอง (In Vivo chromosomal 

aberration test) รวมถึึงการศึึกษาระยะยาวในสััตว์์

ทดลอง เพื่่�อสนับัสนุนุข้้อมููลเชิงิวิิทยาศาสตร์ท์ี่่�มีความถููก

ต้้องและน่่าเชื่่�อถืือ ซึ่ �งจะช่่วยยกระดัับมาตรฐานความ

ปลอดภััย การคุ้้�มครองผู้้�บริิโภค และเพิ่่�มศัักยภาพของ

พืชืมะแขว่น่ในการส่่งออกหรืือการขึ้้�นทะเบีียนผลิิตภััณฑ์

ในอนาคต

5. สรุุป
ผลการศึึกษาครั้้�งนี้้�แสดงให้้เห็็นว่่าสารสกััดจาก

ผลมะแขว่น่ (ZM) ในชุุดทดสอบ Short-term exposure 

ทั้้�งที่่�มีีและไม่่มีีเอนไซม์์ S9 ความถี่่�ของการเกิิดไมโคร

นิิวเคลีียส (MN) ไม่่แตกต่่างเมื่่�อเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุม 

และความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์อยู่่�ในช่่วงเกณฑ์์การยอมรัับ 

สำหรัับกลุ่่�ม Long-term exposure แม้้ความถี่่�ของการ

เกิิดไมโครนิิวเคลีียส (MN) ไม่่แตกต่่างเมื่่�อเทีียบกัับกลุ่่�ม

ควบคุุม แต่่ความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ที่่�ความเข้้มข้้นสููงสุุด 

เกินิเกณฑ์ท์ี่่�กำหนดตาม OECD Test guideline no.487 

สะท้้อนให้้เห็็นว่่าการสััมผััสสารอย่่างต่่อเนื่่�องก่่อให้้เกิิด

ความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์มากกว่่าการสััมผััสระยะสั้้�น แต่่

สามารถบ่่งชี้้�ได้้ว่่า แม้้ในสภาวะการสััมผััสสารแบบ

เฉีียบพลัันและสััมผััสแบบสะสม สารสกััดดัังกล่่าวยัังคง

ไม่่มีีแนวโน้้มการก่่อให้้เกิิดไมโครนิิวเคลีียส การศึึกษานี้้�

แสดงให้้เห็็นถึึงความปลอดภััยต่่อระบบพัันธุุกรรมของ

สารสกััดจากผลมะแขว่่น อย่่างไรก็็ตามการบริิโภคใน

ขนาดหรืือปริิมาณที่่�สููงเกิินไป อาจส่่งผลต่่อสุุขภาพใน

ระยะยาว และที่่�สำคััญต้้องคำนึึงถึึงการเลืือกใช้้สมุุนไพร

ให้ถูู้กต้้น ถููกส่ว่น และถููกต้อ้งตรงตามสายพันัธุ์์� เนื่่�องจาก

พืืชในสกุุล Zanthoxylum มี ีความหลากหลายทาง

ชีีวภาพมากกว่่า 250 ชนิิดทั่่�วโลก อาจส่่งผลต่่อความ 

แตกต่่างขององค์์ประกอบทางเคมีีและฤทธิ์์�ทางชีีวภาพ 

เพื่่�อเสริิมสร้้างความมั่่�นใจด้้านความปลอดภััย และเป็็น

แนวทางสำหรัับการขอขึ้้�นทะเบีียนผลิิตภััณฑ์์สมุุนไพร 

ต่่อไป

6. กิิตติิกรรมประกาศ
งานวิิจััยนี้้�ได้้รัับการสนัับสนุุนงบประมาณจาก

สำนัักงานคณะกรรมการส่่งเสริิมวิิทยาศาสตร์์ วิ จััยและ

นวััตกรรม (สกสว.) ประจำปีี 2568 ขอขอบพระคุุณห้้อง

ปฏิบิัตัิกิารพิพิิธิภัณัฑ์พ์ืชืในจัดัทำข้อ้มููลทางพฤกษศาสตร์์ 

ภก. เดช มนตรีี วจีีสุุนทร ห้้องปฏิิบััติิการเภสััชวิิทยาใน

การควบคุุมคุุณภาพทางเคมีีของสารสกััด และเจ้้าหน้้าที่่�

ห้้องปฏิิบััติิการพิิษวิิทยาทุุกท่่านที่่�ให้้ความช่่วยเหลืือใน

การทำงานวิิจััยเป็็นอย่่างดีี
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