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บทที ่3 
วธีิด ำเนินกำรวจิยั 

 

3.1 กำรเตรียมน ำ้มันเมล็ดทับทิมไทย 
 

- ทบัทมิ:  

ทับทิมท่ีใช้ในการทดลองเป็นทับทิมพนัธ์ุไทยจากไร่ทับทิมสยาม อ าเภอปากช่อง 

จงัหวดันครราชสีมา โดยท าการบดแยกน ้ าและกากออกจากกนั น าส่วนท่ีเป็นกากหรือส่วนเมล็ด ท า

แห้งดว้ยตูอ้บลมร้อนท่ีอุณหภูมิ  60 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง แลว้บดดว้ยเคร่ือง Hammer mill 

บดผา่นตะแกรงขนาด 1.0 และ 0.2 มิลลิเมตร บรรจุแบบสุญญากาศจนกวา่จะน าไปใชใ้นการทดลอง 

การพิสูจน์เอกลกัษณ์สายพนัธ์ุของทบัทิมจะถูกส่งไปตรวจสอบท่ีส านกังานหอพรรณไม ้ส านกัวิจยั

การอนุ รักษ์ ป่ าไม้และพัน ธ์ุพื ช  กรม อุทยานแห่ งชาติ  สั ตว์ป่ า  และพัน ธ์ุพื ช  กระทรวง

ทรัพยากรธรรมชาติและส่ิงแวดลอ้ม ว่าเป็น Punica granatum  โดย voucher specimen คือ BKF No. 

188578 ตวัอย่างพืชถูกเก็บไวท่ี้ห้องเก็บตวัอย่างสมุนไพร พิพิธภณัฑ์พืช ส านักงานหอพรรณไม ้

ส านักวิจัยการอนุรักษ์ป่าไม้และพันธ์ุพืช กรมอุทยานแห่งชาติ สัตว์ป่า และพันธ์ุพืช (Forest 

Herbarium-BKF) 

 

- น า้มันเมลด็ทบัทมิไทย:  

น ้ ามนัเมล็ดทบัทิมไทยท่ีใช้ทดสอบในงานวิจยัในคร้ังน้ี  ได้รับความอนุเคราะห์จาก

ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.รัชฎาพร อุ่นศิวิไลยแ์ละคณะ โดยใชส้ภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการสกดัน ้ามนั

ให้ได ้%Yield สูงท่ีสุด คือ ความดนัในการสกดัท่ี 40 MPa อุณหภูมิในการสกดัท่ี 55 องศาเซลเซียส 

และระยะเวลาในการสกดัท่ี 120 นาที โดยมีค่าผลผลิตท่ีไดคิ้ดเป็นร้อยละ 4.50  

 
3.2 การเตรียมสัตว์ทดลอง  

หนูทดลองพนัธ์ุ Wistar rats เพศเมีย อายุ 8 สัปดาห์ น ้ าหนักอยู่ในช่วง 200-250 มิลลิกรัม 
จ านวน 80 ตวั ไดจ้ากการเพาะขยายพนัธ์ุข้ึนใช้เองในหน่วยงานคืองานสัตวท์ดลอง ศูนยเ์คร่ืองมือ
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี โดยมีหลกัฐานแสดงสืบสายพนัธ์ุและ
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ความคงท่ีทางพนัธุกรรมของสายพนัธ์ุท่ีตอ้งการตรวจสอบและมีหลกัฐานตรวจสอบไดว้า่เป็นสัตว์
เล้ียงดว้ยระบบอนามยัเขม้ 

หนูทดลองอาศยัอยู่ในอาคารสัตวท์ดลอง งานสัตวท์ดลอง ศูนยเ์คร่ืองมือวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยี มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี โดยมีสภาวะแวดล้อมท่ีเหมาะสม (12:12  h dark light 
cycle, ambient temperature 20±1°C) โดยจะไดรั้บน ้าและอาหารตลอดเวลา  

การด าเนินการทดลองอยูภ่ายใตข้อ้ก าหนดของคณะกรรมการก ากบัดูแลการใชส้ัตวเ์พื่อการ
ศึกษาวจิยั มหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี โดยค านึงถึงจรรยาบรรณในการใชส้ัตวท์ดลอง และไดรั้บ
ใบรับรองอนุมัติให้ด าเนินการวิจัย จากคณะกรรมการก ากับดูแลการใช้สัตว์เพื่อการศึกษาวิจัย 
มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 

เม่ือส้ินสุดการทดลองได้ท าการท าลายซากสัตว์โดยการเผาโดยงานสัตว์ทดลอง ศูนย์
เคร่ืองมือวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 
 

3.3 วธิีการทดลอง 

 

3.3.1 การเตรียมหนูตัดรังไข่ (Ovariectomized rats) 

- สุ่มเลือกหนูทดลองจ านวน 40 ตวั 

- วธีิการผา่ตดัรังไข่ปฏิบติัตามจรรณยาบรรณการใชส้ัตวท์ดลองซ่ึงมีรายละเอียดโดย

ยอ่ดงัน้ี  

- ใส่หนูขาว (Wistar Rats) ในภาชนะแกว้ท่ีมี ether ชุบส าลี (ether chamber) จนหนู

สลบดี จากนั้นท าการผ่าตดัรังไข่โดยวิธีปราศจากเช้ือ (aseptic technique) โดยการจบัหนูนอนคว  ่า

เตรียมผิวหนังบริเวณแนวกลางหลัง ต ่ากว่าก่ึงกลางลงมาเล็กน้อย กรีดผิวหนังแนวกลางพอดี ดึง

ผวิหนงัไปทางดา้นขวา และผา่ตดักลา้มเน้ือขนานไปกบักระดูกสันหลงั โดยให้ห่างจากแนวกลางตวั

ประมาณ 0.5 น้ิว เม่ือพบรังไข่ ผูกขั้วของรังไข่ไวแ้ลว้ตดัรังไข่ออก ท าเช่นเดียวกนักบัรังไข่ขา้งซ้าย 

แลว้เยบ็ปิดรอยผ่าท่ีกลา้มเน้ือและผิวหนงั ดูแลและติดตามผลการทดลองทุกวนัว่าไดอ้าหารและน ้ า

พอหรือมีการติดเช้ือหรือไม่ เป็นเวลา 14 วนั หลงัจากนั้นด าเนินการทดลองต่อไป 
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3.3.2 การเตรียมหนูทีไ่ม่ได้ตัดรังไข่แต่ผ่าตัดหลอก (Sham operated rats) 

- สุ่มเลือกหนูทดลองจ านวน 40 ตวั 

- ผา่ตดัเหมือนการเตรียมหนูตดัรังไข่ทั้งสองขา้ง แต่ไม่ตดัรังไข่ออก เม่ือผา่ตดัเสร็จ

จะเยบ็ปิดรอยผา่ท่ีกลา้มเน้ือและผิวหนงั ดูแลและติดตามผลการทดลองทุกวนัวา่ไดอ้าหารและน ้ าพอ

หรือมีการติดเช้ือหรือไม่ เป็นเวลา 14 วนั หลงัจากนั้นด าเนินการทดลองต่อไป 

ภายหลงั 14 วนัหลงัผา่ตดั แบ่งหนูโดยวธีิการสุ่มออกเป็น 10 กลุ่มๆ ละ 8 ตวั ดงัน้ี 

- กลุ่มที ่1 (Sham + corn oil) 

หนูท่ีไม่ไดต้ดัรังไข่แต่ผา่ตดัหลอก ถูกป้อนดว้ยน ้ามนัขา้วโพด (1 ml/kg, P.O.) 

- กลุ่มที ่2 (Sham + 1000 punicic acid) 

หนูท่ีไม่ไดต้ดัรังไข่แต่ผา่ตดัหลอก ถูกป้อนดว้ย punicic acid (1000 mg/ml/kg, P.O.) 

- กลุ่มที ่3 (Sham + 2000 punicic acid) 

หนูท่ีไม่ไดต้ดัรังไข่แต่ผา่ตดัหลอก ถูกป้อนดว้ย punicic acid (2000 mg/ml/kg, P.O.) 

- กลุ่มที ่4 (Sham + 1000 pomegranate seed oil) 

หนูท่ีไม่ไดต้ดัรังไข่แต่ผา่ตดัหลอก ถูกป้อนดว้ยน ้ามนัเมล็ดทบัทิมไทย (1000 mg/ml/kg, P.O.) 

- กลุ่มที ่5 (Sham + 2000 pomegranate seed oil) 

หนูท่ีไม่ไดต้ดัรังไข่แต่ผา่ตดัหลอก ถูกป้อนดว้ยน ้ามนัเมล็ดทบัทิมไทย (2000 mg/ml/kg, P.O.) 

- กลุ่มที ่6 (OVX + corn oil) 

หนูตดัรังไข่ ถูกป้อนดว้ยน ้ามนัขา้วโพด (1 ml/kg, P.O.) 

- กลุ่มที ่7 (OVX + 1000 punicic acid) 

หนูตดัรังไข่ ถูกป้อนดว้ย punicic acid (1000 mg/ml/kg, P.O.) 

- กลุ่มที ่8 (OVX + 2000 punicic acid) 

หนูตดัรังไข่ ถูกป้อนดว้ย punicic acid (2000 mg/ml/kg, P.O.) 

- กลุ่มที ่9 (OVX + 1000 pomegranate seed oil) 

หนูตดัรังไข่ ถูกป้อนดว้ยน ้ามนัเมล็ดทบัทิมไทย (1000 mg/ml/kg, P.O.) 

- กลุ่มที ่10 (OVX + 2000 pomegranate seed oil) 

หนูตดัรังไข่ ถูกป้อนดว้ยน ้ามนัเมล็ดทบัทิมไทย (2000 mg/ml/kg, P.O.) 
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หมายเหตุ corn oil ซ้ือมาจากบริษทั Sigma-Aldrich, USA และ punicic acid ซ้ือมาจากบริษทั 

Haohua Industry  Co.,Ltd., China 

 

ท าการป้อนสารตามท่ีก าหนดทุกวนั เป็นเวลา 28 วนั โดยวิธีการป้อนไดป้ฏิบติัตามจรรณยา

บรรณการใช้สัตวท์ดลองซ่ึงมีรายละเอียดโดยย่อดงัน้ี จบัหนูแลว้หงายมือข้ึนให้หนูอยูใ่นท่าตั้งฉาก

กบัพื้น สอดท่อ (ท่ีหล่อล่ืนท่อก่อนโดยใชน้ ้ าทาใหเ้ปียก) ผา่นหลอดอาหารลงสู่กระเพาะ การสอดท่อ

จะสัมพนัธ์กบัจงัหวะการกลืน (ถา้สัตวแ์สดงอาการขยอ้นให้เห็นแสดงวา่สอดเขา้หลอดอาหารแลว้) 

ความลึกท่ีสอดท่อเขา้ไปให้วดัจากปากถึงปลาย Sternum ขนาดท่อใชข้นาด 16-17 × 2 ½  น้ิว ปริมาณ

สารสกดัท่ีใหไ้ม่เกิน 1.0 มิลลิลิตร 

ท าการชัง่น ้าหนกัของ food intake ทุกวนั และน ้าหนกัตวัทุกสัปดาห์  

เม่ือครบ 28 วนั หนูทดลองได้ถูกอดอาหารเป็นเวลา 10 ชั่วโมงก่อนท าให้หนูสลบด้วย 

pentobarbital sodium (Nembutal, CEVA SANTE ANIMMALE, France, 50 mg/kg, i.p.) แล้วจะท า

การเก็บตวัอย่างเลือดจากหัวใจอย่างรวดเร็ว แล้วน าไป centrifuge แยก plasma แล้วเก็บไวท่ี้ -20˚C 

เพื่อรอการวิเคราะห์หา Plasma parameters ต่อไป คือหาระดบัของ glucose, Total cholesterol (TC), 

triglyceride (TG), aspartate aminotransferase (AST) และ  alanine aminotransferase (ALT) โดยจะ

วเิคราะห์ดว้ย automatic blood analyzer (Hitachi, Japan) [61] 

visceral adipose tissue (epididydal, perirenal, mesenteric adipose tissues) ตับ หัวใจและไต

จะเอาออกมาอยา่งรวดเร็วแลว้ชัง่น ้าหนกั เพื่อหา relative organ weigh (ROW) โดยค านวณตามสูตรน้ี  

ROW = (weight of organ (g) ÷ body weight of rat (g) on the day of sacrifice) × 100%   

 

การท าให้สัตว์ตายอย่างสงบ:  

หลงัเสร็จส้ินการทดลอง ได้ปฏิบติัตามจรรณยาบรรณการใช้สัตวท์ดลองโดยให้ sodium 

pentobarbitone ทางช่องท้อง แล้วสังเกตุให้แน่ใจว่าหนูหยุดหายใจแล้วน าซากไปท าลายท่ีอาคาร

สัตวท์ดลอง 
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3.4 กำรวิเครำะห์ข้อมูล 
 ขอ้มูลท่ีไดจ้ะถูกวิเคราะห์หาความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติดว้ย Student t-test และ
วิเคราะห์หาความแปรปรวน (ANOVA) โดยโปรแกรม SigmaStat (SigmaStat software 3.5; St. 
Louis, MO, USA) ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัจะยอมรับเม่ือ P-value มีค่านอ้ยกวา่ 0.05 
 กราฟในทุกรูปภาพสร้างโดยใช้โปรแกรม SigmaPlot software version 10, Systat Software 
Inc., USA)  

 
3.5 สถำนที่ท ำกำรทดลอง/เก็บข้อมูล 

- ห้องปฏิบตัิการชั้น 4 อาคารเฉลิมพระเกียรติ 72 พรรษาบรมราชินีนาถ มหาวิทยาลยั
เทคโนโลยีสุรนารี 

- อาคารศูนยเ์คร่ืองมือวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี  
- อาคารศูนยส์ัตวท์ดลอง มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี  


