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บทคัดย่อ 

พรมมิ (Bacopa monnieri (L.) Wettst. วงศ์ Scrophulareaceae) เป็นสมุนไพรที่มีสรรพคุณบ ารุงความจ า 
จากการศึกษาทางสัคว์ทดลองและทางคลินิกที่ผํานมาพบวําสารสกัดที่มีการ stanadardized แล๎วของพรมมิมีผล
เพิ่มกระบวนการเรียนรู๎และความจ า ในการวิจัยเชิงบูรณาการคร้ังนี้ คณะผุ๎วิจัยมีความประสงค์เพื่อศึกษา
ประสิทธิภาพและกลไกในการบ ารุงความจ าของพรมมิทั้งในสัตว์ทดลองและในมนุษย์ ศึกษาการเกิดอันตรกริยา
กริยาและเภสัชจลนศาสตร์ของพรมมิ ศึกษาพิษวิทยาเร้ือรังเพื่อยืนยันความปลอดภัยของพรมมิ นอกจากนี้ยังได๎
จัดท าคูํมือแนวทางในการผลิต และควบคุมคุณภาพสมุนไพรพรมมิและผลิตภัณฑ์ยาเม็ดพรมมิเพื่อเป็นข๎อมูลใน
การถํายทอดเทคโนโลยีตํอไป 

คณะผู๎วิจัยศึกษาผลทางคลินิกของพรมมิ โดยอาสาสมัครถูกแบํงเป็น 3 กลุํมได๎แกํ กลุํมที่ได๎รับยาหลอก 
และกลุํมที่ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาดวันละ 300 และ 600 มิลลิกรัม อาสาสมัครทุกคนได๎รับสารเป็นเวลานาน 3 
เดือน ผลการศึกษาพบวําอาสาสมัครที่บริโภคสารสกัดจะมี การกดการท างานของ acetylcholinesterase AChE 
ตลอดจนเพิ่มการท างานของ superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) และ glutathione peroxidase 
(GPx)แตํลดระดับ malondialdehyde (MDA) ใน serum ดังนั้นสารสกัดพรมมิจึงนําจะออกฤทธิ์เพิ่ม working 
memory โดยการเพิ่มระดับ ACh และ ลดระดับ oxidative stress ท าให๎เพิ่ม working memory  

ผู๎วิจัยได๎ศึกษาผลของพรมมิตํอการเปลี่ยนแปลงการไหลเวียนโลหิตบนผิวเปลือกสมอง ความดันโลหิต 
และอัตราการเต๎นของหัวใจ ของหนูแรทที่ได๎รับสมุนไพรโดยการกินติดตํอกันนาน 2 เดือน และได๎รับโดยการ
ฉีดสารสกัดโดยตรงเข๎าทางหลอดเลือดด า โดยศึกษาเปรียบเทียบกับผลของสารสกัดแปะก๏วย และยามาตรฐาน 
Donepezi จากผลการวิจัยเมื่อให๎สารสกัดพรมมิ (40 mg/kg BW) หรือ สารสกัดแปะก๏วย (60 mg/kg BW) ทาง
ปากเป็นเวลานานติดตํอกัน 2 เดือน พบวํามีผลเพิ่มการไหลเวียนโลหิตบริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมอง 
โดยประสิทธิภาพของสารสกัดพรมมิกับสารสกัดแปะก๏วยไมํมีความแตกตํางกัน ในขณะที่ยามาตรฐาน 
Donepezil (1 mg/kg BW) ไมํมีผลใด ๆ ตํอการไหลเวียนโลหิตบริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมอง สารสกัด
และยามาตรฐานไมํมีผลตํอความดันโลหิต และอัตราการเต๎นของหัวใจ ในทางตรงกันข๎ามการให๎สารสกัดพรมมิ 
(20, 40, 60 mg/kg BW) หรือ สารสกัดแปะก๏วย (20, 40, 60 mg/kg BW) โดยการฉีดเข๎าทางหลอดเลือดด าสํงผล
ลดทั้งความดันโลหิต  และการไหลเวียนโลหิตเฉพาะที่บริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมอง แตํไมํมีผลตํอ
อัตราการเต๎นของหัวใจ ในขณะที่การฉีดยา Donepezile (1 mg/kg BW) ไมํมีผลใด ๆ ตํอความดันโลหิต และการ
ไหลเวียนโลหิตเฉพาะที่บริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมอง แตํมีผลลดอัตราการเต๎นของหัวใจ  

ที่ผํานมายังไมํมีการศึกษาถึงผลทางสรีรวิทยาของสารสกัดพรมมิตํอการเปลี่ยนแปลงการถํายทอด
สัญญาณประสาทหรือผลตํอปริมาณสารสื่อประสาทในสมองสํวน hippocampus ดังนั้นผู๎วิจัยจึงได๎ท าการ
ทดสอบข๎อมูลในสํวนน้ีโดยศึกษาเปรียบเทียบกับสารสกัดจากใบแปะก๏วย ( Ginkgo biloba) และยา donepezil  
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ตํอพฤติกรรมการเรียนรู๎และความจ า ตํอการเกิดปรากฏการณ์ถํายทอดสัญญาณประสาทที่ดีขึ้นอยํางยาวนาน 
(LTP) และตํอการเปลี่ยนแปลงปริมาณสารสื่อประสาทชนิดกรดอะมิโนในสมองของหนูแรทที่แกํตามธรรมชาติ  
ผลการทดลองหลังจากป้อนสารสกัดหรือยาติดตํอกันนาน 3 เดือน พบวํา หนูแกํที่ได๎รับสารสกัดพรมมิ (40 มก./
กก.) มีการเรียนรู๎และความจ าเกี่ยวกับสถานที่ และความสามารถในการจดจ าสิ่งของได๎ดีพอๆ กับหนูแกํที่ได๎รับ
สารสกัดจากใบแปะก๏วย (60 มก./กก.) และกลุํมที่ได๎รับยา donepezil (1 มก./กก.)  เมื่อเปรียบเทียบกับผลของหนู
แกํกลุํมควบคุมที่ได๎รับเฉพาะน้ ากลั่น  นอกจากนี้ ผลการวิเคราะห็ทางชีวเคมีของน้ าปั่นสมองสํวนฮิปโปแคมปัส
จากหนูที่ได๎รับพรมมิมีการเพิ่มของกลูตาเมต กลูตามีน เซอรีน และกาบ๎า  ในขณะที่สมองของหนูกลุํมที่ได๎รับ
แปะก๏วยมีการเพิ่มของกลูตาเมต และเซอรีน และสมองของหนูกลุํมที่ได๎รับยา donepezil มีการเพิ่มของกลูตามีน 
และการลดลงของไกลซีน  ผลการทดลองชี้ให๎เห็นวําสารสกัดพรมมิอาจจะออกฤทธิ์ผํานทางการเปลี่ยนแปลง
ระดับสารสื่อประสาทชนิดกรดอะมิโนเพื่อที่เพิ่มความสามารถในการเรียนรู๎และความจ าในหนูแกํ 

 การศึกษาผลของสารสกัดพรมมิตํอการท างานของเอนไซม์ไซโตโครม P450 (CYP) ในตับหนูและใน
มนุษย์โดยวิธีการ in vitro ท าการประเมินความสามารถในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP1A2, CYP2C, 
CYP2E1 และ CYP3A ในไมโครโซมโดยใสํสารสกัดต้ังแตํความเข๎มข๎น 1 ถึง 10,000 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร 
พบวําสารสกัดพรมมิมีผลยับยั้งการท างานของเอนไซม์ได๎น๎อยเมื่อเทียบกับสารยับยั้งมาตรฐาน โดยสารสกัด
ยับยั้งปฏิกิริยา O-deethylation ของสาร 7-ethoxyresorufin ซึ่งเป็นสารต้ังต๎นที่จ าเพาะตํอ CYP1A2 โดยมีคําความ
เข๎มข๎นในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ที่ร๎อยละ 50 (IC50) เทํากับ 59.4 และ 836.1 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร 
ในไมโครโซมหนูและในมนุษย์ตามล าดับ นอกจากนี้ยังมีผลยับยั้งปฏิกิริยา  tolbutamide hydroxylation ที่ IC50 
เทํากับ 222.1 และ 297.6 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร แตํไมํมีผลตํอการท างานของ CYP2E1 ทั้งนี้ยังพบวําสารสกัดมี
ฤทธิ์ยับยั้ง CYP3A อยํางอํอนทั้งในไมโครโซมหนูและในมนุษย์ 

 ความสามารถในการเหนี่ยวน าการท างานของ  CYP ในเซลล์ตับของสารสกัดพรมมิท าการประเมินโดย
การใสํสารสกัดที่ความเข๎มข๎น 0.045 ถึง 0.45 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร (หรือ 0.05-0.5 ไมโครโมลาร)์ ในเซลล์ตับ
เพาะเลี้ยงของหนูเป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นวัดการเปลี่ยนแปลงการท างานของเอนไซม์ไซโตโครมรวมถึงการ
แสดงออกของ mRNA พบวําสารสกัดพรมมิมีผลเปลี่ยนแปลงการท างานของเอนไซม์และการแสดงออกของ 
mRNA เพียงเล็กน๎อย เมื่อเทียบกับสารเหนี่ยวน ามาตรฐานในแตํละเอนไซม์ โดยสรุปแล๎วสารสกัดพรมมิ มีผล
ยับยั้งการท างานของ CYP1A2, CYP2C, CYP2E1 และ CYP3A ได๎ต่ าโดยดูจากคํา IC50 ที่มีคําคํอนข๎างสูงและไมํ
มีผลในเหน่ียวน าการแสดงออกและการท างานของ CYP ในเซลล์ตับเพาะเลี้ยงของหนู ผลดังกลําวจึงสามารถ
ประเมินได๎วํามีโอกาสน๎อยที่สารสกัดพรมมิในขนาดปกติจะกํอให๎เกิดอันตรกิริยากับยาแผนปัจจุบัน ที่อาศัย
เอนไซม์ดังกลําวในการเปลี่ยนแปลงเพื่อการขจัดออกจากรํางกาย 

 ในการศึกษาการเมตาบอลิสมของสาร  Bacopaside I หนึ่งในสารกลุํม pseudojujubogenin ในหนูสาย
พันธุ์  wistar ภายหลังการบริหารสารดังกลําวโดยการป้อนและการฉีดเข๎าทางหลอดเลือดด าในปริมาณ              
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10 มก./กก. ของน้ าหนักตัวของหนูทดลอง โดยการวิเคราะห์ปริมาณสาร Bacopaside I ในตัวอยํางปัสสาวะและ
อุจจาระที่เก็บ ณ เวลา 12, 24, 36 และ 48 ชั่วโมงหลังการบริหารยา ด๎วยเทคนิคทางภูมิคุ๎มกันวิทยา ( an on-
membrane analysis) จากการทดลองพบวําสามารถตรวจพบสาร Bacopaside I ในตัวอยํางอุจจาระของหนูกลุํมที่
ได๎รับสาร Bacopaside I โดยการป้อน สํวนในหนูกลุํมที่ได๎รับสารทางหลอดเลือดด าพบวําสามารถตรวจพบสาร
ดังกลําวได๎ทั้งในตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระ โดยปริมาณของ  Bacopaside I ที่ตรวจพบไมํมีความสัมพันธ์กับ
ระยะเวลาหลังการบริหารสาร  และปริมาณที่ตรวจพบในตัวอยํางอุจจาระของหนูทดลองที่ได๎รับสารโดยการ
ป้อนมีปริมาณมากกวําที่ตรวจพบในอุจจาระของหนูที่ได๎รับสารโดยการบริหารทางหลอดเลือดด า  

ความเป็นพิษเฉียบพลันของสารสกัดพรมมิในหนูขาวเพศผู๎และเพศเมียทดสอบโดยป้อนสารสกัดขนาด 
5,000 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัวทางปากคร้ังเดียว สังเกตอาการแสดงความเป็นพิษและพฤติกรรม
โดยทั่วไปเป็นเวลา 14 วัน ซึ่งไมํพบความผิดปกติ ลักษณะอาการ พฤติกรรมและการตายของหนูขาวที่ได๎รับสาร
สกัดพรมมิเมื่อเทียบกับหนูกลุํมควบคุมที่ได๎รับน้ ากลั่น ดังน้ันอาจกลําวได๎วําการป้อนสารสกัดพรมมิคร้ังเดียว
ทางปากในขนาด 5,000 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัวไมํมีผลกํอให๎เกิดความเป็นพิษเฉียบพลัน ทดสอบความ
เป็นพิษเร้ือรังในหนูขาวโดยป้อนสารสกัดพรมมิขนาด 30, 60, 300 และ 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว
เป็นเวลา 270 วัน ประเมินอาการ พฤติกรรมและสุขภาพสัตว์ พบวําไมํมีความผิดปกติใดๆ ในหนูขาวกลุํมที่
ได๎รับสารสกัดเมื่อเทียบกับหนูขาวกลุํมควบคุม  นอกจากนี้หนูขาวกลุํมทดสอบ กลุํมควบคุมและกลุํมติดตามผล
การออกฤทธิ์ของสารจะได๎รับการประเมินน้ าหนักตัวสุทธิ และน้ าหนักอวัยวะ ลักษณะทางพยาธิวิการของ
อวัยวะภายใน การประเมินคําโลหิตวิทยาและคําเคมีคลินิกในเลือด ตลอดจนการตรวจทางพยาธิวิทยา  พบวํามี
การเพิ่มหรือลดลงของน้ าหนักตัวและน้ าหนักอวัยวะภายในบางอวัยวะ มีคําโลหิตวิทยาและคําเคมีคลินิกบาง
คําที่มีความแตกตํางทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุํมควบคุม  แตํอยํางไรก็ตามการพิจารณาคําตํางๆ ดังกลําวรํวมกับ
ข๎อมูลเกี่ยวกับอาการที่แสดง พฤติกรรมและการตรวจสุขภาพสัตว์อาจกลําวได๎วําการให๎สารสกัดพรมมิในขนาด 
30, 60, 300 และ 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัวเป็นเวลา 270 วันไมํได๎กํอให๎เกิดความเป็นพิษเร้ือรัง 

คณะผู๎วิจัยได๎ด าเนินการจัดท าคูํมือแนวทางการเกษตรที่เหมาะสมส าหรับพรมมิ  แนวทางการวิเคราะห์
ปริมาณสารซาโปนินในสมุนไพรพรมมิ และแนวทางการผลิตยาเม็ดสมุนไพรพรมมิขึ้น โดยใช๎ข๎อมูลที่ได๎ผําน
การทดลองปฏิบัติจริง พรมมิสามารถเก็บเกี่ยวได๎หลังเพาะปลูกเป็นเวลา 2 เดือน สํวนที่ใช๎คือสํวนเหนือดินที่ตัด
จากยอดประมาณ 10-20 ซม เมื่อเก็บเกี่ยวแล๎ว พรมมิจะถูกท าให๎แห๎งที่ จากนั้นบดเป็นชิ้นเล็กๆ ผงพรมมิแห๎ง
ต๎องมี total saponin glycosides  ซึ่งประกอบด๎วย BacosideA3, Bacopasaponin C, Bacopaside I, II, และ  
Bacopaside X ไมํต่ ากวํา 1 % w/w  และสารสกัดพรมมิต๎องมี total saponin glycosides ไมํต่ ากวํา 5  % w/w การ
ผลิตพรมมิได๎ผลผลิต 40 กก ตํอไรํตํอเดือน ราคาต๎นทุนพรมมิคือ 2.3 บาทตํอเม็ด 
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Abstract 

Brahmi (Bacopa monnieri (L.) Wettst. Scrophulareaceae family) is well known as herbal medicine for 
memory enhancing. Previous data from animal studies and clinical trial study in middle-aged and elderly 
healthy volunteers showed that Brahmi standardized extract could enhance learning and memory. In this 
intergrative project, we aimed at investigation of the efficacy and mechanisms of the extract in animals and 
human. In addition, drug interaction and pharmacokinetics of the extract were studied. The chronic toxicity 
was conducted in order to assure the safety of the plant extract. The guidelines for production and quality 
control of Brahmi tablet and the raw material were made for technology transferring to industries. 

In clinical study, total 60 healthy elderly volunteers were divided into 3 separated groups including 
placebo, Brahmi extract at doses of 300 and 600 mg per day. The results showed that Brahmi extract treated 
groups showed the reduction of acetylcholinesterase (AChE) activity. The enhanced activities of sueroxide 
dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidae (GPx) and the reduction of malondialdehyde 
(MDA were also observed. Therefore, Brahmi extract might enhance working memory by increasing the level 
of ACh and by decreasing oxidative stress leading to the increased working memory. 

The effect of Brahmi ethanolic extract, in comparison with ginkgo extract and standard drug for 
Alzhiemer’s disease, Donepezil, on superficial cerebral blood flow, blood pressure and heart rate in rats were 
investigated. Two experimental procols were implemented including 1) Subchronic effect: Rats were orally 
administered with Brahmi extract (40 mg/kg BW), ginkgo extract (60 mg/kg BW) or Donepezil (1 mg/kg 
BW) daily for 2 months and 2) Acute effect: Rats were intravenously injected with Brahmi extract (20, 40, 60 
mg/kg BW), ginkgo (20, 40, 60 mg/kg BW), and Donepezil (1 mg/kg BW).  We found that subchronic 
administration of either Brahmi extract (40 mg/kg BW) or ginkgo (60 mg/kg BW) significantly increased 
superficial cerebral blood flow, but had no effect on blood pressure and heart rate when compared with 
control group.  On the other hand, treatment with Donepezil (1 mg/kg BW) for 2 months had no significant 
effect on superficial cerebral blood flow, blood pressure and heart rate.  Intravenous injection (i.v.) of Brahmi 
extract (20, 40, 60 mg/kg BW) or ginkgo (20, 40, 60 mg/kg BW) produced a dose-dependent, transient 
hypotensive effect and decreased superficial cerebral blood flow, but had no effect on heart rate in 
anaesthethized rats.  On the contrary, Donepezil (1 mg/kg BW, i.v.) had no effect on blood pressure and 
superficial blood flow, but decreased heart rate.  
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Due to a lack of information regarding its physiological actions on changes in synaptic transmission 
and neurotransmitters in the hippocampus, we, therefore, investigated these issues by comparing the effects of 
Brahmi extract to those of Ginkgo biloba  and donepezil on learning and memory, induction of long term 
potentiation (LTP), and changes of amino acid neurotransmitters in naturally aging rats.  The results following 
3 month oral administration of the extract/drug demonstrated that 40 mg/kg Brahmi extract -treated group 
showed a similar efficacy of both spatial memory and object recognition as 60 mg/kg Ginkgo extract -treated 
and 1 mg/kg donepezil-treated groups which were significantly better than those of the vehicle control group.  
In addition, a biochemical assay of homogenized hippocampal tissues isolated from Brahmi extract group 
showed increases of glutamate, glutamine, serine and GABA levels, whereas those from Ginkgo extract -
treated group showed increases of glutamate and serine and those from donepezil -treated group showed an 
increase of glutamine and a decrease of glycine. These results indicate that Brahmi extract may act via the 
changes of amino acid neurotransmitters in the hippocampus to improve a cognitive function of aging rats.  

The ability of Brahmi extract to affect rat and human cytochrome P450 (CYP) activities was examined 
in vitro. The potential for inhibition of CYP1A2, CYP2C, CYP2E1 and CYP3A by BME (1-10,000 µg/mL) 
was evaluated with pooled rat and human liver microsomes. BME exhibited minimal capacity to inhibit any 
CYP enzyme, compare to the reference inhibitors. Brahmi extract inhibited the O-deethylation of 7-
ethoxyresorufin, a marker substrate for CYP1A2 with IC50 value of 59.4 and 836.1 µg/mL in rat and human 
liver microsomes, respectively. Brahmi extract also inhibited tolbutamide hydroxylation both in rat and human 
microsomes with IC50 value of 222.1 and 297.6 µg/mL, respectively but did not affect rat and human 
CYP2E1. BME was found to be a weak inhibitor of CYP3A in rat and human liver microsomes with IC50 
value of 321.9 and 481.8 µg/mL, respectively. 

 The potential for induction of CYP activity was evaluated by exposing primary cultured of rat 
hepatocytes to Brahmi extract (0.045-0.45 µg/mL). Enzymatic activities were performed by the direct 
incubation of hepatocyte monolayers with the specific substrates of each CYP. The mean activities and 
expression of CYP1A2, CYP2C and CYP3A from Brahmi extract -treated hepatocytes were slightly higher 
than those in the solvent-treated controls but were less than those produced by reference inducers of these 
enzymes. In summary, BME has been demonstrated in vitro to be a low potent of CYP1A2, CYP2C, CYP2E1 
and CYP3A both in rat and human liver microsomes and a modest inducer of CYP in vitro in rat hepatocytes. 
Due to the relatively low degree of alteration of the enzyme activities in vitro and to the concentrations of 
BME required to obtain appreciable effects, a high incidence of clinically significant interactions would not be 
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expected. However, these in vitro results are being used in evaluation of clinical reports of apparent herb-drug 
interaction and in the design of subsequent studies targeted at further elucidation of the clinical relevance, if 
any, of those in vitro findings. 

The metabolism of Bacopaside I, one of pseudojujubogenin type glycosides, was studied in wistar 
rats after oral and intravenous administration at the dose of 10 mg/kg body weight. An on-membrane analysis; 
one of an immunoassay technique was used to analyze for Bacopaside I and its metabolites in urine and feces 
samples collected after dosing at 12, 24, 36 and 48 h. The results showed that only feces samples after oral 
administration could be detected for Bacopaside I while this compound could be detected in both urine and 
feces samples from rats after intravenous administration. In addition, the results from quantitative analysis of 
Bacopaside I in the samples showed non-relationship between Bacopaside I amount and time after 
administration. More Bacopaside I was detected in feces samples after oral administration compared to 
intravenously. 

Acute toxicity of Brahmi extract was conducted in male and female rats by single oral administration 
with the extract at 5,000 mg/kg body weight. The toxic signs and behaviors were observed within 14 days. 
The results showed no sign of differences as compared the control rats. In conclusion, single oral 
administration with the Brahmi extract at 5,000 mg/kg body weight did not significantly cause acute toxicity. 
For the chronic toxicity test, after oral feeding both male and female rats daily with the Brahmi extract at 30, 
60, 300 and 1,500 mg/kg body weight for 270 days, signs, animal behavior and health monitoring were then 
investigated. There were no abnormalities in the test groups as compared to the control rats. Furthermore, the 
test and control groups (the day of 270th) and the satellite group (298th) were analyzed by measuring their final 
body and organ weights, taking necropsy, and examining hematology, blood clinical chemistry, and 
microanatomy. The results show an increase or decrease of body and some organ weights, significantly 
difference of some hematological and clinical blood chemical values when compared with the control groups. 
However, analyses of these results combined with the information of signs, behavior and health monitoring 
can finally make a conclusion that an oral administration of the Brahmi extract at the doses of 30, 60, 300 and 
1,500 mg/kg body weight for 270 days does not produce chronic toxicity. 

The guidelines on good agricultural and collection practices for Brahmi, the Guidelines for analysis of 
saponins in Brahmi and the guidelines for manufacturing of Brahmi tablets were established from the 
experimental work. Brahmi was ready for harvesting 2 month after cultivation. The shoot of Brahmi which 
was 10-20 cm from the topmost of the plant was collected, dried at 55 ºC and ground. the dried Brahmi 
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powder should contain total saponin glycosides consisting of BacosideA3, Bacopasaponin C, Bacopaside I, II, 
and Bacopaside X not less than 1 % w/w. The standardized extract of Brahmi should contain not less than 5 % 
total saponin.  The production of Brahmi dried powder was approximately 40 kg/rai/month. The cost of tablet 
was calculated as 2.3 baht /tablet. 
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บทที่ 2 ระเบียบวิธีวิจัย       
บทที่ 3 ผลการวิจัยและอภิปรายผล       
บทที่ 4 สรุปผลการวิจัยและข๎อเสนอแนะ       
บรรณานุกรม 

5-i 
5-ii 
5-iii 
5-iv 
5-v 
5-vi 
5-vii 
5-1 
5-4 

5-16 
5-32 
5-33 

โครงการย่อยท่ี 6 การศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลันและพิษเรื้อรังของสารสกัดพรมมิ  
บทคัดยํอ (ภาษาไทย)        
บทคัดยํอ (ภาษาอังกฤษ)         
สารบัญเร่ือง          
สารบัญตาราง             
สารบัญรูป          
ค าอธิบายสัญลักษณ์และค ายํอ            
บทที่ 1 บทน าและการทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข๎อง     
บทที่ 2 ระเบียบวิธีวิจัย         
บทที่ 3 ผลการวิจัยและอภิปรายผล       
บทที่ 4 สรุปผลการวิจัยและข๎อเสนอแนะ       
บรรณานุกรม 
ภาคผนวก 

6-i 
6-ii 
6-iii 
6-iv 
6-v 
6-vi 
6-vii 
6-1 
6-4 
6-6 

6-20 
6-23 
6-25 

โครงการย่อยท่ี 7 การศึกษาเพื่อส่งต่อเทคโนโลยีการผลิตผลิตภัณฑ์เสริมอาหารพรมมิสู่
อตุสาหกรรม 
บทคัดยํอ (ภาษาไทย)       

7-i 
 

7-ii 
 



 

xiv 
 

บทคัดยํอ (ภาษาอังกฤษ)         
สารบัญเร่ือง          
สารบัญตาราง             
สารบัญรูป          
ค าอธิบายสัญลักษณ์และค ายํอ            
บทที่ 1 บทน าและการทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข๎อง     
บทที่ 2 ระเบียบวิธีวิจัย         
บทที่ 3 ผลการวิจัยและอภิปรายผล       
บทที่ 4 สรุปผลการวิจัยและข๎อเสนอแนะ       
บรรณานุกรม 
ภาคผนวก 

7-iii 
7-iv 
7-v 
7-vi 
7-vii 
7-1 
7-3 

7-14 
7-35 
7-36 
7-38 

สรุปภาพรวมของโครงการวิจัย 1 
ประวัติคณะนักวิจัย 4 
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สารบัญตาราง 
  หน้า 

โครงการย่อยท่ี 1 ฤทธิ์สารสกัดพรมมิในการลดปัญหาการบกพร่องเร่ืองการเรียนรู้และความจ าใน              
ผู้ป่วยท่ีมีความจ าบกพร่อง 
ตารางที่ 1-1   ข๎อมูลพื้นฐานของอาสาสมัคร 1-12 
ตารางที่ 1-2 การเปลี่ยนแปลงของ acetylcholinesterase 1-13 
โครงการย่อยท่ี 2 ฤทธิ์ของสารสกัดพรมมิต่อการไหลเวียนโลหิตบริเวณผิวเปลือกสมอง ความดันโลหิต       
และ อัตราการเต้นของหัวใจในหนูแรท 

ตารางที่ 2-1    
 

ผลของสารสกัดพรมมิ, สารสกัดแปะก๏วย และ ยา Donepezil  เมื่อให๎ทางปาก 
เป็นระยะเวลา 2 เดือน ตํอการเปลี่ยนแปลงของความดันโลหิต (Systolic blood 
pressure) ในหนูทดลองที่มีสติ 

2-9 
 

ตารางที่ 2-2    ผลของสารสกัดพรมมิ, สารสกัดแปะก๏วย, และยา Donepezil ขนาด 1 mg/kg BW 
เมื่อให๎ทางปาก เป็นระยะเวลา 2 เดือน ตํออัตราการเต๎นของหัวใจ (Heart rate) ใน
หนูทดลองที่มีสติ 

2-10 
 

โครงการย่อยท่ี 3 ผลของสารสกัดพรมมิต่อการถ่ายทอดสัญญาณประสาทท่ีสมองส่วนฮิปโปแคมปัส              
ในหนูแรท  
ตารางที่ 3-1 คําน้ าหนักโมเลกุลและการค านวณความเข๎มข๎นหนํวยเป็นมิลลิโมลําร์ (mM) และ

ปริมาณเป็นไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร (µg/ml)ของสารมาตราฐานกรดอะมิโนที่ 5 
ความเข๎มข๎น 

3-9 

ตารางที่ 3-2 คําพื้นที่ใต๎กราฟของกรดอะมิโน แอสปาร์เตต กลูตาเมต เซอรีน กลูตามีน 
ไกลซีน และ    กาบ๎า 5 ความเข๎มข๎นหนํวยเป็นไมโครกรัมตํอมิลลิลิตรและ
คําเฉลี่ยที่ได๎จากการฉีด 3 คร้ัง 

3-11 

ตารางที่ 3-3 intraday variation (คํา mean, SD, % CV) ของสารมาตรฐานกรดอะมิโน 
แอสปาร์เตต กลูตาเมต เซอรีน และกลูตามีน ที่ 3 ความเข๎มข๎น 

3-12 

ตารางที่ 3-4 intraday variation (คํา mean, SD, % CV) ของสารมาตรฐานกรดอะมิโน ไกลซีน 
และกาบ๎า ที่ 3 ความเข๎มข๎น 

3-13 

โครงการย่อยท่ี 4 การศึกษาเมตาบอลิซึมและอันตรกริยาต่อยาของพรมมิ 
ตารางที่ 4-1 ชื่อเอนไซม์ ชื่อปฏิกิริยา สารต้ังต๎น สารผลิตภัณฑ์และสารยับยั้งมาตรฐานที่ใช๎ใน

การทดลอง 
4-6 

ตารางที่ 4-2 คํา IC50 ของสารสกัดพรมมิและสารยับยั้งมาตรฐานตํอการท างานของเอนไซม์ไซ
โตโครม P450 ในไมโครโซมหนูและมนุษย์ 

4-10 



 

xvi 
 

ตารางที่ 4-3 คําจ านวนเทําของ CYP activity ของเซลล์ที่ treat ด๎วยสารสกัดพรมมิและสาร
เหนี่ยวน ามาตรฐานเทียบกับกลุํมควบคุม 

4-13 

ตารางที่ 4-4 คําจ านวนเทําของการแสดงออกของ mRNA CYP ของเซลล์ที่ treat ด๎วยสารสกัด
พรมมิและสารเหนี่ยวน ามาตรฐานเทียบกับกลุํมควบคุม 

4-13 

ตารางที่ 4-5 ตัวอยํางผลการทดสอบวิธีการวิเคราะห์โดยใช๎เคร่ือง HPLC ในการวัดการท างาน
ของเอนไซม์ไซโตโครม P450 3A 

4-25 

โครงการย่อยท่ี 5 การศึกษาเมตาบอไลท์ของบาโคปาไซด์วันในหนู  
ตารางที่ 5-1 คําน้ าหนักโมเลกุลและการค านวณความเข๎มข๎นหนํวยเป็นมิลลิโมลําร์ (mM) และ

ปริมาณเป็นไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร (µg/ml)ของสารมาตราฐานกรดอะมิโนที่ 5 
ความเข๎มข๎น 

5-10 

ตารางที่ 5-2 สภาวะที่ใช๎ของเคร่ืองวิเคราะห์ชนิดมวลโมเลกุลของสาร รํุน API 4000 5-10 
ตารางที่ 5-3 สารที่ทดสอบ มวลโมเลกุล และการแตกตัวเป็นไอออน คําพลังงานที่ใช๎ 5-11 
ตารางที่ 5-4 Mass spectrometry conditions 5-11 
ตารางที่ 5-5 ชื่อตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระของหนูทดลองที่เก็บ ณ เวลา 12, 24, 36, 48 

ชั่วโมง หลังการป้อนสาร Bacopaside I 
5-18 

ตารางที่ 5-6 
 
ตารางที่ 5-7 

ชื่อตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระของหนูทดลองที่เก็บ ณ เวลา 12, 24, 36, 48 
ชั่วโมง หลังการบริหารสาร Bacopaside I ทางหลอดเลือดด า 
ปริมาณตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระของหนูทดลอง ณ เวลา 12, 24, 36, 48 
ชั่วโมง หลังการป้อน สาร Bacopaside I 

5-19 
 

5-20 
 

ตารางที่ 5-8 
 
ตารางที่ 5-9 

ปริมาณตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระของหนูทดลอง ณ เวลา 12, 24, 36, 48 
ชั่วโมง หลังการบริหารสาร Bacopaside I ทางหลอดเลือดด า 
ปริมาณสาร Bacopaside I ที่ตรวจพบในตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระหลังการ
ป้อนสารBacopaside I  

5-21 
 

5-22 

ตารางที่ 5-10 ปริมาณสาร Bacopaside I ที่ตรวจพบในตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระหลังการ
บริหารสาร Bacopaside I ทางหลอดเลือดด า 

5-23 

ตารางที่ 5-11 Intraday coefficient of variation ของการวิเคราะห์สาร Bacopaside I ในตัวอยําง
ปัสสาวะและอุจจาระ 

5-27 

ตารางที่ 5-12 Interday coefficient of variation ของการวิเคราะห์สาร Bacopaside I ในตัวอยําง
ปัสสาวะและอุจจาระ 

5-27 

ตารางที่ 5-13 Recovery ของการวิเคราะห์สาร Bacopaside I ในตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระ 5-28 
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โครงการย่อยท่ี 6 การศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลันและพิษเรื้อรังของสารสกัดพรมมิ 
ตารางที่ 6-1 ผลของสารสกัดพรมมิตํอน้ าหนักตัวเฉลี่ยของหนูขาวในการศึกษาความเป็นพิษ

เฉียบพลัน 
6-6 

ตารางที่ 6-2 ผลของสารสกัดพรมมิตํอน้ าหนักอวัยวะภายในของหนูขาวในการศึกษาความ
เป็นพิษเฉียบพลัน 

6-7 

ตารางที่ 6-3 น้ าหนักตัวของหนูขาวเพศเมียในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของสารสกัด
พรมมิ 

6-9 

ตารางที่ 6-4 น้ าหนักตัวของหนูขาวเพศผู๎ในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของสารสกัดพรมมิ  6-10 
ตารางที่ 6-5 น้ าหนักอวัยวะภายในของหนูขาวเพศเมียในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของ

สารสกัดพรมมิ 
6-11 

ตารางที่ 6-6 น้ าหนักอวัยวะภายในของหนูขาวเพศผ๎ูในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของสาร
สกัดพรมมิ 

6-12 

ตารางที่ 6-7 คําโลหิตวิทยาของหนูขาวเพศเมียในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของสารสกัด
พรมมิ 

6-14 

ตารางที่ 6-8 คําโลหิตวิทยาของหนูขาวเพศผู๎ในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของสารสกัด
พรมมิ 

6-15 

ตารางที่ 6-9 คําการนับแยกเม็ดเลือดขาวของหนูขาวเพศเมียในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรัง
ของสารสกัด พรมมิ 

6-16 

ตารางที่ 6-10 คําการนับแยกเม็ดเลือดขาวของหนูขาวเพศผู๎ในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของ
สารสกัดพรมมิ 

6-17 

ตารางที่ 6-11 คําเคมีคลินิกในเลือดของหนูขาวเพศเมียในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของสาร
สกัดพรมมิ 

6-18 

ตารางที่ 6-12 คําเคมีคลินิกในเลือดของหนูขาวเพศผู๎ในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของสาร
สกัดพรมมิ 

6-19 

โครงการย่อยท่ี 7 การศึกษาเพื่อส่งต่อเทคโนโลยีการผลิตผลิตภัณฑ์เสริมอาหารพรมมิสู่อุตสาหกรรม 
ตารางที่ 7-1 สํวนผสมส าหรับการเตรียมยาเม็ดสารสกัดพรมมิขนาด 300 มิลลิกรัม 7-9 
ตารางที่ 7-2 ผลการวิเคราะห์ดิน 7-14 
ตารางที่ 7-3 ความหนาแนํนของต๎นพรมมิในชํวงระยะเวลาตํางๆ 7-14 
ตารางที่ 7-4 ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารซาโปนินในผงพรมมิแห๎ง 7-25 
ตารางที่ 7-5 
ตารางที่ 7-6 

สรุปผลการทดสอบคุณภาพด๎านตํางๆ ของยาเม็ดสารสกัดสมุนไพรพรมมิ 
คํา cross reactivities (CRs) ของสารภูมิต๎านทานแบบโมโนโคลนตํอ bacoside A3 
ตํอสารจากธรรมชาติชนิดตํางๆ ในการทดสอบโดยใช๎วิธี ELISA 

7-26 
7-28 
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ตารางที่ 7-7 คําความเที่ยงของการวิเคราะห์หาปริมาณสาร bacoside A3ด๎วยวิธี ELISA 7-29 
ตารางที่ 7-8 คําความเที่ยงของการวิเคราะห์หาปริมาณสาร bacoside A3ด๎วยวิธี ELISA 7-29 
ตารางที่ 7-9 ปริมาณสารกลุํม jujubogenin glycosides จากพืชพรมมิจากการวิเคราะห์โดยวิธี 

ELISA และ HPLC (n=3) 
7-30 

ตารางที่ 7-10 คําใช๎จํายในการปลูกพรมมิ 7-31 
ตารางที่ 7-11 คําใช๎จํายในการสกัดสมุนไพรพรมมิ 7-32 
ตารางที่ 7-12 คําใช๎จํายในการวิเคราะห์สารสกัดสมุนไพรพรมมิ 7-32 
ตารางที่ 7-13 คําใช๎จํายในการผลิตยาเม็ดสุมนไพรพรมมิ 7-33 
ตารางที่ 7-14 คําใช๎จํายอื่นๆ 7-33 
ตารางที่ 7-15 คําใช๎จํายทั้งหมด 7-34 
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สารบัญรูป 
  หน้า 

โครงการย่อยท่ี 1 ฤทธิ์สารสกัดพรมมิในการลดปัญหาการบกพร่องเร่ืองการเรียนรู้และความจ าใน             
ผู้ป่วยท่ีมีความจ าบกพร่อง 
รูปที่ 1-1   แผนภูมิแสดงการด าเนินการวิจัย 1-9 
รูปที่ 1-2 การเปลี่ยนแปลงระดับ malondialdehyde (MDA) ใน serum 1-14 
รูปที่ 1-3 การท างานของเอนไซม์ superoxide dismutase (SOD) ใน serum 1-15 
รูปที่ 1-4 การท างานของเอนไซม์ catalase (CAT) ใน serum 1-16 
รูปที่ 1-5 การท างานของเอนไซม์ glutathione peroxidase (GPx) ใน serum 1-17 
โครงการย่อยท่ี 2 ฤทธิ์ของสารสกัดพรมมิต่อการไหลเวียนโลหิตบริเวณผิวเปลือกสมอง ความดันโลหิต       
และ อัตราการเต้นของหัวใจในหนูแรท 

รูปที่ 2-1    
 

การฝึกให๎สัตว์ทดลองให๎คุ๎นเคยกับ Restrainer และ ชุดอุปกรณ์การวัดความดัน
โลหิตทางหางหนู 

2-6 
 

รูปที่ 2-2    ชุดศึกษาความดันโลหิต อัตราการเต๎นของหัวใจ และชุดศึกษาการไหลเวียน
โลหิตที่ผิวสมอง  และ หนูทดลองที่สลบก าลังถูกตรึงกะโหลกศีรษะด๎วย 
Stereotaxic apparatus และต าแหนํงการวาง Laser Doppler flow (LDF) probe 

2-7 

รูปที่ 2-3 ผลของสารสกัดพรมมิ, สารสกัดแปะก๏วย และยา Donepezil เมื่อให๎ทางปาก เป็น
ระยะเวลา 2 เดือน ตํอการเปลี่ยนแปลงการไหลเวียนโลหิตในหลอดเลือดแดงที่
ผิวเปลือกสมองในหนูทดลองที่สลบ 

2-11 

รูปที่ 2-4 ผลการทดสอบสารหรือยาที่มีฤทธิ์ตํอการเปลี่ยนแปลงความดันโลหิต และการ
ไหลเวียนโลหิตที่ผิวสมอง เมื่อฉีดสารตํางๆแกํหนู 

2-12 

รูปที่ 2-5 ผลตํอความดันโลหิต และอัตราการเต๎นของหัวใจ  เมื่อฉีดสารสกัดพรมมิ, สาร
สกัดแปะก๏วย, Donepezil, Norepinephrine และ Sodium nitroprusside เข๎าทาง
หลอดเลือดด าในหนูที่สลบ  

2-13 

รูปที่ 2-6 ผลตํอการเปลี่ยนแปลงของการไหลเวียนโลหิตเฉพาะที่บริเวณหลอดเลือดแดง
บนเยื่อห๎ุมสมอง เมื่อฉีดสารสกัดพรมมิ, สารสกัดแปะก๏วย , Donepezil, 
Norepinephrine และ Sodium nitroprusside  เข๎าทางหลอดเลือดด าในหนูที่สลบ  

2-14 

โครงการย่อยท่ี 3 ผลของสารสกัดพรมมิต่อการถ่ายทอดสัญญาณประสาทท่ีสมองส่วนฮิปโปแคมปัส              
ในหนูแรท  
รูปที่ 3-1 วิธีการศึกษาการถํายทอดสัญญาณประสาทที่สมองสํวนฮิปโปแคมปัส 3-8 
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รูปที่ 3-2 ตัวอยํางโครมาโตแกรมของสารมาตรฐานความเข๎มข๎น  0.02 mM ของกรดอะมิ
โนชนิดตํางๆ 

3-14 

รูปที่ 3-3 ตัวอยํางโครมาโตแกรมของสารมาตรฐานความเข๎มข๎น 0.05 mM ของกรดอะมิ
โนชนิดตํางๆ 

3-15 

รูปที่ 3-4 ตัวอยํางโครมาโตแกรมของสารมาตรฐานความเข๎มข๎น 0.125 mM ของกรดอะมิ
โนชนิดตํางๆ 

3-16 

รูปที่ 3-5 ตัวอยํางโครมาโตแกรมของสารมาตรฐานความเข๎มข๎น 0.25 mM ของกรดอะมิ
โนชนิดตํางๆ 

3-17 

รูปที่ 3-6 ตัวอยํางโครมาโตแกรมของสารมาตรฐานความเข๎มข๎น 0.5 mM ของกรดอะมิโน
ชนิดตํางๆ 

3-18 

รูปที่ 3-7 กราฟเปรียบเทียบมาตรฐาน (standard calibration curves) ของ aspartate, 
glutamate, glutamine, serine, glycine และ GABA 

3-19 

รูปที่ 3-8 profile รูปแบบการเรียนรู๎และความจ าเกี่ยวกับสถานที่ทดสอบด๎วย Morris Water 
Maze 

3-20 

รูปที่ 3-9 ผลการทดสอบความจ าเกี่ยวกับสถานที่ด๎วยวิธี probe trial 3-21 
รูปที่ 3-10 เปรียบเทียบความสามารถในการจดจ าวัตถุทดสอบด๎วย Novel Object 

Recognition 
3-22 

รูปที่ 3-11 ตัวอยํางผลของศักย์ไฟฟ้าหลังซินแนปส์ชนิด EPSP ที่บันทึกได๎จาก CA1 3-23 
รูปที่ 3-12 ผลการวิเคราะห์ศักย์ไฟฟ้าหลังซินแนปส์ (EPSP) ของหนูแกํกลุํมควบคุม 3-24 
รูปที่ 3-13 ผลการวิเคราะห์ EPSP ของหนูแกํกลุํมได๎รับสารสกัดสมุนไพรพรมมิ 3-25 
รูปที่ 3-14 ผลการวิเคราะห์ EPSP ของหนูแกํกลุํมได๎รับสารสกัดแป๊ะก๏วย 3-26 
รูปที่ 3-15 ผลการวิเคราะห์ EPSP ของหนูแกํกลุํมได๎รับยา Donepezil 3-27 
รูปที่ 3-16 ตัวอยํางโครมาโตแกรมจากการวิเคราะห์ supernatant ของสมองสํวนฮิปโป

แคมปัสหนูแกํกลุํมควบคุม 
3-29 

รูปที่ 3-17 ตัวอยํางโครมาโตแกรมจากการวิเคราะห์ supernatant ของสมองสํวนฮิปโป
แคมปัสหนูแกํที่ได๎รับ Donepezil 

3-30 

รูปที่ 3-18 ตัวอยํางโครมาโตแกรมจากการวิเคราะห์ supernatant ของสมองสํวนฮิปโป
แคมปัสหนูแกํที่ได๎รับสารสกัดพรมมิ 

3-31 

รูปที่ 3-19 ตัวอยํางโครมาโตแกรมจากการวิเคราะห์ supernatant ของสมองสํวนฮิปโป
แคมปัสหนูแกํที่ได๎รับสารสกัดใบแปะก๏วย 

3-32 

รูปที่ 3-20 เปรียบเทียบระดับของแอสปาร์เตต กลูตาเมต และกลูตามีน ที่วัดได๎จาก 
supernatant 

3-33 



 

xxi 
 

รูปที่ 3-21 เปรียบเทียบระดับของเซอรีน ไกลซีน และกาบ๎า ที่วัดได๎จาก supernatant 3-34 
โครงการย่อยท่ี 4 การศึกษาเมตาบอลิซึมและอันตรกริยาต่อยาของพรมมิ 
รูปที่ 4-1 การแยกเซลล์ตับหนูโดยใช๎วิธี perfuse ด๎วยเอนไซมม์ collagenase 4-7 
รูปที่ 4-2 ขั้นตอนการทดสอบความเป็นพิษตํอเซลล์ (Cytotoxicity assay) ของสารสกัด

พรมมิ 
4-8 

รูปที่ 4-3 ขั้นตอนการทดสอบผลของสารสกัดพรมมิตํอความสามารถในการเหนี่ยวน าการ
ท างานของCYP และการแสดงออกของ mRNA CYP 

4-8 

รูปที่ 4-4 ภาพถํายเซลล์ตับหนูกลุํมควบคุมและที่ treated ด๎วยสารสกัดพรมมิ 4-11 
รูปที่ 4-5 คํา % cell viability ในเซลล์ตับหนูกลุํมควบคุมและที่ treated ด๎วยสารสกัดพรมมิ 

ที่ 24, 48 และ 72ชั่วโมง 
4-11 

รูปที่ 4-6 คําร๎อยละของความเข๎มข๎นของ protein จาก rat hepatocytes ในกลุํมทดลองที่ 
treat ด๎วย BMEเทียบกับกลุํมควบคุม 

4-12 

โครงการย่อยท่ี 5 การศึกษาเมตาบอไลท์ของบาโคปาไซด์วันในหนู  
รูปที่ 5-1 โครงสร๎างของสารกลุํม jujubogenin glycosides และ pseudojujubogenin 

glycosides ที่พบในพรมมิ 
5-2 

รูปที่ 5-2 
 
รูปที่ 5-3 
 
รูปที่ 5-4 
 
รูปที่ 5-5 

ขั้นตอนการศึกษาเมตาบอลิสมของสาร Bacopaside I หลังการบริหารโดยการ
ป้อน 
ขั้นตอนการศึกษาเมตาบอลิสมของสาร Bacopaside I หลังการบริหารทางหลอด
เลือดด า 
การเกิดปฏิกิริยาจับกับโปรตีนและสารกลุํม pseudojujubogenin glycosides บน
แผํน PES membrane  
HPLC Chromatogram ที่ได๎จากการวิเคราะห์ enriched saponin extract  ที่ความ
เข๎มข๎น         3 mg/ml และ chromatogram ของ fraction 14 

5-6 
 

5-8 
 

5-15 
 

5-16 
 

รูปที่ 5-6 HPLC Chromatogram ที่ได๎จากการวิเคราะห์ enriched saponin extract  ที่ความ
เข๎มข๎น         3 mg/ml และ chromatogram ของ fraction 15-17 

5-16 

รูปที่ 5-7 LC/MS/MS ของ fraction 15-17 สาร Bacopaside I แสดง peak ที่ 19.3 นาที 5-17 
รูปที่ 5-8 ตัวอยํางโครมาโตแกรมของผลการวิเคราะห์สาร Bacopaside I ในตัวอยําง

ปัสสาวะและอุจจาระ 
5-25 

รูปที่ 5-9 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน Bacopaside I ที่แตํละความเข๎มข๎น 5-26 
รูปที่ 5-10 กราฟมาตรฐานของสารมาตรฐาน Bacopaside I 5-26 
รูปที่ 5-11 โครมาโตแกรมตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระของหนูทดลองภายหลังการป้อน

สาร Bacopaside I  
5-29 
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รูปที่ 5-12 โครมาโตแกรมตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระของหนูทดลองภายหลังการบริหาร
สาร Bacopaside I ทางเส๎นเลือดด า 

5-30 

โครงการย่อยท่ี 6 การศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลันและพิษเรื้อรังของสารสกัดพรมมิ 
รูปที่ 6-1 
 
รูปที่ 6-2 
 
รูปที่ 6-3 
 
รูปที่ 6-4 
 
รูปที่ 6-5 
 
รูปที่ 6-6 
 
รูปที่ 6-7 
 
รูปที่ 6-8 
 
รูปที่ 6-9 
 
รูปที่ 6-10 
 
รูปที่ 6-11 

จุลกายวิภาคของสมองจากหนูขาวในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของสารสกัด
พรมมิ   
จุลกายวิภาคของหัวใจจากหนูขาวในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของสารสกัด
พรมมิ   
จุลกายวิภาคของปอดจากหนูขาวในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของสารสกัด
พรมมิ 
จุลกายวิภาคของตับจากหนูขาวในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของสารสกัด
พรมมิ   
จุลกายวิภาคของไตจากหนูขาวในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของสารสกัด
พรมมิ 
จุลกายวิภาคของตํอมหมวกไตจากหนูขาวในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของ
สารสกัดพรมมิ   
จุลกายวิภาคของม๎ามจากหนูขาวในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของสารสกัด
พรมมิ 
จุลกายวิภาคของกระเพาะอาหารจากหนูขาวในการศึกษาความเป็นพิษกึ่งเร้ือรัง
ของสารสกัดพรมมิ  
จุลกายวิภาคของล าไส๎จากหนูขาวในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของสารสกัด
พรมมิ   
จุลกายวิภาคของรังไขํและมดลูกจากหนูขาวเพศเมียในการศึกษาความเป็นพิษ
เร้ือรังของสารสกัดพรมมิ   
จุลกายวิภาคของอัณฑะและเอพิดิไดมิสจากหนูขาวเพศผู๎ในการศึกษาความเป็น
พิษเร้ือรังของสารสกัดพรมมิ   

6-27 
 

6-28 
 

6-29 
 

6-30 
 

6-31 
 

6-32 
 

6-33 
 

6-34 
 

6-35 
 

6-36 
 

6-37 

โครงการย่อยท่ี 7 การศึกษาเพื่อส่งต่อเทคโนโลยีการผลิตผลิตภัณฑ์เสริมอาหารพรมมิสู่อุตสาหกรรม 
รูปที่ 7-1 แปลงที่ใช๎ในการเพาะปลูกพรมมิ       7-3 
รูปที่ 7-2 การปลูกพรมมิ         7-4 
รูปที่ 7-3 การเก็บเกี่ยวพรมมิ        7-4 
รูปที่ 7-4 การตากแห๎งพรมมิ        7-5 
รูปที่ 7-5 การอบแห๎งพรมมิ        7-6 
รูปที่ 7-6 การอบแห๎งพรมมิโดยใช๎ตู๎อบพลังงานแสงอาทิตย์                  7-6 
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รูปที่ 7-7 แผนภาพการกระตุ๎นหนูให๎สร๎างสารภูมิต๎านทาน                7-11 
รูปที่ 7-8 Bacopa monnieri (L.) Wettst. (aerial part)                 7-16 
รูปที่ 7-9 ลักษณะของการ  cross section   ใบพรมมิ                 7-17 
รูปที่ 7-10 ปากใบ จากการ cross section ใบพืชพรมมิ                 7-17 
รูปที่ 7-11 ล าต๎นพรมมิ                    7-18 
รูปที่ 7-12 reticulated vessel                   7-18 
รูปที่ 7-13 trichome                    7-19 
รูปที่ 7-14 glandular trichome                   7-19 
รูปที่ 7-15 Epidermis                    7-20 
รูปที่ 7-16 stoma                     7-20 
รูปที่ 7-17 parenchyma cells                   7-21 
รูปที่ 7-18 ตัวอยํางโครมาโทแกรมของสารสกัดพรมมิ ที่ความเข๎มข๎น 0.02 g/mL จากการ            7-23   

วิเคราะห์ด๎วย HPLC ที่ 205 nm 
รูปที่ 7-19 Calibration curve สารซาโปนินที่พบในพรมมิ                 7-24 
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ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ 

มก. มิลลิกรัม  

ก.    กรัม  

ก./กก. กรัมตํอกิโลกรัม  

มก./กก. มิลลิกรัมตํอกิโลกรัม 

มม. มิลลิเมตร  

มล.    มิลลิลิตร  

BME  Bacopa monnieri Extract  

cDNA Complementary deoxyribonucleic acid 

CYP Cytochrome P450 

Ct  Cycle Threshold 

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium 

DMSO Dimethylsulfoxide 

EROD Ethoxyresorufin-O-Deethylase 

HEPES N-[2-hydroxyethyl]piperazine-N’-[2-ethanesulfonic acid] 

HMM Hepatocyte maintenance medium 

HPLC High performance liquid chromatography 

ITS Insulin transferrin selenium supplement premix 

LLOQ Lower limit of quantification 

mRNA Messenger ribonucleic acid 

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

ND Not done 

NR Not reported 

OD Optical density 
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PBS Phosphate buffered saline 

PB Phenobarbital 

PC Positive control 

PCR Polymerase chain reaction 

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethane 

S.D./SD Standard deviation 

ACh Acetylcholine  

AChE Acetylcholinesterase  

GPx Glutathione peroxidase  

MDA Malondialdehyde  

mg Milligram 

ms Millisec 

SOD  Superoxide dismutase 

mg/kg Milligram per kilogram 

mg/ml Milligram per milliter 

µg/kg Microgram per kilogram 

g/mL Gram per milliliter 

µl, µL Microliter 

BW Body weight 

NE Norepinephrine 

DNP Donepezil 

SNP Sodium nitroprusside 

DP Diastolic blood pressure 

SP Systolic blood pressure 

S.E.M.  Standard error of the mean 
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AChEI Acetylcholinesterase inhibitor 

LTP Long-term potentiation 

DG  Dentate gyrus  

CA  Cornu ammonis  

SC  Schaffer collateral pathway 

EPSP  Excitatory post-synaptic potential  

NOR  Novel Object Recognition  

BM Bacopa monnieri 

5-HT 5 hydroxytryptamine 

LOQ Limit of quantification 

LOD Limit of detection 

r2 Coefficient of determination or correlation 

C Degree celcius 
ng  Nanogram 
PES  Polyehtersulphone 
PBS  Phosphate buffer solution 
rpm  Round per minute 
ppm  Part per million 
M  Molar 
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บทน า 
 

ความส าคัญและท่ีมาของปัญหา  

ปัจจุบันอายุเฉลี่ยของประชากรโลกเพิ่มมากขึ้น อัตราสํวนของคนสูงอายุกับคนหนุํมสาวก็
เพิ่มขึ้น โรคที่เกิดจากความเสื่อมของระบบประสาทและความทรงจ า เชํน โรคอัลไซเมอร์ (Alzheimer’s 
disease)  เป็นโรคเร้ือรังและเป็นสาเหตุให๎คุณภาพชีวิตของประชากรสูงอายุน๎อยลง ยาหรือสมุนไพรที่จะ
สามารถน ามารักษาหรือบรรเทาอาการโรคที่เกิดจากการเสื่อมนี้ จึงมีความส าคัญทั้งทางด๎านสุขภาพและ
เศรษฐกิจ สมุนไพรที่มีศักยภาพในการน ามาใช๎เพื่อบ ารุงสมอง บ ารุงความจ า ที่มีขายอยูํในท๎องตลาด ได๎แกํ 
ginkgo และโสม ซึ่งเป็นพืชที่ไมํสามารถปลูกได๎ในประเทศไทย คณะผู๎วิจัยจึงขอเสนอโครงการศึกษาพัฒนา
พรมมิเพื่อใช๎เป็นสมุนไพรบ ารุงความจ า (ระยะที่ 4) ซึ่งทางคณะกรรมการวิจัยแหํงชาติได๎ให๎การสนับสนุน
ในการท าวิจัยมาแล๎วเป็นเวลา 3 ปี (ปีงบประมาณ 2548-2550) 

พรมมิ (Bacopa monnieri Wettst.) เป็นพืชที่หาทั่วไปในประเทศไทย และสามารถขยายพันธุ์ได๎งําย 
มีอายุในการเก็บเกี่ยวสั้นมีประวัติการใช๎ในการแพทย์อายุรเวทมาช๎านานแล๎ว โดยระบุวํามีสรรพคุณบ ารุง
สมอง ในปัจจุบัน มีข๎อมูลทางด๎านเคมีและเภสัชวิทยาที่สํงเสริมสรรพคุณด๎านการเพิ่มความสามารถในการ
จ า และการเรียนรู๎ทั้งในสัตว์ทดลองและในคน ซึ่งข๎อมูลดังกลําวแสดงให๎เห็นศักยภาพของสมุนไพรพรมมิ
ในการเป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหารหรือยาสมุนไพรบ ารุงความจ า บ ารุงสมอง หรืออาจน ามาพัฒนาใช๎เพื่อ
รักษา ป้องกัน หรือชะลออาการของโรคที่เกี่ยวข๎องกับความเสื่อมของระบบประสาทสํวนกลางและความจ า 
เชํน โรคอัลไซเมอร์ได๎ จึงสมควรที่จะท าการศึกษาสมุนไพรนี้โดยละเอียดกํอนเพื่อเป็นข๎อมูลส าหรับการ
วิจัยพัฒนาไปเป็นผลิตภัณฑ์ตํอไป 

ในปี 2548 คณะผู๎วิจัยได๎รับการสนับสนุนการวิจัยเพื่อให๎ได๎ข๎อมูลพื้นฐานทางเคมี คณะผู๎วิจัย
สามารถพัฒนาวิธีการสกัด และการควบคุมคุณภาพของสารสกัดพรมมิ ได๎สารสกัดที่มีมาตรฐานและมีความ
คงตัว เมื่อน าไปศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา พบวําสารสกัดพรมมิที่ได๎ มีผลกระตุ๎นความจ าและการเรียนรู๎ใน
หนูปกติและหนูที่ถูกเหนี่ยวน าให๎เกิดความจ าบกพรํอง นอกจากนี้ ยังพบวําสารสกัดที่ได๎มีฤทธิ์ป้องกันการ
ถูกท าลายของเซลล์ประสาทอีกด๎วย สํวนการทดสอบพิษเฉียบพลันและพิษกึ่งเร้ือรัง พบวําสารสกัดพรมมิใน
ขนาดที่ใช๎ ไมํมีพิษตํอสัตว์ทดลอง ส าหรับปีงบประมาณ 2549 คณะผู๎วิจัยมุํงเน๎นการวิจัยที่จ าเป็นส าหรับการ
พัฒนาผลิตภัณฑ์เสริมอาหารจากพรมมิ ครอบคลุมตั้งแตํการพัฒนาการเพาะปลูกและเก็บเกี่ยว การพัฒนา
ผลิตภัณฑ์ยาเม็ดพรมมิ การพัฒนาการควบคุมคุณภาพโดยใช๎เทคนิคทาง ELISA นอกจากนี้ ยังศึกษา
การศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของพรมมิตํอระบบประสาทสํวนกลางและระบบหัวใจหลอดเลือดเพิ่มเติม และ
ยังศึกษาในการหาข๎อบํงใช๎ใหมํๆของสารสกัดพรมมิเชํน ศักยภาพของพรมมิตํอการลดกลุํมอาการเนื่องจาก
การใช๎ในผู๎ติดสุราและยาเสพย์ติด สํวนในปี 2550 คณะผู๎วิจัยได๎น าผลิตภัณฑ์ยาเม็ดพรมมิที่ได๎มา
ท าการศึกษาทางคลินิก เพื่อให๎ทราบประสิทธิภาพของพรมมิเปลี่ยนแปลงคุณภาพชีวิตในอาสาสมัครวัย
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กลางคนและสูงอายุ โดยจะศึกษาผลิตภัณฑ์พรมมิที่พัฒนาได๎ตํอ Physical and psychological fitness และตํอ
การเรียนรู๎และความจ าของคนวัยกลางคนและผู๎สูงอายุ รวมทั้งศึกษาผลทางเภสัชจลนศาสตร์ และศึกษา
ผลข๎างเคียงที่อาจเกิดขึ้นในอาสาสมัคร โดยผลการศึกษาพบวําการให๎ผลิตภัณฑ์พรมมิขนาด 300 และ      
600 มก. ในอาสาสมัครเป็นเวลา 3 เดือน มีแนวโน๎มท าให๎อาสาสมัครมีการเรียนรู๎และความจ าที่ดีขึ้น รวมทั้ง
ไมํพบผลข๎างเคียงที่รุนแรงในอาสาสมัคร 

จะเห็นได๎วําในการศึกษาระยะที่ 1-3 ผู๎วิจัยประสบความส าเร็จในการศึกษาการเตรียมวัตถุดิบ การ
ควบคุมคุณภาพ การเตรียมสารสกัด (ได๎อนุสิทธิบัตรแล๎ว) การศึกษาประสิทธิผลของยาในสัตว์ทดลอง และ
กลไกการออกฤทธิ์ การศึกษาทางพิษวิทยากึ่งเร้ือรัง การศึกษาทางเภสัชจลนศาสตร์การศึกษา และการศึกษา
ทางคลินิกในผู๎กลุํมอาสาสมัครสุขภาพดี เพื่อให๎การพัฒนาสมุนไพรพรมมิไปสูํอาหารเสริมเพื่อบ ารุงความจ า
ได๎อยํางสมบูรณ์ ในการศึกษาระยะที่ 4 นี้ ผู๎วิจัยจึงต๎องการศึกษาฤทธิ์สารสกัดพรมมิในการลดปัญหาการ
บกพรํองเร่ืองการเรียนรู๎และความจ าในผู๎ป่วยที่มีความจ าบกพรํองเล็กน๎อย  (mild cognitive impairment) เพื่อ
พิสูจน์ประสิทธิภาพของพรมมิในผู๎ป่วย และเนื่องจากพรมมิ เป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหารที่จะต๎องรับประทาน
ติดตํอกันเป็นประจ า การศึกษาพิษเร้ือรัง รวมทั้ง การศึกษาเมตาบอลิซึมและอันตรกริยาตํอยาของพรมมิ จึงมี
ความส าคัญไมํยิ่งหยํอนไปกวํากัน  

จากการวิจัยที่ผํานมา คณะผู๎วิจัยได๎ท าการศึกษาถึงฤทธิ์และกลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดจาก
พรมมิ แล๎วพบวํา สารสกัดจากพรมมิ มีฤทธิ์เพิ่มความจ าและการเรียนรู๎ และมีฤทธิ์ในการปกป้องการเสื่อม
ของเซลล์สมอง (neuroprotective) โดยท าให๎ระดับ cholinesterase ลดลง เพิ่มสารสื่อประสาท acetyl choline 
แล๎วยังมีฤทธิ์ต๎านออกซิเดชัน อยํางไรก็ตาม ยังเป็นที่นําสนใจวํา สารสกัดจากพรมมิ จะมีผลเพิ่มความจ าโดย
ผํานกลไกอ่ืนอีกหรือไมํ เชํนการเพิ่มการไหลเวียนโลหิตของสมอง และผลตํอการถํายทอดสัญญาณประสาท
ที่ซินแนปส์ของเซลล์ประสาทที่เพิ่มขึ้นอยํางยาวนาน คณะผู๎วิจัย จึงเสนอโครงการการศึกษาดังกลําว เพื่อให๎
ได๎ข๎อมูลการออกฤทธิ์และกลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดพรมมิที่ครอบคลุมและครบถ๎วนขึ้น 

จากการศึกษา pharmacokinetics ของสารสกัดพรมมิขนาด 300 และ 600 mg ในอาสาสมัคร ไมํ
พบวํามีสาร saponins จากพรมมิอยูํในเลือด แสดงวําพรมมิ ได๎เปลี่ยนรูปไปเป็น metabolites ตัวอ่ืน ดังน้ัน 
ผู๎วิจัย จึงมีความสนใจที่จะศึกษาและพิสูจน์เอกลักษณ์ ของสาร metabolites จาก bacopaside I ซึ่งเป็นสาร
ออกฤทธิ์ที่ส าคัญในพรมมิ โดยจะแยกสกัดสาร metabolite ใน urine และ feces ของสัตว์ทดลองที่ได๎รับ 
bacopaside I โครงการน้ี จะเป็นโครงการวิจัยที่ได๎รับความรํวมมือจาก Faculty of Medical and 
Pharmaceutical Sciences, Franche-Comté University, Besançon ประเทศฝร่ังเศส ภายใต๎โครงการ 
Plantasafe (Bioasia Program) ซึ่งได๎รับการสนับสนุนจากประเทศฝร่ังเศส  และยังได๎รับความรํวมมือในการ
วิเคราะห์ตัวอยํางด๎วย High resolution Mass Spectrometer  จาก Department of Analytical Chemistry and 
Applied Spectrometry, Vrije Universiteit, Amsterdam ประเทศเนเธอร์แลนด์ซึ่งทั้งความรํวมมือระหวําง
ประเทศจากทั้งสองสถาบันนี้ เป็นเพื่อการวิจัย และไมํได๎หวังผลทางการค๎า 
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นอกจากนี้ การศึกษาเพื่อสํงตํอเทคโนโลยีการผลิตผลิตภัณฑ์เสริมอาหารพรมมิสูํอุตสาหกรรม ก็มี
ความจ าเป็น การศึกษานี้ครอบคลุมไปถึงการศึกษาด๎านการปลูกพรมมิในปริมาณมาก มาตรฐานวัตถุดิบ 
มาตรฐานสารสกัด และมาตรฐานกระบวนการผลิตผลิตภัณฑ์ เพื่อให๎ได๎ข๎อมูลที่ครบถ๎วนในการสํงมอบ
เทคโนโลยีให๎แกํผู๎ผลิต 

วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1.  เพื่อศึกษาผล และ กลไกการออกฤทธิ์ของผลิตภัณฑ์พรมมิในการลดความบกพรํองการเรียนรู๎และ
ความจ าของผู๎ป่วยความจ าบกพรํองเล็กน๎อย 

2. เพื่อศึกษาผลและ/หรือกลไกการออกฤทธิ์ของสมุนไพรพรมมิในประเด็นตํอไปนี้  

-  ผลตํอการเปลี่ยนแปลงการไหลเวียนโลหิตบนผิวเปลือกสมองในหนูทดลอง 
-  ผลตํอความดันโลหิต และอัตราการเต๎นของหัวใจในหนูทดลองที่ไมํสลบและได๎รับสารสกัด 
สมุนไพรพรมมิโดยการกินติดตํอกันนาน 2 เดือน 

-  กลไกการเพิ่มการเรียนรู๎และความจ าโดยศึกษาผลการถํายทอดสัญญาณประสาทที่ซินแนปส์ของ 
เซลล์ประสาทที่เพิ่มขึ้นอยํางยาวนานในหนูแกํ 

-  ผลตํอการเปลี่ยนแปลงระดับสารสื่อประสาทชนิดกรดอะมิโนในสมองสํวนฮิปโปแคมปัสของ    
    หนูแกํ 

3.   เพื่อศึกษาเมตาบอลิซึมและอันตรกริยาตํอยาของพรมมิ 
4.   เพื่อพิสูจน์เอกลักษณ์สารเมตาบอไลท์ของสาร bacopaside I ซึ่งเป็นสารที่ออกฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา

ในพรมมิ 
5.   เพื่อประเมินความปลอดภัยของสารสกัดพรมมิ โดยศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลันและพิษเร้ือรังใน

หนูขาว 
6.   เพื่อเตรียมข๎อมูลด๎านมาตรฐานการผลิตวัตถุดิบ การผลิตสารสกัด และการผลิตผลิตภัณฑ์เสริม

อาหารเพื่อถํายทอดเทคโนโลยีการผลิตผลิตภัณฑ์เสริมอาหารพรมมิสูํอุตสาหกรรม 

รายละเอียดความเชื่อมโยงระหว่างโครงการวิจัยย่อย 

 โครงการศึกษาพัฒนาพรมมิเพื่อใช๎เป็นสมุนไพรบ ารุงความจ า ซึ่งทางคณะกรรมการวิจัยแหํงชาติได๎
ให๎การสนับสนุนในการท าวิจัยด าเนินมาแล๎วเป็นเวลา 3 ปี (ปีงบประมาณ 2548-25 50) ในการศึกษาระยะที่ 
1-3 พบวําพรมมิ มีประสิทธิภาพในการเพิ่มความจ าและการเรียนรู๎ในสัตว์ทดลอง ทั้งสัตว์ที่ปกติ และที่ถูก
เหนี่ยวน าให๎ความจ าเสื่อมโดยวิธีตํางๆ มีฤทธิ์ปกป้องเซลสมอง สารสกัดพรมมิที่ใช๎ในการทดลองมีการ
พัฒนาวิธีการสกัดและการควบคุมคุณภาพ โดยควบคุมปริมาณ saponins หลักที่มีอยูํ 5 ชนิดในพรมมิ โดยใช๎
วิธีทาง HPLC และ ELISA และ มีการพัฒนายาเม็ดขนาด 300 mg ได๎ยาเม็ดที่มีความคงตัวดี จากผลการ
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ทดลองทาง clinic พบวําการให๎ผลิตภัณฑ์พรมมิขนาด 300 และ 600 มก ในอาสาสมัครเป็นเวลา 3 เดือน มี
แนวโน๎มท าให๎อาสาสมัครมีการเรียนรู๎และความจ าที่ดีขึ้น รวมทั้งไมํพบผลข๎างเคียงที่รุนแรงในอาสาสมัคร 
ผลการทดลองเหลํานี้ แสดงให๎เห็นวําพรมมิมีแนวโน๎มที่จะพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหารเพื่อบ ารุง
ความจ า   

เพื่อให๎การพัฒนาสมุนไพรพรมมิไปสูํผลิตภัณฑ์เสริมอาหารที่กํอให๎เกิดประโยชน์อยํางกว๎างขวาง 
ในระยะที่ 4 (ปีงบประมาณ 2552) คณะผู๎วิจัยจะศึกษาศักยภาพในการเพิ่มการเรียนรู๎และความจ าในผู๎ป่วยที่ที่
มีปัญหาจากภาวะสูญเสียความสามารถของสมองเล็กน๎อย ( Mild Cognitive Impairment หรือ MCI) ซึ่งจะ
ท าการศึกษาที่โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยขอนแกํน สํวนทางด๎านกลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดพรมมินั้น 
จากการวิจัยทั้งในหลอดทดลองและสัตว์ทดลองที่ผํานมา พบวําสารสกัดพรมมิมีฤทธิ์ปกป้องการเสื่อมของ
เซลล์ประสาท โดยเพิ่มระดับสารสื่อประสาท acetyl choline โดยลดการท างานของเอ็นไซม์ cholineesterase 
และ choline acetylase และมีฤทธิ์ต๎านออกซิเดชัน แตํยังไมํมีผู๎ใดศึกษาผลของพรมมิตํอการไหลเวียนโลหิต
ในสมอง ซึ่งอาจเป็นกลไกหนึ่งที่ท าให๎พรมมิมีฤทธิ์เพิ่มความจ าและการเรียนรู๎ ดังนั้นผู๎วิจัยจึงจัดท าโครงการ
เพื่อศึกษาผลของพรมมิตํอการเปลี่ยนแปลงการไหลเวียนโลหิตบนผิวเปลือกสมองในหนูทดลอง และตํอ
ระบบหัวใจและหลอดเลือด ตลอดจนได๎เสนอโครงการเพื่อศึกษากลไกการเพิ่มการเรียนรู๎และความจ าโดย
ศึกษาผลการถํายทอดสัญญาณประสาทที่ซินแนปส์ของเซลล์ประสาทที่เพิ่มขึ้นอยํางยาวนานในหนูแกํ และ
ผลตํอการเปลี่ยนแปลงระดับสารสื่อประสาทชนิดกรดอะมิโนในสมองสํวนฮิปโปแคมปัสของหนูแกํ  เพื่อให๎
กลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดพรมมิ เป็นที่ชัดเจนขึ้น 

จากการที่ผลิตภัณฑ์เสริมอาหารพรมมิ แสดงผลการกระตุ๎นความจ าและการเรียนรู๎ของอาสาสมัคร
สุขภาพดี ท าให๎มีแนวโน๎มวําจะสามารถน าไปสูํท๎องตลาดได๎ ดังนั้น เพื่อให๎ข๎อมูลแกํผู๎บริโภค ด๎านอันตร
กริยาตํอยาของพรมมิจึงมีความส าคัญ  คณะผู๎วิจัยจะท าการศึกษาผลของสารสกัดพรมมิที่มีตํอเอนไซม์ 
CytochromeP450 ที่ส าคัญตํอการเกิดกระบวนการอันตรกิริยาของยา อันจะสํงผลให๎ท านายผลของสารสกัด
พรมมิตํอกระบวนการเมตาบอลิซึมของยาได๎  นอกจากนี้ คณะผู๎วิจัยจะท าการศึกษาแยกสกัด และพิสูจน์
เอกลักษณ์ของเมตาบอไลท์ของสาร bacopaside I จาก urine และ feces ของสัตว์ทดลองที่ได๎รับ  bacopaside 
I ซึ่งการบํงชี้เมตาบอไลท์ของสาร saponin ในพรมมินั้น จะเป็นก๎าวส าคัญไปสูํการศึกษากลไกการออกฤทธิ์
ของสารนี้ ในระดับลึก และสํงผลให๎สามารถศึกษาเภสัชจลนศาสตร์ของสารนี้ ในรํางกายได๎ด๎วย 

แม๎วําทางคณะผู๎วิจัยได๎ท าการวิจัยพิษกึ่งเร้ือรังของสารสกัดจากพรมมิมาแล๎ว และไมํพบการเกิดพิษ
ใดๆ แตํเน่ืองจากพรมมิเป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหารที่จะต๎องรับประทานติดตํอกันเป็นประจ า การศึกษาพิษ
เร้ือรังจึงมีความส าคัญ หากพบวําสมุนไพรไมํกํอให๎เกิดความเป็นพิษทั้งในการศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลัน
และเร้ือรังเป็นเวลา 9 เดือน แสดงวําสมุนไพรดังกลําวในขนาดที่ท าการทดสอบมีความปลอดภัย สามารถน า
สมุนไพรในขนาดที่ท าการทดลองไปปรับใช๎ในการทดสอบกับมนุษย์ได๎โดยไมํมีข๎อจ ากัดของเวลา   
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นอกจากนี้ การศึกษาเพื่อสํงตํอเทคโนโลยีการผลิตผลิตภัณฑ์เสริมอาหารพรมมิสูํอุตสาหกรรม ก็มี
ความจ าเป็น การศึกษานี้ จะตํอยอดจากการศึกษาระดับห๎องปฏิบัติการในเร่ืองของการเพาะปลูก ควบคุม
คุณภาพ การพัฒนาสารสกัด และการผลิตยาเม็ด โดยจะท าการศึกษาด๎านการปลูกพรมมิในระดับ
อุตสาหกรรม มาตรฐานวัตถุดิบ มาตรฐานสารสกัด และมาตรฐานกระบวนการผลิตผลิตภัณฑ์ เพื่อให๎ได๎
ข๎อมูลที่ครบถ๎วนในการสํงมอบเทคโนโลยีให๎แกํผู๎ผลิต   

ความสัมพันธ์และความตํอเน่ืองของการวิจัยพัฒนาพรมมิเป็นสมุนไพรบ ารุงความจ าในปี 2548-
2550 รวมทั้งโครงการที่ก าลังน าเสนอในปี 2552 นี้ สรุปได๎ตามแผนภูมิ 1 และ  การพัฒนาผลิตภัณฑ์
สมุนไพรเพื่อเป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหารที่มีคุณภาพแสดงไว๎ในแผนภูมิ 2 
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แผนภูมิ 1  แผนภูมิความสัมพันธ์ของการวิจัยพัฒนาพรมมิเป็นสมุนไพรบ ารุงความจ าในปี 2548-2550 
รวมทั้งโครงการที่ก าลังน าเสนอในปี 2552 นี ้

การวิจัยด๎านการปลูกและการเก็บเกี่ยว 
 

การศึกษาวิธีการสกัด 
และวิธีการควบคุมคุณภาพ 

การศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสาร
สกัดพรมมิโดยเฉพาะ ระบบ CNS การ
เรียนรู๎ ความจ าในสัตว์ทดลองการ

พัฒนาสูตรต ารับพรมมิ 

การพัฒนาสูตรต ารับพรมมิ 
 

การศึกษาข๎อ
บํงใช๎ใหมํๆ 

การศึกษาพิษวิทยาก่ึงเรื้อรัง 

สารสกัดพรมมิ 

การศึกษาพิษวิทยาเรื้อรัง 
 

การศึกษาเพื่อส่งต่อ
เทคโนโลยีการผลิต
ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร
พรมมิสู่อุตสาหกรรม 

การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดพรมมิตํอ
การไหลเวียนเลือดในสมอง และ การ
ถํายทอดสัญญาณประสาทที่สมอง
สํวนฮิปโปแคมปัส 

การศึกษาอันตรกริยา
ต่อยาของพรมม ิ

การศึกษาเมตาบอไลท์ของบาโค
ปาไซด์วันในหนู 

โครงการในปี 2552  

 โครงการในปี 2548-50 

ฤทธิ์สารสกัดพรมมิในการลดปัญหา
การบกพร่องเรื่องการเรียนรู้และ
ความจ าในผู้ป่วยที่มีความจ าบกพร่อง 

การศึกษาฤทธิ์ตํอการเปลี่ยนแปลง
คุณภาพชีวิตในอาสาสมัครวัย

กลางคนและสูงอายุ 
การศึกษาเภสัชจลนศาสตร์

ของพรมม ิ
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แผนภูมิ 2 แผนภูมิแสดงการพัฒนาผลิตภัณฑ์สมุนไพรพรมมิเพื่อเป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหารที่มีคุณภาพ 

 

 

 

 

 

การศึกษาทางเขตกรรม 
การวิจัยด๎านการปลูกและการเก็บเกี่ยว 

 
 การศึกษาวิธีการสกัด 

วิธีการควบคุมคุณภาพ  
การท ามาตรฐานวัตถุดิบ 

การศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาใน
หลอดทดลอง และใน

สัตว์ทดลอง 

การศึกษาประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ ์
เสริมอาหารพรมมิในอาสาสมัคร 

การศึกษา
พิษวิทยา 

การพัฒนาสูตรต ารับ 
และบรรจุภัณฑ ์

 

การศึกษาทางเภสัชจลนศาสตร์ 
และปฏิกิริยาระหวํางยาตํอ
ผลิตภัณฑ์เสริมอาหารพรมมิ 

 

มาตรฐานการควบคุมคุณภาพ  ผลิตภัณฑ์เสริมอาหารพรมมิ 

สารสกัดพรมมิ 

มาตรฐานการสกัดระดับ
อุตสาหกรรม 
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ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ เช่น การเผยแพร่ในวารสาร จดสิทธิบัตร ฯลฯ และหน่วยงานท่ีใช้ประโยชน์จาก
ผลการวิจัย 

1. ได๎ผลิตภัณฑ์เสริมอาหารพรมมิที่มีข๎อมูลการวิจัยทางวิทยาศาสตร์ ทางด๎านเคมี ชีวภาพ และทางเภสัช
วิทยา พิษวิทยา รวมทั้งมีการวิจัยด๎านคลินิก  

2. จดสิทธิบัตร/ อนุสิทธิบัตรชุดทดสอบมีความไว เที่ยงตรง และแมํนย าในการตรวจวัด saponins ใน
พรมมิ 

3. ได๎ชุดข๎อมูล วัตถุดิบ กระบวนการผลิต การควบคุมคุณภาพ ประสิทธิภาพ ความปลอดภัยของ
ผลิตภัณฑ์เสริมอาหารพรมมิ รวมทั้งอันตรกิริยาที่เกิดกับยาตํางๆ โดยพร๎อมจะน าไปสูํการถํายทอด
เทคโนโลยีให๎แกํภาคเอกชน 

4.  เป็นข๎อมูลพื้นฐานเกี่ยวกับฤทธิ์ และ กลไกการออกฤทธิ์ของสมุนไพรพรมมิ รวมทั้งข๎อมูลด๎านเมตา
บอลิซึมและอันตรกิริยากับยาส าหรับการศึกษาวิจัยขั้นสูงตํอไป 

5. เผยแพรํผลงานวิจัยในงานประชุมวิชาการ และ /หรือ วารสารนานาชาติและ /วารสารทางวิชาการที่มี 
peer review  

6.  พัฒนานักวิจัยรุํนใหมํ และ พัฒนานิสิตบัณฑิตศึกษาให๎มีความรู๎ความสามารถด๎านการวิจัย  
 



 

 
 

รายงานวิจัย 
โครงการย่อยที่ 1 

เรื่อง 
ฤทธิ์สารสกัดพรมมิในการลดปัญหาการบกพร่องเรื่องการเรียนรู้และความจ าในผู้ป่วย

ที่มีความจ าบกพร่อง 

Effect of Bacopa monnieri to attenuate memory impairment in cognitive  
impairment patient  

โดย 

รศ.พญ.พูลศรี  รังษีขจี 
ผศ.ดร.จินตนาภรณ์   วัฒนธร 
ผศ.ดร.สุภาพร  มัชฌิมะปุระ 
ผศ.นพ.เทอดไทย  ทองอุ่น 

รศ.พญ.นวนันทน์  ปิยะวัฒน์กูล 
รศ.ดร.กรกนก  อิงคนินันท ์
รศ.ดร.ศักดิ์ชัย  วิทยาอารีย์กุล 
ผศ.พญ.ปณคพร  วรรณานนท ์
ผศ.ดร.กรองกาญจน์  ชูทิพย ์

ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจากส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาต ิ

 ปีงบประมาณ 2552 
 



 

โครงการยํอยที่ 1 1- ii 
 

กิตติกรรมประกาศ 

โครงการวิจัยเร่ือง ‚ฤทธิ์สารสกัดพรมมิในการลดปัญหาการบกพรํองเร่ืองการเรียนรู๎และความจ าใน
ผู๎ป่วยที่มีความจ าบกพรํอง‛ ได๎ด๎วยการสนับสนุนทุนวิจัยของสภาวิจัยแหํงชาติ ตลอดจนการสนับสนุนจาก
ศูนย์วิจัยพัฒนาผลิตภัณฑ์สุขภาพจากสมุนไพร คณะเภสัชศาสตร์  มหาวิทยาลัยขอนแกํน และการสนับสนุน
ของคณะแพทยศาสตร์มหาวิทยาลัยขอนแกํน  นอกจากนั้นยังได๎รับความอนุเคราะห์  และน้ าใจจากบุคลากร
และบุคคลหลายฝ่าย  ทั้งเจ๎าหน๎าที่ฝ่ายสนับสนุนของภาควิชาสรีรวิทยา  คณะแพทยศาสตร์  และศูนย์วิจัย
พัฒนาผลิตภัณฑ์สุขภาพจากสมุนไพรและที่ส าคัญคือนักศึกษาและบุคคลากรใน Neuroscience Laboratory 
Unit  ภาควิชาสรีรวิทยา  คณะแพทยศาสตร์  มหาวิทยาลัยขอนแกํน  และขอขอบคุณ นางสาวภัสราวรรณ  
เพ็ชร์นุ๎ย และ นางสาววิภาวี  บุญกว๎าง ที่ได๎ชํวยให๎โครงการวิจัยนี้ส าเร็จลุลํวงได๎เป็นอยํางดี  และสุดท๎ายนี้
ขอขอบคุณทุกๆทํานที่มีสํวนชํวยเหลือให๎งานวิจัยชิ้นนี้ เป็นอยํางดี 

คณะผู๎วิจัยขอกราบพระคุณเป็นอยํางสูงมา ณ โอกาสนี้  
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บทคัดย่อ 

 พรมมิ หรือ Bacopa monnieri เป็นสมุนไพรตัวหนึ่งที่มีศักยภาพคํอนข๎างสูง ข๎อมูลจากการศึกษาที่
ผํานมาทั้งในสัตว์ทดลองและในอาสาสมัครวัยกลางคนและสูงอายุสุขภาพดีพบวําสารสกัดพรมมิสามารถ
เพิ่มการเรียนรู๎และความจ าได๎  อยํางไรก็ตามยังไมํทราบกลไกการออกฤทธิ์ที่แนํชัด  ดังน้ันการศึกษาครั้งน้ี
จึงมุํงที่จะหาความชัดเจนในประเด็นดังกลําว  โดยอาสาสมัครจ านวน จ คนจะถูกแบํงเป็น 3 กลุํมได๎แกํ กลุํม
ที่ได๎รับยาหลอก และกลุํมที่ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาดวันละ 300 และ 600 มิลลิกรัม อาสาสมัครทุกคนจะ
ได๎รับสารเป็นเวลานาน 3 เดือน อาสาสมัครเหลํานี้จะถูกประเมิน  การเปลี่ยนแปลงการท างานของเอนไซม์ 
acetylcholinesterase (AChE) ซึ่งใช๎เป็นดัชนีทางอ๎อมแสดงถึงการเปลี่ยนแปลงของ acetylcholine ซึ่งมี
บทบาทส าคัญเร่ืองการเรียนรู๎และความจ า  ตลอดจนประเมินการเปลี่ยนแปลงของ oxidative stress markers 
ได๎แกํ การท างานของเอนไซม์ superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) และ glutathione peroxidase 
(GPx) และระดับ malondialdehyde (MDA) ใน serum ทุกเดือน เป็นเวลา 3 เดือนและหลังจากหยุดบริโภค
สารสกัดพรมมิไปเป็นเวลา 1 เดือน ผลการศึกษาพบวําอาสาสมัครที่บริโภคสารสกัดจะมี การกดการท างาน
ของ AChE ตลอดจนเพิ่มการท างานของ SOD,CAT และ GPx แตํลดระดับ MDAใน serum ดังนั้นสารสกัด
พรมมิจึงนําจะออกฤทธิ์เพิ่ม working memory โดยการเพิ่มระดับ ACh และ ลดระดับ oxidative stress ท าให๎
เพิ่ม working memory ข๎อมูลจากการศึกษาคร้ังนี้จึงชํวยยืนยันวําพรมมิเป็นสมุนไพรที่มีศักยภาพในการ
พัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์สุขภาพเพื่อเพิ่มการเรียนรู๎และความจ าในผู๎สูงอายุได๎  นอกจากนั้นยังอาจเป็นประโยชน์
ตํอกลุํมผู๎มีความบกพรํองในเร่ืองการเรียนรู๎และความจ าอื่นๆ เชํน mild cognitive impairment  อยํางไรก็ตาม
ยังคงต๎องการการวิจัยเพิ่มเติมอีกมากในประเด็นดังกลําวตลอดจนการศึกษาถึง possible active ingredient ที่
เป็นตัวออกฤทธิ์ในการเพิ่มการเรียนรู๎และความจ า 
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Abstract 

 Bacopa monnieri is one of the potential herbs. Previous data from animal studies and clinical trial 
study in middle-aged and elderly healthy volunteers showed that B.monnieri extract could enhance 
learning and memory. However, the precise underlying mechanism is still unclearly known. Therefore, 
this study aimed to clarify the effect of B.monnieri on this aspect.  Total 60 healthy elderly volunteers 
were divided into 3 separated groups including placebo, B.monnieri at doses of 300 and 600 mg per day.  
All volunteers had been administered the assigned substances for 3 months.  They were evaluated the 
activity of acetylcholinesterase (AChE) enzyme, the indirect indices indicating the level of ACh and 
which played the important role in learning and memory. The assessment of serum oxidative markers 
including sueroxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidae (GPx) and the level of 
malondialdehyde (MDA) were also performed. All evaluations mentioned earlier were performed after    
1, 2 and 3 months of treatment and at 1-month after the treatment cessation. 

The results showed that B.monnieri treated groups showed the reduction of AChE activity. The 
enhanced activities of SOD, CAT and GPx and the reduction of MDA were also observed. Therefore, 
B.monnieri might enhance working memory by increasing the level of ACh and by decreasing oxidative 
stress leading to the increased working memory. The current data support that B.monnieri is the potential 
herb to develop as nutraceutical product in order to enhance learning and memory in elderly.  In addition, 
it may also provide benefit for other types of cognitive impairment such as mild cognitive impairment. 
However, further researches are still required including the possible active ingredient responsible for the 
cognitive enhancing effect. 
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บทที่ 1  
บทน า 

 
1.1 ความส าคัญ และท่ีมาของปัญหาที่ท าการวิจัย 

ปัจจุบันประชากรผู๎สูงอายุในประเทศไทยจะมีจ านวนมาก ข๎อมูลจากการส ารวจจ านวนประชากร
ผู๎สูงอายุของส านักงานสถิติแหํงชาติเมื่อปี 2550 รายงานวํามีจ านวนประชากรผู๎สูงอายุถึงร๎อยละ 11.6 ของ
ประชากรของประเทศไทย โดยจ านวนประชากรผู๎สูงอายุในภาคตะวันออกเฉียงเหนือนั้นจะมีสูงถึงร๎อยละ 
11.8 ซึ่งสูงกวําคําเฉลี่ยของประเทศ1 สถานการณ์การเพิ่มจ านวนประชากรผู๎สูงอายุนั้นไมํได๎เกิดขึ้นเฉพาะใน
ประเทศไทยแตํยังเกิดขึ้นทั่วโลก   ปัญหาหน่ึงที่พบได๎มากในผู๎สูงอายุคือความจ าบกพรํอง โดยเฉพาะกลุํม
อาการสมองเสื่อมซึ่งมีแนวโน๎มสูงขึ้นและมีผลกระทบตํอชีวิตอยํางมาก โดยพบวํามีความชุกสูงถึงร๎อยละ 
3.042   

ปัญหาหนึ่งที่พบมากในกลุํมประชากรผู๎สูงอายุได๎แกํ ปัญหาความจ าบกพรํอง โดยจะพบวําสํวน
ใหญํจะมีปัญหาเร่ืองกระบวนการใสํรหัส (encoding)ความจ าใหมํๆ 3  ยิ่งกวํานั้นผู๎สูงอายุยังมักมีปัญหาเร่ือง
ใช๎เวลาในการจัดการข๎อมูลนานขึ้น การให๎ความสนใจและรักษาความสนใจตํอสิ่งเร๎าได๎ไมํคํอยดี 4  โดยความ
บกพรํองเหลํานี้จะเกิดจากการที่ระบบประสาทสํวนกลางมีการตายของเซลล์ประสาทและการเสื่อมสลาย
ของเซลล์ประสาทและการลดการแตกกิ่งก๎านสาขาของเดนไดรต์ตลอดจนการมีจุดประสานลดลง 5 ท าให๎
สมองบริเวณ prefrontal cortex ที่เกี่ยวข๎องกับการให๎ความสนใจตํอสิ่งเร๎าและการเรียนรู๎ 6และสมองสํวน 
hippocampus ซึ่งมีบทบาทเร่ืองการเรียนรู๎และความจ าฝ่อลง7 การลดลงของสารสื่อประสาท8 

ในคนสูงอายุบางคน อาจมีปัญหาด๎านความจ ามากกวําคนปกติวัยเดียวกัน  แตํก็ไมํมากถึงกับภาวะ
สมองเสื่อม เราเรียกภาวะนี้วํา  ภาวะสูญเสียความสามารถของสมองเล็กน๎อย ( Mild Cognitive Impairment 
หรือ MCI) ภาวะนี้จะอยูํตรงกลางระหวํางภาวะสมองเสื่อม ( dementia) กับ ภาวะหลงลืมของคนปกติ  
(normal forgetfulness) แตํในคนที่มี MCI ผู๎ป่วยจะลืมสิ่งที่ไมํควรลืม เชํน  ลืมวันเวลานัดหมายที่ส าคัญ ๆ 
และจะเกิดขึ้นบํอย ๆ จนรบกวนการท างานหรือชีวิตประจ าวัน  แตํจะไมํสูญเสียหน๎าที่การท างาน การด าเนิน
ชีวิต การตัดสินใจ การใช๎เหตุผล เป็นต๎น  การวินิจฉัยอาจท าได๎ยาก สํวนมากจะทราบข๎อมูลได๎จากคน
ข๎างเคียงมากกวําที่จะรู๎โดยตัวของผู๎ป่วยเอง  อยํางไรก็ตามประชากรกลุํมผู๎สูงอายุที่มีปัญหาจากภาวะสูญเสีย
ความสามารถของสมองเล็กน๎อย ( Mild Cognitive Impairment หรือ MCI) มีความเสี่ยงในการที่จะเกิดเป็น
โรคสมองเสื่อมเพิ่มขึ้น   มีรายงานวําประมาณไมํน๎อยกวํา 12 % จะมีความก๎าวหน๎าของโรคตํอไปเป็นโรค
ความจ าเสื่อม (dementia)  ดังนั้นการลดความบกพรํองในเร่ืองการเรียนรู๎และความจ าในภาวะ MCI จึง
นับเป็นวิธีหนึ่งที่จะชํวยลดอุบัติการณ์ของโรคสมองเสื่อมซึ่งก าลังกลายเป็นมหันตภัยชนิดหน่ึงในสังคม
ปัจจุบัน  ทั้งนี้เนื่องจากภาวะดังกลําวสํงผลกระทบอยํางมากตํอเศรษฐกิจและสังคมของประเทศ 
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สืบเนื่องจากการที่ความจ าบกพรํองมีผลกระทบอยํางมากตํอคุณภาพชีวิตของผู๎ป่วยและครอบครัว  
และหากมีปัญหารุนแรงมักท าให๎เกิดภาวะพึ่งพิงชํวยเหลือตัวเองได๎ลดลง ดังนั้นปัจจุบันจึงมีการพยายาม
ป้องกันและลดความรุนแรงในปัญหาดังกลําว  โดยพัฒนาวิธีตํางๆที่จะป้องกันและชะลอความเสื่อมหรือ
ความบกพรํองเร่ืองการเรียนรู๎และความจ าในผู๎สูงอายุขึ้นมากมาย  วิธีหนึ่งที่ได๎รับความนิยมเป็นอยํางมากคือ
การบริโภคผลิตภัณฑ์อาหารเสริม  อยํางไรก็ตามในปัจจุบันผลิตภัณฑ์อาหารเสริมที่ใช๎ในประเทศไทยนั้น
มักเป็นผลิตภัณฑ์จากตํางประเทศท าให๎สูญเสียเงินไปตํางประเทศแตํละปีเป็นมูลคําไมํน๎อย ทั้งที่ประเทศ
ไทยเองมีสมุนไพรที่มีศักยภาพในการป้องกันและเสริมสุขภาพด๎านตํางๆรวมทั้งเร่ืองเพิ่มการเรียนรู๎และ
ความจ า  ดังนั้นการพัฒนาผลิตภัณฑ์สุขภาพเพื่อเพิ่มการเรียนรู๎และความจ าจากผลิตภัณฑ์สมุนไพรของ
ประเทศไมํเพียงแตํจะลดปัญหาด๎านสุขภาพของผู๎สูงอายุซึ่งเป็นกลุํมประชากรที่นับวันจะทวีความส าคัญ
เพิ่มขึ้น แตํยังลดการสูญเสียทางเศรษฐกิจและเป็นโอกาสเพิ่มมูลคําตลอดจนศักยภาพการแขํงขันของ
สมุนไพรอีกด๎วย   ดังนั้นเพื่อให๎สามารถด าเนินการได๎อยํางมีประสิทธิภาพและมีมาตรฐานการศึกษาวิจัยทาง
วิทยาศาสตร์เพื่อให๎ทราบถึงศักยภาพและกลไกการออกฤทธิ์ของผลิตภัณฑ์ในมนุษย์เองจึงเป็นเร่ืองจ าเป็น 
 ข๎อมูลจากการศึกษาที่ผํานมาพบวําความผิดปกติในเร่ืองการเรียนรู๎และความจ าในภาวะดังกลําว
เกี่ยวข๎องกับการท างานที่บกพรํองของระบบประสาทโคลิเนอร์จิก 9    นอกจากนั้นยังพบวําอนุมูลอิสระเองก็
เป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่มีบทบาทส าคัญในภาวะดังกลําว  มีรายงานวําในภาวะ MCI จะมีระดับอนุมูลอิสระและมี
การท าลายโครงสร๎างของเซลล์จากอนุมูลอิสระเพิ่มขึ้น 10-11 เมื่อเร็วๆนี้ได๎มีการพยายามใช๎การเปลี่ยนแปลง
เร่ือง ของอนุมูลอิสระโดยเฉพาะการเปลี่ยนแปลงของ oxidative stress และ nitrosative stress เป็น 
biomarker แสดงถึงภาวะ MCI และ Alzheimer’s disease12  
 พรมมิ (Bacopa monniera) เป็นสมุนไพรที่มีการประวัติการใช๎ยาวนาน  ในการแพทย์อายุรเวทของ
อินเดียระบุวําพรมมิมีสรรพคุณ บ ารุงความจ า บ ารุงสมอง แก๎ไข๎ แก๎ปวด มีการศึกษาพบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา
ที่เกี่ยวข๎องกับระบบประสาทสํวนกลางและความจ ามากมายทั้งในหลอดทดลองและในสัตว์ทดลอง  สาร
สกัดจากพรมมิมีฤทธิ์ antidepressant13  memory enhancing14   sedative และ antiepileptic  จากการศึกษา
พบวํา สารสกัดจากพรมมิมีฤทธิ์เกี่ยวข๎องกับ cholinergic system โดยลดการท างานของ choline esterase 
และ choline acetylase นอกจากนี้ พรมมิยังมีฤทธิ์ anti-inflammatory  และ antioxidant อีกด๎วย การศึกษา
ทางคลินิกวําพรมมิชํวยเพิ่มความสามารถในการจ าในอาสาสมัครสุขภาพดี            เมื่อได๎รับพรมมิเป็นเวลา 
3 เดือน15    สารที่มีฤทธิ์ในพรมมิคือสารกลุํม saponin ชื่อ bacoside A, B16-17,13    อยํางไรก็ตามถึงแม๎พรมมิจะ
เป็นสมุนไพรมี่มีการใช๎ในการบ ารุงสมองและมีฤทธิ์กระตุ๎นการเรียนรู๎และความจ าโดยเฉพาะในคัมภีร์
อายุรเวทของอินเดียมาเป็นเวลานาน  และผลงานวิจัยเบื้องต๎นของจินตนาภรณ์และคณะ ( 2551)18 พบวําสาร
สกัดพรมมิมีฤทธิ์เพิ่มการเรียนรู๎และปกป้องสมองในสัตว์ทดลองได๎ดีทั้งในภาวะปกติและในภาวะความจ า
บกพรํอง  นอกจากนั้นยังมีฤทธิ์เพิ่มการเรียนรู๎ในอาสาสมัครปกติวัยสูงอายุ (unpublished data)โดยเพิ่มความ
ความสามารถในการให๎ความสนใจตํอสิ่งเร๎า เพิ่มสมาธิของอาสาสมัคร  ท าให๎ working memory ของ
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อาสาสมัครดีขึ้น  จากฤทธิ์ของสมุนไพรพรมมิที่สามารถเพิ่มประสิทธิภาพของ working memory ใน
ผู๎สูงอายุท าให๎คณะผู๎วิจัยตั้งสมมุติฐานวําพรมมินําจะมีศักยภาพในการเพิ่มการเรียนรู๎และความจ าในผู๎ป่วยที่
ที่มีปัญหาจากภาวะสูญเสียความสามารถของสมองเล็กน๎อย ( Mild Cognitive Impairment หรือ MCI) ได๎  
อยํางไรก็ตามปัจจุบันยังไมํพบข๎อมูลทั้งเร่ืองประสิทธิผลและกลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดพรมมิ  ดังนั้น
คณะผู๎วิจัยจึงมุํงที่จะศึกษาในประเด็นดังกลําว 

1.2 การทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

ข๎อมูลจากการศึกษาที่ผํานมาพบวํา  เมื่ออายุเพิ่มขึ้นประสิทธิภาพการเรียนรู๎และความจ าจะลดลง 
โดยเชื่อวําความบกพรํองในเร่ืองนี้จะเกี่ยวข๎องกับการท างานของระบบประสาทโคลิเนอร์จิกที่ลดลง 19-20 มี
รายงานวําระบบประสาทโคลิเนอร์จิกมีบทบาทส าคัญมากทั้งตํอเร่ืองการให๎ความสนใจตํอสิ่งเร๎าและ spatial 
orientation ความจ าเกี่ยวกับต าแหนํงและทิศทาง 21-25 มีรายงานการศึกษาวําภาวะความจ าบกพรํองที่เกิดขึ้น
นั้นจะมีความสัมพันธ์อยํางใกล๎ชิดกับ  26 และcholine acetyltransferase โดยพบวําในผู๎ป่วยที่มีความจ า
บกพรํองจะมีระดับ ACh ลดลงในสมองของผู๎ป่วยความจ าบกพรํองเชํน ผู๎ป่วยโรคสมองเสื่อม   และ choline 
acetyltransferase โดยพบวําในผู๎ป่วยที่มีความจ าบกพรํองจะมีระดับ ACh ลดลงในสมองของผู๎ป่วยความจ า
บกพรํองเชํน ผู๎ป่วยโรคสมองเสื่อม 27-29โดยระดับระดับของ ACh ที่พบในน้ าไขสันหลังของผู๎ป่วยจะมี
ความสัมพันธ์กับ cognitive function ที่ประเมินโดย Mini-mental state examination (MMSE) score  และเมื่อ
เร็วๆนี้ยังพบวําระดับของเอนไซม์ AChE ในเลือดของผู๎ที่มีความจ าบกพรํองจะสูงกวํากลุํมปกติที่อายุเทํากัน  

และยังพบวําระดับการลดความบกพรํองของความจ ามีความสัมพันธ์กับระดับการเพิ่มขึ้นของ AChE30  
ปัจจุบันการรักษาโรคสมองเสื่อมจึงนิยมใช๎ยายับยั้งการท างานของ acetylcholinesterase enzyme31

ซึ่งท าให๎เพิ่มปริมาณของสารสื่อประสาท acetylcholine มีรายงานวํายาที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ acetylcholinesterase ซึ่งท าหน๎าที่ท าให๎ acetylcholine ซึ่งเป็นสารสื่อประสาทที่มีบทบาทตํอการ
เรียนรู๎และความจ าตัวหนึ่งนั้นสามารถเพิ่มความจ าได๎ในอาสาสมัครปกติ 32-33 ดังนั้นปัจจุบันจึงมีการใช๎ยา
กลุํม cholinesterase inhibitor ในกลุํม donepezil, galantamine, rivastigmine เป็น first line pharmacotherapy 
ของ Alzheimer’s disease ในกรณีที่มีความรุนแรงระดับ   mild และ moderate34  

นอกจากระบบประสาทโคลิเนอร์จิกแล๎วระบบประสาทกลุํมที่ใช๎สาร  monoamine เป็นสารสื่อ
ประสาทเองก็มีบทบาทส าคัญตํอการเรียนรู๎และความจ า 35 เมื่ออายุมากขึ้นจะมีประสิทธิภาพการเรียนรู๎และ
ความจ าจะเสื่อมถอยลง มีรายงานวําปรากฏการณ์ดังกลําวนั้นจะเป็นผลจากการที่มีปริมาณของ 
norepinephrine และ dopamine ในสมองสํวน prefrontal cortex ลดลงท าให๎ attention และ working memory 
ด๎อยลง36  

มีรายงานวํา dopamine นั้นจะมีบทบาทส าคัญตํอการเกิดความจ าที่เกี่ยวข๎องกับทิศทางหรือ spatial 
memory37 ในขณะที่สารสื่อประสาท acetylcholine นั้นจะมีบทบาทส าคัญเกี่ยวกับ visual recognition 
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memory38 และ spatial memory39 นอกจากนั้นยังพบวํามีรายงานการศึกษาวําการท างานของ mesocortical 
และ  frontal catecholaminergic system มีบทบาทตํอกระบวนการของ attention และ working memory40  
โดยผู๎ที่มีปัญหาเร่ือง attention มักมีระดับ norepinephrine และ metabolite คือ MHPG ต่ า41 

การศึกษาที่ผํานมาเมื่อเร็วๆนี้รายงานวําในภาวะความจ าบกพรํองเชํนใน mild cognitive impairment 
หรือ Alzheimer’s disease จะมี oxidative stress เพิ่มขึ้นโดยจะมี activity ของ superoxide dismutase (SOD) , 
catalase (CAT) และ glutathione peroxidase (GPx) ลดลงแตํมีปริมาณ malondialdehyde (MDA) เพิ่มขึ้น42-43  

เมื่อเร็วๆนี้มีรายงานวําสารต๎านอนุมูลอิสระมีศักยภาพในการท าให๎การเรียนรู๎และความจ าในทั้งใน
ภาวะปกติ44และในภาวะสมองเสื่อม และโรคหลอดเลือดสมอง ดีขึ้น ข๎อมูลจากการศึกษาที่ผํานมารายงานถึง
ผลของสาร flavonoid ที่พบในผักผลไม๎ทั่วไปวํา มีศักยภาพในการลดการตายของเซลล์ประสาทโดยการลด
ปริมาณอนุมูลอิสระและลดปริมาณแคลเซียมภายในเซลล์ 45   

 ปัจจุบันประชากรผู๎สูงอายุในประเทศไทยจะมีจ านวนมาก ข๎อมูลจากการส ารวจจ านวนประชากร
ผู๎สูงอายุของส านักงานสถิติแหํงชาติเมื่อปี 2550 รายงานวํามีจ านวนประชากรผู๎สูงอายุถึงร๎อยละ 11.6 ของ
ประชากรของประเทศไทย โดยจ านวนประชากรผู๎สูงอายุในภาคตะวันออกเฉียงเหนือนั้นจะมีสูงถึงร๎อยละ 
11.8 ซึ่งสูงกวําคําเฉลี่ยของประเทศ1 สถานการณ์การเพิ่มจ านวนประชากรผู๎สูงอายุนั้นไมํได๎เกิดขึ้นเฉพาะใน
ประเทศไทยแตํยังเกิดขึ้นทั่วโลก   ปัญหาหน่ึงที่พบได๎มากในผู๎สูงอายุคือความจ าบกพรํอง โดยจะพบวําสํวน
ใหญํจะมีปัญหาเร่ืองกระบวนการใสํรหัส (encoding)ความจ าใหมํๆ 3  ยิ่งกวํานั้นผู๎สูงอายุยังมักมีปัญหาเร่ือง
ใช๎เวลาในการจัดการข๎อมูลนานขึ้น การให๎ความสนใจและรักษาความสนใจตํอสิ่งเร๎าได๎ไมํคํอยดี 4  โดยความ
บกพรํองเหลํานี้จะเกิดจากการที่ระบบประสาทสํวนกลางมีการตายของเซลล์ประสาทและการเสื่อมสลาย
ของเซลล์ประสาทและการลดการแตกกิ่งก๎านสาขาของเดนไดรต์ตลอดจนการมีจุดประสานลดลง 5 ท าให๎
สมองบริเวณ prefrontal cortex ที่เกี่ยวข๎องกับการให๎ความสนใจตํอสิ่งเร๎าและการเรียนรู๎ 6และสมองสํวน 
hippocampus ซึ่งมีบทบาทเร่ืองการเรียนรู๎และความจ าฝ่อลง7 การลดลงของสารสื่อประสาท8 

ในคนสูงอายุบางคน อาจมีปัญหาด๎านความจ ามากกวําคนปกติวัยเดียวกัน  แตํก็ไมํมากถึงกับภาวะ
สมองเสื่อม เราเรียกภาวะนี้วํา  ภาวะสูญเสียความสามารถของสมองเล็กน๎อย ( Mild Cognitive Impairment 
หรือ MCI) ภาวะนี้จะอยูํตรงกลางระหวํางภาวะสมองเสื่อม ( dementia) กับ ภาวะหลงลืมของคนปกติ  
(normal forgetfulness) แตํในคนที่มี MCI ผู๎ป่วยจะลืมสิ่งที่ไมํควรลืม เชํน  ลืมวันเวลานัดหมายที่ส าคัญ ๆ 
และจะเกิดขึ้นบํอย ๆ จนรบกวนการท างานหรือชีวิตประจ าวัน แตํจะไมํสูญเสียหน๎าที่การท างาน การด าเนิน
ชีวิต การตัดสินใจ การใช๎เหตุผล เป็นต๎น  การวินิจฉัยอาจท าได๎ยาก  สํวนมากจะทราบข๎อมูลได๎จากคน
ข๎างเคียงมากกวําที่จะรู๎โดยตัวของผู๎ป่วยเอง  อยํางไรก็ตามประชากรกลุํมผู๎สูงอายุที่มีปัญหาจากภาวะสูญเสีย
ความสามารถของสมองเล็กน๎อย ( Mild Cognitive Impairment หรือ MCI) มีความเสี่ยงในการที่จะเกิดเป็น
โรคสมองเสื่อมเพิ่มขึ้น   มีรายงานวําประมาณไมํน๎อยกวํา 12 % จะมีความก๎าวหน๎าของโรคตํอไปเป็นโรค
ความจ าเสื่อม (dementia)  ดังนั้นการลดความบกพรํองในเร่ืองการเรียนรู๎และความจ าในภาวะ MCI จึง
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นับเป็นวิธีหนึ่งที่จะชํวยลดอุบัติการณ์ของโรคสมองเสื่อมซึ่งก าลังกลายเป็นมหันตภัยชนิดหน่ึงในสังคม
ปัจจุบัน  ทั้งนี้เนื่องจากภาวะดังกลําวสํงผลกระทบอยํางมากตํอเศรษฐกิจและสังคมของประเทศ 

พรมมิ (Bacopa monniera) เป็นสมุนไพรที่มีการประวัติการใช๎ยาวนาน  ในการแพทย์อายุรเวทของ
อินเดียระบุวําพรมมิมีสรรพคุณ บ ารุงความจ า บ ารุงสมอง แก๎ไข๎ แก๎ปวด มีการศึกษาพบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา
ที่เกี่ยวข๎องกับระบบประสาทสํวนกลางและความจ ามากมายทั้งในหลอดทดลองและในสัตว์ทดลอง  สาร
สกัดจากพรมมิมีฤทธิ์ antidepressant13  memory enhancing14   sedative และ antiepileptic  จากการศึกษา
พบวํา สารสกัดจากพรมมิมีฤทธิ์เกี่ยวข๎องกับ cholinergic system โดยลดการท างานของ choline esterase 
และ choline acetylase นอกจากนี้ พรมมิยังมีฤทธิ์ anti-inflammatory  และ antioxidant อีกด๎วย การศึกษา
ทางคลินิกวําพรมมิชํวยเพิ่มความสามารถในการจ าในอาสาสมัครสุขภาพดี เมื่อได๎รับพรมมิเป็นเวลา 3 เดือน
15   สารที่มีฤทธิ์ในพรมมิคือสารกลุํม saponin ชื่อ bacoside A, B16-17,13    อยํางไรก็ตามถึงแม๎พรมมิจะเป็น
สมุนไพรมี่มีการใช๎ในการบ ารุงสมองและมีฤทธิ์กระตุ๎นการเรียนรู๎และความจ าโดยเฉพาะในคัมภีร์อายุรเวท
ของอินเดียมาเป็นเวลานาน  และผลงานวิจัยเบื้องต๎นของจินตนาภรณ์และคณะ ( 2551)18 พบวําสารสกัด
พรมมิมีฤทธิ์เพิ่มการเรียนรู๎และปกป้องสมองในสัตว์ทดลองได๎ดีทั้งในภาวะปกติและในภาวะความจ า
บกพรํอง  นอกจากนั้นยังมีฤทธิ์เพิ่มการเรียนรู๎ในอาสาสมัครปกติวัยสูงอายุ (unpublished data)โดยเพิ่มความ
ความสามารถในการให๎ความสนใจตํอสิ่งเร๎า เพิ่มสมาธิของอาสาสมัคร  ท าให๎ working memory ของ
อาสาสมัครดีขึ้น  จากฤทธิ์ของสมุนไพรพรมมิที่สามารถเพิ่มประสิทธิภาพของ working memory ใน
ผู๎สูงอายุท าให๎คณะผู๎วิจัยตั้งสมมุติฐานวําพรมมินําจะมีศักยภาพในการเพิ่มการเรียนรู๎และความจ าในผู๎ป่วยที่
ที่มีปัญหาจากภาวะสูญเสียความสามารถของสมองเล็กน๎อย ( Mild Cognitive Impairment หรือ MCI) ได๎  
อยํางไรก็ตามปัจจุบันยังไมํพบข๎อมูลทั้งเร่ืองประสิทธิผลและกลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดพรมมิ  ดังนั้น
คณะผู๎วิจัยจึงมุํงที่จะศึกษาในประเด็นดังกลําว 

1.3 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

เพื่อศึกษาฤทธิ์และกลไกของผลิตภัณฑ์สารสกัดพรมมิในการลดความบกพรํองการเรียนรู๎และ
ความจ าของอาสาสมัครปกติและผู๎ป่วยความจ าบกพรํองเล็กน๎อย 

1.4 ทฤษฎี สมมติฐานหรือกรอบแนวความคิด (Conceptual Framework) ของโครงการวิจัย 

 สารสกัดพรมมิสามารถเพิ่มความสามารถในการให๎ความสนใจตํอสิ่งเร๎า เพิ่มสมาธิและเพิ่ม 
working memory ในผู๎สูงอายุที่มีสุขภาพปกติได๎ดี และข๎อมูลจากการศึกษาในสัตว์ทดลองพบวําสามารถ
ท าให๎ระบบประสาทโคลิเนอร์จิก และระบบต๎านอนุมูลอิสระท างานดีขึ้น  ดังนั้นจึงนําจะมีศักยภาพใน
การลดความบกพรํองในภาวะความจ าบกพรํองเล็กน๎อย   โดยกลไกการออกฤทธิ์นําจะเกี่ยวข๎องผําน
ปัจจัยใดปัจจัยหนึ่งหรือหลายปัจจัยซึ่งเกี่ยวข๎องกับกระบวนการดังกลําวดังตํอไปนี้  การเปลี่ยนแปลงการ
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ท างานของระบบประสาทโคลิเนอร์จิก   การท างานระบบต๎านอนุมูลอิสระ  การท างานของระบบ 
monoamine system 

1.4 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ และหน่วยงานท่ีน าผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

 เป็นองค์ความรู๎ในการวิจัยตํอไป  
กลุํมเป้าหมาย.กระทรวงอุตสาหกรรม  ภาคธุรกิจ  องค์การอาหารและยา 

 บริการความรู๎แกํประชาชน  
กลุํมเป้าหมาย..ประชาชนผู๎สนใจทั่วไป 

 บริการความร๎ูแกํภาคธุรกิจ   
กลุํมเป้าหมาย.ผู๎ผลิตด๎านอุตสาหกรรมอาหาร 

 น าไปสูํการผลิตเชิงพาณิชย์ 
กลุํมเป้าหมาย.ผู๎ผลิตด๎านอุตสาหกรรมอาหาร  กระทรวงอุตสาหกรรม องค์การอาหาร
และยา 

 เป็นประโยชน์ตํอประชากรกลุํมเป้าหมาย   
กลุํมเป้าหมายกลุํมผู๎สูงอายุ ผู๎ดูแลผู๎สูงอายุ และครอบครัวผู๎สูงอายุ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

โครงการยํอยที่ 1  1-7 
 

บทที่ 2  
ระเบียบวิธีวิจัย 

2.1 ผลิตภัณฑ์สารสกัดพรมมิ 

 ผลิตภัณฑ์สารสกัดพรมมิและ placebo ที่ใช๎ในการศึกษาครั้งน้ีได๎รับการเตรียมและคุมคุณภาพโดย
รศ.กรกนก อิงคนินันท์และรศ.ศักดิ์ชัย วิทยาอารีกุล คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร 

2.2 แผนการศึกษา 

2.2.1 การศึกษากลไกการออกฤทธิ์สารสกัดพรมมิในอาสาสมัครปกติ 
2.2.1.1 กลุ่มตัวอย่าง 

อาสาสมัครสุขภาพปกติอายุตั้งแตํ 55-70 ปีในชุมชนภาคอีสาน จ านวน45 คน โดยมีลักษณะดังนี้ ไมํ
มีโรคประจ าตัวทางกายที่รุนแรง เชํนเบาหวาน ความดันเลือดสูง โรคหัวใจ โรคปอดหรือภูมิแพ๎ และไมํมี
ความผิดปกติทางจิต , ไมํได๎รับยาใดๆหรือยาสมุนไพรประเภทอ่ืนในระหวํางการทดลองและกํอนการ
ทดลองไมํน๎อยกวํา 1 เดือน, ไมํสูบบุหรี่มากกวํา 10 มวนตํอวัน, วันท าการทดสอบต๎องไมํดื่ม ชา กาแฟ มา
กํอน และต๎องไมํดื่มสุรามาอยํางน๎อย 12 ชั่วโมงกํอนท าการทดสอบ มีสุขภาพปกติ  

2.2.1.2 แผนการทดลอง 

จะเก็บเลือดของอาสาสมัครปกติไว๎เพื่อตรวจประเมินการท างานของเอนไซม์ acetylcholinesterase 
(AChE), monoamine oxidase (MAO) ทั้ง MAO A และ  MAO B  และประเมินภาวะ oxidative stress 
damage โดยใช๎ malondialdehyde level เป็นดัชนี และประเมินการท างานของเอนไซม์ต๎านอนุมูลอิสระได๎แกํ 
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) และ glutathione peroxidase (GPx)  หลังจากนั้นจะเก็บเลือด
อาสาสมัครมาประเมินการเปลี่ยนแปลงดัชนีที่กลําวข๎างต๎นหลังบริโภคพรมมิไป 1 , 2 และ 3 เดือน และหลัง
หยุดบริโภคไป 1 เดือน 

2.2.2  การศึกษาฤทธิ์และกลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดพรมมิในการลดความบกพร่องการเรียนรู้และ
ความจ าของผู้ป่วยความจ าบกพร่องเล็กน้อย 

 เป็นการวิจัยแบบ double-blinded randomized  control study 
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2.2.2.1 กลุํมตัวอยําง 
Inclusion Criteria 
1. ชาย/ หญิง ที่มีอายุระหวําง 50-65 ปี  ผู๎ป่วยที่เข๎ารับการตรวจที่คลินิกจิตเวช โรงพยาบาลศรี

นครินทร์ จังหวัดขอนแกํน 
2. มีสุขภาพสมบูรณ์แข็งแรง  ไมํมีโรคประจ าตัวใดๆทั้งทางรํางกายและจิตใจ 
3. มีคํา MoCA Test น๎อยกวํา 26 คะแนน จาก 30 คะแนน ซึ่งบํงบอกวํา เป็นผู๎ที่มีความบกพรํอง

ทางด๎านพุทธิปัญญา 
4. มีคําคะแนน TMSE  ระหวําง 23 - 26จากคะแนนเต็ม 30 

 Exclusion Criteria 
1. ผู๎ป่วยที่ได๎รับการวินิจฉัยวําเป็นโรคสมองเสื่อม (Alzheimer’s disease) 

 อาสาสมัครที่เข๎ารํวมการวิจัย จะได๎รับการอธิบายส าหรับการปฏิบัติตัวในการวิจัยอยํางละเอียด และ
ลงนามยินยอมเข๎ารํวมการวิจัยทุกคน หลังจากนั้นอาสาสมัครจะถูกสุํมแบํงแบบปิด (double- blinded  
randomized control)  ออกเป็น 3 กลุํม คือกลุํม ที่ได๎รับยาหลอก และกลุํมที่ได๎รับสารสกัดพรมมิ ขนาด 300  
mg และกลุํมที่ได๎รับยา Donepezil 5 mg อาสาสมัครที่เข๎ารํวมจะได๎รับการตรวจวัดคําตัวแปรที่เกี่ยวกับ
ความจ าและการเรียนรู๎ดังนี้ 
 1. MoCA-Thai (Montreal Cognitive Assessment test) ฉบับภาษาไทย  ใช๎เวลาในการทดสอบและ
แปลผลประมาณ 30 นาที 
 2. ADULT-ADHD screening test ใช๎ตรวจเพื่อประเมินภาวะสมาธิสั้น ใช๎เวลาทดสอบและแปลผล
ประมาณ 20 นาที  
 3. SCL-90 (Symptom Checklist-90 i times) ใช๎ตรวจเพื่อประเมินอาการทางจิตใจ (อาการวิตกกังวล 
เศร๎า) ใช๎เวลาทดสอบและแปลผลประมาณ 20 นาที 
 ทั้ง 2 กลุํมได๎รับยาประมาณ 12 สัปดาห์ ตั้งแตํ ณ วันแรกของการเข๎ารํวม (visit 1), สัปดาห์ที่ 4 (visit 
2), สัปดาห์ที่ 12 (visit 3)  หลังจากสัปดาห์ที่12 จะไมํได๎รับยา และอาสาสมัครจะต๎องกลับมาตรวจวัดคํา
คะแนนตํางๆใหมํในสัปดาห์ที่ 16 (visit 4) เป็นสัปดาห์สุดท๎ายของการทดลอง ซึ่งสามารถสรุป ได๎ดัง
แผนภูมิด๎านลําง 

Inclusion Criteria 
1. ชาย/ หญิง ที่มีอายุระหวําง 50-65 ปี  ผู๎ป่วยที่เข๎ารับการตรวจที่คลินิกจิตเวช โรงพยาบาลศรี

นครินทร์ จังหวัดขอนแกํน 
2. มีสุขภาพสมบูรณ์แข็งแรง  ไมํมีโรคประจ าตัวใดๆทั้งทางรํางกายและจิตใจ 
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3. มีคํา MoCA Test น๎อยกวํา 26 คะแนน จาก 30 คะแนน ซึ่งบํงบอกวํา เป็นผู๎ที่มีความบกพรํอง
ทางด๎านพุทธิปัญญา 

Exclusion Criteria 
1. ผู๎ป่วยที่ได๎รับการวินิจฉัยวําเป็นโรคสมองเสื่อม (Alzheimer’s disease) 
2. คํา MoCA test มากกวํา 26 คะแนน จาก 30 คะแนน 

 อาสาสมัครที่เข๎ารํวมการวิจัย จะได๎รับการอธิบายส าหรับการปฏิบัติตัวในการวิจัยอยํางละเอียด และ
ลงนามยินยอมเข๎ารํวมการวิจัยทุกคน หลังจากนั้นอาสาสมัครจะถูกสุํมแบํงแบบปิด (double blind randomize 
control)  ออกเป็น 2 กลุํม คือกลุํม ที่ได๎รับยาหลอก และ กลุํมที่ได๎รับสารสกัดพรมมิ  อาสาสมัครที่เข๎ารํวม
จะได๎รับการตรวจวัดคําตัวแปรที่เกี่ยวกับความจ าและการเรียนรู๎ดังนี้ 
 1. แบบประเมินสมรรถภาพทางสมองของไทย (Thai Mental State Examination: TMSE) ใช๎เวลาใน
การทดสอบและแปลผลประมาณ 30 นาที   
                2. MoCA-Thai (Montreal Cognitive Assessment test) ฉบับภาษาไทย ใช๎เวลาในการทดสอบและ
แปลผลประมาณ 30 นาที 
 3. ADULT-ADHD screening test ใช๎ตรวจเพื่อประเมินภาวะสมาธิสั้น ใช๎เวลาทดสอบและแปลผล
ประมาณ 20 นาที  
 4. SCL-90 (Symptom Checklist-90 itemes) ใช๎ตรวจเพื่อประเมินอาการทางจิตใจ  ใช๎เวลาทดสอบ
และแปลผลประมาณ 20 นาที 
 ทั้ง 3 กลุํมได๎รับยานาน 12 สัปดาห์ ตั้งแตํ วันแรกของการเข๎ารํวม (visit 1), สัปดาห์ที่ 4 (visit 2), 
สัปดาห์ที่ 12 (visit 3)  หลังจากสัปดาห์ที่12 จะไมํได๎รับยา แตํอาสาสมัครจะต๎องกลับมาตรวจวัดคําคะแนน
ตํางๆในสัปดาห์ที่ 16 (visit 4) เป็นสัปดาห์สุดท๎ายของการศึกษา 
 สรุปเป็นแผนภูมิดังนี ้

0     4 8 12                    16

Weeks

Visit 1 Visit 4Visit 3Visit 2

Start

ช่วงที่ได้รับยา

- MoCA test

- Adult-ADHD

- SCL-90

 
รูปท่ี 1-1 แผนภูมิแสดงการด าเนินการวิจัยในอาสาสมัครที่เข๎ารํวมการศึกษาฤทธิ์สารสกัดพรมมิในการลด
ปัญหาการบกพรํองเร่ืองการเรียนรู๎และความจ าในผู๎ป่วยที่มีความจ าบกพรํอง  
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ในแตํละคร้ังที่อาสาสมัครมาติดตามการศึกษาจะถูก  ตรวจประเมินระดับ activity ของ 
acetylcholinesterase enzyme, ระดับ scavenger enzymes activity, lipid peroxidation และระดับ monoamine 
oxidase 

เพื่อเป็นการเฝ้าระวังผู๎ป่วย  ผู๎ป่วยจะได๎รับการตรวจ clinical chemistry profile ประกอบด๎วย ระดับ
น้ าตาล ไขมัน liver function test  BUN และ creatinine  และ cortisolใน plasma  และ ตรวจประเมินด๎าน
โลหิตวิทยา อื่นๆ  

2.3  การตรวจประเมินการเปลี่ยนแปลง biomarkers 

2.3.1  การประเมินเอนไซม์ acetylcholinesterase  

 จะประเมินปริมาณ acetylcholinesterase ในเลือดหลังจากที่ได๎รับเลือดน าเลือดไปปั่นนาน 10 นาที 
ความเร็ว 5000xg  ท าการเจือจางด๎วยฟอสเฟสบัพเฟอร์  0.1 M pH 8 น า plasma  10 ไมโครลิตรลงใน plate 
ใสํ ฟอสเฟสบัพเฟอร์  200 ไมโครลิตรใสํ dithiobisnitrobenzoate (DTNB) 0.01M จ านวน 20 ไมโครลิตรทิ้ง
ไว๎ 5 นาทีเพื่อรอปฏิกิริยา เติม acetylthiocholine iodide (ATChI) 0.075M จ านวน 10 ไมโครลิตรแล๎วน าไป
วัดที่ 412 นาโนเมตร46 

2.3.2  การประเมินระดับ monoamine oxidase   

 น า plasma เจือจาง sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4) and ปั่นที่ 15,000×g นาน 20 นาที
หลังจากนั้นน าสํวนที่ใส  Supernatant ใช๎วัด MAO  โดยเติม Tris buffer (0.1 M, pH 7.4) จ านวน 2.75 
มิลลิลิตร  เติม 4 mM 5-hydroxytryptamine จ านวน 100 ไมโครลิตรปั่นให๎เข๎ากันท าการวัด of were mixed in 
spectrophotometer ที่ชํวงคลื่น  280 นาโนเมตร 5 นาที47 

2.3.3  การประเมินระดับ malondialdehyde (MDA)  และการท างานของ scavenger enzymes 

 วิธีการวัด MDA โดยการน า plasma ใสํหลอดแก๎ว เติม  10% TCA (Trichloroacetic Acid) จ านวน 
125 ไมโครลิตร, 8% SDS (Sodium dodecyl sulfate) 200 ไมโครลิตร, 5Mm EDTA 
(Ethylenediaminetetraacetic acid), โดยมี TEP (1, 1, 3, 3-tetramethoxy propane) ใช๎เตรียม standard ผสมให๎
เข๎ากันทิ้งไว๎ 10 นาที เติม  0.6% TBA (thiobarbituric acid).  น าไปต๎มนาน ที่อุณหภูมิ 95องซาเซลเซียสนาน 
30 นาทีทิ้งไว๎ให๎เย็นน าไปปั่นปลํอยให๎เย็นแล๎วเติม น้ ากลั่น 1 มิลลิลิตรความเร็ว 4,000xg นาน 10 นาที น า
สํวนใสไปวัดที่ ความยาวแสง 532 นาโนเมตร48 
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2.3.4 วิธีการวัด catalase 

 น า plasma หรือ standard ใน plate ท าการใสํ hydrogen peroxide  50 ไมโครลิตร ทิ้งไว๎  1 นาที  ใสํ
กรดซัลฟูริก  25 ไมโครลิตรใสํ โปแทสเซียมเปอร์แมงกาเนต 100 ไมโครลิตร ท าการวัด ที่ 515 นาโนเมตร49 

2.3.5 วิธีการวัด superoxide dismutase 

  ใสํ plasma หรือ standard ใน plate หลังจากเตรียมสารตามข๎างต๎นแล๎วน ามาผสมกันดังน้ี  50 mM 
potassium phosphate, 0.1 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 0.01 mM cytochrome C, 0.05 mM 
xanthineใสํใน plate 200 µl ใสํ xanthine oxidase   20 ไมโครลิตร น าไปวัดที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร50 

2.3.6 วิธีการวัด GPx 

 ใสํ plasma หรือ standard ใน plate ใสํสารประกอบด๎วย48 mM sodium phosphate, 0.38 mM EDTA, 
0.12 mN β-NADPH, 0.95 mM sodium azide, 3.2 units of glutathione reductase, 1 mM glutathione (GSH), 
0.02 mM DL-dithiothreitol, 0.0007% H2O2 จ านวน 200 µl น าไปวัดที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร51 

2.4 Statistical analysis    

การวิเคราะห์ผลการวิจัยจากการเปลี่ยนแปลง คําเฉลี่ย (Mean) ของMoCA Thai และ TMSE ระดับ
นัยส าคัญทางสถิติจะรายงานเมื่อมีคํา P < 0.05 

การวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงของ biomarkers จะวิเคราะห์ทางสถิติเพื่อเปรียบเทียบความแตกตําง
ระหวํางกลุํมโดยใช๎ ANOVA เปรียบเทียบความแตกตํางระหวํางกํอนและหลังรับประทานโดยใช๎ student 
pair  t-test  แบบ two-tailed ที่ P-value<0.05  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

โครงการยํอยที่ 1  1-12 
 

บทที่ 3  

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 
 

จากตารางที่ 1-1 จะเห็นวําไมํพบความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญในเร่ืองข๎อมูลพื้นฐานของกลุํม
ตัวอยํางในแตํละกลุํม ไมํวําจะเป็นอายุ ระดับการศึกษา IQ ดังแสดงในตารางที่ 1-1 

 
ตารางท่ี 1-1 ข๎อมูลพื้นฐานของอาสาสมัครที่เข๎ารํวมโครงการ (N=20) 
 

ข๎อมูลพื้นฐาน Pre-dose baseline value 
Age (years) 
Education(years) 
Full scale IQ 
Blood sugar (mg/dl) 
Blood pressure (mmHg) 

59.12±7.37 
7.27±4.14 
94.95±9.22 
90.18±11.31 
119.97±8.94 / 80.45±4.34 

 
 

3.1 การเปลี่ยนแปลง biomarkers ของอาสาสมัครปกติ 
ในการศึกษาการเปลี่ยนแปลงการท างานของ acetylcholinesterase(AChE) ดังแสดงในตารางที่ 1-1

พบวํา อาสาสมัครกลุํมที่ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาดวันละ 300 มิลลิกรัมจะมีการท างานของเอนไซม์ AChE
ลดลงหลังบริโภคไป 1 เดือน (p-value.05 เทียบกับbaseline) และเมื่อยิ่งบริโภคนานขึ้นเป็น 2 และ 3 เดือน
ก็จะพบการเปลี่ยนแปลงดังกลําวชัดเจนมากขึ้น (p-value.001 เทียบกับbaseline) และถึงแม๎หยุดบริโภคไป 
1 เดือนแล๎วก็ยังพบการเปลี่ยนแปลงดังกลําว (p-value.05 เทียบกับbaseline) การลดลงของการท างานของ
เอนไซม์ดังกลําวในเดือนที่ 2 และ 3 จะลดลงมากกวําในเดือนที่ 1 อยํางมีนัยส าคัญ (p-value.001 ทั้งหมด
เทียบกับbaseline) อยํางไรก็ตามไมํพบความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญระหวํางการบริโภคสารสกัดขนาด
ดังกลําวไป 2 และ 3 เดือน 
 นอกจากนั้นยังพบวําเมื่อเปรียบเทียบการท างานของเอนไซม์ดังกลําวระหวํางกลุํมที่ได๎รับ placebo 
และกลุํมที่ได๎รับสารสกัดพรมมิ จะพบวําอาสาสมัครที่ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาดวันละ 300 มิลลิกรัมจะมี
การท างานของเอนไซม์ AChE ลดลงอยํางมีนัยส าคัญต้ังแตํได๎รับสารสกัดพรมมิขนาดที่กลําวข๎างต๎นไปเป็น
เวลา 1 เดือน (p-value.01 เทียบกับกลุํมที่ได๎รับ placebo) เมื่อเพิ่มระยะเวลาการบริโภคเป็น 2 และ 3 เดือนก็
ยังพบการเปลี่ยนแปลงที่มีนัยส าคัญ (p-value.001 ทั้งหมดเทียบกับกลุํมที่ได๎รับ placebo) แม๎หยุดบริโภค
ไป 1 เดือนก็ยังพบการเปลี่ยนแปลงดังกลําว(p-value.01 เทียบกับกลุํมที่ได๎รับ placebo) ในอาสาสมัครกลุํม
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ที่ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาดวันละ 600 มิลลิกรัมก็พบการเปลี่ยนแปลงในท านองเดียวกัน แตํจะพบการ
เปลี่ยนแปลงที่มีนัยส าคัญเพียงหลังบริโภคไป 1, 3 เดือนและหลังหยุดบริโภคไป 1 เดือน (p-value.01, 05 
และ .01 ตามล าดับเทียบกับกลุํมที่ได๎รับ placebo) 

ตารางท่ี 1-2 แสดงการเปลี่ยนแปลงการท างานของ acetylcholinesterase (AChE)ของอาสาสมัครที่ได๎รับ 
placebo และอาสาสมัครปกติที่ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาดวันละ 300 และ 600 มิลลิกรัม (n=20 กลุํม) 
 

        Dose/time Baseline 1- month 2- month 3- month Delay 
AChE 
(umol/min.
g.protein) 
 
 
Compare 
Within 
Group 

Placebo 21.31±4.70 23.88±4.32 21.22±3.48 21.77±3.39 23.15±4.04 
F(0.0500,4,95)  
= 1.7499   
P = 0.1455 

300mg 22.47±4.81 19.82±3.16# 14.31±2.52###@@@ddd 15.87±3.28###@@@dd 19.73±3.01# 

F(0.0500,4,95)  
=  18.2771 
p = 3.647E-011 

600mg 20.77±3.96 19.16±2.58 19.62±3.32 19.50±3.60 19.67±2.83 

F(0.0500,4,95)  
= O.6844 
P = 0.6044 

        Dose/time Baseline 1- month 2- month 3- month Delay 
AChE 
(umol/min.
g.protein) 
Compare 
Between 
Group 

Placebo 21.31±4.70 23.88±4.32 21.21±3.48 21.77±3.39 23.15±4.04 
 

300mg 22.47±4.81 19.82±3.16** 14.31±2.52*** 15.87±3.28*** 19.73±3.01** 

 

600mg 20.77±3.96 
F(0.0500,2,57)  
= 0.7371 
P = 0.4830 

19.16±2.58** 

F(0.0500,2,57) = 
11.1355 
P = 8.273E-005 

19.62±3.32!!! 

F(0.0500,2,57)  
=  26.5942 
P = 6.943E-009 

19.498±3.60*!! 

F(0.0500,2,57)  
= 15.1186 
P = 5.401E-006 

19.669±2.83** 

F(0.0500,2,57) 
=  7.1453 
P = 0.0017 

 
# = p-value <0.05 เปรียบเทียบกับ baseline, ## = p-value <0.01เปรียบเทียบกับ baseline, ### = p-value 
<0.001 เปรียบเทียบกับ baseline 
* = p-value <0.05 เปรียบเทียบกับplacebo, **= p-value <0.01เปรียบเทียบกับplacebo, ***= p-value <0.001 
เปรียบเทียบกับ placebo 
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@ = p-value <0.05 เปรียบเทียบกับ1-month., @@ = p-value <0.01เปรียบเทียบกับ1-month, @@@ = p-value 
<0.001 เปรียบเทียบกับ1-month. 
b = p-value <0.05 เปรียบเทียบกับ2-month., bb = p-value <0.01เปรียบเทียบกับ2-month, bbb = p-value 
<0.001 เปรียบเทียบกับ2-month. 
! = p-value <0.05 เปรียบเทียบกับdose 300 mg, !! = p-value <0.01เปรียบเทียบกับdose 300 mg,!!! = p-value 
<0.001 เปรียบเทียบกับdose 300 mg 
d = p-value <0.05 เปรียบเทียบกับ delay dose, dd= p-value <0.01เปรียบเทียบกับ delay dose, ddd = p-value 
<0.001 เปรียบเทียบกับ delay dose  

  คณะผู๎วิจัยได๎ท าการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของ oxidative stress markers ได๎แกํการเปลี่ยนแปลงของ
ระดับ malondialdehyde (MDA), การท างานของเอนไซม์ต๎านอนุมูลอิสระได๎แกํ  superoxide dismutase 
(SOD), catalase (CAT) และ glutathione peroxidase (GPx) ดังแสดงในรูปที่ 1-2 ถึง 1-5 

  จากรูปที่ 1-2 จะเห็นวําอาสาสมัครที่ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาดวันละ 300และ 600 มิลลิกรัมจะมี
ระดับ MDA ลดลงอยํางมีนัยส าคัญต้ังแตํหลังบริโภคได๎ 1 เดือน (p-value.01 ทั้งหมดเทียบกับ baseline) 
เมื่อเพิ่มระยะเวลาการบริโภคเป็น 2, 3 เดือน และ หลังหยุดบริโภคไป 1 เดือน ก็ยังพบการเปลี่ยนแปลง
ดังกลําว (เดือนที่ 2: p-value.01 ทั้งหมดเทียบกับ baseline; เดือนที่ 3: p-value.001 และ .01 ตามล าดับ
เทียบกับ baseline; delay: p-value.01 ทั้งหมดเทียบกับ baseline)  

  
 

รูปท่ี 1-2 การเปลี่ยนแปลงระดับ malondialdehyde (MDA) ในพลาสมาของอาสาสมัครปกติที่ได๎รับ placebo 
และอาสาสมัครที่ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาดวันละ 300 และ 600 มิลลิกรัม (n=20 กลุํม),                
## = p-value <0.01เปรียบเทียบกับ baseline, ### = p-value <0.001 เปรียบเทียบกับ baseline 
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  จากรูปที่ 1-3 จะเห็นวําอาสาสมัครที่ได๎รับสารสกัดพรมมิทั้งสองขนาดจะมีการท างานของเอนไซม์ 
superoxide dismutase เพิ่มขึ้นตั้งแตํหลังบริโภคไปได๎ 1 เดือนและยังคงพบการเปลี่ยนแปลงดังกลําวไป
ตลอดระยะเวลาการทดลอง 

 

 
รูปท่ี 1-3 การเปลี่ยนแปลงการท างานของเอนไซม์ superoxide dismutase (SOD) ในพลาสมาของอาสาสมัคร

ปกติที่ได๎รับ placebo และอาสาสมัครที่ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาดวันละ 300 และ 600 มิลลิกรัม 
(n=20 กลุํม) ### = p-value <0.001 เปรียบเทียบกับ baseline 
 

 จากรูปที่ 1-4 จะพบวําอาสาสมัครที่ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาดวันละ 300 มิลลิกรัมไป 1, 2 และ 3 
เดือนจะมีการท างานของเอนไซม์ดังกลําวเพิ่มขึ้นอยํางมีนัยส าคัญ (p-value.05, .01 และ .001 ตามล าดับ
เทียบกับ baseline) แตํการเปลี่ยนแปลงดังกลําวจะหายไปหลังหยุดบริโภคสารสกัดไป 1 เดือน ในขณะที่
อาสาสมัครที่ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาดวันละ 600 มิลลิกรัมจะมีการท างานของเอนไซม์ดังกลําวเพิ่มขึ้น
ตั้งแตํบริโภคไป 1 เดือนและการเปลี่ยนแปลงดังกลําวยังคงพบที่ 2, 3 เดือนและแม๎ในภายหลังจากหยุด
บริโภคไป 1 เดือน (p-value.001, .01, .001 และ .001 ตามล าดับเทียบกับ baseline) 
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รูปท่ี1-4 การเปลี่ยนแปลงการท างานของเอนไซม์ catalase (CAT) ในพลาสมาของอาสาสมัครปกติที่ได๎รับ 
placebo และอาสาสมัครที่ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาดวันละ 300 และ 600 มิลลิกรัม (n=20 กลุํม)  # 
= p-value <0.05เปรียบเทียบกับ baseline, ## = p-value <0.01เปรียบเทียบกับ baseline, ### = p-
value <0.001 เปรียบเทียบกับ baseline 
 

 นอกจากนั้นยังพบวําอาสาสมัครที่ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาดวันละ 300 มิลลิกรัมจะมีการเหิมการ
ท างานของเอนไซม์ glutathione peroxidase เพิ่มขึ้นและจะเห็นการเปลี่ยนแปลงที่มีนัยส าคัญเมื่อบริโภคไป
ได๎ 2, 3 เดือนและหลังหยุดบริโภคไปได๎ 1 เดือน (p-value.01, .001 และ .001 ตามล าดับเทียบกับ baseline) 
อาสาสมัครที่ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาดวันละ 600 มิลลิกรัมเองก็มีการเปลี่ยนแปลงในท านองเดียวกัน       
(p-value.001, .001 และ .01 ตามล าดับเทียบกับ baseline)ดังแสดงในรูปที่ 1-5 
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รูปท่ี 1-5 การเปลี่ยนแปลงการท างานของเอนไซม์ glutathione peroxidase (GPx) ในพลาสมาของ
อาสาสมัครปกติที่ได๎รับ placebo และอาสาสมัครที่ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาดวันละ 300 และ 600 
มิลลิกรัม (n=20 กลุํม)  ## = p-value <0.01เปรียบเทียบกับ baseline, ### = p-value <0.001 
เปรียบเทียบกับ baseline 
 

3.2 การศึกษาฤทธิ์และกลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดพรมมิในการลดความบกพร่องการเรียนรู้และความจ า
ของผู้ป่วยความจ าบกพร่องเล็กน้อย 
 การด าเนินงานในสํวนนี้มีปัญหาไมํสามารถด าเนินการตามแผนได๎เน่ืองจากจ านวนผู๎ป่วยที่ครบตาม 
inclusion criteria มีน๎อย ได๎ปรับแผนการท างานไปด าเนินการตามชุมชน ท าให๎ต๎องยื่นขอจริยธรรมใหมํ  ดัง
เอกสารตามที่สํงมา และรอผลการอนุมัติอยูํ 
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อภิปรายผล 

มีรายงานวําสารสื่อประสาทในกลุํม acetylcholine ซึ่งมีบทบาทส าคัญตํอ working memory 
โดยเฉพาะความจ าในกลุํมที่เรียกวํา spatial memory หรือความจ าที่เกี่ยวข๎องกับทิศทาง 52  อยํางไรก็ตาม 
acetylcholine ไมํได๎มีอิทธิพลตํอ spatial memory เทํานั้นแตํยังมีอิทธิพลตํอ digit working memory53 และ 
numeric working memory รํวมด๎วย 54  มีรายงานวําการเพิ่ม cholinergic transmission โดยการยับยั้งการ
ท างานของ acetylcholinesterase enzyme ด๎วย  physostigmine สามารถลด reaction ที่ใช๎ใน recognition 
test55-56   

นอกจากสารสื่อประสาทในกลุํม acetylcholine แล๎วสารสื่อประสาทในกลุํม monoamine เองก็มี
อิทธิพลตํอ working memory อยํางมาก โดย dopamine นั้นจะมีอิทธิพลทั้งตํอ spatial และ non-spatial 
memory57  และสารที่ยับยั้งการหลั่งสารสื่อประสาท norepinephrine จะท าให๎อาสาสมัครปกติมีความจ าชนิด 
spatial working memory แยํลง58  สํวน serotonin นั้นจะมีอิทธิพลตํอ working memory โดยออกฤทธิ์ยับยั้ง
การท างานของ dopamine และ cholinergic system ซึ่งจะสํงผลกระทบตํอความจ าโดยอ๎อม57 

 สารสื่อประสาทเหลํานี้ไมํเพียงจะมีผลโดยตรงตํอ working memory แตํยังพบวํามีผลตํอ attention 
ซึ่งจะสํงผลตํอการเรียนรู๎และความจ า มีรายงานวํา attentionโดยเฉพาะ low level attention เชํนการให๎ความ
สนใจตํอสิ่งเร๎าจะเกี่ยวข๎องกับการท างานของ norepinephrine และ acetylcholine  ในขณะที่ high level 
attention ซึ่งเกี่ยวข๎องกับการให๎ความสนใจเพื่อตัดสินใจและ working memory จะเกี่ยวข๎องกับ dopamine58 

 ดังนั้นกลไกที่สารสกัดพรมมิเพิ่ม working memory ในอาสาสมัครปกติวัยกลางคนและสูงอายุนําจะ
ผํานการยับยั้งการท างานของเอนไซม์  AChE และลด oxidative stress โดย เพิ่มการท างานของ scavenger 
enzymes และท าให๎ อนุมูลอิสระลดลงไปท าลายโครงสร๎างเซลล์ประสาทได๎น๎อยลง ลดความบกพรํองใน
การท าหน๎าที่ของเซลล์เหลํานั้น 
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บทที่ 4 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 

 ข๎อมูลจากการศึกษาในครั้งนี้แสดงให๎เห็นวําสารสกัดพรมมิสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ AChE ได๎ซึ่งนําจะท าให๎มีระดับของ acetylcholine ซึ่งเป็นสารสื่อประสาทที่มีผลตํอการเรียนรู๎และ
ความจ าตลอดจนกระบวนการ attention ของอาสาสมัคร ท าให๎การเรียนรู๎และความจ าของอาสาสมัครปกติ 
นอกจากนั้นข๎อมูลในอาสาสมัครปกติก็สอดคล๎องกับในสัตว์ทดลองซึ่งพบวําสารสกัดพรมมิท าให๎ลด 
oxidative damage ดังจะเห็นจากการลด MDA ซึ่งการลดลงของ oxidative damage ที่ประเมินใน serum นี้
อาจมีผลสํวนหน่ึงจากการลด  oxidative damage ในสมองท าให๎ลดการท าลายของเซลล์ประสาท และอาจ
สํงผลให๎มีความบกพรํองในการท าหน๎าที่ของสมองในสํวนน้ันๆน๎อยลง   ดังนั้นกลไกการออกฤทธิ์ของสาร
สกัดพรมมิในการเพิ่มการเรียนรู๎และความจ าในอาสาสมัครปกตินั้นนําจะมีกลไกสํวนหน่ึงเกี่ยวข๎องกับการ
กด AChE และการลด oxidative stress damage 
 ถึงแม๎คณะผู๎วิจัยจะได๎น าผลที่กลําวข๎างต๎นต้ังสมมุติฐานวําสารสกัดพรมมินําจะมีศักยภาพในการลด
ความบกพรํองเร่ืองการเรียนรู๎และความจ าในผู๎ป่วย mild cognitive impairment แตํเน่ืองจากปัญหาอุปสรรค
ในการด าเนินการที่ต๎องเปลี่ยน setting ไปศึกษาผู๎ป่วยในชุมชน ท าให๎ต๎องเร่ิมกระบวนการใหมํตั้งแตํขอ
จริยธรรม ซึงผู๎วิจัยได๎ด าเนินการไปแล๎ว และก าลังรอผล ท าให๎การด าเนินการวิจัยลําช๎า   ดังนั้นจึงไมํสามารถ
สรุปผลในสํวนน้ีได๎ 
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ฤทธิ์ของสารสกัดพรมมิต่อการไหลเวียนโลหิตบริเวณผิวเปลือกสมอง ความดันโลหิต 
และ อัตราการเต้นของหัวใจในหนูแรท 

Effects of Brahmi extract on superficial cerebral blood flow, blood pressure and 
heart rate in rats 

 
 

โดย 
ผศ. ดร. กรองกาญจน์ ชูทิพย์ 
ผศ. ดร. นิวัติ เทพาวราพฤกษ์ 

 
 
 
ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจากส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาต ิ

ปีงบประมาณ 2552 



 

โครงการยํอยที่ 2 2-ii 
 

บทคัดย่อ 

สมุนไพรพรมมิเป็นสมุนไพรที่มีสรรพคุณบ ารุงความจ าแตํกลไกการออกฤทธิ์ยังไมํชัดเจน
โดยเฉพาะกลไกที่เกี่ยวข๎องกับไหลเวียนเลือดไปเลี้ยงสมอง การวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของพรมมิ
ตํอการเปลี่ยนแปลงการไหลเวียนโลหิตบนผิวเปลือกสมอง ความดันโลหิต และอัตราการเต๎นของหัวใจ ของ
หนูแรทที่ได๎รับสมุนไพรโดยการกินติดตํอกันนาน 2 เดือน และได๎รับโดยการฉีดสารสกัดโดยตรงเข๎าทาง
หลอดเลือดด า โดยศึกษาเปรียบเทียบกับผลของสารสกัดแปะก๏วย และยามาตรฐาน Donepezi จากผลการวิจัย
เมื่อให๎สารสกัดพรมมิ (40 mg/kg BW) หรือ สารสกัดแปะก๏วย (60 mg/kg BW) ทางปากเป็นเวลานาน
ติดตํอกัน 2 เดือน พบวํามีผลเพิ่มการไหลเวียนโลหิตบริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมอง โดย
ประสิทธิภาพของสารสกัดพรมมิกับสารสกัดแปะก๏วยไมํมีความแตกตํางกัน ในขณะที่ยามาตรฐาน 
Donepezil (1 mg/kg BW) ไมํมีผลใด ๆ ตํอการไหลเวียนโลหิตบริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมอง สาร
สกัดและยามาตรฐานไมํมีผลตํอความดันโลหิต และอัตราการเต๎นของหัวใจ ในทางตรงกันข๎ามการให๎สาร
สกัดพรมมิ (20, 40, 60 mg/kg BW) หรือ สารสกัดแปะก๏วย (20, 40, 60 mg/kg BW) โดยการฉีดเข๎าทาง
หลอดเลือดด าสํงผลลดทั้งความดันโลหิต และการไหลเวียนโลหิตเฉพาะที่บริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุม
สมอง แตํไมํมีผลตํออัตราการเต๎นของหัวใจ ในขณะที่การฉีดยา Donepezile (1 mg/kg BW) ไมํมีผลใด ๆ ตํอ
ความดันโลหิต และการไหลเวียนโลหิตเฉพาะที่บริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมอง แตํมีผลลดอัตราการ
เต๎นของหัวใจ  

โดยสรุปผลการวิจัยนี้แสดงให๎เห็นถึงประสิทธิภาพของสมุนไพรพรมมิในการเพิ่มการไหลเวียน
โลหิตเฉพาะที่บริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมอง เมื่อให๎สารสกัดทางปากนานติดตํอกัน 2 เดือน ทั้งนี้
กลไกที่สํงผลให๎เพิ่มการไหลเวียนโลหิตที่บริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมองต๎องท าการศึกษาตํอไป 
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Abstract 

Bacopa monniera (Brahmi) is well known as herbal medicine for memory enhancing, but its 
mechanism of action, in particular, regarding the effect on blood flow to the brain is still unknown.  
Therefore, the present study aimed to investigate effect of Brahmi ethanolic extract, in comparison with 
ginkgo extract and standard drug for Alzhiemer’s disease, Donepezil, on superficial cerebral blood flow, 
blood pressure and heart rate in rats.  Two experimental procols were implemented including 1) 
Subchronic effect: Rats were orally administered with Brahmi extract (40 mg/kg BW), ginkgo extract    
(60 mg/kg BW) or Donepezil (1 mg/kg BW) daily for 2 months and 2) Acute effect: Rats were 
intravenously injected with Brahmi extract (20, 40, 60 mg/kg BW), ginkgo (20, 40, 60 mg/kg BW), and 
Donepezil (1 mg/kg BW).  We found that subchronic administration of either Brahmi extract (40 mg/kg 
BW) or ginkgo (60 mg/kg BW) significantly increased superficial cerebral blood flow, but had no effect 
on blood pressure and heart rate when compared with control group.  On the other hand, treatment with 
Donepezil (1 mg/kg BW) for 2 months had no significant effect on superficial cerebral blood flow, blood 
pressure and heart rate.  Intravenous injection (i.v.) of Brahmi extract (20, 40, 60 mg/kg BW) or ginkgo 
(20, 40,    60 mg/kg BW) produced a dose-dependent, transient hypotensive effect and decreased 
superficial cerebral blood flow, but had no effect on heart rate in anaesthethized rats.  On the contrary, 
Donepezil  (1 mg/kg BW, i.v.) had no effect on blood pressure and superficial blood flow, but decreased 
heart rate. 

In conclusion, the present study demonstrated the efficiency of Brahmi extract in increasing 
superficial cerebral blood flow, when given orally for 2 months.  Future study on its mechanism of action 
regarding the increase of blood flow is still required. 
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สารบัญตาราง    

ตารางท่ี  หน้า 
  2-1   ผลของสารสกัดพรมมิ, สารสกัดแปะก๏วย และ ยา Donepezil  เมื่อให๎ทางปาก เป็น

ระยะเวลา 2 เดือน ตํอการเปลี่ยนแปลงของความดันโลหิต (Systolic blood pressure) ใน
หนูทดลองที่มีสติ  

2-9 

  2-2   ผลของสารสกัดพรมมิ, สารสกัดแปะก๏วย, และยา Donepezil ขนาด 1 mg/kg BW เมื่อให๎
ทางปาก เป็นระยะเวลา 2 เดือน ตํออัตราการเต๎นของหัวใจ (Heart rate) ในหนูทดลองที่มี
สติ  
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สารบัญรูป   

รูปท่ี  หน้า 
   2-1    การฝึกให๎สัตว์ทดลองให๎คุ๎นเคยกับ Restrainer และ ชุดอุปกรณ์การวัดความดันโลหิตทางหาง

หนู 
2-2     ชุดศึกษาความดันโลหิต อัตราการเต๎นของหัวใจ และชุดศึกษาการไหลเวียนโลหิตที่ผิวสมอง   

และ หนูทดลองที่สลบก าลังถูกตรึงกะโหลกศีรษะด๎วย Stereotaxic apparatus และต าแหนํง
การวาง Laser Doppler flow (LDF) probe 

   2-6 
 

   2-7 
 

2-3     ผลของสารสกัดพรมมิ, สารสกัดแปะก๏วย และยา Donepezil เมื่อให๎ทางปาก เป็นระยะเวลา 2 
เดือน ตํอการเปลี่ยนแปลงการไหลเวียนโลหิตในหลอดเลือดแดงที่ผิวเปลือกสมองในหนู
ทดลองที่สลบ  

2-4     ผลการทดสอบสารหรือยาที่มีฤทธิ์ตํอการเปลี่ยนแปลงความดันโลหิต และการไหลเวียน
โลหิตที่ผิวสมอง เมื่อฉีดสารตํางๆแกํหนู 

2-5     ผลตํอความดันโลหิต และอัตราการเต๎นของหัวใจ  เมื่อฉีดสารสกัดพรมมิ, สารสกัดแปะก๏วย, 
Donepezil, Norepinephrine และ Sodium nitroprusside เข๎าทางหลอดเลือดด าในหนูที่สลบ  

2-6     ผลตํอการเปลี่ยนแปลงของการไหลเวียนโลหิตเฉพาะที่บริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุม
สมอง เมื่อฉีดสารสกัดพรมมิ, สารสกัดแปะก๏วย , Donepezil, Norepinephrine และ Sodium 
nitroprusside  เข๎าทางหลอดเลือดด าในหนูที่สลบ  
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ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ 

มก.  มิลลิกรัม 
ข.        กรัม  
ก./กก.    กรัมตํอกิโลกรัม 
มก./กก.  มิลลิกรัมตํอกิโลกรัม 
มม.  มิลลิเมตร 
มล.     มิลลิลิตร 
mg/kg  Milligram per kilogram 
µg/kg  Microgram per kilogram 
BW  Body weight 
NE  Norepinephrine 
DNP  Donepezil 
SNP  Sodium nitroprusside 
DP  Diastolic blood pressure 
SP  Systolic blood pressure 
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บทที่ 1 

บทน าและการทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

บทน า 

ปัจจุบันอายุเฉลี่ยของประชากรโลกเพิ่มมากขึ้น โดยองค์การอนามัยโลก (WHO) รายงานวําตั้งแตํปี 
ค.ศ. 2000-2050 ประชากรโลกที่มีอายุตั้งแตํ 60 ปีเป็นต๎นไปจะมีจ านวนเพิ่มขึ้นประมาณสามเทําคือจากหก
ร๎อยล๎านคนเป็นสองพันล๎านคน (WHO) และจะเห็นได๎อยํางชัดเจนในในประเทศที่ก าลังพัฒนา ทั้งนี้การ
เปลี่ยนแปลงเชิงโครงสร๎างของประชากรในลักษณะเชํนนี้ท าให๎เราต๎องค านึงถึงผลกระทบทั้งเชิงเศรษฐกิจ
และเชิงสุขภาพที่จะเกิดขึ้นตามมาในผู๎สูงอายุ โดยเฉพาะการมีภาวะโรคเร้ือรังที่สํงผลลดคุณภาพชีวิตของ
ผู๎สูงอายุ เชํน โรคอัลไซเมอร์ ( Alzheimer’s disease) ซึ่งเป็นโรคสมองเสื่อมที่พบได๎บํอยในผู๎สูงอายุโดยพบ
มากเกินคร่ึงหนึ่งของจ านวนผู๎ป่วยโรคสมองเสื่อมทั้งหมด (Small et al., 1997) ดังนั้นการวิจัยเกี่ยวกับยาหรือ
สมุนไพรที่สามารถป้องกันหรือรักษาโรคอัลไซเมอร์จึงมีความส าคัญในการได๎มาซึ่งองค์ความรู๎ที่จะน าไปสูํ
การแก๎ไขปัญหาเชิงสุขภาพดังกลําวให๎กับผู๎สูงอายุและประเทศที่ก าลังพัฒนา สมุนไพรไทยที่มีศักยภาพใน
การพัฒนาเป็นยาหรืออาหารเสริมเพื่อบ ารุงความจ าได๎แกํสมุนไพรพรมมิเน่ืองจากมีหลักฐานเชิง
วิทยาศาสตร์สนับสนุนในหลาย ๆ แงํมุม เชํน มีรายวําสารสกัดจากพรมมิมีฤทธิ์ ลดความกังวล และเพิ่ม
ความจ า (Das et al., 2002; Sairam et al., 2002;  Joshi and Parle, 2006) การศึกษาทางคลินิกพบวําการ
บริโภคพรมมินานเป็นเวลา 3 เดือน ชํวยเพิ่มความสามารถในการจ าในอาสาสมัครสุขภาพดี ( Stough et al., 
2001) เป็นต๎น อยํางไรก็ดีสาเหตุที่ส าคัญประการหนึ่งของอาการสมองเสื่อมคือการที่สมองขาดเลือดมาเลี้ยง 
(Cerebral ischemia) ซึ่งเป็นสาเหตุที่ท าให๎เซลล์สมองเกิดภาวะขาดออกซิเจน และตายในที่สุด  ภาวะการขาด
เลือดไปเลี้ยงสมองอยํางเฉียบพลันสามารถท าให๎เกิดภาวะช็อค และ Stroke ได๎  (Li et al., 2006; Masamoto 
et al., 2007) แตํถ๎าการขาดเลือดไปเลี้ยงสมองเป็นไปทีละน๎อย อาจสํงผลให๎เกิดภาวะสมองเสื่อมได๎ ซึ่งจะ
สํงผลกระทบโดยตรงตํอพฤติกรรมและการเรียนรู๎และความจ า (Niedermeyer, 2006; Shibata et al., 2008) 
เน่ืองจากที่ผํานมายังไมํมีรายงานใด ๆ กลําวถึงผลของสารสกัดพรมมิตํอการเปลี่ยนแปลงการไหลเวียน
โลหิตที่สมอง งานวิจัยนี้จึงมุํงเน๎นศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดพรมมิในการเพิ่มความจ าซึ่งอาจเป็น
ผลเน่ืองมาจากการเปลี่ยนแปลงการไหลเวียนโลหิตบนผิวสมอง รวมถึงผลตํอความดันโลหิต และ อัตราการ
เต๎นของหัวใจ โดยเฉพาะอยํางยิ่งผลในเชิงเปรียบเทียบกับตัวยามาตรฐาน เชํน Donepezil ซึ่งเป็นยารักษา
โรคอัลไซเมอร์  หรือ เปรียบเทียบกับสมุนไพรแปะก๏วย (Ginkgo biloba) ซึ่งเป็นสมุนไพรที่เป็นที่ยอมรับใน
วงกว๎างในปัจจุบันทั่วโลกวํามีฤทธิ์เพิ่มความจ าและมีงานวิจัยเชิงวิทยาศาสตร์สนับสนุนเป็นจ านวนมาก 
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วัตถุประสงค์ของการวิจัย  

เพื่อศึกษาฤทธิ์ของสมุนไพรพรมมิในประเด็นตํอไปนี้ 

 1. ผลตํอการเปลี่ยนแปลงการไหลเวียนโลหิตบนผิวเปลือกสมอง ความดันโลหิต และอัตราการเต๎น
ของหัวใจในหนูทดลองที่สลบ โดยศึกษาเปรียบเทียบระหวํางการฉีดสารโดยตรงทางหลอดเลือดด า 
(intravenous injection) กับการให๎สัตว์ทดลองได๎รับสมุนไพรโดยการกินติดตํอกันนาน 2 เดือน 

2. ผลตํอความดันโลหิต และอัตราการเต๎นของหัวใจในหนูทดลองที่ไมํสลบและได๎รับสารสกัด
สมุนไพรพรมมิโดยการกินติดตํอกันนาน 2 เดือน 

3. เปรียบเทียบผลของสมุนไพรพรมมิ กับสารสกัดแปะก๏วย และยามาตรฐาน Donepezil 

การทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

สมุนไพรพรมมิเป็นสมุนไพรที่มีประวัติการใช๎ยาวนานในการแพทย์อายุรเวทของอินเดียโดยมี
สรรพคุณ บ ารุงความจ า บ ารุงสมอง แก๎ไข๎ แก๎ปวด มีรายงานวําสารสกัดจากพรมมิมีฤทธิ์ Antidepressant 
(Sairam et al., 2002) และ เพิ่มความจ า ( Memory enhancing) (Das et al., 2002) การศึกษาทางคลินิกพบวํา
การให๎พรมมินานติดตํอกันเป็นเวลา 3 เดือน ชํวยเพิ่มความสามารถในการจ าในอาสาสมัครสุขภาพดี 
(Stough, 2001) สารที่มีฤทธิ์ในพรมมิคือ สารกลุํม Saponin ได๎แกํ Bacoside A, B และ Bacopaside I (Garai 
et al., 1996a, b; Rastogi et al., 1994; Sairam et al., 2002) มีรายงวําถ๎าหนูทดลองได๎รับสาร Bacosides กํอน
ท าการชักน าให๎ความจ าบกพรํองด๎วย Scopolamine (3 มก./กก.) , Sodium nitrite (75 มก./กก.) หรือ 
BN52021 (15 มก./กก.) จะสามารถชํวยปกป้องภาวะความจ าบกพรํองเมื่อทดสอบด๎วย Morris water maze 
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุํมควบคุม ( Kishore and Singh, 2005) อยํางไรก็ดียังไมํมีงานวิจัยใดศึกษากลไกการ
ออกฤทธิ์ของสารสกัดพรมมิในการเพิ่มความจ าซึ่งอาจเป็นผลเน่ืองมาจากการเปลี่ยนแปลงการไหลเวียน
โลหิตบนผิวสมอง  รวมถึงผลตํอความดันโลหิต และ อัตราการเต๎นของหัวใจ โดยเฉพาะอยํางยิ่งผลในเชิง
เปรียบเทียบกับตัวยาหรือสารสกัดมาตรฐาน เชํน Donepezil หรือ สารสกัดแปะก๏วย ส าหรับยา Donepezil 
นั้นเป็นยาที่ผํานการรับรองโดย FDA ของประเทศสหรัฐอเมริกา (http://www.fda.gov) และถูกใช๎อยําง
แพรํหลายในปัจจุบันเพื่อรักษาโรค Alzheimer โดยมีกลไกการออกฤทธิ์คือเป็น Acetylcholine esterase 
inhibor ถึงแม๎กลไกการออกฤทธิ์หลัก ๆ ของ Donepezil จะป็นการเพิ่มระดับของ Acetylcholine ในสมอง
โดยยับยั้งการท างานของเอนไซม์ Acetylcholine esterase แตํก็มีรายงานประสิทธิภาพของ Donepezil ใน
ด๎านอ่ืน ๆ ที่นําสนใจ คือ ผลตํอการเพิ่มขึ้นของ LTP (Barnes et al., 2000) และ การเพิ่มขึ้นของ Cerebral 
blood flow (Tsukada et al., 2000; Nakano et al., 2001; Hanyu et al., 2003; Imamura et al., 2008) ซึ่งเชื่อวํา
มีสํวนชํวยในการเพิ่มประสิทธิภาพของยา Donepezil ในการรักษาโรค Alzheimer  สํวนสมุนไพรแปะก๏วย 
(Ginkgo biloba) นั้นเป็นสมุนไพรที่มีรายงานอยํางแพรํหลายเกี่ยวกับฤทธิ์ในการบ ารุงสมองและการชํวย
บ ารุงความจ า กลําวคือ มีรายงานวํา สารสกัดจากใบแปะก๏วย (Ginkgo biloba) และ สารส าคัญของแปะก๏วย
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ซึ่งเป็นสมุนไพรจีน มีฤทธิ์ชํวยปกป้องระบบประสาท (Neuroprotective) และ การเพิ่มความจ า  (Memory 
enhancing effects) (Mahadevan and Park, 2008) โดยมีรายงานผลการวิจัยทั้งในสัตว์ทดลอง ( Winter, 1998; 
Paganelli et al., 2006; Takuma et al., 2007; Walesiuk and Braszko, 2007; Nooshinfar et al., 2008) และ ใน
มนุษย์ (Diamond et al., 2000; Kennedy et al., 2000; Birks et al., 2002; Dodge et al., 2008) ส าหรับ
การศึกษาเชิงเปรียบเทียบระหวํางฤทธิ์และกลไกการออกฤทธิ์ของสมุนไพรพรมมิ และ สมุนไพรแปะก๏วย
ในแงํมุมตํางๆ ปัจจุบันมีเพียงรายงานเดียวที่เปรียบเทียบผลของพรมมิ และ แปะก๏วย  ด๎านการต๎านฤทธิ์ 
Acetylcholineesterase และ ฤทธิ์ Antidementia (Das et al., 2002) ในหนูถีบจักร ซึ่งพบวําสารสกัดแปะก๏วย
มีฤทธิ์ดีกวําสารสกัดพรมมิทั้งการต๎าน Acetylcholineesterase และ ฤทธิ์ Antidementia (Das et al. 2002) 

คณะผู๎วิจัยจึงเห็นวําการศึกษาเปรียบเทียบการออกฤทธิ์ของสมุนไพรพรมมิ กับยามาตรฐาน 
Donepezil และ สมุนไพรแปะก๏วย โดยเฉพาะอยํางยิ่งผลตํอการเปลี่ยนแปลงการไหลเวียนโลหิตบนผิว
สมอง ความดันโลหิต และอัตราการเต๎นของหัวใจ จะน ามาซึ่งข๎อมูลที่เป็นประโยชน์ในการพัฒนาสมุนไพร
พรมมิ เนื่องจากสาเหตุที่ส าคัญประการหนึ่งของอาการสมองเสื่อมคือการที่สมองขาดเลือดมาเลี้ยง (Cerebral 
ischemia) ซึ่งเป็นสาเหตุที่ท าให๎เซลล์สมองเกิดภาวะขาดออกซิเจน และตายในที่สุด  ภาวะการขาดเลือดไป
เลี้ยงสมองอยํางเฉียบพลันสามารถท าให๎เกิดภาวะช็อค และ Strokeได๎  (Li et al., 2006; Masamoto et al., 
2007) แตํถ๎าการขาดเลือดไปเลี้ยงสมองเป็นไปทีละน๎อย อาจสํงผลให๎เกิดภาวะสมองเสื่อมได๎ ซึ่งจะสํงผล
กระทบโดยตรงตํอพฤติกรรมและการเรียนรู๎และความจ า (Niedermeyer, 2006; Shibata et al., 2008) 
เน่ืองจากที่ผํานมา ยังไมํมีรายงานใด ๆ กลําวถึงผลของสารสกัดพรมมิตํอการเปลี่ยนแปลงการไหลเวียน
โลหิตที่สมอง จากการศึกษาที่ผํานมาพบวําสมุนไพรพรมมิมีฤทธิ์ท าให๎หลอดเลือดคลายตัว ( Channa et al., 
2003) โดยกลไกการออกฤทธิ์นําจะเกี่ยวข๎องกับการยับยั้งการไหลของ Ca2+ เข๎าเซลล์ ( Dar & Channa, 1999; 
Chootip et al., 2008) และ อาจเกี่ยวข๎องกับ Prostacyclin pathway (Dar & Channa, 1997; Chootip et al., 
2008) ตลอดจนยังพบวําการคลายตัวของหลอดเลือดไมํขึ้นกั บ Endothelium และ ไมํเกี่ยวข๎องกับการกระ    
ต๎ุน Muacarinic receptors (Dar & Channa, 1997) ทีมผู๎วิจัยจึงได๎ออกแบบการทดลองเพื่อศึกษาผลของ
สมุนไพรพรมมิตํอการไหลเวียนโลหิตเฉพาะที่ ณ บริเวณผิวสมองของหนูทดลองที่สลบ ตลอดจนวัดคํา
ความดันโลหิต และ อัตราการเต๎นของหัวใจในหนูทดลองที่มีสติควบคูํกันไปด๎วย  
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บทที่ 2 

ระเบียบวิธีวิจัย 
2.1 การขออนุมัติท าวิจัยในสัตว์ทดลอง 

โครงการน้ีได๎ผํานการอนุมัติการท าวิจัยในสัตว์ทดลองจากคณะกรรมการจรรยาบรรณการใช๎สัตว์ 
มหาวิทยาลัยนเรศวร (เลขที่โครงการ 53040010) โดยมีรายละเอียดของการวิจัยที่เกี่ยวข๎องกับจรรยาบรรณ
การใช๎สัตว์ทดลองดังตํอไปนี้ 

หลักการและเหตุผลท่ีเกี่ยวข้องกับจรรยาบรรณการใช้สัตว์ทดลอง 
โครงการวิจัยนี้เป็นการศึกษาผล และ กลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดพรมมิในหนูแรท โดยใช๎เทค

นิกการศึกษาการไหลเวียนโลหิตบนผิวสมอง ซึ่งการศึกษาวิจัยดังกลําวเป็นชนิด Invasive ไมํเหมาะสมที่จะ
กระท าการศึกษาโดยตรงในมนุษย์ และไมํสามารถท าการทดลองโดยใช๎ In vitro model อ่ืน ๆ  เชํน การใช๎ 
Cell culture หรือ Brain slice ดังนั้นคณะผู๎วิจัยจึงมีความจ าเป็นต๎องเลือกท าการศึกษาใน In vivo 
(Anesthetized) model ซึ่งข๎อมูลที่ได๎จากการวิจัยนี้จะมีความส าคัญตํอการน าไปอธิบายกลไกการออกฤทธิ์
ของสารสกัดพรมมิในมนุษย์ และ  ข๎อมูลนี้จะเป็นประโยชน์ส าหรับการพัฒนาสารสกัดให๎เป็นอาหารเสริม
หรือยา เพื่อการป้องกันและรักษาอาการความจ าเสื่อม และโรคสมองเสื่อม  

แนวทางปฏิบัติในการใช้สัตว์ 
1) สัตว์ทดลองจะได๎รับการดูแลอยํางดี ในสภาพแวดล๎อมที่สะอาดและเหมาะสม   
2) โครงการวิจัยนี้ได๎ค านวนจ านวนหนูทดลองในปริมาณที่เหมาะสม  โดยค านึงถึงคุณคําของ

ชีวิตสัตว์ที่น ามาทดลอง และคําของผลการทดลองที่จะท าให๎เกิดนัยส าคัญทางสถิติ 
3) ทีมผู๎วิจัยมีความช านาญในการ Handling หนูทดลองเป็นอยํางดี และจะปฏิบัติตํอสัตว์ด๎วย

ความระมัดระวัง และด๎วยความมีเมตตา   
4) สัตว์จะถูกท าให๎ตายอยํางสงบ (Euthanasia) เมื่อสิ้นสุดการทดลอง 

สัตว์ทดลอง 
สัตว์ทดลองที่จะใช๎ส าหรับงานวิจัยนี้จะใช๎หนูแรทเพศผู๎ (Wistar rats) น้ าหนัก 200-250 กรัม อายุ

ประมาณ 1.5 เดือน ซึ่งหนูทดลองเหลํานี้จะสั่งซื้อจากส านักสัตว์ทดลองแหํงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล ต.
ศาลายา อ.ศาลายา จ. นครปฐม หนูทดลองจะถูกแบํงกลุํมเพื่อแยกเลี้ยงในกลํอง ๆ ละ 4 ตัว เลี้ยงในห๎องที่
ควบคุมอุณหภูมิให๎คงที่ที่ 25.0±2.0 องศาเซลเซียส ที่ตั้งเวลาเปิดของแสงไฟในห๎องเลี้ยง ในชํวงเวลา  07:00-
19:00 น. และได๎รับอาหารเม็ด (สูตร G082, ส านักสัตว์ทดลองแหํงชาติ ม. มหิดล) และน้ าอยํางบริบูรณ์  
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การศึกษาผลของสารสกัดตํอความดันโลหิต อัตราการเต๎นของหัวใจ และการไหลเวียนเฉพาะที่ ซึ่ง
จะแบํงเป็น 4 กลุํม โดยสุํม ได๎แกํ  

1) กลุํมควบคุม (Control) ได๎รับเฉพาะตัวท าละลาย (Distilled water)      
2) กลุํมที่ได๎รับสารสกัดสมุนไพรพรมมิ ขนาด 40 มก./กก. น้ าหนักตัว (Taepavarapruk et al., 2006) 
3) กลุํมที่ได๎รับสารสกัดแปะก๏วย 60 มก./กก. น้ าหนักตัว (Wang et al., 2006)  
4) กลุํมที่ได๎รับยา Donepezil ขนาด 1 มก./กก. น้ าหนักตัว (V.N. Luine et al., 2002)  
หนูทุกกลุํมได๎รับยา/สารสกัดติดตํอกันทุกวันเป็นเวลานาน 2 เดือน 

เกณฑ์การคัดเลือกหรือคัดแยกสัตว์ทดลอง (Inclusion and Exclusion criteria)  
กํอนเร่ิมท าการวิจัย ทีมผู๎วิจัยจะคัดเลือกหรือคัดแยกหนูทดลอง โดยใช๎หลักเกณฑ์ดังตํอไปนี้  
1) จะเลือกเฉพาะหนูทดลองเพศผู๎ ที่มีสายพันธุ์แนํนอน คือ พันธุ์ Wistar rat ซึ่งจะสั่งซื้อจากส านัก

สัตว์ทดลองแหํงชาติ อ.ศาลายา จ.นครปฐม เทํานั้น 
2) จะเลือกเฉพาะหนูหนุํมที่มีขนาดน้ าหนักตัวระหวําง 200-250 กรัม 
3) จะไมํเลือกหนูทดลองที่ก าลังป่วย มีไข๎ หรือมีการติดเชื้อ  

เกณฑ์การให้เลิกจากการศึกษา (Discontinuation criteria)  
ในขณะก าลังด าเนินการวิจัย ทีมผู๎วิจัยมีเกณฑ์ยุติการศึกษา (นอกเหนือจากการสิ้นสุดการวิจัย) โดย

ใช๎หลักดังตํอไปนี้ 
1) หนูทดลองที่มีสภาพรํางกายไมํสมบูรณ์ 
2) หนูทดลองที่ป่วย มีไข๎ ติดเชื้อ หรือได๎รับบาดเจ็บ  
3) หนูทดลองที่มีความผิดปกติทางจิตและพฤติกรรม เชํน หวาดระแวง ดุร๎าย หรือ ก๎าวร๎าว เป็น

ต๎น 

2.2 วิธีการวิจัย 

1. การศึกษาผลของสารสกัดต่อความดันโลหิต อัตราการเต้นของหัวใจ  ในหนูทดลองท่ีไม่สลบและได้รับสาร
สกัดสมุนไพรพรมมิโดยการกินติดต่อกันนาน 2 เดือน 

หนูทดลองจะได๎รับสารตัวท าละลาย (Distilled water) ขนาด 0.1 มล./100 ก. น้ าหนักตัว  สารสกัด
พรมมิ ขนาด 40 มก./กก. หรือ ยา Donepezil ขนาด 1 มก./กก. หรือสารสกัดแปะก๏วย ขนาด 60 มก./กก.ทุก
วัน เป็นเวลา 2 เดือน โดยจะมีการฝึกให๎สัตว์ทดลองได๎คุ๎นเคยกับ Restrainer (รูปที่ 2-1 A) กํอนจะเร่ิมวัด
ความดันโลหิต ซึ่งเป็นการวัดความดันโลหิตทางหาง (Tail cuff) ในขณะที่สัตว์ทดลองมีสติ โดยอุปกรณ์ที่
ใช๎คือ NIBP Controller (Model ML 125, ADInstruments) ที่เชื่อมตํอกับ PowerLab/4SP (ADInstruments) 
(รูปที่2-1 B)  
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วัดความดันโลหิตเดือนละ 1 คร้ังติดตํอกัน เร่ิมตั้งแตํกํอนได๎รับสารสกัดหรือยาจนกระทั่งสิ้นสุด
การได๎รับสารสกัดหรือยา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 2-1 A: การฝึกให๎สัตว์ทดลองให๎คุ๎นเคยกับ Restrainer B: ชุดอุปกรณ์การวัดความดันโลหิตทางหางหนู 
 

A 

Tail cuff Restrainer 

B 

Tail cuff Restrainer 

NIBP 
Controller 

PowerLab/4SP 
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LDF probeยึดตรึงศีรษะด้วย
Stereotaxic apparatus

เคร่ืองวัดการไหลเวียน

เคร่ือง BridgeAmp

Pressure transducer

เคร่ืองคอมพิวเตอร์
+โปรแกรม Chart

LDF probeเคร่ือง PowerLab

เคร่ืองวัดการไหลเวียน

เคร่ือง BridgeAmp

Pressure transducer

เคร่ืองคอมพิวเตอร์
+โปรแกรม Chart

LDF probeเคร่ือง PowerLab

2. การวัดการเปลี่ยนแปลงของการไหลเวียนโลหิตเฉพาะท่ีบริเวณหลอดเลือดแดงบนเย่ือหุ้มสมองความดัน
โลหิต และอัตราการเต้นของหัวใจในหนูทดลองท่ีสลบ 

การวัดความดันโลหิต และอัตราการเต้นของหัวใจในหนูทดลองท่ีสลบ  
ท าให๎สัตว์ทดลองสลบโดยการฉีดยา Urethane (1.5 ก./กก. น้ าหนักตัว) เข๎าในชํองท๎อง เมื่อหนูสลบ

ดีแล๎วท าการผําตัดบริเวณขาหนีบ (Femoral) เพื่อสอดสาย  Polyethylene tube (PE 50) ไปยัง Femoral vein 
เพื่อฉีดสารสกัดหรือยาตํางๆ และสอดสาย  Polyethylene tube อีกอันไปยัง Femoral artery และเชื่อมตํอกับ  

Pressure transducer (ADIstruments) และ PowerLab 4SP (ADIstruments) เพื่อวัดความดันโลหิตและอัตรา
การเต๎นของหัวใจ ดังแสดงในรูปที่ 2-2 A 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2-2 A: ชุดศึกษาความดันโลหิต อัตราการเต๎นของหัวใจ และชุดศึกษาการไหลเวียนโลหิตที่ผิวสมอง   
B: หนูทดลองที่สลบก าลังถูกตรึงกะโหลกศีรษะด๎วย Stereotaxic apparatus และต าแหนํงการวาง Laser 
Doppler flow (LDF) probe 

A 

B 
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ขณะเดียวกันท าการวัดการเปลี่ยนแปลงของการไหลเวียนโลหิตเฉพาะที่บริเวณหลอดเลือดแดงบน
เยื่อห๎ุมสมอง โดยวิธีการทดลองจะท าตามวิธีการของ He และคณะ (He et al., 2007) หรือ Tonnesen และ
คณะ (Tonnesen et al., 2005) กลําวคือตรึงกระโหลกศีรษะด๎วย Stereotaxic apparatus (Lab Standard 
Stereotaxic   model 51600, Stoelting co.)  จากนั้นจะท าความสะอาดบนผิวหนังศีรษะด๎วยแอลกอฮอล์ และ
น้ ายาฆําเชื้อโรค จากนั้นจะท าการผําหนังศีรษะตามแนวยาว ( Midline incision) ท าความสะอาดกะโหลก
ศีรษะโดยไมํให๎มีเนื้อเยื่อเกี่ยวพันชนิดใดยังปกคลุมผิวกะโหลก แล๎วใช๎สวํานความเร็วสูงเจาะกะโหลกศีรษะ
ให๎เป็นชํองสี่เหลี่ยมขนาด 3  x 3 มม. เหนือเปลือกสมองสํวน Primary somatosensory cortex (5–8 mm 
lateral and 1–4 mm posterior to bregma) จากนั้นจะท าความสะอาดเนื้อเยื่อเกี่ยวพันจนสามารถมองเห็น
หลอดเลือดแดงอยํางชัดเจน   ซึ่งในขณะท าการทดลองจะท าการรักษาสภาวะความชุํมชื้นของเยื่อหุ๎มสมอง
ด๎วย Normal saline ตลอดเวลา โพรบที่ใช๎วัดการไหลเวียน ( Model MNP100XP, ADIstruments) จะยึดด๎วย 
Adjustable clamp และขาตั้งปรับ  และคํอย ๆ เลื่อนปลายโพรบให๎แตะบนผิวของหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุม
สมอง ซึ่งจะสังเกตได๎โดยการสํองใต๎กล๎องจุลทรรศน์ที่ใช๎ในการผําตัด ( Stereozoom dissecting microscope, 
model SMZ800, Nikon)  ส าหรับปลายขั้วตํอของโพรบจะตํอเข๎ากับเคร่ืองวัดการไหลเวียน ( Flow meter, 
model ML191, ADIstruments) ซึ่งตํออยูํกับ PowerLab 4SP (ADIstruments) สัญญาณการไหลเวียน ความ
ดันโลหิต และอัตรการเต๎นของหัวใจจะแสดงบนคอมพิวเตอร์โดยใช๎โปรแกรม Chart v.5.4 (ADIstruments) 
(รูปที่ 2-2 B) 

การทดลองนี้จะเปรียบเทียบปริมาณและอัตราการไหลของโลหิตที่หลอดเลือดแดงบริเวณผิวสมอง 
ความดันโลหิต และอัตราการเต๎นของหัวใจในหนูแตํละกลุํม ได๎แกํ กลุํมที่ฉีด (Intravenous injection) สาร
สกัดสมุนไพรพรมมิ (20, 40, 60 mg/kg BW) สารสกัดแปะก๏วย (20, 40, 60 mg/kg BW) ยาเพิ่มความดัน
Norepinephrine (1 µg/kg BW) ยาลดความดัน  Sodium nitroprusside (25µg/kg BW) และยามาตรฐาน 
Donepezil (1 mg/kg BW) โดยเปรียบเทียบระหวํางกํอนและหลังการฉีดสารสกัดหรือยา รวมทั้งศึกษาผล
ดังกลําว ในกรณีหนูที่ได๎รับสารสกัดพรมมิ (40 mg/kg BW) สารสกัดแปะก๏วย (60 mg/kg BW) หรือยา
มาตรฐาน Donepezil (1 mg/kg BW) เป็นเวลา 2 เดือน โดยเปรียบเทียบระหวํางกลุํมควบคุมและกลุํมที่ให๎
สารสกัดหรือยา 

3. การวิเคราะห ข อมูล  
คําความดันโลหิต อัตราการเต๎นของหัวใจ และ การเปลี่ยนแปลงของแอมปลิจูดของการไหลเวีย น

โลหิต จะถูกรวบรวมเพื่อน ามาหาคําเฉลี่ยและคําเบี่ยงเบนมาตรฐาน  สถิติที่จะใช๎ในการทดสอบความ
แตกตํางระหวํางกลุํมของข๎อมูลคือ One-way repeated measures ANOVA และตามด๎วย Dunnett’s pos hoc 
test และใช๎ Student’s paired t-test ทดสอบความแตกตํางของข๎อมูล โดยตั้งคํานัยส าคัญเทํากับ 0.05 
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บทที่ 3 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

3.1. ผลของการได้รับสารสกัดหรือยามาตรฐานการโดยการกินติดต่อกันนาน 2 เดือน (Subchronic effect) 
3.1.1 ผลต่อความดันโลหิต และอัตราการเต้นของหัวใจในหนูทดลองท่ีไม่สลบ (Subchronic effect) 

เมื่อให๎หนูทดลองได๎รับสารสกัดพรมมิ ขนาด 40 mg/kg BW หรือ สารสกัดแปะก๏วย ขนาด           
60 mg/kg BW หรือ ยา Donepezil ขนาด 1 mg/kg BW ทุกวัน ทางปาก เป็นเวลา 2 เดือน แล๎ววัดความดัน
โลหิต ซึ่งเป็นคําความดันโลหิตสูงสุดขณะหัวใจบีบตัว (Systolic blood pressure) ทางหาง และวัดอัตราการ
เต๎นของหัวใจในขณะที่สัตว์ทดลองมีสติอยูํภายในอุปกรณ์ Restrainer พบวําความดันโลหิตและอัตราการ
เต๎นของหัวใจในกลุํมควบคุมที่ให๎ตัวท าละลายสารสกัด (Distilled water) ไมํแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทาง
สถิติจากกลุํมที่ให๎สารสกัดหรือยา (p > 0.05, ANOVA) เมื่อเปรียบเทียบภายในชํวงระยะเวลาเดียวกัน ดังน้ัน
การให๎สารสกัดพรมมิ  สารสกัดแปะก๏วย หรือ ยา Donepezil ติดตํอกันนาน 2 เดือนจึงไมํมีผลตํอความดัน
โลหิต (ตารางที่ 2-1) และอัตราการเต๎นของหัวใจในหนูทดลอง (ตารางที่ 2-2) 

 
ตารางท่ี 2-1 ผลของสารสกัดพรมมิ (Brahmi extract) ขนาด 40 mg/kg BW สารสกัดแปะก๏วย ( Ginkgo 
extract) ขนาด 60 mg/kg BW และ ยา Donepezil ขนาด 1 mg/kg BW เมื่อให๎ทางปาก เป็นระยะเวลา 2 เดือน 
ตํอการเปลี่ยนแปลงของความดันโลหิต (Systolic blood pressure) ในหนูทดลองที่มีสติ (Conscious rats)  
คําตําง ๆ คือ Mean + SEM (n = 5) 

Drugs 
Systolic blood pressure (mmHg) 

Month 0 Month 1 Month 2 

Control 114.6 ± 4.92 129.4 ± 2.66 122.2 ± 5.45 

40 mg/kg BW Brahmi extract 105.8 ± 3.10 124.8 ± 2.69 114.8 ± 2.84 

60 mg/kg BW Gingko extract 114.4 ± 4.46 138.4 ± 6.25 118.0 ± 4.34 

1 mg/kg BW Donepezil 120.8 ± 4.88 123.4 ± 5.38 114.6 ± 5.65 
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ตารางท่ี 2-2 ผลของสารสกัดพรมมิ (Brahmi extract) ขนาด 40 mg/kg BW สารสกัดแปะก๏วย ( Ginkgo 
extract) ขนาด 60 mg/kg BW, และยา Donepezil ขนาด 1 mg/kg BW เมื่อให๎ทางปาก เป็นระยะเวลา 2 เดือน 
ตํออัตราการเต๎นของหัวใจ (Heart rate) ในหนูทดลองที่มีสติ (Conscious rats) คําตําง ๆ คือ Mean + SEM  
(n = 5)  

Drugs 
Heart rate (BPM) 

Month 0 Month 1 Month 2 

Control 402.28 ± 12.78 345.44 ± 29.89 333.44 ± 10.58 

40 mg/kg Brahmi extract 385.64 ± 10.24 325.40 ± 5.49 336.74 ± 1.80 

60 mg/kg Gingko extract 399.82 ± 11.18 329.52 ± 17.92 336.00 ± 12.85 

1 mg/kg Donepezil 368.10 ± 14.39 314.26 ± 12.82 290.98 ± 12.34 

 
3.1.2 ผลต่อการเปลี่ยนแปลงของการไหลเวียนโลหิตเฉพาะท่ีบริเวณหลอดเลือดแดงบนเย่ือหุ้มสมองในหนู
ทดลองท่ีสลบ (Subchronic effect) 

เมื่อสิ้นสุดการให๎สารสกัดเป็นระยะเวลา 2 เดือน หนูทดลองถูกท าให๎สลบ แล๎ววัดการเปลี่ยนแปลง
ของการไหลเวียนโลหิตเฉพาะที่บริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมองโดยวัดในต าแหนํงที่หลอดเลือดแดง
มีขนาดเทํากัน (เส๎นผําศูนย์กลางประมาณ 100 µm) ในทุกกลุํมการทดลอง พบวํามีการเพิ่มขึ้นของการ
ไหลเวียนโลหิตเฉพาะที่บริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมองอยํางมีนัยส าคัญในกลุํมที่ได๎รับสารสกัด
พรมมิ (40 mg/kg BW) และกลุํมที่ได๎รับสารสกัดแปะก๏วย (6 0 mg/kg BW) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุํมควบคุม 
(p < 0.05, one-way repeated measures ANOVA และ Tukey’s test) กลําวคือ คําเฉลี่ยของอัตราการไหลเวียน
โลหิตกลุํมควบคุม กลุํมที่ได๎รับสารสกัดพรมมิ และสารสกัดแปะก๏วยมีคําเทํากับ 2337±125, 3002±108 
(เพิ่มขึ้น 28.45% เมื่อเปรียบเทียบกับกลุํมควบคุม ), และ 3110±206  (เพิ่มขึ้น 33.08% เมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุํมควบคุม) Perfusion unit (PU) ตามล าดับ ทั้งนี้ไมํมีความแตกตํางระหวํางกลุํมที่ได๎รับสารสกัดพรมมิ กับ
กลุํมที่ได๎รับสารสกัดแปะก๏วย (รูปที่ 2-3) สํวนการให๎ยา 1 mg/kg BW Donepezil (2834±144 PU) พบวํามี
แนวโน๎มเพิ่มการไหลเวียนโลหิตแตํไมํมีนัยส าคัญทางสถิติ  (p > 0.05, ANOVA) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุํม
ควบคุม (รูปที่ 2-3)  
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รูปท่ี 2-3 ผลของสารสกัดพรมมิ (Brahmi extract) ขนาด 40 mg/kg BW สารสกัดแปะก๏วย ( Ginkgo extract) 
ขนาด 60 mg/kg BW, และยา Donepezil ขนาด 1 mg/kg BW เมื่อให๎ทางปาก เป็นระยะเวลา 2 เดือน ตํอการ
เปลี่ยนแปลงการไหลเวียนโลหิตในหลอดเลือดแดงที่ผิวเปลือกสมองในหนูทดลองที่สลบ  
คําตําง ๆ คือ Mean + SEM (n = 5-6), *p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหวํางกลุํมควบคุม และกลุํมที่ให๎สารสกัด 
 
3.2 ผลของการได้รับสารสกัดหรือยามาตรฐานการโดยการฉีดเข้าทางหลอดเลือดด า (Acute effect) 

การศึกษานี้เป็นการศึกษาผลแบบ Acute effect ของสารสกัดตําง ๆ ที่มีตํอความดันโลหิต อัตราการ
เต๎นของหัวใจ และการเปลี่ยนแปลงของการไหลเวียนโลหิตเฉพาะที่บริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมอง
ในหนูทดลองที่สลบ ซึ่งท าโดยสอดสาย Polyethylene tube ไปยัง Femoral vein เพื่อฉีดสารสกัดตําง ๆ ผําน
เข๎าทาง Intravenous injection โดยใช๎สารสกัดพรมมิขนาด 20, 40, 60 mg/kg BW หรือ สารสกัดแปะก๏วย
ขนาด 20, 40, 60 mg/kg BW หรือยามาตรฐานตําง ๆ ได๎แกํ 1 mg/kg BW Donepezil (DNP), 1 g/kg BW 
Norepinephrine (NE) และ 25 g/kg BW Sodium nitroprusside (SNP)  และสอดสาย Polyethylene tube อีก
อันไปยัง Femoral artery ส าหรับวัดความดันโลหิตและอัตราการเต๎นของหัวใจ ขณะเดียวกันท าการวัดการ
เปลี่ยนแปลงของการไหลเวียนโลหิตเฉพาะที่บริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมองไปพร๎อมกัน ตัวอยําง
กราฟคําความดันโลหิตและอัตราการไหลเวียนโลหิตเฉพาะที่เกิดจากการให๎ยามาตรฐาน NE และ SNP 
แสดงดังรูปที่ 2-4 
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รูปท่ี 2-4 ผลการทดสอบสารหรือยาที่มีฤทธิ์ตํอการเปลี่ยนแปลงความดันโลหิต และการไหลเวียนโลหิตที่ผิว
สมอง โดยเร่ิมจากการฉีดตัวท าละลาย (0.9% NaCl) ด๎วยปริมาตร 0.2 มล./10 วินาที ไมํสํงผลใดๆ ตํอการ
เปลี่ยนแปลง ความดันโลหิต หรือการไหลเวียนโลหิตที่ผิวสมอง  แตํเมื่อฉีด Norepinephrine                     
(NE, 1 g/kg BW) ซึ่งเป็นสารที่เพิ่มการท างานของหัวใจบีบ ท าให๎หลอดเลือดหดตัวและสํงผลเพิ่มความดัน
โลหิต สามารถท าให๎ความดันโลหิตและการไหลเวียนโลหิตที่ผิวสมองเพิ่มสูงขึ้นอยํางเห็นได๎ชัด ตรงกัน
ข๎ามกับผลเมื่อฉีดสารที่ท าให๎หลอดเลือดคลายตัวและลดความดันโลหิต เชํน  Sodium nitropruside              
(SNP, 25 g/kg BW) สามารถท าให๎การไหลเวียนโลหิตที่ผิวสมองลดต่ าลงอยํางเห็นได๎ชัด 

3.2.1 ผลต่อความดันโลหิต และอัตราการเต้นของหัวใจในหนูทดลองท่ีสลบ (Acute effect) 
เมื่อให๎สารทางหลอดเลือดด าแล๎ววัดความดันโลหิตโดยตรง พบวํา Normal saline ไมํท าให๎ความดัน

โลหิตทั้งความดัน Systolic blood pressure (SP) และ Diastolic blood pressure (DP) เปลี่ยนแปลง แตํเมื่อฉีด
สารสกัดพรมมิ (20, 40, 60 mg/kg BW) หรือสารสกัดแปะก๏วย (20, 40, 60 mg/kg BW) ท าให๎ทั้งความดัน SP 
และ DP ลดลงอยํางมีนัยส าคัญ (p<0.01, Student’s paired t-test) เมื่อเปรียบเทียบคําความดันกํอนให๎สาร
สกัด โดยคําความดันลดลงมากขึ้นตามขนาดของสารสกัดที่เพิ่มขึ้น (Dose-dependent manner) (รูปที่ 2-5 A) 
ทั้งนี้สารสกัดแปะก๏วยมีแนวโน๎มในการลดความดันโลหิตมากกวําสารสกัดพรมมิ  แตํการให๎สารสกัดพรมมิ 
หรือสารสกัดแปะก๏วยไมํมีผลเปลี่ยนแปลงอัตราการเต๎นของหัวใจ (รูปที่ 2-5 B) ในขณะที่การให๎ยา
มาตรฐาน Donepezil (1 mg/kg BW) ไมํมีผลตํอความดันโลหิต  (รูปที่ 2-5 A) แตํมีผลลดอัตราการเต๎นของ
หัวใจ (รูปที่ 2-5 B) 
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รูปท่ี 2- 5  ผลตํอความดันโลหิต (A) และอัตราการเต๎นของหัวใจ (B) เมื่อฉีดสารสกัดพรมมิ (Brahmi 
extract) (20, 40, 60 mg/kg BW), สารสกัดแปะก๏วย ( 20, 40, 60 mg/kg BW), 1 mg/kg BW Donepezil 
(DNP), 1 µg/kg Norepinephrine (NE), หรือ 25 µg/kg Sodium nitroprusside (SNP) เข๎าทางหลอดเลือดด าใน
หนูที่สลบ รูป A แสดงความดันโลหิตเปรียบเทียบระหวํางกํอนฉีด (Baseline) กับหลังฉีดสารสกัดและยาตําง 
ๆ (Drug injection) โดยจุดสูงสุดของกราฟคือ Systolic blood pressure และจุดต่ าสุดของกราฟคือ Diastolic 
blood pressure รูป B แสดงคําอัตราการเต๎นของหัวใจแสดงเป็นเปอร์เซ็นต์การเปลี่ยนแปลงหลังให๎สารสกัด
หรือยาเมื่อก าหนดให๎กํอนให๎สารสกัดหรือยาเป็น Baseline (100%) คําตําง ๆ คือ Mean + SEM (n = 5-10), 
** = p<0.01, Student’s paired t-test 

A 

B 
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3.2.2 ผลต่อการเปลี่ยนแปลงของการไหลเวียนโลหิตเฉพาะท่ีบริเวณหลอดเลือดแดงบนเย่ือหุ้มสมองในหนู
ทดลองท่ีสลบ (Acute effect) 

เมื่อแสดงคําของการเปลี่ยนแปลงการไหลเวียนโลหิตเป็นเปอร์เซ็นต์ โดยก าหนดให๎คําการ
ไหลเวียนโลหิตกํอนฉีดสารเทํากับ 100 เปอร์เซ็นต์ พบวํากลุํมควบคุมที่ได๎รับ Normal saline ไมํมีผล
เปลี่ยนแปลงการไหลเวียนโลหิตที่เปลือกสมอง (รูปที่ 2-6)  
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รูปท่ี 2-6 ผลตํอการเปลี่ยนแปลงของการไหลเวียนโลหิตเฉพาะที่บริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมอง เมื่อ
ฉีดสารสกัดพรมมิ (Brahmi extract) (20, 40, 60 mg/kg BW), สารสกัดแปะก๏วย ( 20, 40, 60 mg/kg BW),      
1 mg/kg BW Donepezil (DNP), 1 µg/kg Norepinephrine (NE), หรือ 25 µg/kg Sodium nitroprusside (SNP) 
เข๎าทางหลอดเลือดด าในหนูที่สลบ คําการไหลเวียนโลหิตแสดงเป็นเปอร์เซ็นต์ (% of Baseline) โดย
ก าหนดให๎คําการไหลเวียนโลหิตกํอนที่จะฉีดสารสกัดหรือยา (Baseline) เทํากับ 100 เปอร์เซ็นต์ และ
ค านวณการเปลี่ยนแปลงการไหลเวียนโลหิตที่เกิดขึ้นเมื่อฉีดสารสกัดหรือยา คําตําง ๆ คือ Mean + SEM (n = 
5-8), ** = p<0.01, * = p<0.05 เมื่อเปรียบเทียบระหวํางกลุํมควบคุมที่ให๎ Normal saline และกลุํมที่ให๎สาร
สกัดหรือยาตําง ๆ (Student’s paired t-test) 

Brahmi Extract 
(mg/kg) 

Gingko Extract 
(mg/kg) 
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เมื่อให๎สารสกัดพรมมิ (20, 40, 60 mg/kg BW) หรือสารสกัดแปะก๏วย (20, 40, 60 mg/kg BW) 
พบวําสารสกัดพรมมิและสารสกัดแปะก๏วยท าให๎การไหลเวียนโลหิตที่เปลือกสมองลดลงอยํางมีนัยส าคัญ 
(p<0.01, Student’s paired t-test) และเมื่อเพิ่มขนาดยาพบวํามีผลลดการไหลเวียนโลหิตมากขึ้น (Dose-
dependent manner) (รูปที่ 2-6) 

การให๎ยาหรือสารมาตรฐาน ได๎แกํ ยาเพิ่มความดันโลหิต  ได๎แกํ 1 µg/kg BW Norepinephrine (NE) 
มีผลเพิ่ม การไหลเวียนโลหิตที่เปลือกสมอง ในขณะที่ยา ลดความดันโลหิต 25 µg/kg BW Sodium 
nitroprusside (SNP) มีผลลดการไหลเวียนโลหิตที่เปลือกสมอง และเมื่อฉีดยารักษาโรค Alzheimer ได๎แกํ    
1 mg/kg BW Donepezil (DNP) พบวําไมํมีผลตํอการไหลเวียนโลหิตที่เปลือกสมอง (รูปที่ 2-6) 

 

อภิปรายผล 
จากการศึกษาผลแบบ  Subchronic effect ของสารสกัดตํอความดันโลหิต ในหนูทดลองที่ไมํสลบ

และได๎รับสารสกัดสมุนไพรพรมมิทางปาก ติดตํอกันนาน 2 เดือน พบวําหนูทดลองที่ได๎รับสารสกัดพรมมิ 
ขนาด 40 mg/kg BW หรือสารสกัดแปะก๏วย ขนาด 60 mg/kg BW หรือ ยา Donepezil ขนาด 1 mg/kg ไมํมี
ผลตํอความดันโลหิต Systolic blood pressure (SP) และ อัตราการเต๎นของหัวใจ ซึ่งผลการทดลองนี้
สอดคล๎องกับการศึกษาของ Kubota และคณะ (Kubota et. al., 2006) ที่รายงานวําการให๎หนูกินอาหารที่มี
สํวนผสมของแปะก๏วยนานติดตํอกัน 30 วันไมํมีผลเปลี่ยนแปลงความดันโลหิต SP ในหนูปกติ สํวนผลของ
การให๎สารสกัดพรมมิระยะยาวตํอความดันโลหิตนั้นยังไมํมีการรายงานมากํอน การที่สารสกัดพรมมิไมํมีผล
เปลี่ยนแปลงความดันโลหิตในหนูปกตินับเป็นข๎อดีที่บํงชี้ให๎เห็นวําการได๎รับพรมมิติดตํอกันเป็นเวลานาน
จะไมํสํงผลข๎างเคียงตํอความดันโลหิต  

การได๎รับสารสกัดพรมมิ หรือสารสกัดแปะก๏วยเป็นเวลา 2 เดือนมีผลเพิ่มการไหลเวียนโลหิต
เฉพาะที่บริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมอง ทั้งนี้ผลดังกลําวของสารสกัดแปะก๏วยสอดคล๎องกับงานวิจัย
อ่ืนที่รายงานวําแปะก๏วยมีผลเพิ่มการไหลเวียนโลหิตในสมองของหนูแรท (Krieglstein et. al., 1986) และ
อาจเป็นหนึ่งในกลไกที่ส าคัญที่ท าให๎ สารสกัดแปะก๏วยมีฤทธิ์เพิ่มการเรียนรู๎และความจ า  โดยมีรายงานการ
วิจัยสนับสนุนทั้งในสัตว์ทดลอง ( Winter, 1998; Paganelli et al., 2006; Takuma et al., 2007; Walesiuk and 
Braszko, 2007; Nooshinfar et al., 2008) และ ในมนุษย์ ( Diamond et al., 2000; Kennedy et al., 2000; Birks 
et al., 2002; Dodge et al., 2008) สํวนผลของสารสกัดพรมมิที่มีตํออัตราการไหลของเลือดนั้นยังไมํเคยมี
รายงานมากํอน เชํนเดียวกันกับกรณีของสารสกัดแปะก๏วย อาจกลําวได๎วําการเพิ่มการไหลเวียนโลหิต
เฉพาะที่บริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมองจากการได๎รับสารสกัดพรมมิอาจเป็นหนึ่งในกลไกที่สํงผล
เพิ่มการเรียนรู๎และความจ า  ที่มีรายงานสนับสนุน ทั้งในคน และ สัตว์ทดลอง กลําวคือ จาก การศึกษาทาง
คลินิกพบ วําการให๎พรมมิ (300 mg/day) นานติดตํอกันเป็นเวลา 12 สัปดาห์ ชํวยเพิ่มความสามารถในการจ า
ในอาสาสมัครสุขภาพดี ( Stough, 2001) และเพิ่มความจ าในผู๎สูงอายุ (> 65 ปี) (Calabrese et al., 2008) สํวน
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ในสัตว์ทดลองมีรายงานวิจัยจ านวนมากที่พบวําสารสกัดแอลกอฮอล์ของพรมมิมีผลเพิ่มการเรียนรู๎และ
ความจ าทั้งในหนูแรทและหนูถีบจักร  (Singh and Dhawan, 1982; Das et al., 2002; Uabundit et al., 2008; 
Yun et al., 2009; Uabundit et al., 2010)  

เมื่อเปรียบเทียบผลในการ เพิ่มการไหลเวียนโลหิตเฉพาะที่บริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมอง
ของสารสกัดพรมมิกับสารสกัดแปะก๏วย พบวําสารสกัดแปะก๏วยมีแนวโน๎มเพิ่มไหลเวียนโลหิตได๎ดีกวํา
พรมมิเล็กน๎อยแตํไมํมีนัยส าคัญทางสถิติ สํวนการให๎ยามาตรฐาน Donepezil ติดตํอกันนาน 2 เดือน ผู๎วิจัย
พบวําไมํมีผลเปลี่ยนแปลงใด ๆ ตํอการไหลเวียนโลหิตเฉพาะที่บริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมองเมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุํมควบคุม ซึ่งไมํสอดคล๎องกับรายงานการศึกษาที่ผํานมาเกี่ยวกับฤทธิ์ของ Donepezil ตํอ
การเพิ่มไหลเวียนเลือดในสมอง อน่ึงการศึกษาที่ผํานมาของ Donepezil ทั้งหมดเป็นการศึกษาทางคลินิคใน
ผู๎ป่วย Alzheimer หรือ Parkinson (Nakano et al., 2001; Hanyu et al., 2003; Imamura et al., 2008) 

กลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดพรมมิ และแปะก๏วยในการเพิ่มการไหลเวียนโลหิตนําจะเกี่ยวข๎อง
กับการที่พรมมิและแปะก๏วยมีผลท าให๎หลอดเลือดคลายตัว ดังรายงานการวิจัยที่ผํานมาที่รายงานวําสมุนไพร
พรมมิมีฤทธิ์ท าให๎หลอดเลือดคลายตัว ( Channa et al., 2003) โดยกลไกการออกฤทธิ์นําจะเกี่ยวข๎องกับการ
ยับยั้งการไหลของ  Ca2+ เข๎าเซลล์ ( Dar & Channa, 1999; Chootip et al., 2008) และ อาจเกี่ยวข๎องกับ 
Prostacyclin pathway (Dar & Channa, 1997; Chootip et al., 2008) ตลอดจนยังพบวําการคลายตัวของหลอด
เลือดไมํขึ้นกั บ Endothelium และ ไมํเกี่ยวข๎องกับการกระตุ๎น  Muacarinic receptors (Dar & Channa, 1997) 
ท านองเดียวกันกับรายงานการออกฤทธิ์ของสมุนไพรแปะก๏วยที่สนับสนุนวําสารสกัดแปะก๏วยมีฤทธิ์ในการ
ท าให๎หลอดเลือดคลายตัวโดยออกฤทธิ์ผํานทาง Endothelium และสํงผลเพิ่มการหลั่ง Nitric oxide (Nishida 
and Satoh, 2004; Kubota et al., 2006; Koltermann et al., 2007; Wu et al., 2008) 
 จากการศึกษาผลแบบ Acute effect ของสารสกัดพรมมิ (20, 40, 60 mg/kg BW) หรือ สารสกัด
แปะก๏วย (20, 40, 60 mg/kg BW) โดยการฉีดเข๎าหลอดเลือดด าในหนูที่สลบพบวํามีผลลดความดันโลหิตทั้ง 
Systolic blood pressure (SP) และ Diastolic blood pressure (DP) ท าให๎ความดันโลหิตโดยรวมทั่วรํางกาย
ลดลงจึงสํงผลให๎อัตราการไหลเวียนโลหิตเฉพาะที่บริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมองลดลงตามไปด๎วย
การที่สารสกัดมีผลลด SP เป็นการบํงชี้วําสารสกัดนําจะมีผลลดความแรงในการบีบตัวของหัวใจ  สํวนการที่
สารสกัดมีผลลด DP เป็นการบํงชี้วําสารสกัดนําจะมีผลลดความต๎านทานการไหลของเลือดโดยรวม (Total 
peripheral resistance) ซึ่งคาดวําเกิดจากที่สารสกัดมีผลท าให๎หลอดเลือดคลายตัว ทั้งนี้สอดคล๎องกับ
การศึกษาแบบ Acute effect ของสารสกัดพรมมิที่ผู๎วิจัยได๎ศึกษามาแล๎วกํอนหน๎านี้วํามีผลลดความดันโลหิต
เมื่อให๎แบบฉีดเข๎าหลอดเลือดด า และมีผลท าให๎หลอดเลือดคลายตัวเมื่อศึกษาในหลอดทดลองโดยการ
ประยุกต์สารสกัดโดยตรงกับให๎กับหลอดเลือด  (Chootip et al., 2008) เชํนเดียวกันกับสารสกัดแปะก๏วยที่มี
รายงานวํามีฤทธิ์ท าให๎หลอดเลือดคลายตัวดังกลําวไปแล๎วข๎างต๎น (Nishida and Satoh, 2004; Kubota et al., 
2006; Koltermann et al., 2007; Wu et al., 2008) 
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สํวนการให๎ยา Donepezil (1 mg/kg BW) โดยการฉีดเข๎าหลอดเลือดด าในหนูที่สลบพบวําไมํสํงผล
ใด ๆ ตํอความดันโลหิตทั้ง SP และ DP และไมํมีผลเปลี่ยนแปลง อัตราการไหลเวียนโลหิตเฉพาะที่บริเวณ
หลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมอง แตํ Donepezil มีผลท าให๎อัตราการเต๎นของหัวใจลดลง ซึ่งนําจะอธิบายได๎
จากกลไกการออกฤทธิ์ของยา Donepezil ที่มีผลยับยั้งเอนไซม์ Acetylcholine esterase ที่สํงผลเพิ่มระดับ 
Acetylcholine ที่ปลายประสาท Parasympathetic ที่ไปเลี้ยงบริเวณ SA node ของหัวใจและมีผลลดความเร็ว
ในการสร๎างสัญญาณไฟฟ้าท าให๎อัตราการเต๎นของหัวใจลดลงตามล าดับ 

ในการศึกษาผลแบบ Acute effect จึงสรุปได๎วําการลดลงความดันโลหิตนําจะเป็นสาเหตุหลักที่
สํงผลลดการไหลเวียนโลหิตเฉพาะที่บริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมอง อยํางไรก็ตามการเปลี่ยนแปลง
ดังกลําวเป็นการเปลี่ยนแปลงเพียงชั่วคราว เมื่อเวลาผํานไปคําความดันโลหิตและการไหลเวียนโลหิต
เฉพาะที่บริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมองก็กลับสูํปกติ  
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บทที่ 4 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

จากผลการวิจัยสามารถสรุปได๎วํา สารสกัดพรมมิ (40 mg/kg BW) มีประสิทธิภาพในการเพิ่มการ
ไหลเวียนโลหิตบริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมองเมื่อมีการให๎สารสกัดพรมมินานติดตํอกัน  2 เดือน
ทางปาก โดยผลดังกลําวไมํแตกตํางจากการให๎สารสกัดแปะก๏วย (60 mg/kg BW) ในขณะที่ยามาตรฐาน 
Donepezil (1 mg/kg BW) ไมํมีผลใด ๆ ตํอการไหลเวียนโลหิตบริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมอง สาร
สกัดและยามาตรฐานไมํมีผลใด ๆ ตํอความดันโลหิตและอัตราการเต๎นของหัวใจ เมื่อให๎ทางปากติดตํอกัน
นาน 2 เดือน 

ในทางตรงกันข๎ามการให๎สารสกัดพรมมิ (20, 40, 60 mg/kg BW) หรือสารสกัดแปะก๏วย โดยตรง
ทางหลอดเลือดด าสํงผลลดทั้งความดันโลหิตและอัตราการไหลเวียนโลหิตเฉพาะที่บริเวณหลอดเลือดแดง
บนเยื่อห๎ุมสมอง แตํไมํมีผลตํออัตราการเต๎นของหัวใจ ในขณะที่ยามาตรฐาน Donepezil (1 mg/kg BW) ไมํมี
ผลใด ๆ ตํอทั้งความดันโลหิตและอัตราการไหลเวียนโลหิตเฉพาะที่บริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมอง 
แตํมีผลลดอัตราการเต๎นของหัวใจ 

กลไกที่สํงผลให๎เพิ่มการไหลเวียนโลหิตที่บริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมองในกรณีที่ให๎สาร
สกัดพรมมินานติดตํอกัน 2 เดือนต๎องท าการศึกษาตํอไป 
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บทคัดย่อ 

พรมมิ หรือ Bacopa monnieri เป็นพืชสมุนไพรที่มีสรรพคุณในการชํวยบ ารุงสมองและบ ารุงความ
ทรงจ า เนื่องจากที่ผํานมายังไมํมีการศึกษาถึงผลทางสรีรวิทยาของสารสกัดพรมมิตํอการเปลี่ยนแปลงการ
ถํายทอดสัญญาณประสาทหรือผลตํอปริมาณสารสื่อประสาทในสมองสํวน hippocampus ดังนั้นผู๎วิจัยจึงได๎
ท าการทดสอบข๎อมูลในสํวนน้ีโดยศึกษาเปรียบเทียบกับสารสกัดจากใบแปะก๏วย ( Ginkgo biloba) และยา 
donepezil (Don) ตํอพฤติกรรมการเรียนรู๎และความจ า ตํอการเกิดปรากฏการณ์ถํายทอดสัญญาณประสาทที่ดี
ขึ้นอยํางยาวนาน (LTP) และตํอการเปลี่ยนแปลงปริมาณสารสื่อประสาทชนิดกรดอะมิโนในสมองของหนู
แรทที่แกํตามธรรมชาติ  ผลการทดลองหลังจากป้อนสารสกัดหรือยาติดตํอกันนาน 3 เดือน พบวํา หนูแกํที่
ได๎รับสารสกัดพรมมิ (40 มก./กก.) มีการเรียนรู๎และความจ าเกี่ยวกับสถานที่ และความสามารถในการจดจ า
สิ่งของได๎ดีพอๆ กับหนูแกํที่ได๎รับสารสกัดจากใบแปะก๏วย (60 มก./กก.)  และกลุํมที่ได๎รับยา donepezil      
(1 มก./กก.) เมื่อเปรียบเทียบกับผลของหนูแกํกลุํมควบคุมที่ได๎รับเฉพาะน้ ากลั่น  นอกจากนี้ ผลการวิเคราะห์
ทางชีวเคมีของน้ าปั่นสมองสํวนฮิปโปแคมปัสจากหนูที่ได๎รับพรมมิมีการเพิ่มของกลูตาเมต กลูตามีน เซอ
รีน และกาบ๎า  ในขณะที่สมองของหนูกลุํมที่ได๎รับแปะก๏วยมีการเพิ่มของกลูตาเมต และเซอรีน และสมอง
ของหนูกลุํมที่ได๎รับยา donepezil มีการเพิ่มของกลูตามีน และการลดลงของไกลซีน  ผลการทดลองชี้ให๎เห็น
วําสารสกัดพรมมิอาจจะออกฤทธิ์ผํานทางการเปลี่ยนแปลงระดับสารสื่อประสาทชนิดกรดอะมิโนเพื่อที่เพิ่ม
ความสามารถในการเรียนรู๎และความจ าในหนูแกํ 

 
ค าส าคัญ :   พรมมิ, ความจ าเกี่ยวกับสถานที่, ความจ าเกี่ยวกับวัตถุ, การถํายทอดสัญญาณประสาทที่ดีขึ้น

อยํางยาวนาน, สารสื่อประสาทชนิดกรดอะมิโน
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Abstract 

Brahmi or Bacopa monnieri (BM) is an herbal plant which has been used for brain boosting and 
memory enhancing remedy.  Due to a lack of information regarding its physiological actions on changes 
in synaptic transmission and neurotransmitters in the hippocampus, we, therefore, investigated these 
issues by comparing the effects of BM to those of ginkgo biloba (GK) and donepezil (Don) on learning 
and memory, induction of long term potentiation (LTP), and changes of amino acid neurotransmitters in 
naturally aging rats.  The results following 3 month oral administration of the extract/drug demonstrated 
that 40 mg/kg BM-treated group showed a similar efficacy of both spatial memory and object recognition 
as 60 mg/kg GK-treated and 1 mg/kg Don-treated groups which were significantly better than those of the 
vehicle control group.  In addition, a biochemical assay of homogenized hippocampal tissues isolated 
from BM group showed increases of glutamate, glutamine, serine and GABA levels, whereas those from 
GK-treated group showed increases of glutamate and serine and those from Don-treated group showed   
an increase of glutamine and a decrease of glycine. These results indicate that BM may act via the changes 
of amino acid neurotransmitters in the hippocampus to improve a cognitive function of aging rats.  

 
Keywords : Bacopa monnieri, spatial memory, object recognition, LTP, amino acid neurotransmitters 
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บทที่ 1  

บทน าและการทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

          สมุนไพรพรมมิ ( Bacopa monnieri) เป็นสมุนไพรที่มีรายงานอยํางแพรํหลายเกี่ยวกับฤทธิ์ในการ
บ ารุงสมองและการชํวยบ ารุงความทรงจ า กลําวคือ มีรายงานวํา สมุนไพรพรมมินั้น เป็นสมุนไพรที่มีประวัติ
การใช๎ยาวนานในการแพทย์อายุรเวทของอินเดียโดยมีสรรพคุณ บ ารุงความจ า บ ารุงสมอง แก๎ไข แก๎ปวด มี
รายงานวําสารสกัดจากพรมมิมีฤทธิ์ antidepressant (Sairam et al., 2002; Gohil and Patel, 2010) และ เพิ่ม
ความจ า (memory enhancing) (Das et al., 2002; Gohil and Patel, 2010) การศึกษาทางคลินิกพบวําการให๎
พรมมินานติดตํอกันเป็นเวลา 3 เดือน ชํวยเพิ่มความสามารถในการจ าในอาสาสมัครสุขภาพดี ( Stough, 
2001) สารที่มีฤทธิ์ในพรมมิคือ สารกลุํม saponin ได๎แกํ bacoside A, B และ bacopaside I (Garai et al., 
1996a, b; Rastogi et al., 1994; Sairam et al., 2002) ถ๎าหนูทดลองได๎รับสาร bacosides กํอนท าการชักน าให๎
ความจ าบกพรํองด๎วย scopolamine (3 มก./กก.),  sodium nitrite (75 มก./กก.) หรือ BN52021 (15 มก./กก.) 
จะสามารถชํวยปกป้องภาวะความจ าบกพรํองเมื่อทดสอบด๎วย Morris water maze เมื่อเปรียบเทียบกับกลุํม
ควบคุม (Kishore and Singh, 2005)  นอกจากนี้ จากการศึกษาเบื้องต๎นจากทีมผู๎วิจัย  และคณะ ได๎พบวําสาร
สกัดหยาบพรมมิขนาด 4 , 40 หรือ 80 มก./กก. ถ๎าได๎รับติดตํอกัน 2 สัปดาห์ สามารถปกป้องภาวะความจ า
บกพรํองของหนูถีบจักรที่ถูกชักน าโดยการฉีดสาร scopolamine เข๎าชํองท๎อง (Taepavarapruk et al., 2006a) 
และฟื้นฟูความจ าในหนูแรทที่ถูกฉีด kainic acid เพื่อท าลายสมองสํวน CA1 ของ hippocampus 
(Taepavarapruk et al., 2006b) เน่ืองจากที่ผํานมา มีเพียงงานวิจัยของ Dulcy และ Rajan (2009) ที่รายงานวํา
หนูแรกเกิดที่ได๎รับสารสกัดพรมมินาน 2 สัปดาห์ ท าให๎มีการเพิ่มขึ้นของปริมาณซีโรโตนิน (serotonin) ใน
สมองสํวนหน๎า (forebrain) และสมองสํวนหลัง (hindbrain) และยังไมํมีการศึกษาผลของสารสกัดพรมมิตํอ
การถํายทอดสัญญาณประสาทรํวมกับผลตํอปริมาณสารสื่อประสาทในสมองสํวน hippocampus ดังนั้น
ผู๎วิจัยจึงได๎ท าการทดสอบข๎อมูลในสํวนน้ีโดยศึกษาเปรียบเทียบกับสารสกัดจากใบแปะก๏วย(Ginkgo biloba) 
และยามาตรฐานที่ใช๎ในผู๎ป่วยที่มีอาการสมองเสื่อม คือ donepezil (Aricept®) 
   แปะก๏วย ( Ginkgo) มีชื่อทางวิทยาศาสตร์วํา Ginkgo biloba อยูํในวงศ์ Ginkgoaceae มีสารส าคัญ   
2 กลุํมใหญํๆ ที่เป็นสารในกลุํมของ glycosides มีชื่อวํา Ginkgo flavone glycoside มีประมาณ 22-27 % และ
สารในกลุํมของ terpine lactone อีกประมาณ 5-7 % ( Ding et al., 2008; van Beek, 2009) ที่ผํานมาได๎มี
การศึกษาผลของสารสกัดใบแปะก๏วย (ginkgo biloba extract หรือ EGb) โดยพบวํา EGb มีฤทธิ์ในการ
ป้องกันระบบประสาทโดยผลของการเป็น antioxidant, free-radical scavenger, membrane stabilizer และ 
platelet-activating factor inhibitor นอกจากนั้นยังพบวํา EGb สามารถที่จะท าให๎เกิดการคลายตัวของหลอด
เลือดโดยการยับยั้ง cGMP phosphodiesterase, ยับยั้งการสูญเสีย muscarinergic cholinoceptor, adrenoceptor 
เน่ืองจากความชรา, กระตุ๎นการเก็บกลับของ acetylcholine ใน สมองสํวน hippocampus, (Victor et al., 
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2003; Smith et al., 1996)   การทดสอบโดยใช๎ passive avoidance test และ AChE assay ในหนู mice หนุํม 
พบวํา EGb มีฤทธิ์เป็น anticholinesterase และ cognitive enhancer (Das et al., 2002) ยับยั้งการสะสมเกาะ
กลุํมกันของ beta-amyloid (Victor et al., 2003)  และชํวยให๎ glutamate exocytosis บริเวณปลายประสาทของ
สมองสํวน hippocampus ในหนูหนํุมดีขึ้น (Williams et al., 2004; Christen et al., 2004) มีการศึกษาผลของ
การให๎ EGb หรือสารสกัดจากใบแปะก๏วยในหนูแกํธรรมชาติแล๎วท าการทดสอบการเรียนรู๎และความจ าด๎วย 
Morris water maze test พบวําสามารถที่จะฟื้นฟูการเรียนรู๎และความจ าเกี่ยวกับสถานที่ได๎ สํวนการทดสอบ
โดยสรีรวิทยาทางไฟฟ้าก็ชี้ให๎เห็นวํา EGb สามารถที่จะฟื้นฟูการเหนี่ยวน าให๎เกิด LTP ในหนูแกํธรรมชาติ
ได๎เมื่อเปรียบเทียบกับหนูแกํธรรมชาติกลุํมที่ ไมํได๎รับสารสกัดจากใบแปะก๏วย (Wang et al., 2006)   

ส าหรับยา Donepezil มีชื่อทางการค๎าวํา Aricept® เป็นยาที่ผํานการรับรองโดย FDA ของประเทศ
สหรัฐอเมริกา ( http://www.fda.gov) และถูกใช๎อยํางแพรํหลายในปัจจุบันเพื่อรักษาโรค Alzheimer โดยมี
กลไกการออกฤทธิ์คือเป็น acetylcholine esterase inhibitor (AChEI) ถึงแม๎กลไกการออกฤทธิ์หลักๆ ของ 
Donepezil จะป็นการเพิ่มระดับของ acetylcholine ในสมองโดยยับยั้งการท างานของเอนไซม์ acetylcholine 
esterase แตํก็มีรายงานประสิทธิภาพของ Donepezil ในด๎านอ่ืน ๆ ที่นําสนใจ คือ ผลตํอการเพิ่มขึ้นของ LTP 
(Barnes et al., 2000) และ การเพิ่มขึ้นของ cerebral blood flow (Nakano et al., 2001; Hanyu et al., 2003; 
Hatip-Al-Khatib et al., 2004) ซึ่งเชื่อวํามีสํวนชํวยในการเพิ่มประสิทธิภาพ  ในการรักษาโรค Alzheimer 
คณะผู๎วิจัยจึงเห็นวําการศึกษาเปรียบเทียบการออกฤทธิ์ของสมุนไพรพรมมิ และ ยา Donepezil ในด๎านกลไก
การเพิ่มการเรียนรู๎และความจ าในระดับการถํายทอดสัญญาณประสาทของเซลล์ประสาทอยํางยาวนาน โดย
ดูผลของสารสกัดและยาเมื่อหนูทดลองได๎รับอยํางตํอเน่ืองเป็นเวลา 3 เดือน ตํอการเปลี่ยนแปลง
ปรากฏการณ์ long-term potentiation (LTP) ที่เชื่อวําเป็นพื้นฐานของกระบวนการเกิดความจ า ( Frey and 
Morris, 1998)  

ในการศึกษานี้ผู๎วิจัยจะท าการทดสอบโดยใช๎สารสกัดพรมมิเปรียบเทียบ และยา Donepezil โดยถ๎า
สารสกัดพรมมิมีสํวนชํวยบ ารุงความจ าด๎วยกลไกที่มีผลตํอ LTP เมื่อสัตว์ทดลองได๎รับสารสกัดดังกลําว 
นําจะเพิ่มการถํายทอดสัญญาณประสาทที่สมองสํวนฮิปโปแคมปัส ( hippocampus) ซึ่งเป็นสมองที่อยูํใน
ระบบลิมบิก ( limbic system) มีบทบาทส าคัญตํอกระบวนการเรียนรู๎และความจ า  อยูํภายในบริเวณ medial 
temporal lobe โครงสร๎างที่ประกอบไปด๎วยเซลล์จ านวนมากเรียงตัวกันอยูํเป็นกลุํมๆ ได๎แกํ dentate granule 
cells พบอยูํที่บริเวณ dentate gyrus (DG) และ hippocampal pyramidal cells พบอยูํที่บริเวณ cornu ammonis 
area 1 (CA1) และ cornu ammonis area 3 (CA3) นอกจากนั้นลักษณะของทางเดินประสาทเป็นแบบ 
‚trisynaptic circuit‛ กลําวคือ มีทางเดินของ axon ในการสํงสัญญาณประสาทที่ประกอบไปด๎วย synapse 
จ านวน 3 ชุด โดยทั้งหมดท าหน๎าที่ในการสํงผํานสัญญาณประสาทชนิดกระตุ๎น ( excitatory synapses) เร่ิม
จากสัญญาณขาเข๎าที่เกิดจาก entorhinal cortex จะผํานไปตาม perforant pathway  ซึ่งจะทอดตัวเข๎ามา 
synapse กับ dentate granule cells ของ DG  เมื่อ dentate granule cells ถูกกระตุ๎นจะสร๎างสัญญาณประสาท
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สํงไปตาม mossy fiber ไปยังเซลล์พิรามิดที่ CA3 ซึ่งกลุํมเซลล์พิรามิดที่ CA3 นี้จะสํง Schaffer collateral 
pathway ไปกระตุ๎นเซลล์พิรามิดที่ CA1  (Kandel et al., 2000) ในทางสรีรวิทยาทางไฟฟ้าพบวํา เมื่อกระตุ๎น 
Schaffer collateral (SC) pathway ด๎วยกระแสไฟฟ้าความถี่ต่ า เชํน 1 Hz จะท าให๎เกิดศักย์ไฟฟ้าเฉพาะที่
บริเวณ dendritic spine ของเซลล์พิรามิดที่ CA1 เรียกวํา excitatory post-synaptic potential หรือ EPSP ที่มี
แอมปลิจูดสูงในระดับหนึ่ง แตํถ๎ากระตุ๎น pathway ดังกลําวด๎วยกระแสไฟฟ้าความถี่สูงในระยะสั้นๆ เชํน    
5 pulses, 50 Hz เพียงคร้ังเดียว แล๎วตามด๎วยการกระตุ๎นด๎วยกระแสไฟฟ้าความถี่ต่ า 1 Hz ตํอไปอีก จะพบวํา
แอมปลิจูดของ EPSP จะมีขนาดสูงขึ้นหลายเทําตัว  ซึ่งถ๎าการเพิ่มขึ้นของแอมปลิจูดคงอยูํได๎นานเป็นชั่วโมง
จะเรียกวําเกิดภาวะ long-term potentiation หรือ LTP (Bliss and Lomo, 1973; Kandel et al., 2000;      
Stanton et al., 1987) ซึ่งปรากฏการณ์นี้สามารถพบได๎ในการศึกษาในหนูทดลองที่สลบ 

เน่ืองจากการศึกษาที่ผํานมายังไมํมีงานวิจัยใดที่ระบุถึงผลของสารสกัดพรมมิตํอการท างานของ
ระบบประสาทสํวนกลางในเชิงสรีรวิทยาทางไฟฟ้า และการเปลี่ยนแปลงของระดับสารสื่อประสาทชนิด
กรดอะมิโนในสมอง โครงการวิจัยนี้มุํงศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดพรมมิโดยตั้งสมมติฐานการวิจัยนี้วําหนูแกํที่
ได๎รับสารสกัดพรมมิติดตํอกันเป็นเวลา 3 เดือน มีการเรียนรู๎แล๎วความจ าที่ดีเชํนเดียวกับกลุํมที่ได๎รับสาร
สกัดใบแปะก๏วย หรือยา Donepezil และดีกวําหนูกลุํมควบคุมที่ได๎รับเฉพาะตัวท าละลาย (vehicle) โดยท า
ให๎แอมปลิจูดและความลาดชัน (slope) ของ EPSP เพิ่มสูงขึ้นมากกวําระดับที่เพิ่มขึ้นของและเกิดภาวะ LTP 
เกิดได๎ยาวนานมากขึ้นอยํางมีนัยส าคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุํมควบคุม นอกจากนี้ หนูทดลองที่ได๎รับ
สารสกัดพรมมินาน 3 เดือนนําจะมีการเปลี่ยนแปลงของระดับสารสื่อประสาทชนิดกรดอะมิโนในสมอง
สํวนฮิปโปแคมปัส โดยอาจมีผลตํอการเปลี่ยนแปลงในทางเพิ่มขึ้นของสารสื่อประสาทชนิดกระตุ๎น ได๎แกํ 
กลูตาเมต ในระดับที่เพิ่มขึ้นอยํางมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุํมควบคุม ซึ่งอาจบํงบอกถึงผลในการ
กระตุ๎นพฤติกรรมการเรียนรู๎และความจ า  แตํถ๎ามีการเปลี่ยนแปลงในทางเพิ่มขึ้นของสารสื่อประสาทชนิด
ยับยั้ง ได๎แกํ ไกลซีน ( glycine) และ กาบ๎า (GABA) อาจบํงบอกถึงผลในเชิงยับยั้งระบบประสาทสํวนกลาง 
โดยท าให๎ซึม (sedation) และลดการแสดงพฤติกรรมตํางๆ ลง ซึ่งประโยชน์ที่คาดวําจะได๎รับจากงานวิจัยนี้ 
จะท าให๎ทราบข๎อมูลพื้นฐานของพรมมิ เพื่อเป็นประโยชน์ในการศึกษาทางคลินิกในเฟสตํอไป 
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วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย (Objectives)  

จากการศึกษาที่ที่ผํานมาที่พบวําเมื่อหนูแกํธรรมชาติได๎รับยาที่ใช๎ในการรักษาโรค Alzheimer คือ 
Donepezil เป็นเวลาติดตํอกันสามารถขยายเวลาของปรากฏการณ์ long-term potentiation (LTP) ได๎อยํางมี
นัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับหนูแกํกลุํมควบคุม (Barnes et al., 2000) งานวิจัยนี้จึงมุํงศึกษาเปรียบเทียบฤทธิ์
ของสมุนไพรพรมมิ เปรียบเทียบกับสารสกัดใบแปะก๏วย ยา Donepezil และตัวท าละลาย ในประเด็นตํอไปนี้ 

1. พฤติกรรมการเรียนรู๎และความจ าเกี่ยวกับสถานที่ และการจดจ าสิ่งของ 
2. การถํายทอดสัญญาณประสาทที่ซินแนปส์ของเซลล์ประสาทที่เพิ่มขึ้นอยํางยาวนาน (LTP)  
3. การเปลี่ยนแปลงระดับสารสื่อประสาทชนิดกรดอะมิโนในสมองสํวนฮิปโปแคมปัส 
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บทที่ 2  
ระเบียบวิธีวิจัย  

 
1. กลุ่มตัวอย่าง  

สัตว์ทดลองที่ใช๎ในงานวิจัยนี้เป็น หนูแรท ( rats) เพศผู๎ สายพันธุ์ Sprague-Dawley อายุประมาณ   
16  เดือน ซึ่งสัตว์ทดลองดังกลําวจะสั่งซื้อจากส านักสัตว์ทดลองแหํงชาติ ม.มหิดล ต.ศาลายา อ.ศาลายา      
จ.นครปฐม  หนูทดลองจะถูกแบํงกลุํมเพื่อแยกเลี้ยงในกลํองๆ ละ 3 ตัวตามความเหมาะสม มีวัสดุรองนอน 
ซึ่งจะเปลี่ยนทุกๆ 2 วันหรือเมื่อมีสภาพชื้นแฉะ เลี้ยงในห๎องของคณะวิทยาศาสตร์การแพทย์  ซึ่งเป็นห๎องที่
ควบคุมอุณหภูมิที่ 25.0±2.0 องศาเซลเซียส ที่ตั้งเวลาเปิดของแสงไฟในห๎องเลี้ยงในชํวงเวลา 06:00-18:00 น. 
และได๎รับอาหารเม็ด (สูตร G082, ส านักสัตว์ทดลองแหํงชาติ ม.มหิดล) และน้ าอยํางบริบูรณ์ 

การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดหรือยา ใช๎หนูจ านวน 30 ตัว ส าหรับการศึกษาผลเมื่อป้อนติดตํอกัน      
3 เดือน (subchronic treatment) โดยการป้อนน้ ากลั่น สารละลายพรมมิ หรือยา จะป้อนโดยใช๎เข็มป้อนสารที่
มีปลายมน และกระบอกฉีดยาขนาด 1 มล. ซึ่งจะป้อนวันละคร้ังด๎วยปริมาตร 0.1 มล./ 100 ก. น้ าหนักตัว  
แบํงกลุํมหนูทดลองออกเป็น 3 กลุํมยํอย ได๎แกํ 

1.1 กลุํมควบคุม (control) ที่ได๎รับเฉพาะตัวท าละลาย (น้ ากลั่น) จ านวน 10 ตัว 
1.2 กลุํมที่ได๎รับสารละลายพรมมิ (Bacopa monnieri, BM) ขนาด 40 มก./กก. น้ าหนักตัว 
(Taepavarapruk et al., 2006) จ านวน 10 ตัว  
1.3 กลุํมที่ได๎รับ สารสกัดใบแปะก๏วย (ginkgo biloba, GK; Nutrakal, Vita International 
Healthfood) ขนาด 60 มก./กก. น้ าหนักตัว (Das et al., 2002) จ านวน 10 ตัว 
1.4 กลุํมที่ได๎รับยา Donepezil (N-Benzylpiperidine-4-carboxaldehyde; cat. No. 664081-5G, 
Sigma-Aldrish Co.) ขนาด 1 มก./กก. น้ าหนักตัว (Hatip-Al-Khatib et al., 2004) จ านวน 10 ตัว 
หนูทดลองในกลุํมนี้จะถูกท าการทดสอบพฤติกรรมตํางๆหลังจากได๎รับการป้อนน้ ากลั่น 

สารละลายหรือยา เป็นเวลา  10 สัปดาห์ หลังจากท าการทดสอบพฤติกรรมภายในเวลา 2 สัปดาห์ ครบแล๎ว 
หนูจะถูกน ามาสลบและได๎รับการผําตัดและท าการทดลอง ดังรายละเอียดในข๎อ 2.2 และ ข๎อ 2.3  ตามล าดับ 
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2.  วิธีการวิจัย 
การวิจัยทั้งหมดนี้จะกระท าที่หนํวยวิจัยทางประสาทวิทยาศาสตร์ ( MD 411) ภาควิชาสรีรวิทยา 

คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์  ม.นเรศวร  โดยที่ขั้นตอนในการปฏิบัติตํอสัตว์ทดลองจะกระท าตามคูํมือ
จรรยาบรรณการใช๎สัตว์  (ส านักงานคณะกรรมการวิจัยแหํงชาติ, พ.ศ. 2542) 

วิธีการวิจัยมี 3 ขั้นตอน ดังตํอไปนี้ 

2.1 การทดสอบพฤติกรรมการเรียนรู้และความจ า 
1. Morris Water Maze Test เป็นการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดตํอความจ าเกี่ยวกับทิศทางและ

สถานที่(spatial memory) ถูกคิดค๎นโดย Morris และคณะ ในปี ค.ศ.  1982 การทดสอบเร่ิมจากการน าหนูมา
ฝึกให๎เคยชินกับการวํายน้ าในอํางทรงกลมขนาดเส๎นผําศูนย์กลางประมาณ 15 0 ซม. แบํงเป็น  4 สํวน หรือ 
quadrant ที่มีสัญญลักษณ์ 4 ชนิดติดอยูํที่ขอบอํางเหนือระดับน้ า 3 ซม. มีแทํนขนาดเส๎นผําศูนย์กลาง 10 ซม. 
ซึ่งอยูํใต๎ระดับน้ า 1 ซม. วางอยูํในบริเวณของ 1 quadrant และน้ าที่ใช๎จะผสมแป้งหรือนมผงเพื่อท าให๎ขุํน
ขาว จากนั้นจะคํอยๆ ปลํอยหนูตามจุดตํางๆ 3 จุด และจับเวลาที่หนูทดลองสามารถค๎นหาแทํนซึ่งอยูํใต๎
ระดับน้ า ( escape latency) มาหาคําเฉลี่ย โดยก าหนดระยะเวลาสูงสุดที่ให๎หนูวํายน้ าอยูํในอํางเทํากับ          
90 วินาที หากหนูยังหาแทํนไมํเจอผู๎วิจัยจะน าสัตว์ทดลองขึ้นมาพัก และจับวางบนแทํนให๎คุ๎นเคยกํอนท า
การฝึกในชํวงเวลาตํอไป การฝึกจะกระท าวันละคร้ังนานติดตํอกัน 7 วัน หนูสามารถจดจ าที่อยูํของแทํนใต๎
น้ าโดยระยะเวลาที่ใช๎ค๎นหาแทํนน๎อยลงและคงที่ จะท าการเอาแทํนออก และจับเวลาที่หนูวํายน้ าในแตํละ
สํวนหรือ quadrant รวมเวลาทั้งหมด 90 วินาที เพื่อที่จะเช็คดูความสามารถของหนูในการดึงเอาความจ าเกํา 
ออกมาใช๎ (retention test)  ผลการทดลองจะถูกบันทึกอยํางตํอเน่ืองด๎วยกล๎องบันทึกภาพวิดีโอที่ติดต้ังเหนือ
ชุดศึกษาพฤติกรรม เพื่อการวิเคราะห์ข๎อมูลในภายหลัง 

2. Novel Object Recognition (NOR) Test  เป็นการทดสอบความคุ๎นเคยตํอวัตถุที่เคยเห็นหรือ
สัมผัสกํอนหน๎าในเวลาผํานไปเพียงไมํกี่นาที วําสามารถจ าได๎หรือไมํ ซึ่งตามธรรมชาติหนูจะเป็นสัตว์ที่มี
นิสัยอยากรู๎อยากเห็นในสิ่งที่ใหมํๆ ( novel object) เปรียบเสมือนกับ exploratory behavior อยํางหนึ่ง โดย
การทดสอบจะใช๎วัตถุที่มีรูปรํางและสีสรรแตกตํางกัน เชํน ถ๎วยกระเบื้อง แจกัน และ ตัวตํอเลโก๎ ฯลฯ เลือก
วัตถุที่ตํางกัน 2 อัน (วัตถุ A กับ B) วางหํางกันประมาณ 20 ซม. ภายในกรงศึกษาพฤติกรรม ในการทดลองนี้
จะด าเนินการหลังจากการทดลองที่ทดสอบ MWM เรียบร๎อยแล๎ว การทดสอบเร่ิมจากในชํวง training phase 
ผู๎วิจัยปลํอยหนูภายในกลํองศึกษาพฤติกรรม ท าการจับเวลาที่หนูคลุกคลีกับวัตถุอันใดอันหน่ึง โดยใช๎เวลา
ประมาณ 10 นาที จากนั้นน าหนูกลับเข๎ากรงเลี้ยงประมาณ 10 นาที ระหวํางนี้ผู๎วิจัยจะท าความสะอาดวัตถุทั้ง
สองแล๎วเปลี่ยนอันใดอันหน่ึงเป็นวัตถุอันใหมํ ( novel object) ตัวอยํางเชํน วางวัตถุ C แทนวัตถุ B เป็นต๎น 
จากนั้นเร่ิมปลํอยหนูกลับไปในกรงทดสอบอีกครั้ง ซึ่งเป็นการทดสอบในชํวง testing phase โดยจับเวลาที่
หนูคลุกคลีกับวัตถุ A กับ C ซึ่งถ๎าหนูยังใช๎เวลาอยูํกับวัตถุ A (familial object) มากกวําวัตถุ C อยํางมี
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นัยส าคัญจะถือวําหนูจ าวัตถุเดิมที่เคยคลุกคลีไมํได๎ ผลการทดลองจะถูกบันทึกอยํางตํอเน่ืองด๎วยกล๎อง
บันทึกภาพวิดีโอที่ติดต้ังภายในกลํองศึกษาพฤติกรรม  

คําดัชนีการจดจ าวัตถุ (recognition index, Ri)  ของหนูแตํละตัวคิดได๎จาก  
Ri  = [TA / (TA + TC )]x 100 

โดยที่  TA  เป็นเวลาที่หนูทดลองส ารวจวัตถุชิ้น A ในชํวง testing phase 
 TC เป็นเวลาที่หนูทดลองส ารวจวัตถุชิ้น C ในชํวง testing phase 

2.2 การศึกษาผลของสารสกัดต่อการถ่ายทอดสัญญาณประสาทท่ีสมองส่วนฮิปโปแคมปัส 
1. การเตรียมสัตว์ทดลอง 
ผู๎วิจัยจะน าหนูแรทมาสลบ ด๎วยการฉีดยาสลบ urethane ขนาด 1.5 ก./กก. น้ าหนักตัว  ที่ชํองท๎อง  

เมื่อหนูสลบดีแล๎วจึงโกนขนบนศีรษะ แล๎วน าหนูไปยึดตรึงศีรษะด๎วยอุปกรณ์ stereotaxic apparatus  (Model 
Stoelting’s Lab Standard, Stoelting Co., Illinois, USA) จากนั้นจึงเร่ิมการผําตัด ใช๎มีดผําตัดกรีดหนังศีรษะ
ตามแนว midline ประมาณ 2 ซม. แล๎วใช๎สวํานความเร็วสูงและดอกสวํานขนาดเล็กเจาะกะโหลกศีรษะ
เหนือต าแหนํงของสมองสํวนฮิปโปแคมปัสตามแผนที่สมองของหนูแรท (Paxinos and Watson, 1998) 
ขนาด (กว๎าง x ยาว) 4 x 4 ตร.มม.  

2. การกระตุ๎นและการบันทึกสัญญาณประสาท 
งานวิจัยสํวนน้ี ผู๎วิจัยจะท าการบันทึกสัญญาณประสาทโดยรวม (field potentials) ในหนูทดลองที่

สลบตามวิธีการของ Freir และคณะ ( Freir et al., 2001) โดยจะใช๎ไมโครอิเลคโทรดส าหรับบันทึกชนิด 
tungsten (Cat. No. 563410, A-M Systems, WA, USA) ปักลงไปในเน้ือสมองจนถึงต าแหนํงที่อยูํของเซลล์พิ
รามิดที่ CA1 (ความลึกประมาณ 2 มม. ) ดังรูปที่ 3-1  และปักไมโครอิเลคโทรดส าหรับกระตุ๎น ( Steraide 
concentric bipolar electrode, model NE-100, USA) บริเวณ Schaffer collateral (Sch) สัญญาณประสาทที่
บันทึกได๎ (ดังตัวอยํางในรูปที่ 3-1 ) จะถูกน าไปขยายด๎วยเคร่ือง microelectrode amplifier (model 1800,     
A-M Systems) และน าไปแสดงผลบนหน๎าจอคอมพิวเตอร์โดยผํานเคร่ือง PowerLab 4SP (ADInstruments, 
Australia) ใช๎โปรแกรม Chart Pro v5.5 (ADInstruments) เพื่อแสดงสัญญาณประสาทที่จะบันทึกได๎จะเป็น
ศักย์ไฟฟ้าโดยรวม เรียกวํา evoked field potential หรือ population EPSP (pEPSP) ดังรูปที่ 3-1  เกิดจากการ
กระตุ๎นใยประสาทน าเข๎า CA3 Schaffer collateral (Sch) ที่ไปเลี้ยง CA1 pyramidal cell ด๎วยกระแสความถี่
ต่ า (กระตุ๎น 1 คร้ังในทุกๆ 2 นาที )  การวิเคราะห์จะกระท าโดยการบันทึกคําความสูงของแอมปลิจูด ( EPSP 
amplitude) และความลาดชัน ( EPSP slope) ของศักย์ไฟฟ้าน ามาพล็อตเป็นเปอร์เซ็นต์การเปลี่ยนแปลง
ในชํวงควบคุม หลังจากนั้นจะท าการกระตุ๎นด๎วยกระแสความความถี่สูง (10 trains of pulses [20 pulses,   
200 Hz], 2 sec inter-train interval)  แล๎วทดสอบด๎วยกระแสความถี่ต่ าตํอไปอีก 2-3 ชั่วโมง ถ๎า EPSP ที่เกิดมี
แอมปลิจูดที่สูงและคงอยูํได๎เป็นเวลายาวนานมากกวําหรือเทํากับ 1 ชั่วโมงจะถือวําเป็นการเกิด LTP (Bliss 
and Lomo, 1973)  
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รูปท่ี3-1 วิธีการศึกษาการถํายทอดสัญญาณประสาทที่สมองสํวนฮิปโปแคมปัส โดยการปักขั้วกระตุ๎น (Stim) 
ที่ Schaffer collateral (SC) ซึ่งเป็นแอกซอนของ CA3 pyramidal cell และขั้วบันทึกที่ CA1 pyramidal cell  

งานวิจัยนี้จะศึกษาผลของการรักษาประสิทธิภาพในการถํายทอดสัญญาณประสาทได๎อยํางยาวนาน 
(LTP) จากแอกซอนของ Schaffer collateral (SC) ไปยังเดนไดรท์ของเซลล์พิรามิดที่ CA1 ในหนูกลุํมที่
ได๎รับเฉพาะตัวท าละลาย เปรียบเทียบกับกลุํมที่ได๎รับสารละลายพรมมิ และยา Donepezil ในขนาดดังกลําว
ข๎างต๎น 

3. การวิเคราะห์ข๎อมูล  
Evoked field potential (EPSP) จะถูกบันทึกเพื่อการน ามาวิเคราะห์ภายหลัง โดยใช๎โปรแกรม Peak 

analysis รํวมกับโปรแกรม Chart 5.5 (ADInstruments) ซึ่งจะได๎คําเฉลี่ยสโลป (slope) และคําเฉลี่ยพื้นที่ใต๎ 
peak ของกราฟของ EPSP (ดังรูปที่ 3-2) น ามาค านวณเป็นเปอร์เซ็นต์ เพื่อวิเคราะห์ผลของสารสกัดตํอการ
สํงผํานสัญญาณประสาท  จะถูกรวบรวมเพื่อน ามาหาคําเฉลี่ยและคําเบี่ยงเบนมาตรฐาน  สถิติที่จะใช๎ในการ
ทดสอบความแตกตํางระหวํางกลุํมของข๎อมูลคือ one-way repeated measures ANOVA และตามด๎วย 
Dunnett’s pos hoc test โดยตั้งคํานัยส าคัญเทํากับ 0.05 

2.3 การศึกษาผลของสารสกัดต่อการเปลี่ยนแปลงของสารสื่อประสาทชนิดอะมิโน 
 1. การเตรียมสัตว์ทดลอง 

หลังจากที่ท าการทดลองทางสรีรวิทยาไฟฟ้าในหนุกลุํมตํางๆเสร็จสิ้นแล๎ว  ผู๎วิจัยได๎ท าการฉีด
ยาสลบ urethane (ethylurethane; cat. No. U2500-500G, Sigma-Aldrich co.) ขนาด 3  ก./กก. น้ าหนักตัว 
(overdose) เข๎าทางชํองท๎องของหนูทดลอง หลังจากมั่นใจวําหนูสลบลึก (deeply anesthetized) โดยการ
ตรวจ withdrawal reflex ที่เท๎าหนู  จากนั้นน ามาตัดคอด๎วยเคร่ืองตัดศีรษะ  (rodent decapitator, Harvard 
Apparatus, USA) และเลาะสมองออกมาแยกสมองสํวนฮิปโปแคมปัสมาท าการชั่งน้ าหนักกํอนน าไปล๎างชิ้น
เน้ือสมองที่แยกได๎ใน phosphate buffered saline (PBS; cat. No. P3813, Sigma-Aldrich co.) และใสํใน
หลอดส าหรับปั่นเหวี่ยง ( centrifuge tube) ขนาด 15 มล. และเติม  phosphate buffer pH 7.4 ที่อัตราสํวน        
5 มล. ตํอชิ้นสํวนของสมอง 2 กรัม  จากนั้นท าการปั่นด๎วยเคร่ืองปั่น (homogenizer) ที่ความเร็วระดับ 5 เป็น
เวลานานประมาณ 3 นาที หรือจนเห็นวําเป็นเน้ือเดียวกัน  จากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ที่      
10,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  เก็บน้ าสมองที่เป็นของเหลวลอยอยูํสํวนบน 
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(supernatants) เพื่อน าไปวิเคราะห์ทันทีหรือน าไปเก็บไว๎ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวําจะท าการ
วิเคราะห์ตํอไป  

2. การวิเคราะห์ปริมาณสารสื่อประสาทด๎วยเทคนิค HPLC  
ขั้นตอนนี้จะท าโดยการน า supernatants ที่ได๎จากสมองสํวนฮิปโปแคมปัส มาวิเคราะห์หาปริมาณ

ของกรดอะมิโน ได๎แกํ กลูตาเมต แอสปาเตท ไกลซีน และกาบ๎า เป็นต๎น โดยเคร่ือง HPLC และ fluorescence 
detector (Waters detector model 474) ตามวิธีของ Lindroth และ Mopper (1979) โดยที่สารจะถูกน ามาท า 
precolumn fluorescence derivatization กับสารผสมระหวําง O-phthaldialdehyde (OPA; cat. No. P0657, 
Sigma-Aldrich co.) และ mercaptoethanol (-Mercaptoethanol; cat. No. M6250, Sigma-Aldrich co.) 
ปริมาณสารสื่อประสาทในสาร supernatant ที่ได๎จากสมองสํวนฮิปโปแคมปัส จะค านวณได๎จากการท า
calibration curve ที่มีการ plot ระหวํางความสูงของพีคที่วัดได๎  ( peak height) กับความเข๎มข๎น 
(concentration) ของสารมาตราฐาน 3 ระดับ  
 
 ในการเตรียมสารมาตรฐานได๎ค านวณเป็นความเข๎มข๎น หนํวยเป็นมิลลิโมลําร์ (mM) และได๎ค านวณ
กลับเป็นหนํวยไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร (g/ml) ดังแสดงในตารางที่ 3-1 
  
ตารางท่ี 3-1   คําน้ าหนักโมเลกุลและการค านวณความเข๎มข๎นหนํวยเป็นมิลลิโมลําร์ (mM) และปริมาณเป็น
ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร (g/ml)ของสารมาตราฐานกรดอะมิโนที่ 5 ความเข๎มข๎น  

concentration 0.025 mM 0.050 mM 0.125 mM 0.250 mM 0.500 mM

Standard MW  ug/ml ug/ml  ug/ml ug/ml ug/ml

Aspatate 133.11 3.50 7.00 17.50 35.00 70.00

Glutamate 147.13 3.67 7.33 18.33 36.67 73.33

Serine 105.09 2.83 5.67 14.17 28.33 56.67

Glutamine 146.15 3.83 7.67 19.17 38.33 76.67

Glycine 75.07 2.67 5.33 13.33 26.67 53.33

GABA 103.12 2.83 5.67 14.17 28.33 56.67  

  
 ผลการวิเคราะห์สารมาตรฐาน 6 ชนิด ชนิดละ 5 ความเข๎มข๎นๆ ละ 3 คร้ัง   ได๎คําเฉลี่ยของสาร
มาตรฐานตํางๆ แสดงดังตารางที่ 3-2 และตัวอยํางโครมาโตแกรมของสารมาตรฐานตํางๆความเข๎มข๎น 0.02 , 
0.05, 0.125, 0.25, และ 0.5 มิลลิโมลาร์ แสดงดังรูปที่ 3-2 ถึง 3-6 ตามล าดับ   และเมื่อน าข๎อมูลมาสร๎างกราฟ
ความสัมพันธ์ระหวํางพื้นที่ใต๎กราฟโครมาโตแกรมและปริมาณความเข๎มข๎นหนํวยเป็นไมโครกรัมตํอ
มิลลิลิตร ของสารมาตรฐานแอสปาร์เตต กลูตาเมต เซอรีน กลูตามีน ไกลซีน และกาบ๎า จะได๎กราฟดังรูปที่ 
3-7 ข๎อมูลนี้ใช๎ในการค านวณหาระดับกรดอะมิโนจากตัวอยําง supernatant ของสมองตํอไป 
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 นอกจากนี้ผู๎วิจัยได๎ท าการตรวจสอบความแมํนย าของการฉีดสารมาตรฐานชนิดตํางๆด๎วยเคร่ือง 
HPLC และ fluorescence detector นี้ เพื่อหา intraday variation ด๎วยการเตรียมสาร 3 ความเข๎มข๎นตํอชนิด
ของสารมาตราฐาน แอสปาร์เตต กลูตาเมต เซอรีน กลูตามีน ไกลซีน  และกาบ๎า ท าการฉีด 6 คร้ังภายในวัน
เดียวกัน ค านวณหาคําความเข๎มข๎นที่วิเคราะห์ได๎ด๎วยเคร่ือง  HPLC ค านวณหาคําเฉลี่ย ( mean) คําเบี่ยงเบน
มาตราฐาน (standard deviation , SD) และคํา % coefficients of variation (%CV) ข๎อมูลที่ได๎แสดงดังตารางที่ 
3-3 

3. การวิเคราะห์ข๎อมูล  
ข๎อมูลที่ได๎จากการวิจัยจะเป็นข๎อมูลเชิงปริมาณซึ่งจะถูกน ามาวิเคราะห์ทางสถิติ โดยใช๎วิธี Student’s 

t-test หรือ ANOVA ตามความเหมาะสม  ทั้งนี้ขึ้นอยูํกับลักษณะและจ านวนกลุํมของข๎อมูลที่ต๎องการ
เปรียบเทียบความแตกตําง  และตั้งคํานัยส าคัญที่  = 0.05 
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ตารางท่ี 3-2   คําพื้นที่ใต๎กราฟของกรดอะมิโน แอสปาร์เตต กลูตาเมต เซอรีน กลูตามีน ไกลซีน และกาบ๎า 5 
ความเข๎มข๎นหนํวยเป็นไมโครกรัมตํอมิลลิลิตรและคําเฉลี่ยที่ได๎จากการฉีด 3 คร้ัง 

Conc. (ug/ml) Area 1 Area 2 Area 3 Mean

3.50 582,489            591,851            609,810            594,717            

7.00 1,177,263         1,073,284         1,104,069         1,118,205         

17.50 3,018,231         2,956,524         3,000,139         2,991,631         

35.00 5,411,950         5,039,178         5,575,224         5,342,117         

70.00 10,240,378       9,996,989         11,165,377       10,467,581       

Conc. (ug/ml) Area 1 Area 2 Area 3 Mean

3.67 564,584            604,973            604,029            591,195            

7.33 1,243,140         1,227,711         1,188,840         1,219,897         

18.33 2,845,374         2,733,587         2,544,745         2,707,902         

36.67 5,287,021         5,105,304         5,371,255         5,254,527         

73.33 10,208,899       9,851,666         10,921,887       10,327,484       

Conc. (ug/ml) Area 1 Area 2 Area 3 Mean

2.83 477,575            469,378            483,206            476,720            

5.67 1,094,930         1,031,534         1,028,826         1,051,763         

14.17 2,162,947         2,200,949         2,083,776         2,149,224         

28.33 4,288,870         4,184,739         4,239,633         4,237,747         

56.67 7,982,842         7,929,683         9,078,621         8,330,382         

Conc. (ug/ml) Area 1 Area 2 Area 3 Mean

3.83 586,324            566,769            574,592            575,895            

7.67 1,280,017         1,169,044         1,174,654         1,207,905         

19.17 2,880,441         2,790,697         2,761,089         2,810,742         

38.33 5,708,374         5,485,879         5,916,320         5,703,524         

76.67 11,278,242       10,840,357       11,980,609       11,366,403       

Conc. (ug/ml) Area 1 Area 2 Area 3 Mean

2.67 483,499            483,148            498,533            488,393            

5.33 1,026,187         915,846            967,944            969,992            

13.33 2,322,171         2,337,904         2,394,803         2,351,626         

26.67 5,265,884         5,247,970         4,738,974         5,084,276         

53.33 9,917,786         9,995,206         10,760,687       10,224,560       

Conc. (ug/ml) Area 1 Area 2 Area 3 Mean

2.83 776,218            757,639            779,703            771,187            

5.67 1,493,974         1,642,633         1,435,131         1,523,913         

14.17 3,535,381         3,369,680         3,390,747         3,431,936         

28.33 6,985,891         7,052,891         6,851,129         6,963,304         

56.67 13,585,276       12,878,375       14,351,146       13,604,932       

GABA

Aspatate

Glutamate

Serine

Glycine

Glutamine

 



 

โครงการยํอยที่ 3 3-12 
 

ตารางท่ี 3-3 แสดง intraday variation (คํา mean, SD, % CV) ของสารมาตรฐานกรดอะมิโน แอสปาร์เตต 
กลูตาเมต เซอรีน และกลูตามีน ที่ 3 ความเข๎มข๎น 

Standard

conc.ทีเ่ตรียม conc.ทีไ่ดจ้ากการฉดี conc.ทีเ่ตรียม conc.ทีไ่ดจ้ากการฉดี conc.ทีเ่ตรียม conc.ทีไ่ดจ้ากการฉดี

conc. (ug/ml) 3.5 ug/ml  (ug/ml) 17.5 ug/ml  (ug/ml) 70 ug/ml  (ug/ml)

1 571,615     2.6852              2,801,855   17.7892            8,678,259     57.5863              

2 667,495     3.3345              3,094,517   19.7712            9,607,798     63.8815              

Day 1               3 625,105     3.0475              3,086,905   19.7197            10,522,635   70.0771              

4 653,319     3.2385              3,237,009   20.7362            11,423,067   76.1752              

5 667,136     3.3321              3,121,546   19.9543            11,415,775   76.1258              

6 669,228     3.3463              3,261,353   20.9011            10,698,220   71.2662              

3.1640              19.8119            69.1853              

0.2604 1.1102 7.2776

8.23                  5.60                  10.52                  

Aspatate

Mean

SD

%CV  
 

Standard

conc.ทีเ่ตรียม conc.ทีไ่ดจ้ากการฉดี conc.ทีเ่ตรียม conc.ทีไ่ดจ้ากการฉดี conc.ทีเ่ตรียม conc.ทีไ่ดจ้ากการฉดี

conc. (ug/ml) 3.67 ug/ml  (ug/ml) 18.33 ug/ml   (ug/ml) 73.33 ug/ml  (ug/ml)

1 561,484     2.9771               2,821,171   19.2378              9,654,635    68.4114               

2 547,352     2.8754               2,977,952   20.3660              9,982,849    70.7733               

Day 1             3 557,978     2.9518               2,897,676   19.7883              10,581,129  75.0785               

4 626,582     3.4455               2,945,446   20.1321              11,623,549  82.5797               

5 640,459     3.5454               3,023,063   20.6906              11,452,275  81.3473               

6 631,452     3.4806               2,889,349   19.7284              10,406,804  73.8240               

Mean 3.2126               19.9905              75.3357               

SD 0.3079 0.5152 5.6520

%CV 9.58                   2.58                    7.50                     

Glutamate

 
 

Standard

conc.ทีเ่ตรียม conc.ทีไ่ดจ้ากการฉดี conc.ทีเ่ตรียม conc.ทีไ่ดจ้ากการฉดี conc.ทีเ่ตรียม conc.ทีไ่ดจ้ากการฉดี

conc. (ug/ml)2.83 ug/ml  (ug/ml) 14.17 ug/ml  (ug/ml) 56.67 ug/ml  (ug/ml)

1 594,055    3.1759              2,216,402   14.3932            7,690,031     52.2392             

2 551,523    2.8818              2,341,212   15.2561            7,647,111     51.9424             

Day 1         3 600,718    3.2219              2,286,550   14.8782            7,852,899     53.3653             

4 509,782    2.5932              2,318,906   15.1019            8,757,937     59.6229             

5 501,863    2.5384              2,434,884   15.9038            8,611,340     58.6093             

6 520,633    2.6682              2,434,879   15.9038            7,956,433     54.0811             

Mean 2.8466              15.2395            54.9767             

SD 0.2972 0.5914 3.3131

%CV 10.44                3.88                  6.03                   

Serine

 
 

Standard

conc.ทีเ่ตรียม conc.ทีไ่ดจ้ากการฉดี conc.ทีเ่ตรียม conc.ทีไ่ดจ้ากการฉดี conc.ทีเ่ตรียม conc.ทีไ่ดจ้ากการฉดี

conc. (ug/ml) 3.83 conc. (ug/ml) 19.17 conc. (ug/ml) 76.67 conc. (ug/ml)

1 590,094     3.8289              3,096,573   20.7752            10,851,006   73.2029              

2 597,186     3.8768              3,274,831   21.9804            11,311,119   76.3138              

Day 1                3 565,050     3.6595              3,229,776   21.6758            11,945,339   80.6017              

4 655,475     4.2709              3,301,070   22.1578            13,179,901   88.9486              

5 675,799     4.4083              3,209,917   21.5415            13,068,052   88.1924              

6 689,304     4.4996              3,382,162   22.7061            11,867,160   80.0732              

4.0907              21.8061            81.2221              

0.3466 0.6502 6.2990

8.47                  2.98                  7.76                    

Mean

SD

%CV

Glutamine
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ตารางท่ี 3-4 แสดง intraday variation (คํา mean, SD, % CV) ของสารมาตรฐานกรดอะมิโน ไกลซีน และกา
บ๎า ที่ 3 ความเข๎มข๎น  
 

Standard

conc.ทีเ่ตรียม conc.ทีไ่ดจ้ากการฉดี conc.ทีเ่ตรียม conc.ทีไ่ดจ้ากการฉดี conc.ทีเ่ตรียม conc.ทีไ่ดจ้ากการฉดี

conc. (ug/ml) 2.67 ug/ml  (ug/ml) 13.33 ug/ml  (ug/ml) 53.33 ug/ml  (ug/ml)

1 518,456     3.1518               2,420,056   12.9978              10,098,665  52.7560               

2 564,248     3.3889               2,554,313   13.6930              9,396,453    49.1201               

Day 1             3 495,571     3.0333               2,518,821   13.5092              9,426,832    49.2774               

4 592,077     3.5330               2,520,377   13.5173              10,533,060  55.0052               

5 594,850     3.5473               2,555,727   13.7003              10,205,152  53.3073               

6 616,365     3.6587               2,514,729   13.4880              8,920,645    46.6564               

Mean 3.3855               13.4843              51.0204               

SD 0.2455 0.2564 3.1564

%CV 7.25                   1.90                    6.19                     

Glycine

 
 

Standard

conc.ทีเ่ตรียม conc.ทีไ่ดจ้ากการฉดี conc.ทีเ่ตรียม conc.ทีไ่ดจ้ากการฉดี conc.ทีเ่ตรียม conc.ทีไ่ดจ้ากการฉดี

conc. (ug/ml)2.83 ug/ml (ug/ml) 14.17 ug/ml  (ug/ml) 56.67 ug/ml (ug/ml)

1 736,736    2.5572              3,664,409   14.8424            15,126,095   62.9386             

2 651,804    2.2008              3,905,199   15.8529            14,108,522   58.6686             

Day 1         3 693,906    2.3775              3,768,901   15.2809            14,346,998   59.6693             

4 779,703    2.7375              3,723,626   15.0909            15,974,952   66.5006             

5 824,930    2.9273              3,647,688   14.7723            15,293,324   63.6403             

6 763,939    2.6713              3,931,228   15.9621            15,348,621   63.8723             

Mean 2.5786              15.3003            62.5483             

SD 0.2604 0.5052 2.9003

%CV 10.10                3.30                  4.64                   

GABA
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Shimadzu CLASS-VP  V 6.14 SP1  External Standard Report Page 1 of 1   
Method Name:   C:\CLASS-VP\Data\RID Pa\18-02-53\Glucose.met  

Data Name:  C:\CLASS-VP\Data\Pornnarin\Standard-%CV\Standard Mix 0.025 mM-004  

User:    System  

Acquired:  4/28/2010 10:30:47 AM  

Printed:   4/30/2010 11:03:23 AM  
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Detector C     

Pk # Name Retention Time Area Height 

1 Aspatate 5.077 555767 47967 

2 Glutamate 6.929 561484 38629 

3 Serine 14.387 477575 21824 

4 Glutamine 15.537 574592 23908 

5 Homoserine 20.004 6507827 231592 

6 Glycine 24.213 483499 17532 

9 GABA 38.129 757639 34877 

     
Totals     
   9918384 416327 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
รูปท่ี 3-2 ตัวอยํางโครมาโตแกรมของสารมาตรฐานความเข๎มข๎น 0.02 mM ของกรดอะมิโนชนิดตํางๆคือ 
แอสปาร์เตต กลูตาเมต เซอรีน กลูตามีน ไกลซีน และกาบ๎า 
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Shimadzu CLASS-VP  V 6.14 SP1  External Standard Report Page 1 of 1 
   

Method Name:   C:\CLASS-VP\Data\RID Pa\18-02-53\Glucose.met  

Data Name:  C:\CLASS-VP\Data\Pornnarin\Standard-%CV\Standard Mix 0.05 mM-003  

User:    System  

Acquired:  4/27/2010 2:39:06 PM  

Printed:   4/30/2010 11:38:32 AM  
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Detector C     

Pk # Name Retention Time Area Height 

1 Aspatate 5.104 1464591 126559 

2 Glutamate 6.982 1227711 84415 

4 Serine 14.568 2136431 94930 

5 Glutamine 15.762 1014556 45871 

7 Homoserine 20.314 6545876 231958 

8 Glycine 24.635 1544782 53452 

11 GABA 38.579 1816312 85192 

     
Totals     

   15750260 722377 

 

 

 

 

รูปท่ี 3-3 ตัวอยํางโครมาโตแกรมของสารมาตรฐานความเข๎มข๎น 0.05 mM ของกรดอะมิโนชนิดตํางๆ คือ 
แอสปาร์เตต กลูตาเมต เซอรีน กลูตามีน ไกลซีน และกาบ๎า 
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Shimadzu CLASS-VP  V 6.14 SP1  External Standard Report Page 1 of 1   
Method Name:   C:\CLASS-VP\Data\RID Pa\18-02-53\Glucose.met  

Data Name:  C:\CLASS-VP\Data\Pornnarin\Standard-%CV\Standard Mix 0.125 mM-002  

User:    System  

Acquired:  4/27/2010 4:05:06 PM  

Printed:   4/30/2010 11:22:10 AM  
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Detector C     

Pk # Name Retention Time Area Height 

3 Aspatate 5.116 2754393 235983 

5 Glutamate 7.004 2733587 187812 

7 Serine 14.599 2200949 98046 

8 Glutamine 15.798 2790697 114587 

9 Homoserine 20.357 6676427 236363 

10 Glycine 24.691 2322171 78779 

13 GABA 38.627 3369680 172309 

     
Totals     

   22847903 1123881 

 

 

 

 

รูปท่ี 3-4 ตัวอยํางโครมาโตแกรมของสารมาตรฐานความเข๎มข๎น 0.125 mM ของกรดอะมิโนชนิดตํางๆ คือ 
แอสปาร์เตต กลูตาเมต เซอรีน กลูตามีน ไกลซีน และกาบ๎า 
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Shimadzu CLASS-VP  V 6.14 SP1  External Standard Report Page 1 of 1   
Method Name:   C:\CLASS-VP\Data\RID Pa\18-02-53\Glucose.met  

Data Name:  C:\CLASS-VP\Data\Pornnarin\Standard-%CV\Standard Mix 0.25 mM-003  

User:    System  

Acquired:  4/28/2010 11:14:33 AM  
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Detector C     

Pk # Name Retention Time Area Height 

1 Aspatate 5.051 5575224 480865 

2 Glutamate 6.877 5371255 370865 

4 Serine 14.339 4239633 193107 

5 Glutamine 15.484 5916320 243313 

6 Homoserine 19.935 6463737 232031 

7 Glycine 24.132 4738974 164181 

10 GABA 38.159 6851129 326550 

     
Totals     
   39156273 2010912 

 
 

 

 

รูปท่ี 3-5 ตัวอยํางโครมาโตแกรมของสารมาตรฐานความเข๎มข๎น 0.25 mM ของกรดอะมิโนชนิดตํางๆ คือ 
แอสปาร์เตต กลูตาเมต เซอรีน กลูตามีน ไกลซีน และกาบ๎า 
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Method Name:   C:\CLASS-VP\Data\RID Pa\18-02-53\Glucose.met  
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Acquired:  4/30/2010 12:01:26 PM  

Printed:   4/30/2010 3:41:37 PM  

 

Minutes

0 5 10 15 20 25 30 35 40

V
o

lt
s

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

V
o

lt
s

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

A
s
p
a
ta

te

G
lu

ta
m

a
te

S
e
ri
n
eG

lu
ta

m
in

e

H
o
m

o
s
e

ri
n
e

 
G

ly
c
in

e

  

G
A

B
A

 

 
 

Detector C     

Pk # Name Retention Time Area Height 

1 Aspatate 5.165 9607798 785333 

2 Glutamate 7.091 9982849 651292 

3 Serine 14.799 7647111 348159 

4 Glutamine 16.038 11311119 427292 

5 Homoserine 20.531 6512263 238185 

7 Glycine 24.803 9396453 327064 

10 GABA 38.443 14108522 657050 

     
Totals     
   68566114 3434375 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 3-6 ตัวอยํางโครมาโตแกรมของสารมาตรฐานความเข๎มข๎น 0. 5 mM ของกรดอะมิโนชนิดตํางๆ คือ 
แอสปาร์เตต กลูตาเมต เซอรีน กลูตามีน ไกลซีน และกาบ๎า 
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 Serine y = 306160x + 407437

R2 = 0.9994
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Glycine y = 505889x - 23326
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รูปท่ี 3-7   กราฟเปรียบเทียบมาตรฐาน (standard calibration curves) ของ aspartate, glutamate, glutamine, 
serine, glycine และ GABA ส าหรับใช๎หาคําความเข๎มข๎นจากพื้นที่ใต๎ peak ของโครมาโตแกรม 
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บทที่ 3  
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

1. ผลของสารสกัดต่อพฤติกรรมการเรียนรู้และความจ า 

1.1 Morris Water Maze Test 

การทดสอบการเรียนรู๎และความจ าโดยใช๎ Morris Water Maze Test เป็นวิธีที่ใช๎ศึกษา spatial 
reference memory พบวําเวลาของหนูแกํทุกกลุํมที่มีอายุ 19 เดือนใช๎ในการหาแทํนใต๎น้ า (หรือ Escape 
latency)   ตั้งแตํแรกของการฝึก (Day1) จนถึงวันสุดท๎ายของการฝึกมีคําใกล๎เคียงกันและลดลงเป็นล าดับเมื่อ
ฝึกวํายน้ าเป็นเวลา 7 วัน (รูปที่ 3-8) แสดงให๎เห็นวําการคัดเลือกหนูที่ใช๎ในการทดลองคร้ังนี้ได๎หนูแกํที่มี
ความสามารถในการจดจ าใกล๎เคียงกัน แม๎วําคําเฉลี่ยของระยะเวลาในการหาแทํนในชํวง 2-3 วันแรกจะ
แตกตํางกันก็ตาม 
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รูปท่ี 3-8 แสดง profile รูปแบบการเรียนรู๎และความจ าเกี่ยวกับสถานที่ทดสอบด๎วย Morris Water Maze โดย
เปรียบเทียบระยะเวลาในการวํายน้ าหาแทํนใต๎น้ า (escape latency) ระหวํางหนูแกํกลุํมควบคุมที่ได๎รับตัวท า
ละลาย (control) กับหนูแกํที่ได๎รับสารสกัดพรมมิ (BM) แปะก๏วย (GK) และยา donepezil (Don) ซึ่งพบวํา
หลังจากการฝึกนาน 1 สัปดาห์ หนูแกํทุกตัวมีความสามารถในการจ าต าแหนํงแทํนใต๎น้ าได๎พอๆ กัน 

ในวันที่ 8 น าหนูทุกกลุํมมาทดสอบความจ าอีกครั้งด๎วยวิธี Probe Trial ซึ่งเป็นการทดสอบ
ความสามารถในการดึงความจ า หรือ retention memory โดยเอาแทํนใต๎น้ าออก แบํงขอบเขตที่หนูวํายน้ า
ออกเป็น 4 zone และจับเวลาที่หนูทดลองวํายน้ าอยูํในแตํละ zone ของอํางน้ าทรงกลมโดยคิดคําเวลาที่หนู
ทดลองอยูํในแตํละ zone เป็นเปอร์เซ็นต์จากเวลาทั้งหมด 90 วินาทีที่ให๎หนูทดลองวํายน้ า ผลการทดลอง
แสดงดังรูปที่ 3-11 พบวําหนูทดลองกลุํมควบคุม( Control) ใช๎เวลาในการวํายน้ าในแตํละ zone ดังนี้ zone 1 
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คือ 24.8 ± 1.7 sec, zone 2 คือ 25.1 ± 2.1 sec, zone 3  คือ 18.2  ± 2.3 sec และ zone 4  คือ 20.8  ± 3.5 sec ซึ่ง
แสดงวําหนูกลุํมนี้จ าไมํได๎วํา zone 1, zone 2 หรือ zone 4 เป็นโซนที่เคยมีแทํนใต๎น้ ามากํอน สังเกตได๎จาก
ระยะเวลาที่หนูทดลองวํายใน 3 โซนนี้มีคําใกล๎เคียงกัน (รูปที่ 3-9) 

ในทางตรงกันข๎าม หนูทดลองกลุํมที่ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาด 40 มก./กก.น้ าหนักตัว ( BM) มี 
pattern ของการวํายน้ าคล๎ายกับหนูในกลุํมที่ได๎รับยา  donepezil (Don)  กลําวคือ ใช๎เวลาวํายวนอยูํในโซนที่
เคยมีแทํน (Zone 2 = 30.5 ±  3.1 sec) มากกวํา Zone 1 (19.8 ±  4.1 sec) และ Zone 4 (14.2 ±  2.3 sec) อยํางมี
นัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05, ANOVA and Dunnett’s test)  ส าหรับหนูทดลองกลุํมที่ได๎รับยา donepezil 
(Don) คือใช๎เวลาวํายวนอยูํในโซนที่เคยมีแทํน (Zone 2 = 28.7 ±  2.4 sec) มากกวํา Zone 1 (18.7 ±  2.6 sec) 
และ Zone 4 (17.2 ±  2.1 sec) อยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05, ANOVA and Dunnett’s test)  และส าหรับ
หนูที่ได๎รับสารสกัดใบแปะก๏วย (GK) ได๎ใช๎เวลาในการวํายใน Zone 2 (36.1 ±  2.6 sec) มากกวํา Zone 1, 3, 
4 (20.6 ±  2.9 sec, 18.6 ± 1.4 sec, 14.8 ± 2.0 sec) อยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05, ANOVA and 
Dunnett’s test) แสดงวําหนูแกํที่ได๎รับสารสกัดหรือยาสามารถจดจ าได๎วําโซนใดเคยมีแทํนอยูํ  

Morris Water Maze Probe Trail
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รูปท่ี 3-9 ผลการทดสอบความจ าเกี่ยวกับสถานที่ด๎วยวิธี probe trial ซึ่งกระท าในวันที่ 8 ของการฝึกด๎วย 
Morris Water Maze โดย Zone 2 เป็นโซนที่เคยมีแทํนใต๎น้ าวางอยูํ พบวําหนูแกํกลุํมควบคุม (Control) ไมํ
สามารถจดจ าโซนที่เคยมีแทํนอยูํได๎ดีเทํากับหนูแกํที่ได๎รับสารสกัดพรมมิ (BM) แปะก๏วย (GK) และยา 
donepezil (Don) (*, $ = P < 0.05, ANOVA; * เปรียบเทียบกับ Zone 1, 3, 4 แตํ $ เปรียบเทียบกับ Zone 1 
และ 4 เทํานั้น) 



 

โครงการยํอยที่ 3 3-22 
 

1.2 Novel Object Recognition (NOR) Test   

การทดสอบความจ าโดยใช๎ Novel Object Recognition (NOR) Test  เป็นการทดสอบความจ าตํอ
วัตถุที่เคยเห็นหรือสัมผัสกํอนหน๎า ( familiar object) ในเวลาผํานไปเพียงไมํกี่นาที เพื่อดูวําสามารถจ าได๎
หรือไมํ ซึ่งผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 3-10  

ในชํวง training phase หนูทดลองแตํละกลุํมแสดงพฤติกรรมการส ารวจโดยดมวัตถุ A บํอยครั้งหรือ
นานกวําการดมวัตถุ B อยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05, P < 0.01; paired t-test)  อยํางไรก็ตาม ในชํวง 
testing phase เมื่อท าการทดสอบหนูแกํกลุํมควบคุมมีเปอร์เซ็นต์การจดจ าวัตถุที่เคยพบมากํอน (familial 
object, วัตถุ A) เทํากับ 47.5 ±  7.9 ไมํแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเปอร์เซ็นต์การ
จดจ าวัตถุใหมํ (novel object, วัตถุ C) เทํากับ 52.5 ±  7.9 (P > 0.05; paired t-test) แสดงวําหนูแกํกลุํมนี้ไมํ
สามารถแยกได๎วําวัตถุชิ้นใดเป็นวัตถุอันเกําที่เคยดมส ารวจมากํอนระหวํางวัตถุ A กับวัตถุ C 

ส าหรับหนูทุกกลุํมทั้งกลุํมที่ได๎รับสารสกัดพรมมิ (BM) สารสกัดใบแปะก๏วย (GK) และยา 
donepezil (Don) มีเปอร์เซ็นต์การจดจ าวัตถุที่เคยพบมากํอน (familial object, A) เทํากับ 35.9 ± 10.1 (BM), 
37.7 ± 3.9 (GK) และ 40.5 ± 10.1 (Don)  ซึ่งน๎อยกวําอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเปอร์เซ็นต์
การจดจ าวัตถุใหมํ (novel object, C) เทํากับ 64.1 ±  10.1 (BM), 62.3 ±  3.9 (GK)  และ 59.5 ±  10.1 (Don) 
ตามล าดับ (P > 0.001, paired t-test)  แสดงให๎เห็นวําหนูแกํที่ได๎รับสารสกัดหรือยาสามารถจดจ าดีกวําหนูแกํ
ที่ได๎รับเฉพาะน้ ากลั่น โดยสามารถแยกแยะได๎วําวัตถุ C เป็นวัตถุอันใหมํที่ไมํเคยดมส ารวจมากํอน 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

%A %B %A (familial object) %C (novel object)

P
e
rc

e
n

t 
R

e
c
o

g
n

it
io

n
 

Control (n = 10)

BM (n = 10)

GK (n = 4)

Don (n = 10)

Training Phase Testing Phase












0

10

20

30

40

50

60

70

80

%A %B %A (familial object) %C (novel object)

P
e
rc

e
n

t 
R

e
c
o

g
n

it
io

n
 

Control (n = 10)

BM (n = 10)

GK (n = 4)

Don (n = 10)

Training Phase Testing Phase












 

รูปท่ี 3-10 เปรียบเทียบความสามารถในการจดจ าวัตถุทดสอบด๎วย Novel Object Recognition (NOR) Test 
ในหนูแกํกลุํมควบคุม (Control) กลุํมที่ได๎รับสารสกัดพรมมิ (BM) สารสกัดใบแปะก๏วย (GK) และยา 
donepezil (Don) โดยแบํงการทดลองออกเป็น 2 ชํวง คือ training phase และ testing phase (* = P < 0.05, ** 
= P < 0.01, *** = P < 0.001; paired t-test) 

 

 



 

โครงการยํอยที่ 3 3-23 
 

2. การถ่ายทอดสัญญาณประสาทท่ีสมองส่วนฮิปโปแคมปัส 

 ลักษณะของสัญญาณประสาทโดยรวมที่เรียกวํา ‚ศักย์ไฟฟ้าเชิงกระตุ๎นหลังซินแนปส์‛ หรือ 
‚excitatory post synaptic potential‛ (EPSP) ที่เกิดจากกระตุ๎นด๎วย bipolar electrode ที่บริเวณ Schaffer 
collateral และบันทึกที่บริเวณ CA1 pyramidal neuron ของสมองสํวนฮิปโปแคมปัส จะแสดงเป็นสัญญาณ
ประสาทดังรูป 11  ซึ่งศักย์ไฟฟ้าชนิดนี้เป็นผลรวมจากเซลล์ประสาทที่ตอบสนองตํอสัญญาณกระตุ๎นเพียง
คร้ังเดียวและกระตุ๎นซ้ าๆ ทุกๆ 2 นาที (low frequency stimulation, LFS) โปรแกรมชาร์ทซึ่งมีฟังก์ชั่นพิเศษ
ที่สามารถค านวนหาคําความลาดชัน (slope) ของ EPSP ได๎ 
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รูปท่ี 3-11 ตัวอยํางผลของศักย์ไฟฟ้าหลังซินแนปส์ชนิด EPSP ที่บันทึกได๎จาก CA1 pyramidal cell layer 
ในชํวงกํอน (ซ๎าย) และหลัง (ขวา) จากการกระตุ๎นด๎วยกระแสความถี่สูง (HFS) เพื่อชักน าให๎เกิดภาวะ LTP 
ในหนูกลุํมที่ได๎รับสารสกัดพรมมิ ซึ่งจะสังเกตได๎วําความลาดชันของ EPSP ภายหลังจาก HFS มีคําเพิ่มขึ้น 
 



 

โครงการยํอยที่ 3 3-24 
 

2.1 ผลของตัวท าละลายต่อการถ่ายทอดสัญญาณประสาทท่ีสมองส่วนฮิปโปแคมปัส 

 จากผลการวัดศักย์ไฟฟ้าหลังซินแนปส์ชนิด EPSP ในหนูแกํกลุํมควบคุมจ านวน 10 ตัว พบวําให๎
คําเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความลาดชันกํอนท าการกระตุ๎นด๎วยกระแสความถี่สูง (HFS) เทํากับ 100.0±3.8 
(range = 91.8 – 107.2 )  และคําเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความลาดชันภายหลังท า HFS เปลี่ยนแปลงเพิ่มขึ้นโดย
เฉลี่ย 5.11%   โดยมีเฉลี่ยคําเทํากับ 105.1±4.7 (range = 98.7 – 105.1) ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบคําเฉลี่ยทั้งสองชํวง
นี้แล๎วไมํมีความแตกตํางอยํางชัดเจน (รูปที่ 3-12) แสดงวําการถํายทอดสัญญาณประสาทที่สมองสํวนฮิปโป
แคมปัสของหนูแกํกลุํมนี้ไมํสามารถชักน าให๎เกิดปรากฏการณ์ LTP ได๎ 
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รูปท่ี 3-12 ผลการวิเคราะห์ศักย์ไฟฟ้าหลังซินแนปส์ ( EPSP) ของหนูแกํกลุํมควบคุม  (n = 10) ที่ได๎รับ
เฉพาะตัวท าละลาย (น้ ากลั่น) โดยเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ความลาดชัน (slope) ของ EPSP ในชํวงกํอน 
(ชํวงเวลาที่ติดลบ) และหลังจากการชักน าให๎เกิดปรากฏการณ์ LTP ด๎วยการกระตุ๎นด๎วยกระแสไฟที่ความถี่
สูง (HFS, ลูกศรชี้) 

 



 

โครงการยํอยที่ 3 3-25 
 

2.2 ผลของสารสกัดพรมมิต่อการถ่ายทอดสัญญาณประสาทท่ีสมองส่วนฮิปโปแคมปัส 

ผลการวัดศักย์ไฟฟ้าหลังซินแนปส์ชนิด EPSP ในหนูแกํกลุํมที่ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาด 40 มก./
กก. เป็นเวลา 3 เดือน จ านวน 7 ตัว พบวําให๎คําเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความลาดชันกํอนท าการกระตุ๎นด๎วย
กระแสความถี่สูง (HFS) เทํากับ 100.0±5.0 (range = 89.9 – 110.5)  และคําเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความลาดชัน
ภายหลังท า HFS เปลี่ยนแปลงเพิ่มขึ้นโดยเฉลี่ย 58.02%   โดยมีเฉลี่ยคําเทํากับ 158.0±8.5 (range = 140.7 – 
174.4) ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบคําเฉลี่ยทั้งสองชํวงนี้แล๎วจะเห็นวํามีการเพิ่มขึ้นอยํางชัดเจนและยาวนานเป็น
ชั่วโมง  แสดงวําการถํายทอดสัญญาณประสาทที่สมองสํวนฮิปโปแคมปัสของหนูแกํกลุํมนี้มีประสิทธิภาพที่
ดีกวํากลุํมควบคุม โดยสามารถชักน าให๎เกิดปรากฏการณ์ LTP ได๎ดังแสดงในรูปที่ 3-13 
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รูปท่ี 3-13 ผลการวิเคราะห์  EPSP ของหนูแกํกลุํมได๎รับสารสกัดสมุนไพรพรมมิ  (n = 7) โดยเปรียบเทียบ
เปอร์เซ็นต์ความลาดชันของ EPSP ในชํวงกํอน (ชํวงเวลาที่ติดลบ) และหลังจากการชักน าให๎เกิด
ปรากฏการณ์ LTP ด๎วยการกระตุ๎นด๎วยกระแสไฟที่ความถี่สูง (HFS, ลูกศรชี้) 

 



 

โครงการยํอยที่ 3 3-26 
 

2.3 ผลของสารสกัดแปะก๊วยต่อการถ่ายทอดสัญญาณประสาทท่ีสมองส่วนฮิปโปแคมปัส 

ผลการวัดศักย์ไฟฟ้าหลังซินแนปส์ชนิด EPSP ในหนูแกํกลุํมที่ได๎รับสารสกัดแปะก๏วยขนาด 60 
มก./กก. เป็นเวลา 3 เดือน จ านวน 10 ตัว พบวําให๎คําเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความลาดชันกํอนท าการกระตุ๎น
ด๎วยกระแสความถี่สูง (HFS) เทํากับ 102.6±4.5 (range = 96.4 – 112.6)  และคําเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความลาด
ชันภายหลังท า HFS เปลี่ยนแปลงเพิ่มขึ้นโดยเฉลี่ย 26.94%   โดยมีเฉลี่ยคําเทํากับ 126.9±4.9  (range = 117.9 
– 134.1 ) ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบคําเฉลี่ยทั้งสองชํวงนี้แล๎วจะเห็นวํามีการเพิ่มขึ้นอยํางชัดเจนและยาวนานเป็น
ชั่วโมง  แสดงวําการถํายทอดสัญญาณประสาทที่สมองสํวนฮิปโปแคมปัสของหนูแกํกลุํมนี้มีประสิทธิภาพที่
ดีกวํากลุํมควบคุม และสามารถชักน าให๎เกิดปรากฏการณ์ LTP เชํนเดียวกับหนูกลุํมที่ได๎รับสารสกัดพรม
มิได๎ดังแสดงในรูปที่ 3-14 
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รูปท่ี 3-14 ผลการวิเคราะห์  EPSP ของหนูแกํกลุํมได๎รับสารสกัดแปะก๏วย  (n = 10) โดยเปรียบเทียบ
เปอร์เซ็นต์ความลาดชันของ EPSP ในชํวงกํอน (ชํวงเวลาที่ติดลบ) และหลังจากการชักน าให๎เกิด
ปรากฏการณ์ LTP ด๎วยการกระตุ๎นด๎วยกระแสไฟที่ความถี่สูง (HFS, ลูกศรชี้) 
 

 

 

 

 

 



 

โครงการยํอยที่ 3 3-27 
 

2.4 ผลของยา donepezil ต่อการถ่ายทอดสัญญาณประสาทท่ีสมองส่วนฮิปโปแคมปัส 

รูปที่ 3-15 แสดงผลการวัดศักย์ไฟฟ้าหลังซินแนปส์ชนิด EPSP ในหนูแกํกลุํมที่ได๎รับยา donepezil 
ขนาด 1 มก./กก. เป็นเวลา 3 เดือน จ านวน 10 ตัว พบวําให๎คําเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความลาดชันกํอนท าการ
กระตุ๎นด๎วยกระแสความถี่สูง (HFS) เทํากับ 98.1±6.6 (range = 84.7 – 111.8)  และคําเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์
ความลาดชันภายหลังท า  HFS เปลี่ยนแปลงเพิ่มขึ้นโดยเฉลี่ย 31.6%   โดยมีเฉลี่ยคําเทํากับ 131.6.9±8.6   
(range =  110.0 – 146.9) ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบคําเฉลี่ยทั้งสองชํวงนี้แล๎วจะเห็นวํามีการเพิ่มขึ้นอยํางชัดเจนและ
ยาวนานเป็นชั่วโมง  แสดงวําการถํายทอดสัญญาณประสาทที่สมองสํวนฮิปโปแคมปัสของหนูแกํกลุํมนี้มี
ประสิทธิภาพที่ดีกวํากลุํมควบคุม และสามารถชักน าให๎เกิดปรากฏการณ์ LTP เชํนเดียวกับหนูกลุํมที่ได๎รับ
สารสกัดพรมมิและแปะก๏วย 
 

40

60

80

100

120

140

160

180

200

-4
0

-3
6

-3
2

-2
8

-2
4

-2
0

-1
6

-1
2 -8 -4

H
F

S 4 8

1
2

1
6

2
0

2
4

2
8

3
2

3
6

4
0

4
4

4
8

5
2

5
6

Time (min)

%
 E

P
S

P
 S

lo
p

e

Donepezil (n=7)

40

60

80

100

120

140

160

180

200

-4
0

-3
6

-3
2

-2
8

-2
4

-2
0

-1
6

-1
2 -8 -4

H
F

S 4 8

1
2

1
6

2
0

2
4

2
8

3
2

3
6

4
0

4
4

4
8

5
2

5
6

Time (min)

%
 E

P
S

P
 S

lo
p

e

Donepezil (n=7)

 

รูปท่ี 3-15 ผลการวิเคราะห์ EPSP ของหนูแกํกลุํมได๎รับยา Donepezil (n = 7) โดยเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์
ความลาดชันของ EPSP ในชํวงกํอน (ชํวงเวลาที่ติดลบ) และหลังจากการชักน าให๎เกิดปรากฏการณ์ LTP 
ด๎วยการกระตุ๎นด๎วยกระแสไฟที่ความถี่สูง (HFS, ลูกศรชี้) 

 
 



 

โครงการยํอยที่ 3 3-28 
 

3. การศึกษาผลของสารสกัดต่อการเปลี่ยนแปลงของสารสื่อประสาทชนิดอะมิโน 
 ตัวอยํางโครมาโตแกรมที่ประกอบด๎วย peak ของกรดอะมิโนชนิดตํางๆได๎แกํ แอสปาร์เตต กลูตา
เมต เซอรีน กลูตามีน ไกลซีน และกาบ๎า ที่ได๎จากการฉีด supernatant ของสมองสํวนฮิปโปแคมปัส ของหนู
แกํกลุํม vehicle (control), Donepezil, BM และginkgo แสดงดังรูปที่ 16-19 ตามล าดับ  เมื่อได๎คําพื้นที่ใต๎ 
peak ของสารตํางๆ จากโครมาโตแกรม จึงน ามาค านวณกลับเป็นความเข๎มข๎นโดยเทียบกับ standard 
calibration curve (รูปที่ 3-7) แล๎วน ามาหาคําเฉลี่ย และ plot กราฟแยกตามกรดอะมิโนแตํละตัว โดยมีหนํวย
เป็นตํอมิลลิกรัมโปรตีนของเน้ือสมอง ดังแสดงในรูปที่ 3-20 และ 3-21 ตามล าดับ  
 จากผลการทดลอง พบวํา หนูแกํกลุํม vehicle (control) มีคําเฉลี่ยของแอสปาร์เตต กลูตาเมต กลูตา
มีน เซอรีน ไกลซีน  และกาบ๎า ในสมองสํวนฮิปโปแคมปัส  เทํากับ 5.91±0.27, 16.61±0.59, 1.79±0.36, 
1.72±0.06, 0.88±0.05 และ6.66±0.1 µg/ml/mg protein ตามล าดับ 

หนูกลุํมที่ได๎รับสารสกัดใบแปะก๏วย มีคําเฉลี่ยของแอสปาร์เตต กลูตาเมต กลูตามีน เซอรีน ไกลซีน  
และกาบ๎า ในสมองสํวนน้ี เทํากับ 5.8±0.4, 20.03±1.43, 3.03±0.89, 1.96±0.09, 0.97±0.13 และ       
7.05±0.44 µg/ml/mg protein ตามล าดับ ซึ่งพบวํามีเฉพาะกลูตาเมตกับเซอรีนเทํานั้นที่มีความแตกตํางอยําง
อยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05; one-way ANOVA and Dunnett post hoc test) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุํม 
control   

หนูกลุํมที่ได๎รับยา Donepezil มีคําเฉลี่ยแอสปาร์เตต กลูตาเมต กลูตามีน เซอรีน ไกลซีน  และกาบ๎า 
ในสมองสํวนนี้ เทํากับ 5.85±0.4, 17.58±0.92, 4.23±0.47, 1.6±0.09, 0.54±0.04 และ 6.28±0.67 µg/ml/mg 
protein ตามล าดับ ซึ่งพบวําเฉพาะกลูตามีนและไกลซีนเทํานั้นที่มีคําแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ        
(p < 0.05; one-way ANOVA and Dunnett post hoc test) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุํม control   

ส าหรับหนูแกํกลุํมที่ได๎รับสารสกัดพรมมิ มีคําเฉลี่ยแอสปาร์เตต กลูตาเมต กลูตามีน เซอรีน 
ไกลซีน และกาบ๎า ในสมองสํวนน้ี เทํากับ 6.09±0.44 , 19.47±0.56, 3.24±0.4, 2.1±0.09, 0.85±0.05  และ  
7.6±0.32µg/ml/mg protein ตามล าดับ ซึ่งพบวําระดับของกลูตาเมต กลูตามีน และเซอรีนมีคําเฉลี่ยสูงกวําหนู
กลุํมควบคุมอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05; one-way ANOVA and Dunnett post hoc test)  



 

โครงการยํอยที่ 3 3-29 
 

 
Shimadzu CLASS-VP  V 1  Internal Standard Report Page 1 of 1    

Data Name:  C:\CLASS-VP\Data\Pornnarin\prommi old rat\Control\hippocampus 1 -002  

User:    System  

Acquired:  9/21/2010 10:46:01 AM  

Printed:   1 

 

 

 

 

 

Minutes

0 5 10 15 20 25 30 35 40

V
o
lt
s

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

4
.2

3
0

  
  
 1

0
1
5
9
0
1

5
.2

8
5

  

A
s
p
a
ta

te

  

4
1
9
7
8
1
3

7
.1

6
8

  

G
lu

ta
m

a
te

  

1
5
1
1
0
4
1
4

1
1
.1

0
8

  
  
 1

0
8
3
5
3

1
4
.8

1
2

  

S
e
ri
n
e

  

1
7
3
6
7
8
1

1
6
.0

5
3

  

G
lu

ta
m

in
e

  

2
0
9
7
0
2
6

2
0
.5

5
8

  

H
o
m

o
s
e
ri
n
e

  

6
9
9
0
3
3
9

2
4
.8

4
4

  

G
ly

c
in

e

  

9
3
5
0
1
9

3
2
.6

5
3

  
  
 1

2
0
6
9
2
6

3
4
.4

0
7

  
  
 1

0
9
5
1
5
6
0

3
6
.6

1
3

  
  
 2

0
3
7
6

3
8
.8

1
7

  

G
A

B
A

  

7
4
0
0
3
0
2

Detector C
hippocampus 1
hippocampus 1 -002

Retention Time
Name
Area

 

 

Detector C     

Pk # Name Retention Time Area Height 

2 Aspatate 5.285 4197813 287727 

3 Glutamate 7.168 15110414 817299 

5 Serine 14.812 1736781 55250 

6 Glutamine 16.053 2097026 60031 

7 Homoserine 20.558 6990339 178851 

8 Glycine 24.844 935019 27329 

12 GABA 38.817 7400302 242754 

     

Totals     

   38467694 1669241 

 

  
รูปท่ี 3-16 ตัวอยํางโครมาโตแกรมจากการวิเคราะห์ supernatant ของสมองสํวนฮิปโปแคมปัสหนูแกํกลุํม
ควบคุม 
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Detector C     

Pk # Name Retention Time Area Height 

2 Aspatate 5.283 4055562 270204 

3 Glutamate 7.145 11735089 620582 

4 Serine 14.765 1461780 45498 

5 Glutamine 15.990 2835851 80589 

7 Homoserine 20.510 7371897 183717 

8 Glycine 24.761 886580 25464 

12 GABA 38.809 5638703 178052 
     

Totals     

   33985462 1404105 

  

รูปท่ี 3-17 ตัวอยํางโครมาโตแกรมจากการวิเคราะห์ supernatant ของสมองสํวนฮิปโปแคมปัสหนูแกํที่ได๎รับ 
Donepezil 



 

โครงการยํอยที่ 3 3-31 
 

Shimadzu CLASS-VP  V 1  Internal Standard Report Page 1 of 1    

Data Name:  C:\CLASS-VP\Data\Pornnarin\prommi old rat\BM\hippocampus 2 -002  

User:    System  

Acquired:  9/23/2010 3:54:48 PM  

Printed:   1 

 

 

Minutes

0 5 10 15 20 25 30 35 40

V
o

lt
s

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

4
.1

9
9

  
  
 1

0
4

1
7

1
6

5
.2

4
9

  

A
s
p

a
ta

te

  

4
3

6
2

5
3

7

7
.1

2
7

  

G
lu

ta
m

a
te

  

1
7

3
8

4
1

2
2

1
1

.0
6

0

  
  
 1

5
8

4
3

2

1
4

.7
5

1

  

S
e

ri
n

e

  

2
3

4
8

1
9

2

1
6

.0
0

1

  

G
lu

ta
m

in
e

  

3
0

5
5

0
9

2

1
8

.3
9

0

  
  
 8

5
4

2
2

7

2
0

.5
1

5

  

H
o

m
o

s
e

ri
n

e

  

7
2

7
3

5
5

4

2
4

.7
7

7

  

G
ly

c
in

e

  

1
2

1
6

6
9

1

3
2

.7
1

6

  
  
 1

1
7

0
1

8
8

3
4

.4
3

3

  
  
 1

3
3

8
6

0
9

1

3
6

.6
1

3

  
  
 1

1
5

3
4

3

3
8

.7
5

8

  

G
A

B
A

  

9
4

1
9

9
3

6

Detector C
hippocampus 2
hippocampus 2 -002

Retention Time
Name
Area

 

 

Detector C     

Pk # Name Retention Time Area Height 

2 Aspatate 5.249 4362537 280280 

3 Glutamate 7.127 17384122 866245 

5 Serine 14.751 2348192 68844 

6 Glutamine 16.001 3055092 79220 

8 Homoserine 20.515 7273554 167898 

9 Glycine 24.777 1216691 33607 

13 GABA 38.758 9419936 277547 
     

Totals     

   45060123 1773641 

 

  

รูปท่ี 3-18 ตัวอยํางโครมาโตแกรมจากการวิเคราะห์ supernatant ของสมองสํวนฮิปโปแคมปัสหนูแกํที่ได๎รับ
สารสกัดพรมมิ 



 

โครงการยํอยที่ 3 3-32 
 

Shimadzu CLASS-VP  V 1  Internal Standard Report Page 1 of 1    

Data Name:  C:\CLASS-VP\Data\Pornnarin\prommi old rat\GK\hippocampus 8 -002  

User:    System  

Acquired:  9/27/2010 10:30:04 AM  

Printed:   1 

 

Minutes

0 5 10 15 20 25 30 35 40

V
o
lt
s

0.0

0.2

0.4

0.6

4
.2

2
4

  
  
 9

0
0

7
5

5

5
.2

7
8

  

A
s
p

a
ta

te

  

3
6

6
3

9
9

5

7
.1

5
7

  

G
lu

ta
m

a
te

  

1
4

1
4

6
6

4
9

1
4

.7
8

5

  

S
re

in
e

  

2
0

6
5

9
2

3

1
6

.0
2

2

  

G
lu

ta
m

in
e

  

3
8

9
3

8
1

9

1
8

.4
1

2

  
  
 5

1
9

2
6

5

2
0

.5
4

6

  

H
o

m
o

s
e

ri
n

e

  

7
2

3
7

3
0

8

2
4

.8
1

4

  

G
ly

c
in

e

  

9
8

7
2

4
6

3
2

.7
8

0

  
  
 1

1
5

6
9

2
9

3
4

.4
8

6

  
  
 1

0
7

5
6

7
7

6

3
8

.8
0

3

  

G
A

B
A

  

7
2

8
4

2
4

9

Detector C
hippocampus 8
hippocampus 8 -002

Retention Time
Name
Area

 

 

Detector C     

Pk # Name Retention Time Area Height 

2 Aspatate 5.278 3663995 228144 

3 Glutamate 7.157 14146649 677005 

4 Sreine 14.785 2065923 57205 

5 Glutamine 16.022 3893819 97543 

7 Homoserine 20.546 7237308 156798 

8 Glycine 24.814 987246 25970 

11 GABA 38.803 7284249 195397 
     

Totals     

   39279191 1438061 

 

  

รูปท่ี 3-19 ตัวอยํางโครมาโตแกรมจากการวิเคราะห์ supernatant ของสมองสํวนฮิปโปแคมปัสหนูแกํที่ได๎รับ
สารสกัดใบแปะก๏วย 
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รูปท่ี 3-20 เปรียบเทียบระดับของแอสปาร์เตต กลูตาเมต และกลูตามีน ที่วัดได๎จาก supernatant สมองสํวน
ฮิปโปแคมปัสของหนูแกํกลุํม vehicle (control), Aricept, BM และginkgo  (* = p < 0.05; one-way ANOVA 
and Dunnett post hoc test เปรียบเทียบกับกลุํม vehicle) 



 

โครงการยํอยที่ 3 3-34 
 

Glycine

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

Vehicle  Aricept BM  Ginkgo 

G
ly

c
in

e
 (

u
g

/m
l/

m
g

 p
ro

te
in

)

GABA

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

7.0

8.0

9.0

10.0

Vehicle  Aricept BM  Ginkgo 

G
A

B
A

 (
u

g
/m

l/
m

g
 p

ro
te

in
)

Serine

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

Vehicle  Aricept BM  Ginkgo 

S
e
ri

n
e
 (

u
g

/m
l/
m

g
 p

ro
te

in
)

*

* *

*

Serine

Glycine

GABA

 
รูปท่ี 3-21 เปรียบเทียบระดับของเซอรีน ไกลซีน และกาบ๎า ที่วัดได๎จาก supernatant สมองสํวนฮิปโป
แคมปัสของหนูแกํกลุํม vehicle (control), Aricept, BM และginkgo  (* = p < 0.05; one-way ANOVA and 
Dunnett post hoc test เปรียบเทียบกับกลุํม vehicle) 
 
อภิปรายผลการทดลอง 

1. ผลของสารสกัดต่อความสามารถในการเรียนรู้และความจ า 

 อาการหลงๆ ลืมๆ จ าไมํได๎ เป็นอาการแสดงที่เดํนที่สังเกตในผู๎สูงอายุ ผลการทดลองนี้แสดงให๎เห็น
วําหนูที่แกํตามธรรมชาติจะมีความบกพรํองด๎านความจ าเกี่ยวกับสถานที่และการจดจ าวัตถุสิ่งของ 
(ปราโมทย์ และ  ปัทมา, พ.ศ. 2547) เชํนเดียวกับ ผลที่ได๎จากการศึกษาคร้ังนี้ เมื่อป้อนสารสกัดหยาบพรมมิ
ติดตํอกันเป็นระยะเวลา 90 วัน ในหนูแกํตามธรรมชาติ พบวํา หนูที่ได๎รับสารสกัดหยาบพรมมิมีพฤติกรรม
การเรียนรู๎และความจ าเกี่ยวกับสถานที่ (spatial memory) ดีกวํากลุํมควบคุม โดยสังเกตจากระยะเวลาที่หนู



 

โครงการยํอยที่ 3 3-35 
 

วํายน้ าอยูํในโซนที่เคยมีแทํนใต๎น้ ามากกวําหนูกลุํมควบคุมที่ได๎รับเฉพาะน้ ากลั่น  ซึ่งจากผลการวิจัยนี้
สอดคล๎องกับผลการศึกษาในแบบจ าลองความจ าบกพรํองด๎วยสัตว์ทดลองที่ผํานมา  อาทิเชํน เมื่อป้อนสาร
สกัดพรมมินานเป็นเวลา 14 วันในหนูถีบจักร สามารถชํวยฟื้นฟูความจ าในหนูถีบจักรที่มีความจ าบกพรํอง
จากการฉีด scopolamine ซึ่งยับยั้งการถํายทอดสัญญาณประสาทในระบบโคลิเนอร์จิก เข๎าที่ชํองท๎องด๎วย
ขนาด 0.6 มก./กก. (Taepavarapruk et al., 2006a; Preedapirom et al., 2008a)  หรือฉีดด๎วยสาร  ethylcholine 
aziridinium ion (AF64A) ซึ่งมีพิษตํอเซลล์ประสาทโคลิเนอร์จิก ด๎วยขนาด 2  นาโนโมล/2 ไมโครลิตร เข๎า
ในโพรงสมอง (Uabundit et al., 2010)  

ผลการศึกษาในแบบจ าลองภาวะความจ าบกพรํองจากการผูกหลอดเลือดแดงที่คอ (2 vessel 
occlusion [2VO] method) ในหนูแรท ซึ่งได๎รับสารสกัดพรมมิเป็นเวลา 14 วันหลังจากพักฟื้นจากการผําตัด
ผูกหลอดเลือดสามารถฟื้นความจ าได๎ดีกวําหนูกลุํมควบคุมที่ถูกผูกหลอดเลือดแตํได๎รับเฉพาะตัวท าละลาย 
propylene glycol (PG) โดยที่หนูกลุํมที่มีภาวะความจ าบกพรํองที่ได๎รับสารสกัดพรมมิ จะมีคําเฉลี่ยของ
ระยะเวลาในการหาแทํนใต๎น้ าแตกตํางจากหนูกลุํม sham คือหนูที่ได๎รับการผําตัดแตํไมํได๎ผูกหลอดเลือด 
(Taepavarapruk et al., 2006b)  นอกจากนี้ผลการวิจัยนี้ยังสอดคล๎องกับรายงานวิจัยในมนุษย์ ที่ผํานมา ซึ่ง
ระบุไว๎วําพรมมิเมื่อทานติดตํอกันสามารถชํวยบ ารุงความจ าชนิด retention memory ในอาสาสมัครสูงอายุ 
(Stough et al., 2001; Rooderys et al., 2002) 
 
2. สารสกัดหยาบพรมมิต่อการชักน าให้เกิด long-term potentiation 
 จากการศึกษาผลของสารสกัดหยาบพรมมิเมื่อให๎เป็นระยะเวลา 16 วัน ตํอการชักน าให๎เกิด long-
term potentiation ในหนูแกํตามธรรมชาติพบวําคํา % EPSP slope ในหนูแกํกลุํมที่ได๎รับสารสกัดหยาบ
พรมมิไมํมีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับหนูแกํในกลุํมควบคุม ยังไมํพบ
การศึกษาผลของสารสกัดหยาบพรมมิตํอการชักน าให๎เกิด long-term potentiation ในหนูแกํตามธรรมชาติ 
แตํก็มีการรายงานที่ผํานมาวําสาร bacosides ซึ่งเป็นสารออกฤทธิ์ที่ส าคัญในสมุนไพรพรมมิสามารถที่จะเพิ่ม
ประสิทธิภาพของการสํงผํานสัญญาณประสาทดังนั้นจึงนําจะชํวยให๎ความจ าและการรับรู๎ทั่วๆไปดีขึ้น 
(Parris et al., 1999) และมีการศึกษาผลของการให๎สารสกัดสมุนไพรพรมมิในหนูถีบจักรที่ถูกเหนี่ยวน าให๎
เกิดการสูญเสียความทรงจ าโดยใช๎ NOS inhibitor แล๎วท าการทดสอบการเรียนรู๎และความจ าโดย Morris 
water maze test พบวําพรมมิสามารถที่จะฟื้นฟูการสูญเสียความทรงจ าที่เกิดจากการเหนี่ยวน าด๎วย NOS 
inhibitor ได๎ ซึ่งทราบกันวํา NOS เป็นเอนไซม์ที่ส าคัญใน nitric oxide-mediated pathway ท าให๎เกิด LTP 
(Saraf et al., 2009)  

ส าหรับผลการศึกษานี้ หนูแกํตามธรรมชาติที่ได๎รับสารสกัดใบแปะก๏วยติดตํอกันเป็นระยะเวลา    
90 วัน สามารถชักน าให๎เกิด long-term potentiation ได๎เชํนกัน ซึ่งแปะก๏วยเป็นสมุนไพรแผนจีนที่เชื่อวําชํวย
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บ ารุงความจ า เป็นอาหารเสริมที่นิยมบริโภคโดยเฉพาะในผู๎สูงอายุ ( Mix and Crews, 2002; Solomon et al., 
2002)  ออกฤทธิ์เป็น anticholinesterase และ cognitive enhancer (Das et al., 2002)  

3. ผลของพรมมิต่อปริมาณสารสื่อประสาทในสมอง 
 งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาครั้งแรกที่แสดงผลของการประยุกต์สารสกัดพรมมิตํอการเปลี่ยนแปลงของ
ระดับสารสื่อประสาทชนิดกรดอะมิโนในสมองใหญํซีรีบรัมและโดยเฉพาะอยํางยิ่งในสมองสํวนฮิปโป
แคมปัส ซึ่งเกี่ยวข๎องกับการเรียนรู๎และความจ า (Kandel et al., 2000) นับตั้งแตํในอดีตจนถึงปัจจุบัน
การศึกษาผลของสารสกัดพรมมิตํอการเปลี่ยนแปลงระดับสารสื่อประสาท (neurotransmitters) ในสมองยังมี
น๎อยมาก ซึ่งงานวิจัยที่ผํานมาสํวนใหญํมุํงเน๎นศึกษาระดับสารสื่อประสาทกลุํม monoamine เชํนงานวิจัยของ 
Dulcy และ Rajan (2009) ที่รายงานไว๎วําเมื่อป้อนสารสกัดพรมมิให๎แกํลูกหนูที่เกิดได๎ 15 วัน เป็นเวลา         
1 สัปดาห์ ด๎วยขนาด 60 มก./กก. สามารถกระตุ๎นให๎ลูกหนูมีพฤติกรรมการเรียนรู๎และความจ าที่ดี และเมื่อ
พวกเขาได๎วิเคราะห์ปริมาณสารสื่อประสาทกลุํม amine ที่สมองสํวน forebrain และ hindbrain ก็พบวํามี
ปริมาณซีโรโตนิน (serotonin, 5-HT) มากขึ้นอยํางมีนัยส าคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุํมควบคุม  อีกงานวิจัย
หนึ่งเป็นของ Joshi และ Parle (2006) ที่ศึกษาระดับการท างานของเอนไซม์ acetylcholinesterase ซึ่งท า
หน๎าที่ลดบทบาทของสารสื่อประสาทชนิด acetylcholine  โดยภายหลังการป้อนสาร phenytoin ขนาด        
12 มก./กก. ซึ่งในหนูถีบจักรกลุํมควบคุม เขาพบวํามีการเพิ่มระดับการท างานของเอนไซม์ 
acetylcholinesterase อยํางชัดเจน แตํหนูกลุํมที่ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาด 100 หรือ 200 มก./กก. และหนูที่
ได๎รับยา Piracetam ขนาด 200 มก./กก. มีระดับการท างานของเอนไซม์นี้ลดลงอยํางชัดเจนและมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ   
 ผลการทดลองนี้นับวําเป็นรายงานวิจัยเดียวที่พบวําเมื่อหนูแกํได๎รับสารสกัดพรมมิและแปะก๏วย
ติดตํอกัน เป็นเวลา 3 เดือนสามารถชักน าให๎ระดับกลูตาเมตในสมองสํวนฮิปโปแคมปัสสูงขึ้นกวําหนูแกํ
กลุํมควบคุมที่ได๎รับเฉพาะน้ ากลั่นซึ่งเป็นตัวท าละลาย โดยที่ระดับที่เพิ่มขึ้นนี้ยังต่ ากวําระดับปกติที่พบใน
ฮิปโปแคมปัสของหนูหนุํม และยังอยูํใน physiological range (จากข๎อมูลงานวิจัยน ารํอง) โดยการเพิ่มขึ้นขอ
งกลูตาเมตนี้ สอดคล๎องกับประสิทธิภาพที่เพิ่มขึ้นของการถํายทอดสัญญาณประสาทในกระบวนการเกิด 
long-term potentiation (LTP) หรืออาจเป็นไปได๎วําสารสกัดทั้งสองชํวยให๎การเกิด glutamate exocytosis 
บริเวณปลายประสาทดีขึ้น ( Wang et al., 2005, 2006; Christen et al., 2004)  หรือออกฤทธิ์ผํานทาง nitric 
oxide ที่บริเวณซินแนปส์ ( Saraf et al., 2009)  เมื่อเปรียบเทียบกับผลของยา donepezil ซึ่งเป็นยากลุํม 
acetylcholinesterase inhibitor สามารถชักน าให๎เกิด LTP ในหนูแกํเชํนเดียวกัน แตํอาจผํานทางกลไกอ่ืน 
เชํน การเพิ่มระดับของ acetylcholine ซึ่งเป็นตัว modulator ที่ส าคัญในวงจรประสาทภายในฮิปโปแคมปัส 
(Barns et al., 2000)  
 ที่นําสนใจอีกจุดหนึ่ง คือ ทั้งสารสกัดพรมมิและแปะก๏วยสามารถเพิ่มปริมาณเซอรีนในฮิปโป
แคมปัสของหนูแกํได๎อยํางมีนัยส าคัญ ซึ่งเซอรีนเป็นกรดอะมิโนที่เชื่อวําสร๎างและปลดปลํอยจาก astroglia 
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ท าหน๎าที่คอยควบคุมการหลั่งกลูตาเมตจากเซลล์ค้ าจุนเหลํานี้และมีอิทธิพลตํอกระบวนการเกิด LTP ใน
ฮิปโปแคมปัสด๎วยเชํนกัน  (Henneberger et al., 2010) ผลในการเพิ่มระดับเซอรีนในสมองสํวนนี้จึงเป็นอีก
สิ่งที่นําสนใจในการท าการศึกษาในเชิงลึกตํอไป 
 ส าหรับผลการทดลองที่พบวําหนูแกํที่ได๎รับสารสกัดพรมมิสามารถเพิ่มระดับกาบ๎าในฮิปโป
แคมปัสได๎อยํางมีนัยส าคัญ นําจะสอดคล๎องกับผลการศึกษาน ารํองของทีมผู๎วิจัย (รายงานวิจัย วช. ปี       
พ.ศ. 2548 ของ นิวัติ  เทพาวราพฤกษ์ และคณะ) ที่ระบุวํา หนูถีบจักรที่ได๎รับสารสกัดพรมมิคร้ังเดียวใน
ขนาด 4, 40 หรือ 80 มก./กก. ประมาณ 30-40 นาที จะมีอาการลดการเคลื่อนไหวอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุํมที่ได๎รับตัวท าละลาย (propylene glycol)  แตํผลการทดลองนี้ค๎านกับผลเมื่อป้อน
ติดตํอกัน 2 สัปดาห์ ซึ่งพบวําสามารถต๎านฤทธิ์ของยาสลบชนิด sodium pentobarbital เมื่อฉีดเข๎าชํองท๎อง
ขนาด 40 มก./กก. พบวําหนูที่ได๎รับพรมมิในขนาด 4  มก./กก. มีระยะเวลาที่เร่ิมสลบ ( onset time) ยาวนาน
ขึ้น และกลุํมที่ได๎รับในขนาด 40 หรือ 80 มก./กก. จะไมํสลบถึง 80-89 เปอร์เซ็นต์  (Taepavarapruk et al., 
2006c) 
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บทที่ 4 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 
สรุปผลการวิจัย 

 การศึกษาในงานวิจัยนี้แสดงให๎เห็นวําการให๎สารสกัดหยาบพรมมิ  ยา donepezil (Aricept) และสาร
สกัดใบแปะก๎วย ติดตํอกันเป็นเวลา 9 0 วัน มีสํวนชํวยป้องกันหรือ ฟื้นฟูความสามารถในการเรียนรู๎และ
ความจ า ในหนูแกํตามธรรมชาติ โดยแสดงจากผลด๎านพฤติกรรม โดยการทดสอบด๎วย Morris water maze 
ซึ่งทดสอบความจ าเกี่ยวกับสถานที่ และ novel object recognition ซึ่งใช๎ทดสอบเกี่ยวกับการจดจ าวัตถุ
สิ่งของ  โดยผลทางพฤติกรรมดังกลําวสามารถยืนยันได๎จากผลทางสรีรวิทยาทางไฟฟ้า โดยการกระตุ๎น
กระบวนการ long-term potentiation ที่สมองสํวนฮิปโปแคมปัส ซึ่งผลของสารสกัดพรมมิมีระดับใกล๎เคียง
กับผลของยา donepezil และสารสกัดใบแปะก๎วย นอกจากนี้ยังพบวํา หนูแกํที่ได๎รับสารสกัดพรมมิจะมีการ
เพิ่มของระดับสารสื่อประสาทชนิดกรดอะมิโน ได๎แกํ กลูตาเมต กลูตามีน เซอรีน และกาบ๎า อยํางมีนัยส าคัญ
ในฮิปโปแคมปัส ซึ่งแตกตํางจากผลของสารสกัดแปะก๏วยหรือยา donepezil ที่มีผลตํอสารสื่อประสาทชนิด
กรดอะมิโนเพียงบางตัว 

ข้อเสนอแนะ 

ในการศึกษาที่จะท าการศึกษาตํอในอนาคตควรที่จะท าการศึกษาเพิ่มเติมในด๎านเภสัชวิทยาของสาร
สกัดหยาบพรมมิ เพื่อให๎ทราบกลไกการออกฤทธิ์ที่ผํานทางรีเซ็ปเตอร์ใด ท าให๎ชํวยเพิ่มการเรียนรู๎ความจ า
และการชักน าให๎เกิด long-term potentiation ในหนูทดลองที่แกํตามธรรมชาติหรือหนูที่ถูกชักน าให๎เกิด
ภาวะความจ าบกพรํองซึ่งคล๎ายกับผู๎ป่วยอัลไซเมอร์ ข๎อมูลพื้นฐานเหลํานี้จ าเป็นตํอการพัฒนาสารสกัดพรมมิ
ให๎เป็นอาหารเสริมบ ารุงสมองและความจ า ซึ่งนําจะมีประโยชน์ตํอผู๎ป่วยที่เร่ิมมีอาการสมองเสื่อมหรือก าลัง
เป็นโรคอัลไซเมอร์ได๎ 
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บทคัดย่อ 

 การศึกษาผลของสารสกัดพรมมิตํอการท างานของเอนไซม์ไซโตโครม P450 (CYP) ในตับหนูและ
ในมนุษย์โดยวิธีการ in vitro ท าการประเมินความสามารถในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP1A2, 
CYP2C, CYP2E1 และ CYP3A ในไมโครโซมโดยใสํสารสกัดต้ังแตํความเข๎มข๎น 1 ถึง 10,000 ไมโครกรัม
ตํอมิลลิลิตร พบวําสารสกัดพรมมิมีผลยับยั้งการท างานของเอนไซม์ได๎น๎อยเมื่อเทียบกับสารยับยั้งมาตรฐาน 
โดยสารสกัดยับยั้งปฏิกิริยา O-deethylation ของสาร 7-ethoxyresorufin ซึ่งเป็นสารต้ังต๎นที่จ าเพาะตํอ 
CYP1A2 โดยมีคําความเข๎มข๎นในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ที่ร๎อยละ 50 (IC50) เทํากับ 59.4 และ 
836.1 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร ในไมโครโซมหนูและในมนุษย์ตามล าดับ นอกจากนี้ยังมีผลยับยั้งปฏิกิริยา  
tolbutamide hydroxylation ที่ IC50 เทํากับ 222.1 และ 297.6 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร แตํไมํมีผลตํอการท างาน
ของ CYP2E1 ทั้งนี้ยังพบวําสารสกัดมีฤทธิ์ยับยั้ง CYP3A อยํางอํอนทั้งในไมโครโซมหนูและในมนุษย์ 
 ความสามารถในการเหนี่ยวน าการท างานของ  CYP ในเซลล์ตับของสารสกัดพรมมิท าการประเมิน
โดยการใสํสารสกัดที่ความเข๎มข๎น 0.045 ถึง 0.45 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร (หรือ 0.05-0.5 ไมโครโมลาร)์ ใน
เซลล์ตับเพาะเลี้ยงของหนูเป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้นวัดการเปลี่ยนแปลงการท างานของเอนไซม์ไซโต
โครมรวมถึงการแสดงออกของ mRNA พบวําสารสกัดพรมมิมีผลเปลี่ยนแปลงการท างานของเอนไซม์และ
การแสดงออกของ mRNA เพียงเล็กน๎อย เมื่อเทียบกับสารเหนี่ยวน ามาตรฐานในแตํละเอนไซม์ โดยสรุป
แล๎วสารสกัดพรมมิมีผลยับยั้งการท างานของ CYP1A2, CYP2C, CYP2E1 และ CYP3A ได๎ต่ าโดยดูจากคํา 
IC50 ที่มีคําคํอนข๎างสูงและไมํมีผลในเหน่ียวน าการแสดงออกและการท างานของ CYP ในเซลล์ตับเพาะเลี้ยง
ของหนู ผลดังกลําวจึงสามารถประเมินได๎วํามีโอกาสน๎อยที่สารสกัดพรมมิในขนาดปกติจะกํอให๎เกิดอันตร
กิริยากับยาแผนปัจจุบันที่อาศัยเอนไซม์ดังกลําวในการเปลี่ยนแปลงเพื่อการขจัดออกจากรํางกาย 
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Abstract 

 The ability of Bacopa monnieri extract (BME) to affect rat and human cytochrome P450 (CYP) 
activities was examined in vitro. The potential for inhibition of CYP1A2, CYP2C, CYP2E1 and CYP3A 
by BME (1-10,000 µg/mL) was evaluated with pooled rat and human liver microsomes. BME exhibited 
minimal capacity to inhibit any CYP enzyme, compare to the reference inhibitors. BME inhibited the O-
deethylation of 7-ethoxyresorufin, a marker substrate for CYP1A2 with IC50 value of 59.4 and            
836.1 µg/mL in rat and human liver microsomes, respectively. BME also inhibited tolbutamide 
hydroxylation both in rat and human microsomes with IC50 value of 222.1 and 297.6 µg/mL , respectively 
but did not affect rat and human CYP2E1. BME was found to be a weak inhibitor of CYP3A in rat and 
human liver microsomes with IC50 value of 321.9 and 481.8 µg/mL, respectively. 
 The potential for induction of CYP activity was evaluated by exposing primary cultured of rat 
hepatocytes to BME (0.045-0.45 µg/mL). Enzymatic activities were performed by the direct incubation of 
hepatocyte monolayers with the specific substrates of each CYP. The mean activities and expression of 
CYP1A2, CYP2C and CYP3A from BME-treated hepatocytes were slightly higher than those in the 
solvent-treated controls but were less than those produced by reference inducers of these enzymes. In 
summary, BME has been demonstrated in vitro to be a low potent of CYP1A2, CYP2C, CYP2E1 and 
CYP3A both in rat and human liver microsomes and a modest inducer of CYP in vitro in rat hepatocytes. 
Due to the relatively low degree of alteration of the enzyme activities in vitro and to the concentrations of 
BME required to obtain appreciable effects, a high incidence of clinically significant interactions would 
not be expected. However, these in vitro results are being used in evaluation of clinical reports of apparent 
herb-drug interaction and in the design of subsequent studies targeted at further elucidation of the clinical 
relevance, if any, of those in vitro findings. 
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บทที่ 1 
บทน า และการทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

 
ในปัจจุบันการใช๎สมุนไพรเพื่อการรักษาโรคและสํงเสริมสุขภาพได๎รับการยอมรับและเป็นที่นิยม

อยํางแพรํหลาย โดยการใช๎สมุนไพรในการรักษาอาจเป็นทางเลือกหนึ่งส าหรับผู๎ป่วยที่ไมํพึงพอใจกับ
ประสิทธิภาพของยาแผนปัจจุบันหรืออาจเลือกใช๎ควบคูํกับยาแผนปัจจุบันเพื่อเสริมฤทธิ์ ท าให๎สามารถลด
ขนาดการใช๎ยาลงยังผลให๎ลดการเกิดผลข๎างเคียงจากยาแผนปัจจุบันลงได๎ อีกทั้งยังมีการสนับสนุนและ
เผยแพรํการใช๎สมุนไพรในแงํของอาหารเสริมสุขภาพหรือเคร่ืองดื่มบ ารุงสุขภาพท าให๎แนวโน๎มการบริโภค
สมุนไพรในประเทศไทยเพิ่มขึ้นทุกปี 1 

อยํางไรก็ตามโดยข๎อเท็จจริงแล๎วสมุนไพรสํวนใหญํจะประกอบไปด๎วยสารเคมีจากธรรมชาติหลาย
ชนิดซึ่งสารเคมีเหลํานี้เมื่อได๎รับเข๎าสูํรํางกายแล๎วจะต๎องถูกเปลี่ยนแปลงโดยขบวนการทางชีวเคมีหรือที่
เรียกวําเมแทบอลิซึม  (Metabolism) เพื่อเพิ่มความสามารถในการละลายน้ าและชํวยเรํงการก าจัดออกจาก
รํางกายรวมทั้งการท าลายฤทธิ์หรือพิษของสารเหลํานั้นด๎วย โดยที่ขบวนการเหลํานี้เป็นขบวนการเดียวกับที่
รํางกายใช๎เปลี่ยนแปลงหรือท าลายยาแผนปัจจุบันเพื่อขับออกทางปัสสาวะหรือทางน้ าดีผํานทางตับ ทั้งนี้
ขบวนการเหลํานี้สํวนใหญํเป็นปฏิริยาทางเคมีที่อาศัยเอนไซม์ในรํางกายเป็นตัวเรํงปฏิริยา เอนไซม์ที่ส าคัญ
ได๎แกํกลุํมเอนไซม์ที่เรียกวํา xenobiotic metabolizing enzymes หรือ drug metabolizing enzymes ซึ่งมีอยูํ
หลายชนิดด๎วยกันยกตัวอยํางที่ส าคัญคือ Cytochrome P450 (CYPs), UDG-glucuronosyltransferase (UGTs), 
Sulfotransferase (SULTs), N-acetyltransferase (NATs) เป็นต๎น โดยทั่วไปใน ปฏิริยาการเปลี่ยนแปลง
สารเคมีหรือยาในรํางกาย เอนไซม์ที่มีบทบาทส าคัญในขั้นตอนแรก (Phase I metabolism) คือ CYPs ซึ่งมัก
ท างานได๎ช๎ากวําเมื่อเทียบกับเอนไซม์ในขั้นตอนที่สอง (Phase II metabolism) จึงจัดเป็น rate-limiting step 
ของการขจัดยาสํวนใหญํนั่นเอง เอนไซม์นี้พบมากในเซลล์ตับ  (Hepatocytes) จัดเป็นตัวเรํงชีวภาพที่มีความ
หลากหลายมากที่สุด CYPs ที่พบในสิ่งมีชีวิตสามารถแบํงเป็นตระกูล (Family) และตระกูลยํอย (Subfamily) 
ตามความคล๎ายคลึงกันของล าดับกรดอะมิโนที่ท านายจากล าดับเบสของ cDNA ของยีน โดย CYP ในตระกูล 
1 2 และ 3 จะท าหน๎าที่ส าคัญในการเปลี่ยนแปลงสารเคมีหรือยาที่ได๎รับจากภายนอกรํางกาย ซึ่งการท างาน
ของเอนไซม์นี้อาจเปลี่ยนแปลงได๎ทั้งในเชิงปริมาณหรือเชิงคุณภาพโดยจากปัจจัยภายในเชํน พันธุกรรม อายุ 
เพศ เชื้อชาติ พยาธิสภาพ ภาวะเครียด หรือการตั้งครรภ์ เป็นต๎น นอกจากนี้การท างานของเอนไซม์นี้อาจถูก
ควบคุมจากปัจจัยภายนอกรํางกายเชํนการได๎รับยา สารพิษ อาหาร ที่มีผลโดยตรงตํอการเหนี่ยวน า 
(Induction) หรือยับยั้ง (Inhibition) การท างานของ CYPs เป็นผลท าให๎ฤทธิ์หรือเกิดพิษของยาที่ให๎รํวมด๎วย
เปลี่ยนแปลงไปจากเดิม 2 
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จากรายงานการวิจัยพบวําการใช๎สมุนไพรบางชนิดรํวมกับยาแผนปัจจุบันหลายชนิดอาจกํอให๎เกิด
อันตรกิริยา (Interaction) ระหวํางสมุนไพรกับยาแผนปัจจุบันได๎  3-5 เชํน St John’s wort (Hypericum 
perforatum) เป็นสมุนไพรที่ใช๎เพื่อระงับอาการซึมเศร๎า แตํสารส าคัญในสมุนไพรนี้มีความสามารถในการ
เหนี่ยวน าการท างานของ CYP โดยเฉพาะ CYP1A2, 2C9 และ 3A4 สํงผลให๎ยาส าคัญหลายชนิดที่อาศัย
เอนไซม์เหลํานี้ในการท าลายยาถูกขจัดออกอยํางรวดเร็ว เชํน Warfarin ซึ่งเป็นยาต๎านการแข็งตัวของเลือดท า
ให๎ระดับยาในเลือดต่ า การรักษาไมํได๎ผล หรือ cyclosporin ซึ่งออกฤทธิ์กดภูมิคุ๎มกันในคนไข๎ที่ผําตัดเปลี่ยน
อวัยวะเมื่อใช๎รํวมกับ St John’s wort ท าให๎ระดับยาลดลงจนน าไปสูํการปฏิเสธอวัยวะ (Graft rejection) ได๎6 
จากเหตุผลดังกลําวจึงมีความส าคัญอยํางยิ่งที่ต๎องท าการประเมินเพื่อบํงชี้วําเมื่อใช๎สมุนไพรรํวมกับยาแผน
ปัจจุบันจะมีโอกาสที่จะเกิดอันตรกิริยาระหวํางสมุนไพรและยาแผนปัจจุบันหรือไมํและท าความเข๎าใจกลไก
การเกิดการเหนี่ยวน าหรือยับยั้งการท างานของเอนไซม์โดยเฉพาะ CYPs ทั้งนี้เพื่อให๎การใช๎ยาของผู๎ป่วย
เป็นไปอยํางมีประสิทธิผลและมีความปลอดภัยสูงสุด 

พรมมิ (Bacopa monnieri Wettst.) เป็นสมุนไพรที่มีการประวัติการใช๎ในการแพทย์อายุรเวท โดยมี
สรรพคุณในการบ ารุงความจ า บ ารุงสมอง ไมํนานมานี้ มีรายงานการศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของพรมมิตํอ
ระบบทางสรีรวิทยาหลายระบบ  โดยเฉพาะระบบประสาทสํวนกลางและความจ า แสดงให๎เห็นถึงศักยภาพ
ของสมุนไพรพรมมิในการเป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหารหรือยาสมุนไพรบ ารุงความจ า 7-8 

ในปีพ.ศ. 2548  และ 2549 คณะผู๎วิจัยได๎รับการสนับสนุนการวิจัยเพื่อให๎ได๎ข๎อมูลพื้นฐานทางเคมี 
คณะผู๎วิจัยสามารถพัฒนาวิธีการสกัด และการควบคุมคุณภาพของสารสกัดพรมมิ ได๎สารสกัดที่มีมาตรฐาน
และมีความคงตัว รวมทั้งได๎พัฒนาการเพาะปลูกเพื่อให๎ได๎พรมมิที่มีคุณภาพดี เมื่อน าไปศึกษาฤทธิ์ทางเภสัช
วิทยา พบวําสารสกัดพรมมิที่ได๎ มีผลกระตุ๎นความจ าและการเรียนรู๎ในหนูปกติและหนูที่ถูกเหนี่ยวน าให๎เกิด
ความจ าบกพรํอง 9 นอกจากนี้ ยังพบวําสารสกัดที่ได๎มีฤทธิ์ป้องกันการถูกท าลายของเซลล์ประสาทอีกด๎วย 10 
สํวนการทดสอบพิษเฉียบพลันและพิษกึ่งเร้ือรัง พบวําสารสกัดพรมมิในขนาดที่ใช๎ ไมํมีพิษตํอสัตว์ทดลอง 
นอกจากนี้ได๎พัฒนาผลิตภัณฑ์ยาเม็ดพรมมิ จนได๎ผลิตภัณฑ์ที่มีคุณภาพและความคงตัวดี 11 

การศึกษาผลของการรับประทานสารสกัดพรมมิในปริมาณ 300 มิลลิกรัม (มก.)  ตํอวัน ติดตํอกัน   
12 สัปดาห์ ในอาสาสมัครสุขภาพดีจ านวน 46 คน อายุระหวําง 18 และ 60 ปี พบวําชํวยเพิ่มความเร็วในการ
ประมวลผลข๎อมูลจากการมองเห็น และเพิ่มอัตราการเรียนรู๎ และกระตุ๎นความจ าได๎อยํางมีนัยส าคัญ12 ผลของ
พรมมิในขนาด 300 มก. (น้ าหนักน๎อยกวํา 90 กก.) และ 450 มก. ตํอวัน (น้ าหนักมากกวํา 90 กก.) เป็น
ระยะเวลา 3 เดือน ในอาสาสมัครอายุระหวําง 40 และ 65 ปี จ านวน 76 คน ในอีกการศึกษาหนึ่งพบวําชํวย
เพิ่มความสามารถในการเก็บข๎อมูลใหมํได๎8 ซึ่งกลไกการออกฤทธิ์ที่แท๎จริงของสารสกัดพรมมิในการกระตุ๎น
การจ ายังไมํทราบชัดเจนแตํคาดวําเกี่ยวข๎องกับการเพิ่มการท างานของระบบโคลิเนอจิก (cholinergic) หรือ
ฤทธิ์ antioxidant 8, 12 สารองค์ประกอบที่ส าคัญในพรมมิ คือ สารกลุํม saponins ได๎แกํ bacosaponin A, 
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bacosaponin B, bacosaponin C, bacopaside I, bacopaside II, bacopaside IV, bacopaside V, bacopasaponin 
D และ bacosaponin G โดย สารองค์ประกอบหลักในพรมมิที่มีการทดลองแล๎ววํามีฤทธิ์ในการกระตุ๎น
ความจ า คือ bacosides A และ B อยํางไรก็ตามสาร saponins ตัวอ่ืนในพรมมิก็อาจจะมีฤทธิ์ได๎เชํนกันซึ่งต๎อง
มีการศึกษาตํอไป 

 ความปลอดภัยของสารสกัดพรมมิได๎รับการทดสอบในการศึกษาข๎างต๎น (มีปริมาณ bacosides A 
และ B รวมไมํน๎อยกวํา 55 %) ซึ่งมีการให๎ติดตํอกันทุกวันเป็นระยะเวลา 3 เดือน อาการไมํพึงประสงค์ที่พบ
มากกวํากลุํมควบคุม ได๎แกํ คลื่นไส๎, ปากแห๎ง และอํอนล๎า (fatigue) การศึกษาในด๎านความปลอดภัยลําสุด
ของสารสกัดพรมมิ ( BacomindTM) ที่ให๎ในขนาด 300 และ 450 มก.ตํอวัน ใน 15 วันแรก และ 15 วันหลัง
ตามล าดับ ไมํพบอาการไมํพึงประสงค์ที่ร๎ายแรง พบเพียงอาการไมํพึงประสงค์ในระบบทางเดินอาหาร
เล็กน๎อยเทํานั้นซึ่งหายไปได๎เอง โดย BacomindTM ประกอบไปด๎วยสาร bacoside A3 (>5.0% w/w), 
bacopaside I (>7.0% w/w), bacopaside II (>5.5% w/w), jujubogenin isomer of bacopasaponin C (>7.0% 
w/w), bacopasaponin C (>4.5% w/w), bacosine (>1.5% w/w), luteolin (>0.2% w/w), apigenin (>0.1% 
w/w) and -sitosterol-D-glucoside (>0.3% w/w) 13 ซึ่งสารสกัดพรมมิที่คณะผู๎วิจัยได๎พัฒนาขึ้นมีปริมาณ 
saponin glycosides ประมาณ 5% w/w  โดยมีปริมาณ bacoside A3 (0.59% w/w), bacopaside II (1.22% 
w/w), bacopasaponin C (0.63% w/w), bacopaside I (1.88% w/w) และ 3-O--L-ara1-(12)-[-D-glc-(1 
3)]--L-ara2  pseudojujubogenin อีก 0.72% w/w 11 ซึ่งจะเห็นวํามีปริมาณสาร saponins ต่ ากวําของ 
BacomindTM 

ในการน าผลิตภัณฑ์ยาเม็ดพรมมิมาใช๎อยํางมีประสิทธิภาพในมนุษย์ ควรมีการศึกษาข๎อมูลด๎าน
เภสัชจลนศาสตร์ของสารองค์ประกอบหลัก รวมทั้ง metabolites ที่เกิดขึ้นของพรมมิ ซึ่งจะน ามาใช๎ในการ
ประเมินประสิทธิผลของพรมมิได๎อยํางสมบูรณ์ยิ่งขึ้น ที้งนี้รวมถึงข๎อมูลเกี่ยวกับอันตรกิริยาระหวําง
สมุนไพรพรมมิกับยาแผนปัจจุบัน เพื่อให๎ได๎ข๎อมูลด๎านความปลอดภัยและสามารถหลีกเลี่ยงไมํให๎เกิดอันตร
กิริยาของยา ซึ่งจะน าไปสูํการรักษาที่ได๎ผลอยํางสมบูรณ์ยิ่งขึ้น ข๎อมูลเหลํานี้ ยังไมํมีผู๎ใดศึกษามากํอน ผู๎วิจัย
จะท าการศึกษาทั้งใน in vitro โดยวัดคําทางเภสัชจลนศาสตร์ตํางๆ ของสารองค์ประกอบหลัก  saponins ใน
พรมมิ และศึกษาวิเคราะห์ metabolites ด๎วยเทคนิค LC-MS/MS ส าหรับการการทดลองเพื่อท านายการเกิด
อันตรกิริยาระหวํางสมุนไพรพรมมิกับยาแผนปัจจุบัน ผู๎วิจัยจะท าการศึกษาใน in vitro ในเอนไซม์ตับระดับ
ต่ ากวําเซลล์ (subcellular fraction) และเซลล์ตับเพาะเลี้ยงทั้งในสัตว์ทดลอง ทั้งนี้เพื่อท านายการเกิดอันตร
กิริยาทางคลินิกในมนุษย์และเปรียบเทียบผลตํางระหวําง species และข๎อมูลจากการทดลอง in vitro จะเป็น
ประโยชน์ในการใช๎ค านวณขนาดสารสกัดที่จะใช๎ในการทดลอง in vivo ในสัตว์ทดลองอีกด๎วย 
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การศึกษาสารสกัดพรมมิทั้งในสัตว์ทดลอง และในมนุษย์ พบวํามีผลในการเพิ่มความจ า แตํเมื่อให๎
รํวมกับยาแผนปัจจุบันยังไมํมีรายงานข๎อมูลของการเกิดอันตรกิริยา การศึกษานี้เป็นการบอกความเป็นไปได๎
เบื้องต๎นอันจะท าให๎สามารถใช๎ท านายการเกิดอันตรกิริยาในทางคลินิคตํอไป 
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บทที่ 2  
ระเบียบวิธีวิจัย 

 
การเตรียมสารสกัดพรมมิ 

ใช๎สํวนใบของพรมมิ หั่นให๎มีขนาดเล็กและท าให๎แห๎งในต๎ูอบ ( hot-air oven) ที่ความร๎อน 50 องศา
เซลเซียส นาน 12 ชั่วโมง จากนั้นน ามาบดให๎เป็นผงหยาบเพื่อน าไปเตรียมสารสกัด ชั่งผงพรมมิหนัก         
18 กิโลกรัม แชํในน้ ากลั่นนาน 24 ชั่วโมง คั้นเอาเฉพาะสํวนผงพรมมิออก แล๎วน าไปสกัดตํอใน เอทานอล
นาน 8 ชั่วโมง จากนั้นน าสํวนกากที่เหลือมาท าการสกัดซ้ าอีก 2 ครั้งด๎วยวิธีเดียวกัน น าสารสกัดที่ได๎รวมกัน 
กรองและท าให๎แห๎งภายใต๎ความดันต่ าโดยเครื่อง rotary evaporator  

สารสกัดที่ได๎จะมีปริมาณ total saponin ประมาณ 5% (โดยน้ าหนัก) ซึ่งเป็นสํวนผสมของ 
bacosideA3, bacopasideII, bacopasoponinX, bacopasaponinC และ bacopasideI วัดปริมาณ total saponin 
โดย HPLC เก็บสารสกัดที่ได๎ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสในขวดทึบแสงจนกวําจะใช๎เพื่อการทดลอง 

การเตรียม Liver Subcellular Fractions และ การศึกษาเมตาบอลิซึมของพรมมิในหลอดทดลอง 

สัตว์ทดลองที่ใช๎ คือ หนู  (Wistar Rat) เพศผู๎ สั่งซื้อจากส านักสัตว์ทดลองแหํงชาติ  
มหาวิทยาลัยมหิดล  วิทยาเขตศาลายา จังหวัดนครปฐม หนูทุกตัวจะถูกน ามาเลี้ยงอยํางน๎อย 1 สัปดาห์ กํอน
การทดลอง โดยถูกเลี้ยงอยํางอิสระ ภายใต๎การควบคุมแสงสวําง 12:12 hr light:dark cycle และปรับอุณหภูมิ
ให๎เหมาะสม สัตว์ทดลองจะถูกเลี้ยงไว๎อยํางน๎อยเป็นเวลาให๎ปรับสภาพ แล๎วจึงท าให๎เสียชีวิตโดยวิธีการดึง
คอ (neck dislocation) แยกเอาตับออกมาล๎าง 3 คร้ังด๎วย ice-cold buffered KCl (1.15% w/v KCl in 0.01 M 
Na+/K+ phosphate buffer, pH 7.4) ซับเนื้อตับให๎แห๎งด๎วยกระดาษกรอง และ ชั่งน้ าหนัก จากนั้นขั้นตอนที่จะ
กลําวตํอไปนี้ต๎องท าที่อุณหภูมิต่ ากวํา 4 องศาเซลเซียส ท าการตัดตับเป็นชิ้นเล็กๆ และ homogenize ด๎วย 
buffered KCl ปริมาตรเจ็ดเทํา (7 volume) ใน Teflon pestle-glass tube homogenizer จากนั้นน า homogenate 
ไปปั่น (centrifuge) ที่ 9,000xg เป็นเวลา 15 นาที เพื่อก าจัด cell debris, nuclei และ mitochondria หลังจาก
ปั่นแล๎วน าสํวนไขมันที่ลอยอยูํทิ้งไป และ ดูดสํวน supernatant เก็บไว๎ด๎วย Pasteur pipette สํวนของ 
supernatant ที่ได๎คือ postmitochondrial fraction ซึ่งมีเอนไซม์จากตับอยูํ และ จะถูกน าไปใช๎ตํอไปส าหรับ
ศึกษา in vitro hepatic drug metabolism โดย 1 ml ของ supernatant จะเทียบเทํา 0.125 g liver  น า 
supernatant ปริมาณคร่ึงหนึ่งไปปั่นตํอที่ 100,000xg เป็นเวลา 60 นาที น าสํวน pellet ไปละลายใน ice-cold 
0.1 M Na+/K+ phosphate buffer, pH 7.4 โดยใช๎ small Teflon pestle-glass tube homogenizer และ น า 
suspension ที่ได๎ไปวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนตํอไป 



 

โครงการยํอยที่ 4 4-6 
 

น าสารสกัดพรมมิ และ /หรือ สาร active compound มา incubate กับ postmitochodria fraction และ 
cofactor ได๎แกํ  NADP, nicotinamide, glucose-6-phosphate, MgCl2 ใน 0.05 M Na+/K+ buffer pH 7.4 ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และ หยุดปฏิกิริยาเคมีด๎วย 20%TCA น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 2,500 
rpm เป็นเวลา 10 นาที น าสํวนของ supernatant ไปวิเคราะห์หาเมตาบอไลต์ที่เกิดขึ้นด๎วย HPLC/MS/MS 
เปรียบเทียบกับ Blank (กรณีไมํมีสารสกัดพรมมิ และ/หรือ สาร active compound) 

การศึกษาอันตรกริยาต่อยาของพรมมิในหลอดทดลอง (In vitro study of Herb-drug interaction) 

  เตรียม pooled liver microsome ของหนูและมนุษย์ ใน phosphate buffer pH 7.6 (ภาคผนวก ก) ท า
การ incubate กับสารต้ังต๎นที่จ าเพาะเจาะจงกับชนิดของเอนไซม์ในตับ รํวมกับสารสกัดที่ความเข๎มข๎น
ตํางๆกันด าเนินปฏิกิริยาโดยเติม 1 mM NADPH ยับยั้งปฏิกิริยาโดยเติม Acetonitrile 
จากนั้นท าการวิเคราะหป์ริมาณ เมตาบอไลต์ที่เกิดขึ้นด๎วย HPLC เปรียบเทียบกับ Blank (กรณีไมํมีสารสกัด
พรมมิ) เพื่อดูความสามารถในการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ตับ (ภาคผนวก ข) 

ตารางท่ี 4-1 แสดงชื่อเอนไซม์ ชื่อปฏิกิริยา สารต้ังต๎น สารผลิตภัณฑ์และสารยับยั้งมาตรฐานที่ใช๎ ในการ
ทดลอง 

Isoforms ปฏิกิริยา สารต้ังต๎น สารผลิตภัณฑ์ สารยับยั้งมาตรฐาน 

CYP1A 
ethoxyresorufin-O- 

deethylation (EROD) 
7-ethoxyresorufin 

(6.5 µM) 
resorufin α-naphthoflavone 

CYP2C 
tolbutamide hydroxylation 

(TolOH) 
tolbutamide     
(250 µM) 

4-OH-
tolbutamide 

sulfaphenazole 

CYP2E 
p-nitrophenol 

hydroxylation (PNPOH) 
p-nitrophenol   

(500 µM) 
4-nitrocatechol disulfiram 

CYP3A 
6β-testosterone 

hydroxylation (TestoOH) 
testosterone     
(250 µM) 

6β OH-
testosterone 

ketoconazole 
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การหาค่าความเข้มข้นของสารสกัดที่สามารถยับยั้งการท างานของเอนไซม์ที่ร้อยละ 50 (The half maximal 
Inhibitory Concentration; IC50) 

หาคํา IC50 โดยการ incubate สารต้ังต๎นของแตํละ isoform ที่มีความเข๎มข๎นเหมาะสม (ตารางที่ 4-1) 
กับ rat liver microsomes และ human liver microsomes โดย incubate รํวมกับสารสกัดพรมมิความเข๎มข๎น
ตํางๆ ( 0-8000 µg/mL) หรือสารยับยั้งมาตรฐาน ( Reference inhibitor) เชํน α-naphthoflavone (CYP1A2 
inhibitor), sulfaphenazole (CYP2C inhibitor), disulfiram (CYP2E inhibitor), และ ketoconazole (CYP3A 
inhibitor) จากนั้น หาคํา IC50 (ตารางที่ 4-2) โดยวิธี nonlinear regression analysis โดยพลอตระหวําง log 
scale ของความเข๎มข๎นสารยับยั้งมาตรฐานหรือสารสกัดพรมมิกับร๎อยละของความสามารถของการท างาน
ของเอนไซม์ที่เหลือ (วิเคราะห์ข๎อมูลโดยใช๎โปรแกรม GraphPad Prism 5) โดยในแตํละความเข๎มข๎นของ
สารสกัดพรมมิหรือสารยับยั้งมาตรฐาน ท าการทดลองซ้ า 2 ครั้ง (duplicate) 

ศึกษาผลของสารสกัดพรมมิ (Crude extract of Bhrami) ต่อความเป็นพิษต่อเซลล์ตับหนูเพาะเลี้ยง (rat 
hepatocytes culture) 

ท าการแยกเซลล์ตับหนูจากหนูตัวผู๎สายพันธุ์ Wistar อายุ 8 สัปดาห์โดยใช๎วิธี perfuse ด๎วย 
collagenase 2 ขั้นตอนเพื่อให๎ได๎ rat hepatocytes ตามแสดงในรูปที่ 4-1 (รายละเอียดในภาคผนวก ค) น า 
freshly rat hepatocytes ที่แยกได๎ใสํลงในถาดเพาะเลี้ยงตามขนาดดังนี้ ขนาด 96 หลุมเพื่อท าการวัดประเมิน
ความเป็นพิษตํอเซลล์ของสารสกัดพรมมิ (Cytotoxicity assay) ที่ความเข๎มข๎นตั้งแตํ 0-100 µM หรือ            
0-90 µg/mL นาน 72 ชั่วโมง จากนั้นท าการนับเซลล์ที่มีชีวิต ค านวณหา % cell viability โดยวิธี MTT test 
(ภาคผนวก ค) ดังแสดงในรูปที่ 4-2 

 

รูปท่ี 4-1 แสดงการแยกเซลล์ตับหนูโดยใช๎วิธี perfuse ด๎วยเอนไซมม์ collagenase 
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รูปท่ี 4-2 แสดงขั้นตอนการทดสอบความเป็นพิษตํอเซลล์ (Cytotoxicity assay) ของสารสกัดพรมมิ 

 ท าการเพาะเลี้ยงเซลล์ใน culture medium (Williums’ E culture ที่มี 10% Fetal Bovine serum, 
insulin, dexamethasone, penicillin และ streptomycin)โดยใช๎เซลล์ที่ความเข๎มข๎น 3.5 ล๎านเซลล์ตํอ  1 dish 
ขนาดเส๎นผําศูนย์กลาง 60 mm ที่เคลือบด๎วย collagen ท าการเพาะเลี้ยงในต๎ูเพาะเลี้ยงเซลล์ที่มีปริมาณอากาศ
ตํอ CO2 95% ตํอ 5% ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 4-8 ชั่วโมงเพื่อให๎เซลล์ตับ attach และกํอตัวเป็น
เซลล์เรียงตัวแบบชั้นเดียว (monolayer) จากนั้นเปลี่ยนไปใช๎ culture medium ที่ไมํมี Fetal Bovine serum ท า
การ treated cell ด๎วยสารสกัดพรมมิตํางความเข๎มข๎น (0.05, 0.25 และ 0.5 µM) เทียบเทําความเข๎มข๎น 0.045, 
0.225 และ 0.45 µg/ml ของสารสกัดพรมมินาน 72 ชั่วโมง โดยท าการเปลี่ยน culture medium ทุกวัน  

 

รูปท่ี 4-3 แสดงขั้นตอนการทดสอบผลของสารสกัดพรมมิตํอความสามารถในการเหนี่ยวน าการท างาน
ของ CYP และการแสดงออกของ mRNA CYP 
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บทที่ 3 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 
ผลการศึกษาอันตรกิริยาของสารสกัดพรมมิต่อการท างานของเอนไซม์ Cytochrome P450 ในตับ 
ผลของสารยับยั้งมาตรฐานต่อการยับยั้งการท างานของ CYP ในไมโครโซมหนูและมนุษย์ 

ท าการ incubate สารต้ังต๎นที่จ าเพาะเจาะจงตํอเอนไซม์ดังแสดงในตารางที่1 กับสารสกัดพรมมิที่
ความเข๎มข๎นตํางๆ (1-8000 µg/mL) จากนั้นวัด enzyme activity โดยใช๎ α-naphthoflavone, sulfaphenazole, 
disulfiram และ ketoconazole เพื่อเป็นสารยับยั้งมาตรฐานของ CYP1A, 2C, 2E และ 3A ตามล าดับ จากนั้น
หาคํา IC50 ของการยับยั้งปฏิกิริยาของสารมาตรฐานและสารสกัดพรมมิ โดยวิธี linear regression analysis 
plot ระหวําง logarithm ของความเข๎มข๎น (µg/mL) กับร๎อยละของ enzyme activity ที่เหลือของปฏิกิริยา โดย
ใช๎ program GraphPad 5 เปรียบเทียบ enzyme activity กับกลุํมควบคุม (control) ที่ incubate ในตัวท าละลาย
เดียวกับที่ใช๎ในการละลายสารยับยั้งมาตรฐานหรือสารสกัดพรมมิ 

สารยับยั้งมาตรฐานที่เลือกใช๎ในการทดลอง มีความสามารถในการยับยั้ง CYP1A2, CYP2C, 
CYP2E1 และ CYP3A อยํางจ าเพาะเจาะจง ดังแสดงในตารางที่ 2 α-naphthoflavone ยับยั้งการท างานของ 
CYP1A2 activity ที่คํา IC50 เทํากับ 2.3 และ 626.3 µg/mL ในไมโครโซมหนูและมนุษย์ ตามล าดับ ซึ่งตรง
กับรายงานกํอนหน๎านี้ (Kim และคณะ ค.ศ.2003)14 Disulfiran ลดการท างานของ CYP2E1 ที่คํา IC50 เทํากับ 
299.5 และ 29.6 µg/mL และ sulfaphenazole ยับยั้งการท างานของ CYP2C ด๎วยคํา IC50 เทํากับ 31.4 และ    
4.4 µg/mL, ketoconazole ยับยั้ง CYP3A activity ทั้งในไมโครโซมหนูและมนุษย์ ที่คํา IC50 เทํากับ 15.4 และ 
2.1 µg/mL ตามล าดับซึ่งมีคําใกล๎เคียงกับที่รายงานกํอนหน๎านี้ (Emoto และคณะ ค.ศ.2003)15 จากผลดังกลําว
ยืนยันการค๎นพบกํอนหน๎านี้วํา ผลการยับยั้งการท างานของ CYP มีความแตกตํางกันระหวําง species แม๎ใช๎
สารต้ังต๎นและตัวยับยั้งมาตรฐานเดียวกัน 

ผลของสารสกัดพรมมิต่อการยับยั้งการท างานของ CYP ในไมโครโซมหนูและมนุษย์ 

จากผลการทดลอง คํา IC50 ดังตางราง 2 แสดงให๎เห็นวํา BME มีความสามารถในการยับยั้ง CYP1A, 
2C และ 3A อยํางอํอนในหนู ที่คํา IC50 เทํากับ 59.4, 222.1 และ 321.9 µg/mL ตามล าดับ ในทางตรงข๎าม 
BME ไมํมีผลตํอการยับยั้งการท างานของ CYP2E1 (IC50 5000 µg/mL) 

ในการทดลองกับไมโครโซมมนุษย์ผลของ BME ตํอการยับยั้งการท างานของ CYP แสดงดังตารางที่ 
4-2 โดย BME ยับยั้ง CYP1A, 2C และ 3A ด๎วยคํา IC50 เทํากับ 836.1, 297.6 และ 481.8 µg/mL ตามล าดับ 
BME ไมํมีผลตํอการท างานของเอนไซม์ CYP2E1 
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ตารางท่ี 4-2 แสดงคํา IC50 ของสารสกัดพรมมิและสารยับยั้งมาตรฐานตํอการท างานของเอนไซม์ไซโตโครม 
P450 ในไมโครโซมหนูและมนุษย์ 

CYP isoform Reaction Inhibitor 
IC50 (µg/mL) 

Rat microsomes Human microsome  

CYP1A EROD 
BME 59.4 836.1 

α-naphthoflavone 2.3 626.3 

CYP2C TolOH 
BME 222.1 297.6 

sulfaphenazole 31.4 4.4 

CYP2E PNPOH 
BME >5000 >5000 

disulfiram 299.5 29.6 

CYP3A TestoOH 
BME 321.9 481.8 

ketoconazole 15.4 2.1 

BME  = สารสกัดพรมมิ (Crude extract of Bacopa monnieri ) 
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ผลของสารสกัดพรมมิ (Crude extract of Bhrami) ต่อความเป็นพิษต่อเซลล์ตับหนูเพาะเลี้ยง (rat 
hepatocytes culture) 

 

(A)                                                                                     (B) 

รูปท่ี 4-4 แสดงภาพถํายเซลล์ตับหนู control (A) และที่ treated ด๎วยสารสกัดพรมมิ 0.45 µg/mL (0.5 
µM) ก าลังขยาย 100 เทํา (B) 

 

 

รูปท่ี 4-5 แสดงคํา % cell viability ในเซลล์ตับหนู (n=2) ที่ treated ด๎วยสารสกัดพรมมิ (ความเข๎มข๎น
ตั้งแตํ 0-100 µM หรือ 0-90 µg/mL) ที่ 24, 48 และ 72ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4-6 แสดงคําร๎อยละของความเข๎มข๎นของ protein จาก rat hepatocytes ในกลุํมทดลองที่ treat ด๎วย 
BME (0.05-0.5 µM) เมื่อเทียบกับกลุํมควบคุม 

  จากผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดตํอเซลล์ตับหนูพบวําสกัดพรมมิ ที่ความเข๎มข๎น 1 µM 
(0.9 µg/mL) ไมํมีความเป็นพิษตํอเซลล์ตับดังแสดงคํา % cell viability ที่สูงกวํา 90% (รูปที่ 4-5) รํวมกับการ
สังเกต cell morphology ที่ความเข๎มข๎น 0.5 µM (0.45 µg/mL) (รูปที่ 4-4) และไมํพบผลของสารสกัดพรมมิ
ตํอความผิดปกติตํอเซลล์ตับที่ความเข๎มข๎นดังกลําว รวมถึงคําความเข๎มข๎นของ protein จาก rat hepatocytes 
ในกลุํมทดลองที่ treat ด๎วย BME (0.05-0.5 µM) มีคํามากกวํา 75% เมื่อเทียบกับกลุํมควบคุม (รูปที่ 4-6) จึง
สามารถสรุปได๎วําควรทดสอบผลของสารสกัดพรมมิที่ 3 ความเข๎มข๎นคือที่ 0.05 µM (low), 0.25 µM 
(middle) และ 0.5 µM (high) เทียบเทําความเข๎มข๎น 0.045 µg/ml, 0.225 µg/ml และ 0.45 µg/ml ของสารสกัด
พรมมิ 

ผลของสารสกัดพรมมิ (Crude extract of Bhrami) ต่อการท างานของ CYPs ในเซลล์ตับหนูเพาะเลี้ยง (rat 
hepatocytes culture) 

 ผลของสารเหนี่ยวน ามาตรฐาน (reference inducers) ดังแสดงในตารางที่ 3-4 พบวํา -naphthoflavone 
(50 µM) สามารถเหนี่ยวน าการท างานของเอนไซม์ CYP1A2 ได๎เกินกวํา 26.5-44.4 เทํา สอดคล๎องกับการ
แสดงออกของ mRNA CYP1A2 ที่เพิ่มขึ้นมากกวํา 83.1-282.4 เทํา เชํนเดียวกับ dexamethasone (50 µM) ที่
สามารถเหนี่ยวน าการท างานของ CYP3A ได๎ 1.5-3.5 เทําเทียบกับกลุํมควบคุมรํวมกับการแสดงออกของ 
mRNA CYP3A ที่เพิ่มขึ้น  2.5-24.3 เทํา ผลของ BME ตํอการท างานของเอนไซม์ CYP1A2 พบวํามีผลตํอ
การท างานของเอนไซม์อยูํในชํวง -3.0 ถึง 2.9 เทําเทียบกับกลุํมควบคุม โดยที่การแสดงออกของ mRNA 
เปลี่ยนแปลงเล็กน๎อยระหวําง 1.1ถึง 1.3 เทํา ผลตํอ CYP3A activity BME ที่ขนาดต่ า (0.05 µM) เหนี่ยวน า
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การท างานเพียงเล็กน๎อย (1.3 เทํา) BME ในขนาดที่เพิ่มขึ้นมีผลลดการท างานของเอนไซม์ดังกลําว            
1.1-1.4 เทํา ในขณะที่การแสดงออกของ mRNA CYP3A ลดลงระหวําง 1.4-27.5 เทํา โดยสรุป BME มีผล
เพียงเล็กน๎อยตํอการเปลี่ยนแปลงการท างานของเอนไซม์ CYP เมื่อเปรียบเทียบกับสารเหนี่ยวน ามาตรฐาน 
(ตารางที่ 4-3 ถึง 4-4) 

ตารางท่ี 4-3 แสดงคําจ านวนเทําของ CYP activity ของเซลล์ที่ treat ด๎วยสารสกัดพรมมิและสารเหนี่ยวน า
มาตรฐานเทียบกับกลุํมควบคุม 

Treatment CYP1A2 CYP3A  
 Rat1 Rat2 Rat1 Rat2 

Control 1.0 1.0 1.0 1.0 
BME 0.05µM 2.0 -3.0 1.3 1.0 
BME 0.25µM 2.9 -1.7 -1.1 1.0 
BME 0.5µM 1.6 -1.4 -1.4 -1.2 

β-naphthoflavone (50 µM) 44.4 26.5 - - 
Dexamethasone (50µM) - - 3.5 1.5 

 

ตารางท่ี 4-4 แสดงคําจ านวนเทําของการแสดงออกของ mRNA CYP ของเซลล์ที่ treat ด๎วยสารสกัดพรมมิ
และสารเหนี่ยวน ามาตรฐานเทียบกับกลุํมควบคุม 

Treatment 
CYP1A2 CYP2C CYP3A 

Rat1 Rat2 Rat1 Rat2 Rat1 Rat2 
Control 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 

BME 0.05µM -1.3 -1.1 -1.1 1.0 -1.4 -3.8 
BME 0.25µM -1.3 1.3 -1.2 1.0 -1.0 -5.9 
BME 0.5µM -1.1 1.3 -1.2 -1.2 -1.2 -27.5 

β-naphthoflavone (50µM) 83.1 282.4 - - - - 
Dexamethasone (50µM) - - 1.1 1.5 24.3 2.5 
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บทที่ 4 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 
คณะวิจัยได๎ท าการศึกษาผลของ BME ตํอความสามารถในการยับยั้งการท างานของ CYP1A, 2C, 

2E และ 3A ในไมโครโซมหนูและมนุษย์, CYP isoform เหลํานี้ถูกเลือกเพื่อศึกษา เน่ืองจากเป็น isoform 
หลักที่ท าหน๎าที่ในการเปลี่ยนแปลงยาหรือสารเคมีที่เข๎าสูํรํางกาย ( xenobiotic metabolizine enzyme) และมี
สัดสํวนรวมกันเกินกวําร๎อยละ 70 ของปริมาณที่มีอยูํทั้งหมดในตับ ( Ortiz de Montellano ค.ศ. 1995)16 การ
ท างานของ CYP1A2 และ CYP2E1 มีความส าคัญในแงํการเปลี่ยนแปลงสาร procarcinogen ให๎เป็น 
carcinogen (Gonzalez และ Gelboin ค.ศ. 1994)17 ยกตัวอยํางเชํน benzo [a] pyrene เปลี่ยนเป็น benzo [a] 
pyrene-7, 8-dihydrodiol 9, 10 epoxide โดยอาศัย CYP1A ท าให๎มีความสามารถจับกับ DNA น าไปสูํการเป็น
สารกํอมะเร็งได๎ ในผลการทดลองพบวํา BME มีฤทธิ์ยับยั้ง CYP1A2 อยํางอํอนทั้งในในไมโครโซมหนูและ
มนุษย์ดังนั้น BME อาจมีฤทธิ์เป็น anticarcinogen ในมนุษย์ได๎ ทั้งนี้ BME ยังมีการรายงานพบวําแสดงฤทธิ์
เป็น antioxidant ด๎วย18 

CYP3A เป็นกลุํม enzyme ส าคัญที่เกี่ยวข๎องกับการท าลายยามากกวําร๎อยละ 55 ของยาในท๎องตลาด 
(Ortiz de Montellano 1995) 16 ketoconazole ซึ่งเป็นสารยับยั้งมาตรฐานของเอนไซม์นี้ แสดงความสามารถ
ในการยับยั้ง enzyme ได๎อยํางสมบูรณ์ โดยมีคํา IC50 เทํากับ 15.4 และ 2.1 µg/mL ในไมโครโซมหนูและใน
มนุษย์ อยํางไรก็ตาม พบวํา BME มีฤทธิ์ยับยั้ง enzyme นี้ที่คํา IC50 คํอนข๎างสูง และเนื่องด๎วย CYP3A มี
ปริมาณมากในตับ (เฉลี่ยมากกวําร๎อยละ 45 ของปริมาณ CYP ทั้งหมดในตับ) ดังนั้นจึงพอสรุปได๎วํา BME มี
แนวโน๎มน๎อยมากที่จะมีผลยับยั้งการท างานของเอนไซม์นี้ในทางคลินิก 

นอกจากนีย้ังพบวํา BME สามารถยับยั้ง CYP2C ที่คํา IC50 221.1 และ 297.6 µg/mL ในไมโครโซม
หนูและมนุษย์ แตํอยํางไรก็ตาม ความเข๎มข๎นนี้คํอนข๎างสูงเมื่อเทียบกับปริมาณ BME ที่แนะน าให๎
รับประทานตํอวันซึ่งเทํากับ 300-600 มิลลิกรัมตํอวัน ความเป็นไปได๎ที่ BME จะเกิดอันตรกิริยากับยาที่ 
metabolize ผําน CYP2C จึงมีน๎อย อยํางไรก็ตาม ควรระวังการใช๎ BME รํวมกับยาที่ท าลายผําน CYP2C และ
มีชํวงความปลอดภัยในการรักษาที่คํอนข๎างแคบ ทั้งนี้เพื่อให๎การใช๎ยาของผู๎ป่วยเป็นไปอยํางมีประสิทธิภาพ
และมีความปลอดภัยสูงสุด จากผลของสารสกัดตํอการยับยั้งการท างานของเอนไซม์ในไมโครโซมหนูและ
มนุษย์ดังแสดงเป็นคํา IC50 ซึ่งมีคําที่คํอนข๎างสูงเมื่อเทียบกับสารยับยั้งมาตรฐาน ( IC50 มากกวํา 10 เทํา) 
แสดงให๎เห็นวํามีโอกาสน๎อยที่สารสกัดพรมมิในขนาดปกติจะกํอให๎เกิดอันตรกิริยากับยาแผนปัจจุบันที่
อาศัยเอนไซม์ดังกลําวในการเปลี่ยนแปลงเพื่อการขจัดยาออกจากรํางกาย 

ในแงํการทดสอบความสามารถของสารสกัดพรมมิในการเหนี่ยวน าการท างานของ CYP ทดสอบ
โดยใช๎ rat hepatocyte culture โดยเพาะเลี้ยงนาน 3 วัน จากนั้นวัดการท างานและการแสดงออกของ mRNA 
CYP เทียบกับกลุํมควบคุม ทั้งนี้สารเหนี่ยวน ามาตรฐานแสดงผลการเหนี่ยวน าอยํางจ าเพาะเจาะจงตํอ 
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enzyme activity และการแสดงออกของ mRNA CYP ที่เพิ่มขึ้นตามรายงานกํอนหน๎านี้19 อยํางไรก็ตามผล
ของสารกสัดพรมมิตํอการท างานของเอนไซม์ CYP และการแสดงออกของ mRNA CYP เปลี่ยนแปลงไมํ
มากนักเมื่อเทียบกับสารเหนี่ยวน ามาตรฐาน โดยสรุปแล๎วสารสกัดพรมมิ มีผลยับยั้งการท างานของ 
CYP1A2, CYP2C, CYP2E1 และ CYP3A ได๎ต่ าโดยดูจากคํา IC50 ที่มีคําคํอนข๎างสูงและไมํมีผลในเหน่ียวน า
การแสดงออกและการท างานของ CYP ในเซลล์ตับเพาะเลี้ยงของหนู ผลดังกลําวจึงสามารถประเมินได๎วํามี
โอกาสน๎อยที่สารสกัดพรมมิในขนาดปกติจะกํอให๎เกิดอันตรกิริยากับยาแผนปัจจุบันที่อาศัยเอนไซม์
ดังกลําวในการเปลี่ยนแปลงเพื่อการขจัดออกจากรํางกาย 
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ภาคผนวก ก 

การปั่นแยก microsomes จากตับ 
  เตรียม liver subcellular fraction จากชิ้นตับโดยใช๎เทคนิคปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง (Ultra-
centrifugation) ล๎างชิ้นตับด๎วย Normal saline จากนั้นท าการปั่นชิ้นตับด๎วยเคร่ืองบด ในสารละลาย 
homogenizing bufferโดยใช๎สารละลาย 3 mL ตํอตับ 1 g น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 9,000 g ที่ 4 องศา
เซลเซียส นาน 20 นาที เก็บสํวนที่เป็นสารละลายเพื่อน าไปปั่นเหวี่ยงตํอที่ความเร็ว 100,000 g ที่  4 องศา
เซลเซียส นาน 1 ชั่วโมงจนได๎ microsomal pellets จากนั้นละลายในสารละลาย sucrose (0.5 M) เก็บที่
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส หาปริมาณโปรตีนทั้งของ rat liver microsomes และ pool human liver 
microsomes โดยใช๎วิธีของ Pierce เทียบปริมาณโปรตีนกับ bovine serum albumin ที่ความเข๎มข๎น 0.1-2 
mg/mL น าไปวัดคําการดูดกลืนแสงที่      595 นาโนเมตร ด๎วยเคร่ือง Spectrophotometer 

ความเข๎มข๎น (mg/mL) คําการดูดกลืนแสงเฉลี่ย (n=2) 
0 0.073 

0.1 0.147 
0.2 0.208 
0.3 0.265 
0.4 0.308 
0.5 0.368 
1 0.609 
2 1.173 
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การวัดการท างานของเอนไซม์ไซโตโครม P450 ในตับ 
ท าการวัดการท างานของเอนไซม์ไซโตโครม P450 (isoform 1A, 2C, 2E และ 3A) ใน rat liver 

microsomes และ pool human liver microsomes โดย incubate รํวมกับสารสกัดพรมมิที่ความเข๎มข๎นตํางๆ 
เทียบกับ control (เติมเฉพาะสารละลายที่ใช๎ในการละลาย crude extract ของพรมมิ) เทคนิคการวิเคราะห์ดู
รายละเอียดในภาคผนวก ข.) 
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ภาคผนวก ข 
การวิเคราะห์การท างานของเอนไซม์ 

Cytochrome P450 ในตับ 
 

CYP1A2 Ethoxyresorufin O-deethylase (EROD) 
Burke และคณะ1 (ปีค.ศ. 1985) แสดงให๎เห็นวํา อนุพันธ์ของสาร alkylphenoxazone เชํน 7-

ethoxyresorufin เป็นสารต้ังต๎นที่จ าเพาะเจาะจงกับไซโตโครม P450 1A ได๎ผลิตภัณฑ์เป็น resorufin ที่
สามารถวิเคราะห์หาปริมาณได๎โดยตรง โดยวิธี Fluorimetric ซึ่งสารผลิตภัณฑ์นี้สามารถดูดซับคลื่นความยาว
แสงที่ 530 นาโนเมตร และกระจายแสงที่ความยาวคลื่นสูงกวํา คือ 580 นาโนเมตร   
ปฏิกิริยาการเปลี่ยน 7-ethoxyresorufin โดย ไซโตโครม P450 1A ได๎ผลิตภัณฑ์เป็น resorufin ตามแสดง 
 

 
สารเคมี (Reagents) 
0.1M Tris buffer pH 7.8 (in water bath at 37ºC) 
0.53mM 7-Ethoxyresorufin (253µg/2mL DMSO) 
50µM NADPH (41.7mg/mL) 
0.1mM Resorufin 
เครื่องมือ (Instrument) 
Multilabel plate reader ยี่ห๎อ Perkin Elmer รํุน Enspire 
วิธีการทดลอง (Method)  
เตรียมสารละลายที่มีสํวนผสมดังตํอไปนี้ (ปริมาตร ตํอ 1 well plate) 
100 มิลลิโมล tris buffer, pH 7.6                65 ไมโครลิตร 
Liver microsome (ความเข๎มข๎น 2 มิลลิกรัมตํอมิลลิลิตร)  10 ไมโครลิตร 
7-Ethoxyresorufin  (ความเข๎มข๎น 130 ไมโครโมล)               5 ไมโครลิตร 
 

เร่ิมต๎นปฏิกิริยาโดยการเติมสารละลาย NADPH ความเข๎มข๎น 10 มิลลิโมล จากนั้น incubate ใน 
shake incubator ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที หยุดปฏิกิริยาด๎วยการเติม Methanol แชํเย็น
ปริมาตร   50 ไมโครลิตร วัดคําการดูดกลืนแสงที่ Excitation  wavelength 530 นาโนเมตร และ Emission 
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wavelength 580 นาโนเมตร หาปริมาณ resorufin ที่ได๎จากปฏิกิริยาเทียบกับเส๎นกราฟมาตรฐาน น าไป
ค านวณความสามารถในการเปลี่ยนสารต้ังต๎นของ ไซโตโครม P450 1A2 (enzyme activity) ในหนํวย 
pmol/min/mg protein เปรียบเทียบระหวํางกลุํมควบคุมกับกลุํมที่เติมสารสกัดผลไม๎ หรือ สารยับยั้งมาตรฐาน 
(reference inhibitor) 

 
CYP2C Tolbutamide hydroxylase 

ปฏิกิริยา Tolbutamide Hydroxylation เป็นการวัดการท างานของ ไซโตโครม P450 2C อ๎างอิงตาม
วิธีการของ Relling2 และคณะ (ค.ศ. 1990) ดังสมการ  

 
ท าการ incubate liver microsome (0.2 มิลลิกรัมโปรตีน) กับสารต้ังต๎น คือ Tolbutamide ความ

เข๎มข๎น 250 มิลลิโมล ในสารละลาย Phosphate buffer pH 7.4 ที่มี MgCl2 และ EDTA อยูํ ปริมาตรรวม                  
200 ไมโครลิตร เร่ิมต๎นปฏิกิริยาด๎วยการเติม NADPH 25 ไมโครลิตร incubate ที่ 37 องศาเซลเซียส นาน     
30 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยเติม Acetonitrile แชํเย็น 125 ไมโครลิตร ตกตะกอนโปรตีนโดยการปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็วสูง 8000 รอบตํอนาที นาน 5 นาที จากนั้นน าสารละลายใสํ วัดหาปริมาณ 4-hydroxy Tolbutamide 
เทียบกับเส๎นกราฟมาตรฐาน ค านวณหาความสามารถของการเปลี่ยนสารต้ังต๎น (enzyme activity) โดยมี
หนํวยเป็น pmol/min/mg protein   

CYP2E1 p-nitrophenol hydroxylase  
 การวัดการท างานของเอนไซม์ Cytochrome P450 2E1 ท าได๎โดยวัดจากปฏิกิริยา Hydroxylation 
ของสารต้ังต๎น คือ para-nitrophenol โดยอาศัยเอนไซม์ Cytochrome 2E1 ในตับ และ co-factors คือ NADPH 
(Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate reduced form) ได๎ผลิตภัณฑ์ คือ 4 – nitrocatechol ดังแสดง  
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 ผลิตภัณฑ์ที่ได๎ ( 4–nitrocatechol) ในสภาวะสารละลายเป็นดําง สามารถวัดการดูดกลืนแสงได๎ที่คํา
ความยาวคลื่น 536 นาโนเมตร 
สารเคมี (Reagents) 

0.2M Potassium phosphate buffer, pH 6.8 
1mM Ascorbate (17.6mg/100mL) 
1mM p-nitrophenol (13.9mg/100mL) 
0.5mM nitrocatechol (7.8mg/100mL) 
10mM NADPH (8mg/ml in 1% NaHCO3) 
10M NaOH 
0.6N ice-cold perchloric acid  

วิธีการทดลอง (Method) 
ปฏิกิริยา Hydroxylation ของ p-nitrophenol อ๎างอิงตามวิธีของ Allis และ Robinson (ปีค.ศ. 1994) 3 

โดยเปลี่ยนแปลงบางรายละเอียด สารละลายมาตรฐาน ( Standard solution) และสารละลายตัวอยําง ( Sample 
solutions) ท าการทดลองใน potassium phosphate buffer ความเข๎มข๎น 0.2 โมลาร์ ความเป็นกรด-ดําง 6.8, 
สารต้ังต๎น p-nitrophenol และ ascorbic acid ความเข๎มข๎น 1 มิลลิโมลาร์ โดยทั้งหมดมีปริมาตรรวม                
1 มิลลิลิตร อุํนสารละลายใน water bath ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที รํวมกับ liver microsomal 
protein ความเข๎มข๎น 2 mg/mL จากนั้นเติมสารละลาย NADPH ความเข๎มข๎น 10 มิลลิโมลาร์ เพื่อเร่ิมต๎น
ปฏิกิริยาใน water bath อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยเติมกรด perchloric แชํเย็น
ที่มีความเข๎มข๎น 0.6 โมลาร์ ในปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร ที่สภาวะกรด สีของสารละลายจะหายไป จากนั้น
ตกตะกอนโปรตีนโดยเคร่ืองปั่นเหว่ียงที่ 3000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดสารละลายใส 1 มิลลิลิตร 
เติมสารละลาย NaOH เข๎มข๎น 10 โมลลาร์ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร วัดการดูดกลืนแสงที่ 536 นาโนเมตร เทียบ
กับสารละลายมาตรฐานของ 4–nitrocatechol  ค านวณ enzyme activity แสดงคําเป็น pmol ของ                   
4–nitrocatechol ตํอนาทีตํอมิลลิกรัม microsomal protein (pmol/mg/min) Ascorbate ที่เติมลงในปฏิกิริยาเพื่อ
ป้องกันไมํให๎ p-nitrophenol เปลี่ยนเป็น quinine 

 
 
 
 
 
 
 



 

โครงการยํอยที่ 4 4-23 
 

4–nitrocatechol (pmol/tube) ค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ย (n=2) 
50 0.3633 
25 0.2086 
10 0.1078 
5 0.0758 

2.5 0.0536 
0 0.0386 

   

y = 0.0065x + 0.041

R2 = 0.9992
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4–nitrocatechol (pmol/tube) 

 
CYP3A testosterone 6-hydroxylase assay  

ปฏิกิริยา Testosterone 6 β – Hydroxylation เป็นการวัดการท างานของ ไซโตโครม P450 3A อ๎างอิง
ตามวิธีการของ Pearce และคณะ4 (ค.ศ. 1996) ดังสมการ  

 
ท าการ incubate liver microsome (0.2 มิลลิกรัมโปรตีน) กับสารต้ังต๎น คือ Testosterone ความ

เข๎มข๎น 250 มิลลิโมล ในสารละลาย Phosphate buffer pH 7.4 ที่มี MgCl2 และ EDTA อยูํ ปริมาตรรวม                  
200 ไมโครลิตร เร่ิมต๎นปฏิกิริยาด๎วยการเติม NADPH 25 ไมโครลิตร incubate ที่ 37 องศาเซลเซียส นาน       
8 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยเติม Acetonitrile แชํเย็น 125 ไมโครลิตร ตกตะกอนโปรตีนโดยการปั่นเหวี่ยงที่
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ความเร็วสูง 8000 รอบตํอนาที นาน 5 นาที จากนั้นน าสารละลายใสํ วัดหาปริมาณ 6-β hydroxyTestosterone 
เทียบกับเส๎นกราฟมาตรฐาน ค านวณหาความสามารถของการเปลี่ยนสารต้ังต๎น (enzyme activity) โดยมี
หนํวยเป็น pmol/min/mg protein   
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ตารางท่ี 4-5 แสดงตัวอยํางผลการทดสอบวิธีการวิเคราะห์ (method validation) โดยใช๎เคร่ือง HPLC (High 
Performance Liquid Chromatography) ในการวัดการท างานของเอนไซม์ไซโตโครม P450 3A 

Accuracy and precision study of 6β-testosterone hydroxylase assay 

 
Calculated amountb Accuracy (%)c Precision (%)d 

Intra-day (n=4)    

Calibration standardsa    
75 67.13±5.83 -10.49 8.68 
150 137.70±13.65 -8.20 9.92 
300 311.50±14.73 3.83 4.73 
600 548.65±26.00 -8.56 4.74 
1500 1526.86±36.34 1.79 2.38 
3000 2974.40±76.52 -0.85 2.57 
 
Quality control samplesa 

   

200 207.95±24.62 3.98 11.84 
500 523.55±32.72 4.71 6.25 
2000 2065.21±58.91 3.26 2.85 
 
Inter-day (n=4) 

   

Calibration standardsa    
75 72.99±8.34 -2.67 11.43 
150 143.35±12.23 -4.43 8.53 
300 320.37±28.69 6.79 8.95 

600 556.39±24.27 -7.27 4.36 
1500 1490.35±35.65 -0.64 2.39 

3000 3019.82±15.08 0.66 0.50 
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ตารางท่ี 4-5 (ตํอ) 
 Calculated amountb Accuracy (%)c Precision (%)d 

Quality control samplesa    

200 188.33±18.51 -5.83 9.83 
500 493.29±27.94 -1.34 5.66 
2000 2005.61±41.06 0.28 2.05 
a Amounts of 6β-hydroxytestosterone added per 0.5 ml sample in pmol. 
b Mean±SD in pmol. 

c Defined as: [(measured conc.-target conc.) / target conc.]x100%. 

d Assessed by expressing the standard deviation of the measurement as a percentage of the mean value. 
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ภาคผนวก ค 

การวิเคราะห์การท างานของเอนไซม์ CYPs 
ในเซลล์ตับเพาะเลี้ยง (Primary hepatocyte culture) 

การทดสอบการเกิดอันตรกิริยาของสารสกัดพรมมิในเซลล์ตับเพาะเลี้ยงของหนู 

-  การแยกเซลล์ตับหนูและเพาะเลี้ยงเซลล์ 

ท าการดมยาสลบหนูขาวสายพันธุ์ Wistar เพศผู๎ อายุ 8 สัปดาห์ ผําตัดเพื่อเปิดหน๎าท๎อง จากนั้นท า
การ cannulate ผําน hepatic vein ท าการ clamp จากนั้น pump perfusion buffer (ประกอบด๎วย EGTA, NaCl, 
KCl, Na2HPO4, HEPES) ที่ ความเร็ว 20 มิลลิลิตรตํอนาที  ขณะเปิด pump on ท าการตัดเส๎นเลือด superior 
vena cava เพื่อให๎สารละลายที่ผํานตับไหลออก จากนั้นแยกเซลล์โดยใช๎การ perfuse เอนไซม์ collagenase ที่ 
37 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที ตัดชิ้นตับที่ยํอยแล๎วด๎วยกรรไกร ชะด๎วยสารละลาย HBSS ท าการกรองเพื่อ
คัดแยกเฉพาะ hepatocyte suspension ด๎วยตะแกรงขนาด 400-500, และ 100 ไมครอน น าเซลล์ที่ได๎ปั่น
เหวี่ยงที่ความเร็ว 100 g, 25 องศาเซลเซียส เพื่อตกตะกอนเซลล์ตับ เจือจางเซลล์ตับด๎วย Williams’E culture 
medium ที่มีสํวนผสมของ fetal calf serum 10%, insulin 4 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร, dexamethasone             
1 ไมโครโมล และ Penicilling 100 ยูนิตตํอมิลลิลิตร Streptomyan 100 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร ใช๎เซลล์ตับ
ย๎อมสีด๎วย tryptan blue เพื่อนับจ านวน หา % viability โดยต๎องมีคํามากกวํา 80%  ถ๎า % viability น๎อยกวํา 
80% ท าการแยกเซลล์ตับที่ตายออก (ย๎อมติดสี tryptan blue) โดยใช๎ใน 90% Percoll แล๎วปั่นเหวี่ยงที่ 50 g 
นาน 20 นาที น าเซลล์ตับหนูที่แยกได๎ไปเพาะเลี้ยงใน collagen-coat plate ขนาด 24 หลุมๆละ 500,000 เซลล์ 
เพื่อทดสอบการท างานของเอนไซม์ CYPs และเพาะเลี้ยงใน plate ขนาด 6 หลุมๆละ 1.5 ล๎านเซลล์ เพื่อวัด
การแสดงออกของ CYPs mRNA น า plate เข๎าต๎ู incubator ที่ควบคุมความชื้นและปริมาณอากาศตํอก๏าซ
คาร์บอนไดออกไซด์เทํากับ 95% ตํอ 5% ตามล าดับ นาน 4 ชั่วโมง เพื่อให๎เซลล์ยึดเกาะกับ plate เป็นแบบ
ชั้นเดียว (monolayer culture) จากนั้นเปลี่ยนสารเลี้ยงเชื้อ Williams’E culture medium เป็นแบบไมํมี fetal 
calf serum โดยลดปริมาณ dexamethasone เหลือ 0.1 ไมโครโมล 
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น า freshly rat hepatocytes ที่แยกได๎ใสํลงใน plate ขนาด 96 หลุมเพื่อท าการวัดประเมินความเป็น
พิษตํอเซลล์ของสารสกัดพรมมิ (Cytotoxicity assay) ที่ความเข๎มข๎นตั้งแตํ 0-100 µM หรือ 0-90 µg/mL นาน 
72 ชั่วโมง จากนั้นท าการนับเซลล์ที่มีชีวิต (cellular viability)โดยวิธี MTT test โดยเติมสารละลาย MTT     
10มิลลิกรัมตํอมิลลิลิตร 10 ไมโครลิตรตํอหลุม incubate ที่ 37 องศาเซลเซียสนาน 3 ชั่วโมง ท าการคว่ า plate 
เพื่อก าจัดสารละลาย MTT เติม DMSO 100 ไมโครลิตรตํอหลุม เขยําเบาๆ น าไปวัดคําการดูดกลืนแสงที่    
595นาโนเมตร ด๎วยเคร่ือง Spectrophotometer ค านวณหา % cell viability ตามสูตร 

% Viability = OD of test compound treated cells – OD blank x 100 
     OD of control treated cells 
 

ท าการทดสอบผลของสารสกัดพรมมิตํอการท างานของเอนไซม์ cytochrome P450 โดยการละลาย
สารสกัดพรมมิ หรือสารเหนี่ยวน ามาตรฐาน ( positive CYP inducers) เชํน β-naphthoflaven                     
(50 ไมโครกรัม) dexamethasone (50 ไมโครกรัม) ลงใน Williams’E culture medium โดยให๎มีปริมาณตัวท า
ละลาย dimethylsulfoxide เทํากับ 0.1% ท าการเปลี่ยนสารเลี้ยงเชื้อทุกวันจนครบ 3 วัน (72 ชั่วโมง) 

-  การวัดการท างานของเอนไซม์ 

 ท าการ incubate สารต้ังต๎นในแตํละปฏิกิริยา เพื่อวัดการท างานของเอนไซม์ CYP เชํน testosterone 
ส าหรับ CYP3A, tolbutamide ส าหรับ CYP2C และ  7-Ethoxyresorufin ส าหรับ CYP1A2 เป็นต๎น โดยใน 
cell monolayer ของ plate ขนาด 24 หลุม ล๎างด๎วย phosphate buffer saline 2 ครั้ง ทิ้งไว๎นาน 5 นาที เพื่อ
ก าจัดสารเหนี่ยวน ามาตรฐาน หรือสารสกัดพรมมิ ท าการ incubate สารต้ังต๎นใน Williams’E culture 
medium ที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 30-60 นาที แล๎วแตํปฏิกิริยา ท าการหยุดปฏิกิริยาโดยการเติม Methanol 
แชํเย็น จากนั้น ดูดเอาสํวนของสารละลายไปปั่นเหวี่ยงที่ 1500 g 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จากนั้นน า
สํวนสารละลายใสไปวิเคราะห์หาปริมาณผลิตภัณฑ์ (metabolite) ที่ได๎จากปฏิกิริยา ตามภาคผนวก ข  
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-  การวัดการแสดงออกของ CYP mRNA โดย RT-PCR  

 หลังการ incubate เซลล์นาน 72 ชั่วโมง ด๎วยสารสกัดหรือสารเหนี่ยวน ามาตรฐาน ใน plate ขนาด   
6 หลุม ท าการยํอยเซลล์ตับด๎วยสารละลาย trizol ปริมาณ 500 ไมโครลิตรตํอหลุม ท าการสกัดแยก total 
RNA แล๎ววัดปริมาณ RNA โดยวิธี Spectrophotometry ที่ 260 นาโนเมตรและ 280 นาโนเมตร ท าการ
สังเคราะห์ cDNA โดยใช๎ total RNA 1 ไมโครกรัม และ iScript kit (บริษัท Biorad) ที่ 42 องศาเซลเซียส 
นาน 30 นาที ใช๎ cDNA 5 ไมโครลิตรในปฏิกิริยา real-time PCR amplification โดยใช๎สารละลาย SYBR 
Green kit (บริษัท Biorad) ดังโปรแกรมตํอไปนี้ ขั้นตอน denature ที่ 95 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที และท า 
PCR ทั้งสิ้น 40 รอบ ( denature 95 องศาเซลเซียส 10 วินาท,ี annealing ที่ 58 องศาเซลเซียส 1 นาที) ท าการ
วัดคุณภาพของ PCR product โดย monitor ที่ fusion step ในตอนสิ้นสุดปฏิกิริยา rat sense และ reverse 
primers ดังแสดง 

5  -GACCAGGAACTATGGGGTGATCC-3  
5  -CTCCAG TCGGCCAATGGTCT-3   rat CYP1A2 
5 -AATCATTGGAAACACCCTTCAGA-3   
5  -AAGGGCTTCATGCCCAAATAC3     rat CYP2C11 
5  -GGGACTACCTCCATTTGTTTCTGG-3  
5  -CCCCTGGGGATTTTTAAAGAAGTG-3    rat CYP3A1 
5  -TATCGGCAATGAGCGGTTCC-3   
5  -GCCTGGGTACATGGTGGTG-3    rat actin 

วัดการแสดงออกของ mRNA CYPs โดยดูคํา Ct (cycle threshold) หมายถึงจ านวนรอบของการ
สังเคราะห์เพื่อท าให๎สามารถวัดสัญญาณ fluorescent ได๎ คํา Ct เป็นคําตรงกันข๎ามกับปริมาณ nucleic acid  
ในตัวอยําง (เชํน คํา Ct ต่ า หมายถึงปริมาณ nucleic acid ในตัวอยํางมีคําสูง). คํา Ct ของ housekeeping genes 
(ในที่นี้ใช๎ actin) ใช๎เป็น positive control เพื่อวัดปริมาณ PCR. คํา Fold change ค านวณจากคํา Ct จากกลุํม 
treatment cell เทียบกับกลุํมควบคุม (Control) แสดงดังสูตร โดยคํา E คือ efficiency ของ qPCR 
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บทคัดย่อ 

 พรมมิ(Bacopa monnieri (L.) Wettst. Scrophulareaceae family) เป็นพืชที่มีการใช๎ทางการแพทย์
อายุรเวทของอินเดียมาเป็นระยะเวลานาน โดยเฉพาะในด๎านการบ ารุงความจ าและสมอง ทั้งนี้มีการศึกษา
หลายการศึกษาเกี่ยวกับพรมมิ ไมํวําจะเป็นฤทธิ์ทางการรักษาโรค หรือ สารส าคัญในพรมมิ ซึ่งได๎แกํสาร
กลุํมซาโปนินไกลโคไซด์ ประกอบด๎วย jujubogenin และ pseudojujubogenin แตํอยํางไรก็ตามยังไมํมี
การศึกษาเกี่ยวกับการเมตาบอลิสมของสารส าคัญในพืชชนิดน้ี   

 ในการศึกษาครั้งน้ีผู๎วิจัยและคณะได๎ท าการศึกษาการเมตาบอลิสมของสาร  Bacopaside I หนึ่งใน
สารกลุํม pseudojujubogenin glycosides ในหนูสายพันธุ์  wistar ภายหลังการบริหารสารดังกลําวโดยการ
ป้อนและการฉีดเข๎าทางหลอดเลือดด าในปริมาณ 10 มก./กก. ของน้ าหนักตัวของหนูทดลอง โดยการ
วิเคราะห์ปริมาณสารBacopaside I ในตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระที่เก็บ ณ เวลา 12, 24, 36 และ 48 ชั่วโมง
หลังการบริหารยา ด๎วยเทคนิคทางภูมิคุ๎มกันวิทยา (an on-membrane analysis) 

 ผลการศึกษาพบวําสามารถตรวจพบสาร Bacopaside I ในตัวอยํางอุจจาระของหนูกลุํมที่ได๎รับสาร 
Bacopaside I โดยการป้อน สํวนในหนูกลุํมที่ได๎รับสารทางหลอดเลือดด าพบวําสามารถตรวจพบสาร
ดังกลําวได๎ทั้งในตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระ โดยปริมาณของ  Bacopaside I ที่ตรวจพบไมํมีความสัมพันธ์
กับระยะเวลาหลังการบริหารสาร  และปริมาณที่ตรวจพบในตัวอยํางอุจจาระของหนูทดลองที่ได๎รับสารโดย
การป้อนมีปริมาณมากกวําที่ตรวจพบในอุจจาระของหนูที่ได๎รับสารโดยการบริหารทางหลอดเลือดด า  
นอกจากนี้ผลการวิเคราะห์ด๎วยวิธี on membrane analysis ยังตรวจพบสารอ่ืนนอกจากสาร Bacopaside I ใน
ตัวอยํางอุจจาระของหนูกลุํมที่ได๎รับสารโดยการป้อนด๎วย 
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Abstract 

 Brahmi (Bacopa monnieri (L.) Wettst. Scrophulareaceae family) is used in Ayurvedic medicine 
for long times, especially for memory enhancement and neuropretective effect. Its pharmacological effects 
and chemical constituents i.e. jujubogenin and pseudojujubogenin saponin glycosides have been studied 
extensively. However, up to now, no metabolism study of these compounds is available.  

 In this experiment, we studied on the metabolism of Bacopaside I, one of pseudojujubogenin type 
glycosides, in wistar rats after oral and intravenous administration at the dose of 10 mg/kg body weight. 
An immunoassay technique, ‘on-membrane analysis‛; was used to analyze for Bacopaside I and its 
metabolites in urine and feces samples collected after dosing at 12, 24, 36 and 48 h. 

 From rats taking bacopaside I orally, Bacopaside I was found only in feces while this compound 
could be detected in both urine and feces samples from rats taking intravenous administration. In addition, 
the results from quantitative analysis of Bacopaside I in the samples showed that amount of Bacopaside I 
did not depend on time. Higher level of Bacopaside I was detected in feces samples after oral 
administration comparing to intravenous administration. In addition, on membrane analysis showed that 
there was an unknown compound with the related structure to Bacopaside I in feces sample collected from 
rat after oral administration. 
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บทที่ 1 
บทน าและการทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

 
1.1  ความส าคัญ ที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย และการทบทวนวรรณกรรมที่เก่ียวข้อง 

เน่ืองด๎วยในปัจจุบันมีการน าสมุนไพรมาใช๎แก๎ปัญหาสุขภาพในทางการแพทย์มากขึ้น รวมไปถึงใน
ด๎านการสํงเสริมสุขภาพ พรมมิเป็นสมุนไพรที่มีการใช๎มากในการแพทย์อายุรเวทของอินเดีย  การศึกษา
หลายการศึกษาพบวําพืชดังกลําวมีฤทธิ์ในทางเภสัชวิทยา เชํน เพิ่มความจ า บ ารุงสมอง  ลดการอักเสบ เป็น
ต๎น1-6 ในปัจจุบันจึงมีการน าพรมมิมาใช๎มากขึ้น จากการศึกษาของ ดร.วธูและคณะ ได๎ท าการควบคุม
มาตรฐานของพรมมิ โดยตรวจวัดระดับสารกลุํม ซาโปนินไกลโคไซด์ อันได๎แกํ jujubogenin และ 
pseudojujubogenin glycosides โดยสารส าคัญในกลุํม jujubogenin glycosides ได๎แกํ  Bacoside A3, 
BacopasideII, Bacopasaponin C, และสารในกลุํม pseudojujubogenin glycosides ได๎แกํ Bacopaside I, และ 
Bacopaside X7 

อยํางไรก็ตาม การศึกษาที่ผํานมาเป็นการศึกษาเกี่ยวกับสารส าคัญและฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของ
พรมมิ แตํทั้งนี้ยังไมํมีการศึกษาวํา เมื่อให๎พรมมิเข๎าสูํรํางกายแล๎ว สารที่ออกฤทธิ์และให๎ผลทางเภสัชวิทยา
เหลํานั้นคือสารใด และเกิดจากกระบวนการเปลี่ยนแปลงใดในรํางกาย  

จากการทบทวนวรรณกรรมของสารในกลุํมเดียวกันนี้ พบวําสํวนใหญํได๎แกํ สารกลุํม ginsenoside 
ซึ่งเป็นสารส าคัญที่พบได๎ในโสม พืชที่ได๎รับความนิยมเป็นอันดับหน่ึงในสหรัฐอเมริกา การศึกษาเหลํานั้น
เป็นการศึกษาเพื่อท านายกระบวนการเมตาบอลิสมและหาสารเมตาบอไลท์ที่เกิดจาก ginsenosides  โดย
วิเคราะห์จากตัวอยํางอุจจาระและปัสสาวะที่เก็บได๎ ณ เวลาตํางๆ หลังการให๎สารเหลํานั้นแกํหนูทดลอง ทั้ง
ทางหลอดเลือดด าและทางปาก 8-15  ผลการทดลองพบวํา กระบวนการเมตาบอลิสมหลักได๎แกํ กระบวนการ 
deglycosylation และ oxygenation การศึกษาเหลํานี้ตํางอภิปรายผลการศึกษาไปในแนวทางเดียวกันวําความ
คงตัวในระบบทางเดินอาหารของสารกลุํมนี้ไมํดีนัก โดยมีผลการทดลองในหลอดทดลอง( in vitro)ยืนยัน
สมมติฐานดังกลําวด๎วย   และจากการศึกษาฤทธิ์ของสารซาโปนินจากพรมมิในการต๎านอาการซึมเศร๎าโดย 
Yun Zhou และคณะ 4 พบวํา Bacopaside I เป็นหนึ่งในสารที่แสดงผลดังกลําว ผู๎ท าการวิจัยจึงใช๎สาร  
Bacopaside I ในการศึกษาครั้งน้ี 

 การศึกษานี้ท าขึ้นเพื่อศึกษาการเมตาบอลิสมของสาร Bacopaside I หลังจากการรับประทานและ
การบริหารทางหลอดเลือดด า ท าการทดลองในหนูทดลองสายพันธุ์ wistar โดยขนาดอ๎างอิงของสาร 
Bacopaside I ที่ใช๎ในการทดลองนี้ ได๎จากขนาดของสารซาโปนินทั้ง 5 ชนิด (Bacopaside I, Bacopaside II, 
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Bacoside A3, Bacopaside X และ Bacopasaponin C) ในสารสกัดซาโปนินสูงที่ใช๎ในการศึกษากํอนหน๎า 
แล๎วตรวจพบสารซาโปนินในตัวอยํางอุจจาระ  

 
Jujubogenins      Pseudojujubogenins 

Jujubogenins 
                                                                        R 

Bacoside A3  -L-arabinofuranosyl(12)-[-D-glucopyranosyl-(13)]--D-glucopyranosyl 
Bacopasaponin X -L-arabinofuranosyl(12)-[-D-glucopyranosyl-(13)]--L-arabinopyranosyl 

 
Pseudojujubogenins 

                                                                         R 

Bacopasaponin C -L-arabinofuranosyl(12)-[-D-glucopyranosyl-(13)]--L-arabinopyranosyl 
Bacopaside I -L-arabinofuranosyl(12)-[6-O-sulfonyl--D-glucopyranosyl-(13)]--L-

arabinopyranosyl 
Bacopaside II -L-arabinofuranosyl(12)-[-D-glucopyranosyl-(13)]--D-glucopyranosyl 

 

รูปท่ี 5-1 โครงสร๎างของสารกลุํม jujubogenin glycosides และ pseudojujubogenin glycosides ที่พบใน
พรมมิ 

1.2 วัตถุประสงค ์
1. เพื่อตรวจสอบวิธีวิเคราะห์สาร Bacopaside I โดยวิธี on membrane analysis โดยใช๎ polyclonal 

antibody ตํอสาร Bacopaside I  

2. เพื่อวิเคราะห์สาร Bacopaside I และสารเมตาบอไลท์ในตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระของหนู
ทดลองที่ได๎รับสาร Bacopaside I โดยการป้อนและการฉีดเข๎าทางหลอดเลือดด าโดยวิธี on 
membrane analysis โดยใช๎ polyclonal antibody ตํอสาร Bacopaside I  
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1.3   ขอบเขตของการวิจัย   
ผู๎วิจัยจะท าการศึกษาการเมตาบอลิสมของสารซาโปนิน Bacopaside I ในหนูทดลอง เมื่อให๎

รับประทานหรือให๎ทางหลอดเลือดด า ในขนาด 10 mg/kg เก็บตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระของหนูทดลอง
ที่เวลา 12, 24, 36 และ 48 ชั่วโมง มาวิเคราะห์ด๎วยวิธีทางภูมิคุ๎มกันวิทยา( an on membrane analysis) โดยใช๎
polyclonal antibody ตํอสาร Bacopaside I  

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ และหน่วยงานที่น าผลการวิจัยไปใช้ประโยชน ์
เพื่อให๎ทราบแนวทางการเมตาบอลิสมของสาร Bacopaside I รวมไปถึงในสํวนของการดูดซึม ใน

ระบบทางเดินอาหาร หรือคําชีวประโยชน์ของสาร Bacopasie I ทั้งนี้ข๎อมูลดังกลําวจะสามารถน าไปอธิบาย
สารออกฤทธิ์ ( active form) กระบวนการเมตาบอลิสม รวมทั้งความแตกตํางระหวํางการบริหารสารน้ีหรือ
สารสกัดพรมมิอ่ืนๆ ทางหลอดเลือดด าและการรับประทาน 
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บทที่ 2 
ระเบียบวิธีการวิจัย 

สัตว์ทดลองและสารเคมี 
Bacopaside I  

- บริษัท  Chromadex  ประเทศสหรัฐอเมริกา  
- บริษัท PhytoLab GmbH& Co. ประเทศเยอรมันนี  
- ได๎รับอนุเคราะห์จาก Dr. Frederic Muyard   University of Franche-Comté ประเทศฝร่ังเศส  

Polyclonal antibody ต่อสาร Bacopaside I  
- ได๎รับอนุเคราะห์จาก ดร. วธู  พรมพิทยารัตน์ 

หนูสายพันธุ์วิสตาร์  
- บริษัท Janvier ประเทศฝร่ังเศส 

วิธีการทดลอง 
ผู๎วิจัยได๎จัดซื้อสารมาตรฐาน Bacopaside I จากบริษัท Chromadex แตํพบวํา ทางบริษัทมีปัญหาสาร

ขาด stock คณะผู๎วิจัยจึงได๎รํวมมือการท าวิจัยกับ Dr. Frederic Muyard จาก University of Franche-Comté 
ประเทศฝร่ังเศส ในการแยกสาร Bacopaside I จากสารสกัดพรมมิ ด๎วยเทคนิคทาง Centrifugal Partition 
Chromatography (CPC) เพื่อให๎ได๎สารปริมาณที่พอเพียงในการท าวิจัย  

วิธีทดลองเพื่อแยกสาร Bacopaside I 
การแยกสารโดย CPC 
ใช๎ CPC condition ดังตํอไปนี้ 
Mobile phase: Chloroform: Methanol: i-Buthanol: water (7:6:3:4) 
Sample: Enriched saponin extract ของพรมมิ 294.3 mg 
Mode: ascending 
CPC condition 

Tubes Flow rate 
(ml/min) 

Rotation speed 
(str/min) 

Min/tube 

[1-5] 8 1200 3 
[6-8] 8 1200 2 

[9-26] 8 1300 1 
[27-50] 8 1400 1 
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การวิเคราะห์สารโดย HPLC 
เคร่ือง HPLC ผลิตโดย Shimatzu ประกอบด๎วย Pump: LC-20AT, Detector: SPD-20A, Injector: 20 µL 
ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 205 nm 
คอลัมน์ RP-18 column (150 mm x 4.6 mm, particle size 5 µm) 
Mobile phase: 0.2 % O-phosphoric acid: acetonitrile (65:35% v/v) pH 3.0 โดย ปรับ pH ด๎วย 5M NaOH  
Flow rate: 1.0 ml/min 

การศึกษาเมตาบอลิสมของสาร Bacopaside I ในหนูสายพันธ์ุวิสตาร์ 

1. การศึกษาเมตาบอลิสมของสาร Bacopaside Iหลังการบริหารโดยการป้อนในหนูสายพันธุ์วิสตาร์ 

วิธีการทดลอง 
การค านวณปริมาณสารที่จะให้แก่หนูทดลอง 
ค านวณจากการศึกษาทางเมตาบอลิสมครั้งกํอนหน๎า (Preliminary study) 
ปริมาณสาร Bacopaside Iที่ป้อนแกํหนูเทียบเทํากับปริมาณสารซาโปนินไกลโคไซด์ 5 ชนิดในสารสกัดซา
โปนินสูงของพรมมิ ที่ป้อนแกํหนูทดลองในกลุํมที่ได๎รับสารดังกลําวในขนาดสูง ในการศึกษากํอนหน๎า   
(10 มก./กก. ของสารซาโปนินไกลโคไซด์) ซึ่งเป็นขนาดรับประทานที่พบวําสามารถตรวจพบได๎ในอุจจาระ
ของหนู 

ดังนั้น จึงใช๎สาร Bacopaside I 10 มก. ตํอ น้ าหนักตัวหนู 1กก. 
กลุ่มของสัตว์ทดลอง 

- กลุํมควบคุม จ านวน  3 ตัว 
- กลุํมทดลอง จ านวน  3 ตัว 

1. แบํงหนูสายพันธุ์วิสตาร์จ านวน  6 ตัว ออกเป็นกลุํมควบคุมและกลุํมทดลองจ านวนกลุํมละ  3 ตัว 
2. แยกหนูแตํละตัวในกรงส าหรับศึกษาการเมตาบอลิสมกํอนท าการศึกษาเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ใน    

12-12 ชั่วโมง  light-dark cycle 
3. งดให๎อาหารแกํหนูเป็นเวลา 12 ชั่วโมง กํอนการป้อนสาร Bacopaside Iแกํหนู 
4. ป้อนสารละลายของ Bacopaside Iใน DI water ขนาด 10 มก./กก. ของน้ าหนักตัว แกํหนูกลุํม

ทดลอง และ DI water แกํหนูกลุํมควบคุมในปริมาตรตํอน้ าหนักตัวที่เทํากัน 
5. เก็บปัสสาวะและอุจจาระหลังการป้อนสารที่เวลา 12, 24, 36 และ 48 ชั่วโมง พร๎อมทั้งบันทึก

ปริมาตรและน้ าหนัก 
6. เก็บปัสสาวะและอุจจาระไว๎ที่อุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส จนกระทั่งท าการวิเคราะห์ผล 

ปริมาตรของสารละลายในการป้อนสารแกํหนู = 0.5 มล. / 100 กรัม ของน้ าหนักตัว 
การเตรียมสารละลาย = ละลาย Bacopaside I 8.66 มก.ใน DI water ปริมาตร 4.33 มล. 
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รูปท่ี 5-2 ขั้นตอนการศึกษาเมตาบอลิสมของสาร Bacopaside I หลังการบริหารโดยการป้อน 
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2. การศึกษาเมตาบอลิสมของสาร Bacopaside I หลังการบริหารทางหลอดเลือดด าในหนูสายพันธุ์  
วิสตาร ์
วิธีการทดลอง 
การค านวณปริมาณสารที่จะให้แก่หนูทดลอง 
ค านวณจากการศึกษาทางเมตาบอลิสมครั้งกํอนหน๎า (Preliminary study) 

ในการศึกษานี้ใช๎สาร Bacopaside I 10 มก. ตํอ น้ าหนักตัวหนู 1 กก. ซึ่งเป็นขนาดเดียวกับการ
บริหารโดยการป้อน เนื่องจาก หากการบริหารสาร Bacopaside Iโดยการป้อนเกิดปัญหาชีวประโยชน์ของยา
ต่ า การให๎สารขนาดเดียวกันนี้ทางหลอดเลือดด าอาจยังชํวยให๎สามารถตรวจพบสารดังกลําวและเมตา
บอไลท์ได๎ในตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระ 
กลุ่มของสัตว์ทดลอง 

- กลุํมควบคุม จ านวน  3 ตัว 
- กลุํมทดลอง จ านวน  3 ตัว 

1. แบํงหนูสายพันธุ์วิสตาร์จ านวน  6 ตัว ออกเป็นกลุํมควบคุมและกลุํมทดลองจ านวนกลุํมละ  3 ตัว 
2. แยกหนูแตํละตัวในกรงส าหรับศึกษาการเมตาบอลิสมกํอนท าการศึกษาเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ใน    

12-12 ชั่วโมง  light-dark cycle 
3. งดให๎อาหารแกํหนูเป็นเวลา 12 ชั่วโมง กํอนการบริหารสาร Bacopaside I แกํหน ู
4. บริหารสารละลายของ Bacopaside I ใน 0.9% normal saline ขนาด 10 มก./กก. ของน้ าหนักตัวผําน

ทางเส๎นเลือด jugular vein แกํหนูกลุํมทดลอง และ 0.9% normal saline แกํหนูกลุํมควบคุมใน
ปริมาตรตํอน้ าหนักตัวที่เทํากัน 

5. เก็บปัสสาวะและอุจจาระหลังการบริหารที่เวลา 12, 24, 36 และ 48 ชั่วโมง พร๎อมทั้งบันทึกปริมาตร
และน้ าหนัก 

6. เก็บปัสสาวะและอุจจาระไว๎ที่อุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส จนกระทั่งท าการวิเคราะห์ผล 
 

ปริมาตรของสารละลายในการบริหารผํานทางหลอดเลือดด า = 0.1 มล. / 100 กรัม ของน้ าหนักตัว 
การเตรียมสารละลาย = ละลาย Bacopaside I 12 มก.ใน 0.9% normal saline ปริมาตร 1.2 มล. 
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รูปท่ี 5-3 ขั้นตอนการศึกษาเมตาบอลิสมของสาร Bacopaside I หลังการบริหารทางหลอดเลือดด า 
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วิธีการเตรียมสารตัวอย่าง 

การสกัดสาร Bacopaside Iจากตัวอย่างปัสสาวะด้วยวิธี Liquid-Liquid extraction 
น าตัวอยํางปัสสาวะที่เก็บไว๎ในอุณหภูมิ -20oC มาละลายในภาชนะที่บรรจุน้ าแล๎วเขยํา (vortex) จน

เข๎ากันดี  จากนั้นปิเปตตัวอยํางปัสสาวะ  300 µL ใสํลงในหลอดทดลองขนาดกลาง  เติม 50 µL ของ internal 
standard ( 3 µg/ml ของ prednisolone ซึ่งละลายใน 90%เมทานอล) และผสมให๎เข๎ากันจากนั้นเติม ethyl 
acetate 2 ml และน าไป vortex เพื่อให๎เกิดการ partition กันเป็นเวลา 1 นาที  ตั้งทิ้งไว๎สักพักเพื่อให๎เกิดการ
แยกชั้นที่ชัดเจนขึ้น แล๎วเก็บเฉพาะสํวนที่เป็นชั้นของสารละลาย ethyl acetate มาใสํในหลอดทดลองขนาด
เล็กอันใหมํ หลังจากนั้นท าการ partition รอบที่สองและสามด๎วย ethyl acetate อีกครั้งละ 2 ml แล๎วเก็บสํวน
ของสารละลาย ethyl acetate มารวมกับสํวนที่เก็บไว๎จากการสกัดรอบแรก  น าไประเหยแห๎งที่ 35oC และ
ความดัน 15 psi โดยใช๎เคร่ือง Speed Vacuum เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นท าการ reconstitution  สารที่
เหลืออยูํด๎วย 90%เมทานอลในปริมาตร 300 µL  

การสกัดสาร Bacopaside Iจากตัวอย่างอุจจาระด้วยวิธี Solid-Liquid extraction 
ชั่งตัวอยํางอุจจาระของหนูทดลอง 100 g เติม 50 µL ของ internal standard ( 3 µg/ml ของ 

prednisolone ซึ่งละลายใน 90%เมทานอล) และผสมให๎เข๎ากัน  เติม 90%เมทานอลปริมาตร 500 µl น าไป
vortex และ sonicate ด๎วยเคร่ือง sonicator นาน 15 นาที กํอนน าไปปั่นเหว่ียงเพื่อตกตะกอนที่ 5000 rpm นาน 
10 นาที เก็บสํวนใสที่ได๎ และเติม  90%เมทานอล ปริมาตร 500 µl และท าตามขั้นตอนเดิมทั้งหมดอีกสาม
รอบ เก็บสํวนของสารละลายเมทานอลทั้งหมดมารวมกัน น าไประเหยแห๎งที่ 35oC และความดัน 15 psi โดย
ใช๎เคร่ือง Speed  Vacuum จนกระทั่งเมทานอลระเหยหมด จากนั้นท าการ reconstitution  สารที่เหลืออยูํด๎วย            
90% เมทานอลในปริมาตร 500 µL  

การวิเคราะห์ Bacopaside I ด้วยวิธี LC-MS-MS 
 ผู๎วิจัยท าการวิเคราะห์ตัวอยํางทั้งหมดด๎วยเทคนิค LC/MS/MS โดยมีสภาวะของเคร่ืองมือที่ใช๎ใน
การวิเคราะห์ ดังนี้  
คอลัมน์ Clipeus C18(2) 150 x 4.6 mm i.d.,5µm (Higgins 

Analytical,Inc,USA) 
สารละลายเฟสเคลื่อนที่ A: 0.1% กรดฟอร์มิก 
 B: acetonitrile 
ปริมาตรที่ฉีด 5 ไมโครลิตร 
อุณหภูมิคอลัมน์ 40C 
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สัดสํวนของสารละลายเฟสเคลื่อนที่ตามตารางที่ 5-1 
ตารางท่ี 5-1 อัตราสํวนของเฟสเคลื่อนที่ ที่ใช๎ในการแยกสารชนิดตํางๆ  

เวลา(นาที) อัตราการไหล(มล/นาที) %A (0.1% formic acid) %B (acetonitrile) 
0.1 0.6 80 20 
2 0.6 60 40 
4 0.6 60 40 

13 0.6 50 50 
14 0.6 20 80 
15 0.6 20 80 
16 0.6 80 20 
20 0.6 80 20 

 
ตารางท่ี 5-2 สภาวะที่ใช๎ของเคร่ืองวิเคราะห์ชนิดมวลโมเลกุลของสาร รํุน API 4000  

Tune Parameter Positive mode 

Ionization Type Electrospray (ESI) 
Collision gas (CAD) psi 7 
Curtain gas (CUR) psi 20 
Temperature (°C)  450 
Ion source gas 1(Air) psi 55 
Ion source gas 2 (Air) psi 45 
Ion spray(V) 5500 
Dwell time (msec) 200 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

โครงการยํอยที่ 5 5-11 
 

ตารางท่ี 5-3 สารที่ทดสอบ มวลโมเลกุล และการแตกตัวเป็นไอออน คําพลังงานที่ใช๎  
Compound Parent ion(m/z) Product ions 

(m/z) 

DP 
(V) 

CE 
(V) 

CXP 
(V) 

Bacopaside I 979.5 900.0 75 30 13 
 979.5 768.1 60 40 14 
 979.5 587.3 95 18 13 
 979.5 473.6 60 25 17 
 979.5 455.5 75 40 14 
Prednisolone 361.3 343.0 90 10 8 
 361.3 147.1 90 30 8 

ตารางท่ี 5-4 Mass spectrometry conditions 
Q1 Mass (amu) Q3 Mass (amu) Time (sec) DP (volts) CE (volts) CXP (volts) 

979.5 900.0 200 75 30 13 
 768.1 200 60 40 14 
 578.3 200 95 18 13 
 473.6 200 60 25 17 
 455.5 200 75 40 14 

899.0 767.0 
605.0 

200 
200 

50 
75 

20 
18 

13 
13 

 473.0 
587.0 
455.0 

200 
200 
200 

100 
50 
50 

20 
20 
20 

25 
13 
13 

           929.5 
 
 
 
 

929.0 
 
 
 
 

797.0 
635.0 
617.0 
473.0 
455.0 
963.0 
779.0 
617.0 
455.0 

 

200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 

 

50 
50 
50 

160 
50 
50 
50 
50 
60 
 

20 
20 
20 
50 
20 
20 
20 
20 
24 

 

13 
13 
13 
10 
13 
13 
13 
13 
10 
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ตารางท่ี 5-4 Mass spectrometry conditions (ตํอ) 

Q1 Mass (amu) Q3 Mass (amu) Time (sec) DP (volts) CE (volts) CXP (volts) 
473.0 

 
 
 

455.0 
 
 

 
361.3 

 

475.0 
455.0 
437.0 
396.0 
441.0 
437.0 
369.0 
247.0 
343.1 
147.1 

200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 
200 

50 
50 
50 
50 
50 
50 
50 
50 
90 
90 

20 
20 
20 
20 
20 
20 
20 
20 
10 
30 

13 
13 
13 
13 
13 
13 
13 
13 
8 
8 

 แตํทั้งนี้เคร่ืองมือ LC/MS/MS ดังกลําวได๎รับความอนุเคราะห์จาก ศูนย์วิทยาศาสตร์การแพทย์เขต 9 
กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  จังหวัดพิษณุโลก และไมํสะดวกในการใช๎งานในระยะยาว ผู๎ท าการวิจัยจึง
พัฒนาวิธีวิเคราะห์ด๎วยวิธีทางภูมิคุ๎มกันวิทยา( on membrane analysis) โดยใช๎ polyclonal antibody ตํอสาร 
Bacopaside I  จากผลงานวิจัยที่ผํานมาโดย ดร. วธู พรมพิทยารัตน์ พร๎อมทั้งท าการตรวจสอบวิธีวิเคราะห์
ดังกลําว ดังนี้ 

การพัฒนาและการตรวจสอบวิธีการวิเคราะห์สาร Bacopaside I ในตัวอย่างปัสสาวะและ
อุจจาระของหนูทดลองโดยวิธี on membrane analysis 

1. สิ่งที่ต้องการตรวจวิเคราะห์ (Characteristics to be analyzed)  

สิ่งที่ต๎องการตรวจวิเคราะห์ คือ สาร  Bacopaside I และตรวจหาเมตาบอไลท์ ของสารดังกลําวใน
ตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระของหนูทดลอง 

2. วิธีการเตรียมสารตัวอย่าง 
2.1 การสกัดสาร Bacopaside Iจากตัวอย่างปัสสาวะด้วยวิธี Liquid-Liquid extraction 
น าตัวอยํางปัสสาวะ( blank)ที่เก็บไว๎ในอุณหภูมิ -20oC มาละลายในภาชนะที่บรรจุน้ าแล๎วเขยํา 

(vortex) จนเข๎ากันดี  แล๎วเติมสารมาตรฐาน Bacopaside I ที่ความเข๎มข๎น  40 และ 400 ng/µl จากนั้นปิเปต
ตัวอยํางปัสสาวะ 300 µL ใสํลงในหลอดทดลองขนาดกลาง  จากนั้นเติม ethyl acetate 2 ml และน าไป 
vortex เพื่อให๎เกิดการ partition กันเป็นเวลา 1 นาที  ตั้งทิ้งไว๎สักพักเพื่อให๎เกิดการแยกชั้นที่ชัดเจนขึ้น แล๎ว
เก็บเฉพาะสํวนที่เป็นชั้นของสารละลาย ethyl acetate มาใสํในหลอดทดลองขนาดเล็กอันใหมํ หลังจากนั้น
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ท าการ partition รอบที่สองและสามด๎วย ethyl acetate อีกครั้งละ 2 ml แล๎วเก็บสํวนของสารละลาย ethyl 
acetate มารวมกับสํวนที่เก็บไว๎จากการสกัดรอบแรก  น าไประเหยแห๎งที่ 35oC และความดัน 15 psi โดยใช๎
เคร่ือง Speed  Vacuum เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นท าการ reconstitution  สารที่เหลืออยูํด๎วย 90% methanol 
ในปริมาตร 300 µL  

2.2 การสกัดสาร Bacopaside I จากตัวอย่างอุจจาระด้วยวิธี Solid-Liquid extraction 
สํวนของอุจจาระท าการสกัดด๎วยวิธี Solid-Liquid extraction โดยชั่งตัวอยํางอุจจาระของหนูทดลอง 

100 g แล๎วเติมสารมาตรฐาน Bacopaside I ที่ความเข๎มข๎น  40 และ 400 ng/µl  จากนั้นเติม 90%methanol 
หรือ ethyl acetate ปริมาตร 500 µl น าไป vortex และ sonicate ด๎วยเคร่ือง sonicator นาน 15 นาที กํอนน าไป
ปั่นเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนที่ 5000 rpm นาน 10 นาที เก็บสํวนใสที่ได๎ และเติม  90%methanol หรือ ethyl 
acetate ปริมาตร 500 µl และท าตามขั้นตอนเดิมทั้งหมดอีกสามรอบ เก็บสํวนของสารละลาย methanol หรือ 
ethyl acetate ทั้งหมดมารวมกัน น าไประเหยแห๎งที่ 35oC และความดัน 15 psi โดยใช๎เคร่ือง Speed  Vacuum 
จนกระทั่งmethanolระเหยหมด จากนั้นท าการ reconstitution  สารที่เหลืออยูํด๎วย 90%methanol ในปริมาตร 
500 µL  

3. การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีการวิเคราะห์ (Analytical Method Validation) 

 3.1 Specificity and selectivity 

 การทดสอบความจ าเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะห์ ในโครมาโตแกรมที่ได๎ ต๎องไมํตรวจพบสาร
รบกวนใดๆในปัสสาวะและอุจจาระของหนูทดลอง ตํอสาร Bacopaside I ที่ต๎องการวิเคราะห์  

3.2 Limit of detection (LOD) ของการวิเคราะห์ 
ท าการศึกษาโดยเตรียมสารที่ความเข๎มข๎นต่ า ( ng/µl) เพื่อวิเคราะห์หาปริมาณต่ าสุดของสาร 

Bacopaside I ที่วิธีวิเคราะห์จะสามารถตรวจพบได๎ เตรียมความเข๎มข๎นละ 3 ตัวอยํางตั้งแตํ                       
0.0001-1000ng/ µl   response ของตัวอยํางที่วิเคราะห์ได๎คือ ปริมาณ Bacopaside I ณ คําการดูดกลืนแสงของ
สารที่น๎อยที่สุดที่สามารถมองเห็นได๎ 

3.3 Limit of quantification (LOQ) 
 ท าการสกัดและวิเคราะห์ตัวอยํางสาร Bacopaside I ในตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระโดยวิธีที่

พัฒนาขึ้นที่ระดับความเข๎มข๎น 31.25, 62.5, 125, 250, 500 และ1000 ng/µl ความเข๎มข๎นละ 3 ตัวอยําง 
ปริมาณของสาร Bacopaside I ที่เลือกเป็น LOQ คือ ปริมาณสาร Bacopaside I ที่จุดต่ าสุดที่ให๎กราฟ
มาตรฐานมีคําความเป็นเส๎นตรง (linearity) ที่ยอมรับได๎ 
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3.4 Linearity/ Standard calibration curve 
 ท าการสกัดและวิเคราะห์ตัวอยํางสาร Bacopaside I ในตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระของหนูทดลอง

โดยวิธีที่พัฒนาขึ้นที่ระดับความเข๎มข๎น 31.25-1000 ng/µlโดยความเข๎มข๎นต่ าสุดของ calibration curve เป็น
ความเข๎มข๎นที่ระดับ LOQ ท าการทดลองทั้งหมด 3 คร้ัง หาความสัมพันธ์เชิงเส๎นตรง (linearity) ระหวําง 
response ของสาร Bacopaside I ที่ระดับความเข๎มข๎นตํางๆ โดยใช๎ regression equation และค านวณคํา 
coefficient of determination (r2) คําที่ค านวณได๎ควรมีคําอยํางน๎อยเทํากับ 0.99 หรือดีกวํา  

3.5 Precision (interday and intraday) 
ท าการสกัดและวิเคราะห์ตัวอยํางสาร Bacopaside I ในตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระของหนูทดลอง

โดยวิธีที่พัฒนาขึ้นที่  2 ความเข๎มข๎น (40 และ 400 ng) ความเข๎มข๎นละ 3 ตัวอยําง ภายในวันเดียวกัน 
(intraday) และระหวํางวัน (interday) ค านวณคําสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (%CV) ไมํควรเกิน 15% 
ยกเว๎นที่ LOQ ไมํควรเกิน 20% 

3.6 Accuracy(%Recovery) 
 ท าการสกัดและวิเคราะห์ตัวอยํางสาร Bacopaside I ในตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระของหนูทดลอง

โดยวิธีที่พัฒนาขึ้นที่2 ความเข๎มข๎น (40 และ 400 ng) ความเข๎มข๎นละ 3 ตัวอยําง ค านวณ %recovery คําที่ได๎
ควรมีคําใกล๎เคียง 100% หรือไมํน๎อยกวํา 85% และมีความคงที่ แมํนย า 

4.วิธีการวิเคราะห์ (Analysis method) 

ตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระที่เก็บแตํละชํวงเวลาจะถูกน ามาวิเคราะห์หาสาร Bacopaside I ด๎วย
เทคนิค on membrane analysis โดยใช๎เฟสเคลื่อนที่คือ 0.2% o-phosphoric acid :acetonitrile   ในอัตราสํวน 
65:35, pH 3.0 membrane ที่ใช๎คือ Polyethersulfone (PES) membrane  

วิธีการวิเคราะห์ดังแสดงเป็นล าดับตํอไปนี้ 
4.1 ท าการ spot สารตัวอยํางลงบนแผํน  PES ในปริมาตร 1 µl จากนั้นน าไปใสํลงในแทงค์ซึ่งมีตัวท า

ละลาย 0.2% o-phosphoric acid:acetonitrile  (65 : 35, v/v ; pH 3.0) เป็น mobile phase  น าแผํน PES ออกมา
ทิ้งไว๎จนแห๎งจึงน าไปวิเคราะห์ตํอไป 

4.2 เติมสารละลาย NaIO4 ความเข๎มข๎น 10 mg/ml ที่ละลายด๎วยน้ าลงในกลํองพลาสติกสี่เหลี่ยมขนาด   
4 x 6 นิ้ว ปริมาตร 40 ml จากนั้นจุํมแผํน PES ลงไปแล๎วน าไปวางบนเคร่ืองเขยํานาน 1 ชั่วโมง และล๎างด๎วย
น้ า 3 คร้ัง 

4.3 เติม 1% gelatin ใน 50 mM Carbonate buffer pH 9.6 ปริมาตร 40 ml แล๎วน าไปวางบนเคร่ืองเขยํา
นาน 3 ชั่วโมง และล๎างด๎วย PBS 3 คร้ัง น้ า 1 คร้ัง 
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4.4 เติมสารละลายภูมิต๎านทานโพลีโคลนของ Bacopaside I ที่ท าการเจือจางใน 1X PBS ความเข๎มข๎น 
50 µg/ml ปริมาตร 40 ml แล๎วน าไปวางบนเคร่ืองเขยํานาน 3 ชั่วโมง จากนั้น ล๎าง 0.05% tween ใน 
phosphate buffer solution (T-PBS) 3 คร้ัง และน้ า 1 ครั้ง  

4.5 เติมแอนติบอดีตัวที่ 2, POD anti-rabbit IgG ละลายใน T-PBS ปริมาตร 40 ml แล๎วน าไปวางบน
เคร่ืองเขยํานาน 1 ชั่วโมง จากนั้นล๎างด๎วย T-PBS 3 คร้ัง และน้ า 1 ครั้ง  

4.6 เติมสารต้ังต๎น 4-chloro-1-napthol (CN) ที่ความเข๎มข๎น 1 mg/ml ใน PBS ปริมาตร 40 ml แล๎วเติม 
0.03%v/v ของ H2O2 แล๎วน าไปวางบนเคร่ืองเขยํานาน 15 นาที จากนั้นล๎างด๎วยน้ าเพื่อหยุดปฎิกิริยาทั้งหมด  

4.7 น าแผํน PES ที่แห๎งแล๎วไปแสกนด๎วยเคร่ืองแสกนจากนั้นน าไฟล์ที่ได๎ไปวิเคราะห์คําการดูดกลืน
แสงด๎วยโปรแกรม Photoshop CS3 

4.8 น าคําการดูดกลืนแสงของสาร Bacopaside I ในตัวอยํางมาหาปริมาณสาร โดยเปรียบเทียบกับคํา
การดูดกลืนแสงของสารมาตรฐาน โดยค านวณจากการท ากราฟของสารมาตรฐานที่ความเข๎มข๎นตํางๆ  

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 5-4 การเกิดปฏิกิริยาจับกับโปรตีนและสารกลุํม pseudojujubogenin glycosides บนแผํน PES 
membrane 
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บทที่ 3 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 จากการด าเนินการวิจัยตามที่ได๎กลําวไว๎ในระเบียบวิธีวิจัย พบวําได๎ผลการวิจัยในแตํละสํวน 
ดังตํอไปนี้  

ผลการวิเคราะห์สาร Bacopaside I ที่แยกด้วยวิธี centrifugal partition chromatography 
เมื่อวิเคราะห์ fraction ตํางๆ ตั้งแตํ 1-50 ด๎วย HPLC พบวํา Bacopaside I ออกมาในชํวง fraction   

14-17 ดังรูปที่ 5-5 และ 5-6 สํวน saponin อ่ืนๆ พบใน fraction 23-40  สารที่แยกได๎ใน fraction 14-17 ถูก
พิสูจน์เอกลักษณ์วําตรงกับ Bacopaside I โดยวิธี LC/MS/MS (รูปที่ 5-7) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 5-5 HPLC Chromatogram ที่ได๎จากการวิเคราะห์ enriched saponin extract ที่ความเข๎มข๎น 3 mg/ml   
(เส๎นสีเข๎ม) และ chromatogram ของ fraction 14 

 
รูปท่ี 5-6 HPLC Chromatogram ที่ได๎จากการวิเคราะห์ enriched saponin extract ที่ความเข๎มข๎น 3 mg/ml    
(เส๎นสีเข๎ม) และ chromatogram ของ fraction 15-17 
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รูปท่ี 5-7 LC/MS/MS ของ fraction 15-17 สาร Bacopaside I แสดง peak ที่ 19.3 นาที 
 

ผลการศึกษาเมตาบอลิสมของสาร Bacopaside I ในหนูสายพันธ์ุวิสตาร์ 
 ภายหลังการป้อนและฉีดสาร Bacopaside I แกํหนูสายพันธุ์วิสตาร์ รหัสและปริมาณตัวอยําง
อุจจาระและปัสสาวะที่เก็บ ณ เวลา 12, 24, 36 และ 48 ชั่วโมง ในหนูกลุํมที่ได๎รับสารโดยการป้อนและการ
ฉีดเข๎าทางหลอดเลือดด า แสดงดังในตารางที่ 5-5 ถึงตารางที่ 5-8 ตามล าดับ  
 ผลการวิเคราะห์ปริมาณสาร  Bacopaside I ในตัวอยํางทั้งหมดภายหลังการสกัดตามวิธีที่กลําวไว๎ใน
ระเบียบวิธีวิจัยด๎วยวิธี LC/MS/MS แสดงในตารางที่ 5-9 และ 5-10 ตามล าดับ  
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ตารางท่ี 5-5 ชื่อตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระของหนูทดลองที่เก็บ ณ เวลา 12, 24, 36, 48 ชั่วโมง หลังการ
ป้อนสาร Bacopaside I  
กลุ่มควบคุม n = 3    
ตัวอย่างปัสสาวะ     
รหัสหนูทดลอง 0-12 ช.ม. 12-24 ช.ม. 24-36 ช.ม. 36-48 ช.ม. 
     
CT1 CT1-U12 CT1-U24 CT1-U36 CT1-U48 
CT2 CT2-U12 CT2-U24 CT2-U36 CT2-U48 
CT3 CT3-U12 CT3-U24 CT3-U36 CT3-U48 
ตัวอย่างอุจจาระ     
รหัสหนูทดลอง 0-12 ช.ม. 12-24 ช.ม. 24-36 ช.ม. 36-48 ช.ม. 
     
CT1 N/S* N/S N/S CT1-F48 
CT2 CT2- F12 CT2-F24 N/S N/S 
CT3 N/S CT3-F24 N/S N/S 
     
กลุ่มทดลอง n = 3    
ตัวอย่างปัสสาวะ     
รหัสหนูทดลอง 0-12 ช.ม. 12-24 ช.ม. 24-36 ช.ม. 36-48 ช.ม. 
     
BC1 BC1-U12 BC1-U24 BC1-U36 BC1-U48 
BC2 BC2-U12 BC2-U24 BC2-U36 BC2-U48 
BC3 BC3-U12 BC3-U24 BC3-U36 BC3-U48 
ตัวอย่างอุจจาระ     
รหัสหนูทดลอง 0-12 ช.ม. 12-24 ช.ม. 24-36 ช.ม. 36-48 ช.ม. 
     
BC1 N/S BC1-F24 N/S N/S 
BC2 N/S BC2-F24 N/S BC2-F48 
BC3 N/S BC3-F24 BC3-F36 BC3-F48 

 
*หมายเหตุ  N/S  = No sample 
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ตารางท่ี 5-6 ชื่อตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระของหนูทดลองที่เก็บ ณ เวลา 12, 24, 36, 48 ชั่วโมง หลังการ
บริหารสาร Bacopaside I ทางหลอดเลือดด า 
กลุ่มควบคุม n = 3    
ตัวอย่างปัสสาวะ     
รหัสหนูทดลอง 0-12 ช.ม. 12-24 ช.ม. 24-36 ช.ม. 36-48 ช.ม. 
     
CT1_M2 CT1_M2_U12 CT1_M2_U24 CT1_M2_U36 CT1_M2_U48 
CT2_M2 CT2_M2_U12 CT2_M2_U24 CT2_M2_U36 CT2_M2_U48 
CT3_M2 CT3_M2_U12 CT3_M2_U24 CT3_M2_U36 CT3_M2_U48 
ตัวอย่างอุจจาระ     
รหัสหนูทดลอง 0-12 ช.ม. 12-24 ช.ม. 24-36 ช.ม. 36-48 ช.ม. 
     
CT1_M2 CT1_M2_F12 N/S* N/S CT1_M2_F48 
CT2_M2 CT2_M2_F12 CT2_M2_F24 N/S CT2_M2_F48 
CT3_M2 N/S CT3_M2_F24 CT3_M2_F36 CT3_M2_F48 
     
กลุ่มทดลอง n = 3    
ตัวอย่างปัสสาวะ     
รหัสหนูทดลอง 0-12 ช.ม. 12-24 ช.ม. 24-36 ช.ม. 36-48 ช.ม. 
     
BC1_M2 BC1_M2_U12 BC1_M2_U24 BC1_M2_U36 BC1_M2_U48 
BC2_M2 BC2_M2_U12 BC2_M2_U24 BC2_M2_U36 BC2_M2_U48 
BC3_M2 BC3_M2_U12 BC3_M2_U24 BC3_M2_U36 BC3_M2_U48 
ตัวอย่างอุจจาระ     
รหัสหนูทดลอง 0-12 ช.ม. 12-24 ช.ม. 24-36 ช.ม. 36-48 ช.ม. 
     
BC1_M2 N/S N/S BC1_M2_F36 N/S 
BC2_M2  N/S N/S N/S BC2_M2_F48 
BC3_M2 N/S BC3_M2_F24 N/S N/S 

 
หมายเหตุ  * N/S = No sample 
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ตารางท่ี 5-7 ปริมาณตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระของหนูทดลอง ณ เวลา 12, 24, 36, 48 ชั่วโมง หลังการ
ป้อนสาร Bacopaside I 

 กลุํมควบคุม(n = 3) กลุํมทดลอง(n = 3) 
น้ าหนักตัว(กรัม) 
กํอนการบริหาร 257.3 ± 9.5 263.8 ± 2.9 
48 ช.ม. 234.0 ± 8.7 234 ± 1 
ปริมาตรน้ าท่ีหนูดื่ม (มล.)   
0-12 ช.ม. 4.2 ± 3.0 6.7 ± 3.5 
12-24 ช.ม. 10.0 ± 10.1 7.0 ± 4.6 
24-36 ช.ม. 4.0 ± 2.6 5.0 ± 2.0 
36-48 ช.ม. 0.7 ± 0.6 4.7 ± 1.2 
ปริมาตรปัสสาวะ(มล.) 
0-12 ช.ม. 5.0 ± 3.0 5.7 ± 3.2 
12-24 ช.ม. 10.7 ± 8.6 7.7 ± 5.5 
24-36 ช.ม. 3.3 ± 1.2 6.7 ± 5.1 
36-48 ช.ม. 1.7 ± 0.6 3.3 ± 1.5 
น้ าหนักอุจจาระ (มล.) 
0-12 ช.ม. 111.3 ± 192.8  0.0 ± 0.0 
12-24 ช.ม. 169.4 ± 176.9 676.5 ± 418.0 
24-36 ช.ม. 0.0 ± 0.0 65.0 ± 112.5 
36-48 ช.ม. 58.8 ± 101.8 177.3 ± 158.4 
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ตารางท่ี 5-8 ปริมาณตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระของหนูทดลอง ณ เวลา 12, 24, 36, 48 ชั่วโมง หลังการ
บริหารสาร Bacopaside I ทางหลอดเลือดด า  

 กลุํมควบคุม(n = 3) กลุํมทดลอง(n = 3) 
น้ าหนักตัว(กรัม) 
กํอนการบริหาร 376.0 ± 3.6 369.0 ± 12.3 
48 ช.ม. 345.0 ± 4.4 340.67 ± 12.097 
ปริมาตรน้ าท่ีหนูดื่ม (มล.)   
0-12 ช.ม. 9.0 ± 5.0 6.3 ± 1.2 
12-24 ช.ม. 10.3 ± 8.5 10.0 ± 2.6 
24-36 ช.ม. 6.0 ± 1.7 6.3 ± 2.5 
36-48 ช.ม. 7.3 ± 1.2 10.0 ± 4.0 
ปริมาตรปัสสาวะ(มล.) 
0-12 ช.ม. 6.7 ± 1.5 2.0 ± 1.7 
12-24 ช.ม. 6.0 ± 5.0 7.0 ± 2.6 
24-36 ช.ม. 3.3 ± 0.6 3.3 ± 2.1 
36-48 ช.ม. 4.0 ± 2.0 5.7 ± 3.2 
น้ าหนักอุจจาระ (มล.) 
0-12 ช.ม. 661.0 ± 1124.0 0.0 ± 0.0 
12-24 ช.ม. 341.5 ± 404.0 21.8 ± 37.8 
24-36 ช.ม. 74.4 ± 128.8 601.0 ± 1041.0  
36-48 ช.ม. 130.3 ±225.7 392.2 ± 679.3 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

โครงการยํอยที่ 5 5-22 
 

ตารางท่ี 5-9 ปริมาณสาร Bacopaside I ที่ตรวจพบในตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระหลังการป้อนสาร 
Bacopaside I จากการวิเคราะห์ด๎วยวิธี LC/MS/MS (ร๎อยละของปริมาณ Bacopaside I ที่ได๎รับ) 
กลุ่มควบคุม n = 3    
ตัวอย่างปัสสาวะ     
รหัสหนูทดลอง 0-12 ช.ม. 12-24 ช.ม. 24-36 ช.ม. 36-48 ช.ม. 
     
CT1 U/D* U/D U/D U/D 
CT2 U/D U/D U/D U/D 
CT3 U/D U/D U/D U/D 
ตัวอย่างอุจจาระ     
รหัสหนูทดลอง 0-12 ช.ม. 12-24 ช.ม. 24-36 ช.ม. 36-48 ช.ม. 
     
CT1 N/S** N/S N/S U/D 
CT2 U/D U/D N/S N/S 
CT3 N/S U/D N/S N/S 
     
กลุ่มทดลอง n = 3    
ตัวอย่างปัสสาวะ     
รหัสหนูทดลอง 0-12 ช.ม. 12-24 ช.ม. 24-36 ช.ม. 36-48 ช.ม. 
     
BC1 U/D U/D U/D U/D 
BC2 U/D U/D U/D U/D 
BC3 U/D U/D U/D U/D 
ตัวอย่างอุจจาระ     
รหัสหนูทดลอง 0-12 ช.ม. 12-24 ช.ม. 24-36 ช.ม. 36-48 ช.ม. 
     
BC1 N/S U/D N/S N/S 
BC2 N/S U/D N/S 0.56 
BC3 N/S U/D 0.18 0.21 
หมายเหตุ  * U/D = Undetectable  

      ** N/S = No sample 
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ตารางท่ี 5-10 ปริมาณสาร Bacopaside I ที่ตรวจพบในตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระหลังการบริหารสาร 
Bacopaside I ทางหลอดเลือดด าจากการวิเคราะห์ด๎วยวิธี LC/MS/MS (ร๎อยละของปริมาณ Bacopaside I ที่
ได๎รับ) 
กลุ่มควบคุม n = 3    
ตัวอย่างปัสสาวะ     
รหัสหนูทดลอง 0-12 ช.ม. 12-24 ช.ม. 24-36 ช.ม. 36-48 ช.ม. 
CT1_M2 U/D* U/D U/D U/D 
CT2_M2 U/D U/D U/D U/D 
CT3_M2 U/D U/D U/D U/D 
ตัวอย่างอุจจาระ     
รหัสหนูทดลอง 0-12 ช.ม. 12-24 ช.ม. 24-36 ช.ม. 36-48 ช.ม. 
CT1_M2 U/D N/S N/S U/D 
CT2_M2 U/D U/D N/S N/S 
CT3_M2 N/S U/D U/D U/D 
     
กลุ่มทดลอง n = 3    
ตัวอย่างปัสสาวะ     
รหัสหนูทดลอง 0-12 ช.ม. 12-24 ช.ม. 24-36 ช.ม. 36-48 ช.ม. 
BC1_M2 0.0146 0.0206 0.0008 0.0016 
BC2_M2 0.0008 0.0094 0.0094 U/D 
BC3_M2 U/D U/D U/D U/D 
ตัวอย่างอุจจาระ     
รหัสหนูทดลอง 0-12 ช.ม. 12-24 ช.ม. 24-36 ช.ม. 36-48 ช.ม. 
BC1_M2 N/S N/S U/D N/S 
BC2_M2  N/S N/S N/S 1.9568 
BC3_M2 N/S 0.0432 N/S N/S   - 

 
หมายเหตุ  * U/D = Undetectable  

      ** N/S = No sample 
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 จากการวิเคราะห์สาร Bacopaside I ในตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระของหนูทดลองภายหลังการ
ป้อนสารดังกลําวแกํหนู พบวํา มีเพียงตัวอยํางอุจจาระบางตัวอยําง ณ เวลา 36 และ 48 ชั่วโมง (BC2-F48, 
BC3-F36, BC3-F48) ที่ตรวจพบ Bacopaside I  โดยปริมาณของสาร Bacopaside I ที่พบคิดเป็นร๎อยละ 0.18-
0.56 และ 0.0008 -1.95 ของปริมาณ Bacopaside I ที่หนูได๎รับโดยการป้อนและการฉีดเข๎าทางหลอดเลือดด า 
ตามล าดับ ทั้งนี้การตรวจพบสารดังกลําวในตัวอยํางเหลํานี้ อาจมีสาเหตุเน่ืองมาจากการที่สาร Bacopaside I 
ถูกเปลี่ยนแปลง( metabolize) ในระบบทางเดินอาหาร  และความไมํคงตัวของสารดังกลําวในสภาวะของ
ระบบทางเดินอาหาร กลําวคือ สาร Bacopaside I อาจไมํคงตัวในสภาวะกรดในกระเพาะอาหารซึ่งมีคําความ
เป็นกรดดําง( pH)ต่ ามาก หรือการถูกเปลี่ยนแปลงด๎วยเอนไซม์จากตับ เป็นต๎น รวมไปถึงต๎องผําน
กระบวนการ first pass metabolism กํอนจะเข๎าสูํระบบไหลเวียนโลหิตของรํางกายซึ่งอาจเป็นสาเหตุหนึ่งที่
ท าให๎ไมํสามารถตรวจพบ Bacopaside I ในตัวอยํางปัสสาวะ  

 นอกจากนี้แล๎วด๎วยโครงสร๎างของสาร Bacopaside I ซึ่งเป็นสารกลุํม saponin glycoside ที่มีหมูํ
น้ าตาลเป็นสํวนประกอบมากกวําหนึ่งชนิด ท าให๎การดูดซึมผํานทํอทางเดินอาหารเป็นไปได๎ไมํดีนัก 
ปริมาณ Bacopaside I จึงเข๎าสูํระบบหมุนเวียนโลหิตได๎น๎อย เป็นเหตุผลที่ท าให๎ไมํสามารถตรวจพบสาร
Bacopaside I ในปัสสาวะ และท าให๎  Bacopaside I ในอุจจาระของหนูทดลองที่ได๎รับสารโดยการป้อนมี
ปริมาณมากกวําในกลุํมที่ได๎รับสารทางหลอดเลือดด าด๎วย  

 ด๎านระยะเวลาที่สาร Bacopaside I ถูกขับออกจากรํางกายทางอุจจาระของหนูทดลอง พบวํา มีเพียง
ตัวอยํางอุจจาระที่เก็บได๎ ณ เวลา 36 และ 48 ชั่วโมงที่ตรวจพบสาร Bacopaside I แตํไมํพบในตัวอยํางที่เก็บ 
ณ เวลา 24 ชั่วโมง นั่นอาจพอสรุปได๎วํา ภายหลังการได๎รับสาร  Bacopaside I โดยการป้อน  สารดังกลําวจะ
ถูกขับออกจากรํางกายทางอุจจาระโดยใช๎เวลาไมํต่ ากวํา 24 ชั่วโมง 

 สํวนผลการวิเคราะห์ตัวอยํางที่ได๎จากการบริหารสาร Bacopaside I ทางหลอดเลือดด าที่คอของหนู
(jugular vein) กลับพบวํา มีทั้งตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระของหนูทดลอง (ที่เวลา 12-48 ชั่วโมง และ 24, 
48 ชั่วโมง ตามล าดับ) ที่ตรวจพบสาร Bacopaside I ทั้งนี้อาจเนื่องมาจาก เมื่อหนูได๎รับสารดังกลําวทาง
กระแสเลือดโดยตรงนอกจากจะไมํผํานกระบวนการ  first pass metabolism แล๎ว ยังไมํถูกเปลี่ยนแปลงด๎วย
เอนไซม์บางชนิด รวมไปถึงไมํมีผลของความคงตัวในสภาวะกรดดํางในระบบทางเดินอาหารเข๎ามา
เกี่ยวข๎องด๎วย สารดังกลําวในระบบหมุนเวียนโลหิตจึงมากพอที่จะถูกขับออกมาและตรวจพบได๎ทั้งใน
ปัสสาวะและอุจจาระ ทั้งนี้ Bacopaside I ยังคงอยูํในรํางกายไมํต่ ากวํา 48 ชั่วโมงและระหวํางนั้นจะถูกขับ
ออกมาทั้งทางปัสสาวะและอุจจาระได๎  แม๎จะทราบวํา Bacopaside I ถูกขับออกมาทางปัสสาวะตั้งแตํได๎รับ
สารทางหลอดเลือดด า  แตํอยํางไรก็ตามตัวอยํางอุจจาระที่เก็บได๎มีเพียงบางชํวงเวลานั้น  จึงไมํสามารถสรุป
ได๎อยํางชัดเจนวําสาร Bacopaside I ถูกขับออกมาทางอุจจาระโดยใช๎เวลาน๎อยที่สุดเทําไรภายหลังการได๎รับ
สารดังกลําว  
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ผลการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค on membrane analysis 

ผู๎วิจัยได๎พัฒนาวิธีการสกัดสาร Bacopaside I จากตัวอยํางอุจจาระและปัสสาวะของหนูทดลอง รวม
ไปถึงการพัฒนาวิธีการวิเคราะห์สารดังกลําวและสาร metabolites ในตัวอยํางที่ผํานการสกัดแล๎วด๎วยวิธี on 
membrane analysis ทั้งนี้การตรวจสอบความถูกต๎องของวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นให๎ผลการตรวจสอบ
ดังตํอไปนี้ 

1. Specificity/ Selectivity 

 
รูปท่ี 5-8 ตัวอยํางโครมาโตแกรมของผลการวิเคราะห์สาร Bacopaside I ในตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระ  

Lane 1 Standard Bacopaside I 1000 ng, lane 2 Standard Bacopaside I 500 ng, lane 3 Standard 
Bacopaside I 250 ng, lane 4 Standard Bacopaside I 125 ng, lane 5 Standard Bacopaside I 62.5 ng, 
lane 6 Standard Bacopaside I 31.25 ng, lane 7-18 Feces and Urine samples spike with Bacopaside I  

จากตัวอยํางโครมาโตแกรม (รูปที่ 5-8) ไมํตรวจพบสารรบกวน(interference) ตํอสาร Bacopaside I 
ที่ใช๎ในการศึกษานี้ กลําวคือ โครมาโตแกรมที่ได๎มีเพียงโครมาโตแกรมของสาร Bacopaside I เทํานั้น 

2. Limit of detection (LOD) ของวิธีการวิเคราะห์ 
จากรูปที่ 5-9 คํา LOD ของการหาปริมาณสาร Bacopaside I ที่ได๎ คือ 1 ng 

3. Limit of quantification (LOQ) 

 ผลการทดลองโดยวิธีที่พัฒนาขึ้นพบวํา คํา LOQ ของวิธีวิเคราะห์นี้มีคําเทํากับ 31.25 ng ดังแสดงใน
รูปที่ 5-10 
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รูปท่ี 5-9 โครมาโตแกรมของสารมาตรฐาน Bacopaside I ที่แตํละความเข๎มข๎น 

Lane 1 Standard Bacopaside I 1000 ng, lane 2 500 ng, lane 3 250 ng, lane 4 125 ng, lane 5 62.5 
ng, lane 6 31.13 ng, lane 7 15.63 ng, lane 8 7.81 ng, lane 9 3.91 ng, lane 10 1.95 ng, lane 11 1 ng, 
lane 12 0.1 ng, lane 13 0.01 mg, lane 13 0.001 ng, lane 14 0.0001 ng, lane 15 0.0001 ng 

 

 

รูปท่ี 5-10 กราฟมาตรฐานของสารมาตรฐาน Bacopaside I ที่ความเข๎มข๎น 31.25, 62.5 125, 250, 
500 และ 1000 ng/µl  
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4. Linearity/ Standard calibration curve  
จากรูปที่ 5-10 คําความเป็นเส๎นตรง( linearity) ของวิธีวิเคราะห์แสดงได๎ด๎วยคํา correlation 

coefficient ซึ่ง มีคําเทํากับ 0.995 ซึ่งผํานเกณฑ์ที่การตรวจสอบที่ได๎ก าหนดไว๎ 

5. Precision (interday and intraday) 
ท าการสกัดและวิเคราะห์ตัวอยํางสาร Bacopaside I ในตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระโดยวิธีที่

พัฒนาขึ้นภายในวันเดียวกัน (intraday) และระหวํางวัน (interday) แล๎วค านวณคําสัมประสิทธิ์ความ
แปรปรวน (%CV) ได๎ดังแสดงในตารางที่ 5-11 และ 5-12 ตามล าดับ 

ตารางท่ี 5-11 Intraday coefficient of variation ของการวิเคราะห์สาร Bacopaside I ในตัวอยํางปัสสาวะและ
อุจจาระ 

 
ปริมาณ 

Bacopaside I 

% coefficient of variation(n=3) 

Urine sample Feces sample 

สกัดด้วย methanol 

Feces sample 

สกัดด้วย ethyl acetate 

40 ng 14.77 11.35 7.05 

400 ng 4.99 13.36 7.87 

 

ตารางท่ี 5-12 Interday coefficient of variation ของการวิเคราะห์สาร Bacopaside I ในตัวอยํางปัสสาวะและ
อุจจาระ 

 
ปริมาณ 

Bacopaside I 

% coefficient of variation(n=3) 

Urine sample Feces sample 

สกัดด้วย methanol 

Feces sample 

สกัดด้วย ethyl acetate 

40 ng 14.16 5.89 9.61 

400 ng 4.80 9.01 14.93 

 

 จากการตรวจสอบวิธีวิเคราะห์ในสํวนของความแมํนย า พบวํา คําความแมํนย าที่ได๎มีคําอยูํในชํวง 
4.80 - 14.93 ซึ่งอยูํในชํวงที่ยอมรับได๎ 
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6. Accuracy(%Recovery) 
 ผลการทดลองพบวํา %recovery หรือร๎อยละของการคืนกลับของสาร Bacopaside I ในตัวอยําง

ปัสสาวะและอุจจาระของหนูที่ผํานการสกัด ผํานเกณฑ์ที่ก าหนดไว๎  ดังแสดงในตารางที่ 5-13 ดังนั้น ในการ
สกัดสาร Bacopaside I จากตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระ จึงเลือกใช๎การสกัดด๎วย ethyl acetate และ 
methanol ตามล าดับ  

ตารางท่ี 5-13 Recovery ของการวิเคราะห์สาร Bacopaside I ในตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระ 

 
ปริมาณ 

Bacopaside I 

% recovery(n=3) 

Urine sample Feces sample 

สกัดด้วย methanol 

Feces sample 

สกัดด้วย ethyl acetate 

40 ng 98.56 98.81 97.43 

400 ng 87.14 98.97 90.51 
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ผลการวิเคราะห์ตัวอย่างปัสสาวะและอุจจาระของหนูทอลองด้วยวิธีวิเคราะห์ on membrane analysis 
 

               
           A       B 

                                                  
         C               D 
รูปท่ี 5-11 โครมาโตแกรมตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระของหนูทดลองกลุํมที่ได๎รับสารโดยการป้อน จาก
การวิเคราะห์ด๎วยวิธี on membrane analysis A. ตัวอยํางปัสสาวะของหนูกลุํมควบคุม B.อุจจาระของหนูกลุํม
ควบคุม C.ปัสสาวะของหนูกลุํมทดลอง D.อุจจาระของหนูกลุํมทดลอง 

A. Lane1 Standard Bacopaside I, lane 2 CT1-U12, lane 3 CT2-U12, lane 4 CT3-U12, lane 5 CT1-
U24, lane 6 CT2-U24, lane 7 CT3-U24, lane 8 CT1-U36, lane 9 CT2-U36, lane 10 CT3-U36, 
lane 11 CT1-U48, , lane 12 CT2-U48, lane 13 CT3-U48, Lane 14 Standard Bacopaside I 

B. Lane1 Standard Bacopaside I, lane 2 CT2-F12, lane 3 CT2-F24, lane 4 CT3-F24, lane 5 CT1-F48 

C. Lane1 Standard Bacopaside I, lane 2 BC1-U12, lane 3 BC2-U12, lane 4 BC3-U12, lane 5 BC1-
U24, lane 6 BC2-U24, lane 7 BC3-U24, lane 8 BC1-U36, lane 9 BC2-U36, lane 10 BC3-U36, 
lane 11 BC1-U48, , lane 12 BC2-U48, lane 13 BC3-U48, Lane 14 Standard Bacopaside I 

D. Lane1 Standard Bacopaside I, lane 2 BC1-F24, lane 3 BC2-F24, lane 4 BC3-F24, lane 5 BC3-
F36, lane 6 BC2-F48, lane 7 BC3-F48 
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A                           B 

                                                          
    C                   D 
รูปท่ี 5-12 โครมาโตแกรมตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระของหนูทดลองกลุํมที่ได๎รับสารทางหลอดเลือดด า 
จากการวิเคราะห์ด๎วยวิธี on membrane analysis A.ตัวอยํางปัสสาวะของหนูกลุํมควบคุม B.อุจจาระของหนู
กลุํมควบคุม C.ปัสสาวะของหนูกลุํมทดลอง D.อุจจาระของหนูกลุํมทดลอง 

A. Lane 1 Standard Bacopaside I, lane 2 CT1_M2_U12, lane 3 CT2_M2_U12, lane 4 
CT3_M2_U12, lane 5 CT1_M2_U24, lane 6 CT2_M2_U24, lane 7 CT3_M2_U24, lane 8 
CT1_M2_U36, lane 9 CT2_M2_U24, lane 10 CT3_M2_U36, lane 11 CT1_M2_U48, lane 12 
CT2_M2_U48, lane 13 CT3_M2_U48, Lane 14 Standard Bacopaside I 

B. Lane 1 Standard Bacopaside I, lane 2 CT1_M2_F12, lane 3 CT2_M2_F12, lane 4 CT2_M2_F24, 
lane 5 CT3_M2_F24, lane 6 CT3_M2_F36, lane 7 CT1_M2_F48, lane 8 CT3_M2_F48 

C. Lane 1 Standard Bacopaside I, lane 2 BC1_M2_U12, lane 3 BC2_M2_U12, lane 4 
BC3_M2_U12, lane 5 BC1_M2_U24, lane 6 BC2_M2_U24, lane 7 BC3_M2_U24, lane 8 
BC1_M2_U36, lane 9 BC2_M2_U24, lane 10 BC3_M2_U36, lane 11 BC1_M2_U48, lane 12 
BC2_M2_U48, lane 13 BC3_M2_U48, Lane 14 Standard Bacopaside I 

D. Lane 1 Standard Bacopaside I, lane 2 BC3_M2_F24, lane 3 BC1_M2_F36, lane 4 BC2_M2_F48 
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จากผลการวิเคราะห์ด๎วยวิธี on membrane analysis   ผลการทดลองที่ได๎ มีข๎อจ ากัดคือ ปริมาณ
ตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระที่ได๎จากการทดลองในหนูทั้งสองกลุํมมีไมํเพียงพอตํอการวิเคราะห์ด๎วยวิธี on 
membrane analysis ผลการวิเคราะห์ที่ได๎จึงรายงานผลได๎เพียงเชิงคุณภาพเทํานั้น  

จากผลการวิเคราะห์ดังกลําวพบวํา สาร Bacopaside I สามารถตรวจพบได๎ในตัวอยํางอุจจาระเทํานั้น
(BC2F48, BC3F36, BC3F48 , BC2_M2_F48 และBC3_M2_F24) ในขณะที่ตัวอยํางปัสสาวะทั้งหมดไมํ
ปรากฏสาร Bacopaside I อยํางไรก็ตามผลที่ได๎สอดคล๎องกับผลการวิเคราะห์ด๎วยวิธีวิเคราะห์ LC/MS/MS 
กลําวคือ ตัวอยํางอุจจาระที่ตรวจพบสาร Bacopaside I ด๎วยวิธี LC/MS/MS ซึ่งมีปริมาณของ Bacopaside I 
มากกวําตัวอยํางปัสสาวะ  สามารถตรวจพบสาร Bacopaside I ได๎ด๎วยวิธี on membrane analysis   
นอกจากนั้นตัวอยํางที่ BC2-F48 ยังตรวจพบสารอ่ืนซึ่งมีความเป็นขั้วมากกวําในตัวอยํางด๎วย จึงคาดวําอาจ
เป็นสารเมตาบอไลท์ที่เกิดขึ้น และมีโครงสร๎างหลักที่คล๎ายคลึงกันคือ steroidal structure ซึ่งสามารถเกิด  
cross reaction  ได๎ ทั้งนี้การตรวจไมํพบสารดังกลําว(สารที่มีความเป็นขั้วมากกวํา)ในตัวอยํางอื่นๆในหนู
กลุํมเดียวกัน อาจเกิดจากการที่สารเหลํานั้นมีปริมาณน๎อยเกินกวําจะตรวจพบได๎ หรือยังไมํเกิดสารดังกลําว
ในตัวอยํางที่เก็บได๎ที่เวลาน๎อยกวํา 48 ชั่วโมง นอกจากนี้แล๎วในกลุํมที่ได๎รับสารทางหลอดเลือดด าอาจมี
กระบวนการในการเปลี่ยนแปลงสารตํางกัน เชํน ผลจากเอนไซม์บางชนิดที่พบได๎เฉพาะในระบบทางเดิน
อาหาร เป็นต๎น เป็นผลให๎ไมํพบสารชนิดเดียวกันนี้ภายหลังการบริหารสารโดยการฉีดเข๎ากระแสเลือด
โดยตรง  

การวิเคราะห์ตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระที่ผํานการสกัดและวิเคราะห์ด๎วยวิธีทางภูมิคุ๎มกันวิทยา  
on membrane analysis โดยใช๎ polyclonal antibody ตํอสาร Bacopaside I ที่พัฒนาขึ้น สามารถน าไปทดสอบ
สารดังกลําวและอาจรวมไปถึงสารที่มีโครงสร๎างหลักเหมือนกันคือ steroidal structure ได๎ อันอาจน าไป
ประยุกต์ใช๎กับการวิเคราะห์สารเมตาบอไลท์ที่คงไว๎ซึ่งโครงสร๎างหลักดังกลําว และจะน ามาซึ่งการวางแผน
ในการท าการทดลองทั้งในเชิงปริมาณวิเคราะห์และคุณภาพวิเคราะห์ตํอไป 
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บทที่ 4 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 เพื่อศึกษาหาเมตาบอไลท์และกระบวนการเมตาบอลิสมของสาร Bacopside I หนึ่งในสารส าคัญซา
โปนินไกลโคไซด์ในพืชพรมมิ ผู๎วิจัยได๎ท าการศึกษาดังกลําวในหนูสายพันธุ์ wistar โดยแบํงการศึกษา
ออกเป็นสองสํวน ได๎แกํ การศึกษาการเมตาบอลิสมและการหาเมตาบอไลท์ในหนูกลุํมที่ได๎รับสาร
Bacopaside I โดยการป้อน และการฉีดเข๎าหลอดเลือดด าที่คอ ( jugular vein) ภายหลังการอดอาหารนาน     
12 ชั่วโมง โดยทั้งสองสํวน ศึกษาเปรียบเทียบกับกลุํมควบคุมซึ่งได๎รับเพียงน้ ากระสายยา จากนั้นท าการเก็บ
ตัวอยํางปัสสาวะและอุจจาระของหนู ที่เวลา 12, 24, 36 และ 48 ชั่วโมง แล๎วน ามาสกัดและวิเคราะห์ด๎วยวิธี
วิเคราะห์ on membrane analysis 

จากการทดลอง เมื่อวิเคราะห์ตัวอยํางด๎วยวิธี LC/MS/MS พบวํา หลังจากให๎สาร Bacopaside I แกํ
หนูทดลองโดยการป้อน พบสาร Bacopaside I เพียงในตัวอยํางอุจจาระของหนู ณ เวลา 36 และ 48 ชั่วโมง
เทํานั้น สํวนในหนูกลุํมที่ได๎รับสารโดยการฉีดเข๎าหลอดเลือดด าที่คอ เมื่อวิเคราะห์ตัวอยํางอุจจาระแล๎ว พบ
สาร Bacopaside I ที่เวลา 24 และ48 ชั่วโมง  โดยสาร Bacopaside I ที่ตรวจพบในตัวอยํางอุจจาระของหนูใน
กลุํมที่ได๎รับสารดังกลําวโดยการป้อนมีปริมาณน๎อยกวํากลุํมที่ได๎รับสารโดยการฉีดเข๎าทางหลอดเลือดด า 
นอกจากนี้ยังพบสาร Bacopaside I ในตัวอยํางปัสสาวะของหนูที่ได๎รับสารทางหลอดเลือดด าที่เวลา 12, 24, 
36 และ 48 ชั่วโมง ในขณะที่ไมํพบสารดังกลําวเลยในตัวอยํางปัสสาวะของหนูกลุํมที่ได๎รับสารโดยการป้อน 

จากการวิเคราะห์ตัวอยํางด๎วยวิธี on membrane analysis พบสาร Bacopaside I ในตัวอยํางอุจจาระ
ของหนูที่เก็บได๎  ณ เวลา 36,  48 ชั่วโมงและ 24, 48 ชั่วโมง ในหนูกลุํมที่ได๎รับสารโดยการป้อนและการฉีด
เข๎าทางหลอดเลือดด า ตามล าดับ และบางตัวอยํางที่ได๎จากกลุํมที่ได๎รับสารโดยการป้อนพบสารอ่ืนที่คาดวํา
จะเป็นสารเมตาบอไลท์ของสาร Bacopaside I ซึ่งมีโครงสร๎างหลักเหมือนกันอยูํด๎วย 

จากผลการศึกษาที่ได๎ สามารถสรุปได๎วําสาร Bacopaside I ถูกขับออกทางอุจจาระในหนูที่ได๎รับ
สารโดยการป้อนที่เวลานานกวํา 24 ชั่วโมง และถูกขับออกจากรํางกายได๎ทั้งทางปัสสาวะและอุจจาระในหนู
ที่ได๎รับสารทางหลอดเลือดด า โดยขับออกทางปัสสาวะที่เวลาน๎อยกวํา 12 ชั่วโมง และขับออกทางอุจจาระ
ตั้งแตํกํอนครบ 24 ชั่วโมง โดยที่สารดังกลําวจะคงค๎างอยูํในรํางกายไมํน๎อยกวํา 48 ชั่วโมงในหนูทั้งสองกลุํม 
สารอ่ืนที่ตรวจพบในการวิเคราะห์ด๎วยวิธี on membrane analysis ได๎แกํ ตัวอยํางอุจจาระของหนูที่ได๎รับสาร
โดยการป้อน ซึ่งมีขั้วสูงกวําสาร Bacopaside I และอาจเป็นสารเมตาบอไลท์ที่มีโครงสร๎างหลักเหมือนกัน
กับสาร Bacopaside I ที่ให๎แกํหนูทดลอง 
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บทคัดย่อ 

ความเป็นพิษเฉียบพลันของสารสกัดพรมมิในหนูขาวเพศผู๎และเพศเมียทดสอบโดยป้อนสารสกั ด
ขนาด 5,000 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัวทางปากคร้ังเดียว สังเกตอาการแสดงความเป็นพิษและ
พฤติกรรมโดยทั่วไปเป็นเวลา 14 วัน ซึ่งไมํพบความผิดปกติ ลักษณะอาการ พฤติกรรมและการตายของหนู
ขาวที่ได๎รับสารสกัดพรมมิเมื่อเทียบกับหนูกลุํมควบคุมที่ได๎รับน้ ากลั่น ดังน้ันอาจกลําวได๎วําการป้อนสาร
สกัดพรมมิครั้งเดียวทางปากในขนาด 5,000 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัวไมํมีผลกํอให๎เกิดความเป็นพิษ
เฉียบพลัน ทดสอบความเป็นพิษเร้ือรังในหนูขาวโดยป้อนสารสกัดพรมมิขนาด 30, 60, 300 และ            
1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัวเป็นเวลา 270 วัน ประเมินอาการ พฤติกรรมและสุขภาพสัตว์ พบวําไมํ
มีความผิดปกติใดๆ ในหนูขาวกลุํมที่ได๎รับสารสกัดเมื่อเทียบกับหนูขาวกลุํมควบคุม  นอกจากนี้หนูขาวกลุํม
ทดสอบ กลุํมควบคุมและกลุํมติดตามผลการออกฤทธิ์ของสารจะได๎รับการประเมินน้ าหนักตัวสุทธิ และ
น้ าหนักอวัยวะ ลักษณะทางพยาธิวิการของอวัยวะภายใน การประเมินคําโลหิตวิทยาและคําเคมีคลินิกใน
เลือด ตลอดจนการตรวจทางพยาธิวิทยา พบวํามีการเพิ่มหรือลดลงของน้ าหนักตัวและน้ าหนักอวัยวะภายใน
บางอวัยวะ มีคําโลหิตวิทยาและคําเคมีคลินิกบางคําที่มีความแตกตํางทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุํมควบคุม  แตํ
อยํางไรก็ตามการพิจารณาคําตํางๆ ดังกลําวรํวมกับข๎อมูลเกี่ยวกับอาการที่แสดง พฤติกรรมและการตรวจ
สุขภาพสัตว์อาจกลําวได๎วําการให๎สารสกัดพรมมิในขนาด 30, 60, 300 และ 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัม
น้ าหนักตัวเป็นเวลา 270 วันไมํได๎กํอให๎เกิดความเป็นพิษเร้ือรัง 
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Abstract 

Acute toxicity of Brahmi extract was conducted in male and female rats by single oral 
administration with the extract at 5,000 mg/kg body weight. The toxic signs and behaviors were observed 
within 14 days. The results showed no sign of differences as compared the control rats. In conclusion, 
single oral administration with the Brahmi extract at 5,000 mg/kg body weight did not significantly cause 
acute toxicity. For the chronic toxicity test, after oral feeding both male and female rats daily with the 
Brahmi extract at 30, 60, 300 and 1,500 mg/kg body weight for 270 days, signs, animal behavior and 
health monitoring were then investigated. There were no abnormalities in the test groups as compared to 
the control rats. Furthermore, the test and control groups (the day of 270th) and the satellite group (298th) 
were analyzed by measuring their final body and organ weights, taking necropsy, and examining 
hematology, blood clinical chemistry, and microanatomy. The results show an increase or decrease of 
body and some organ weights, significantly difference of some hematological and clinical blood chemical 
values when compared with the control groups. However, analyses of these results combined with the 
information of signs, behavior and health monitoring can finally make a conclusion that an oral 
administration of the Brahmi extract at the doses of 30, 60, 300 and 1,500 mg/kg body weight for           
270 days does not produce chronic toxicity. 
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บทที่ 1 

บทน าและการทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

1.  ความส าคัญ และที่มาของปัญหา 

การศึกษาและพัฒนายาหรือสารตํางๆ ไมํวําจะเป็นสารใดก็ตาม สิ่งที่จ าเป็นที่ต๎องด าเนินการคือการ

ทดสอบความเป็นพิษ (toxicity test) ในสัตว์ทดลอง กระบวนการทดสอบสามารถท าได๎หลายรูปแบบเชํน 

การทดสอบความเป็นพิษของสารที่ออกฤทธิ์อยํางเฉียบพลัน (acute toxicity) และฤทธิ์กึ่งเฉียบพลัน 

(subacute toxicity) ไปจนถึงการทดสอบความเป็นพิษกึ่งเร้ือรัง (subchronic toxicity) และพิษเร้ือรัง (chronic 

toxicity) จุดประสงค์หลักของการศึกษาคือเพื่อก าหนดความปลอดภัยในการใช๎สารน้ันๆ ซึ่งเป็นข๎อมูลที่

ส าคัญอยํางยิ่งตํอการทดสอบทางคลินิกและการน าไปใช๎ในคนตํอไป 

การศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดพรมมิในโครงการน้ีเป็นการทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลัน

และเร้ือรังในสัตว์ทดลอง การศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลัน (acute toxicity) คือ การตรวจวัดและประเมิน

ภาวะของการเกิดพิษโดยการได๎รับสารเคมีเพียงครั้งเดียวหรือได๎รับสารเคมีหลายคร้ังภายใน 24 ชั่วโมง โดย

มีวัตถุประสงค์ของการศึกษาเพื่อให๎ได๎คํา LD50 ของสารเคมีที่ทดสอบซึ่งใช๎เปรียบเทียบความเป็นพิษ

เฉียบพลันกับสารเคมีอื่นๆ เพื่อประเมินโอกาสที่จะแสดงให๎เห็นถึงความเป็นพิษที่เกิดขึ้นกับระบบตํางๆของ

รํางกายเมื่อเกิดความเป็นพิษอยํางเฉียบพลัน  รวมทั้งเป็นข๎อมูลในการเลือกใช๎ขนาดของสารที่เหมาะสม

ส าหรับการทดสอบในขั้นตํอไป สํวนการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังเป็นการศึกษาที่สัตว์ทดลองจะได๎รับยาใน

ขนาดซ้ าๆ โดยการให๎ด๎วยทางใดทางหนึ่งหรือหลายทางและใช๎เวลานานหนึ่งปีหรืออาจน๎อยกวํา โดยมี

วัตถุประสงค์ของการศึกษาเพื่อก าหนดเกี่ยวกับความเป็นพิษแบบกว๎างๆของสารที่ให๎ในขนาดซ้ าๆใน

สัตว์ทดลอง ทั้งในเชิงคุณรูปที่เกี่ยวกับอวัยวะเป้าหมายหรือผลกระทบที่เกิดขึ้น และในเชิงปริมาณ ได๎แกํ

ขนาดของสารทดสอบที่ใช๎ ความส าคัญและระดับที่พบในพลาสมาหรือเน้ือเยื่อ มีผลกระทบที่ปรากฏให๎เห็น

หรือไมํเห็น การศึกษาดังกลําวยังให๎ข๎อมูลสนับสนุน ข๎อแนะน า ข๎อควรระมัดระวัง ให๎ข๎อมูลเกี่ยวกับอาการ

แสดงถึงความเป็นพิษ ขนาดของสารทดสอบ  รวมทั้งระยะเวลาในการให๎สาร เพื่อน าไปศึกษาตํอในชั้น

คลินิกหรือน าไปใช๎ในมนุษย์ตํอไป รวมทั้งเพื่อมุํงไปสูํการศึกษาอ่ืนๆตํอไป ซึ่งการศึกษาดังกลําวต๎องให๎

ข๎อมูลที่เพียงพอที่จะท าให๎เกิดการเลือกขนาดของสารที่เหมาะสม ระยะเวลาในการศึกษา และใน

ขณะเดียวกันก็ให๎ข๎อมูลเพื่อเป็นแนวทางในการศึกษาระยะยาว เชํน ให๎ข๎อมูลเกี่ยวกับคําที่ต๎องวัด จ านวน

สัตว์ทดลองที่ต๎องใช๎ในการศึกษา เป็นต๎น นอกจากนี้การออกฤทธิ์ของสารแบบ reversible ภายหลังจากหยุด
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ได๎รับสารทดสอบแล๎วสามารถทดสอบได๎ด๎วยวิธีการนี้ และผลการทดสอบที่ได๎นี้อาจสามารถบอกประเภท

ของของความเป็นพิษได๎เชํน neurological, physiological, biochemical, hematological และ pathological 

effects เป็นต๎น(1-10) 

สมุนไพรพรมมิ มีชื่อวิทยาศาสตร์ Bacopa monnieri Pennell อยูํในวงศ์  SCROPHULARIACEAE 

เป็นผักพื้นบ๎านที่พบได๎ทั่วไปในประเทศไทยโดยมีถิ่นก าเนิดในเนปาลและอินเดีย  เป็นพืชสะเทินน้ าสะเทิน

บก ชอบขึ้นในที่ชื้นแฉะ เชํนขอบสระน้ า ลักษณะล าต๎นใหญํ  อวบน้ า ไมํมีขน เลื้อยทอดไปตามพื้นและชู

ยอดขึ้น  ใบเป็นใบเด่ียว รูปไขํคอนข๎างยาว โคนใบแคบ ปลายใบกว๎างมนกลม ขอบใบเรียบ แตกจากล า

ต๎นแบบตรงกันข๎าม ดอกเป็นดอกเดี่ยว ออกตามซอกใบกลีบดอกสีขาวหรือสีครามอํอน ตอนโคนติดกันเป็น

หลอด ตอนปลายแยกเป็น 5 กลีบ เกสรตัวผู๎มี 4 อัน ติดอยูํกับกลีบดอก สํวนของยอดจะมีสาระส าคัญที่บ ารุง

ความจ ามากกวําสํวนอ่ืนๆ สรรพคุณทางการแพทย์อายุรเวท ท าหน๎าที่บ ารุงสมอง รักษาความจ าอันมีคําของ

มนุษย์ และชํวยเสริมความจ าและการเรียนรู๎ ปกป้องเซลล์ประสาทไมํให๎ถูกท าลายได๎งําย  

สารสกัดจากพรมมิมีสรรพคุณในการท าหน๎าที่บ ารุงสมอง รักษาความจ าอันมีคําของมนุษย์ ชะลอ

การเสื่อมของเซลล์สมอง มีผลกระตุ๎นความจ าและการเรียนรู๎ นอกจากนี้ยังพบวํามีฤทธิ์ในการป้องกันการถูก

ท าลายของเซลล์ประสาท  และชํวยให๎เซลล์ประสาทสมองยืดอายุการใช๎งานได๎นานขึ้น ซึ่งสามารถชํวย

ป้องกันไมํให๎ผู๎สูงอายุเป็นโรคอัลไซเมอร์ได๎ด๎วย 

การศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดพรมมิในทางเภสัชวิทยาทั้งในระดับหลอดทดลอง สัตว์ทดลอง  

การศึกษาพิษวิทยา รวมถึงการทดลองทางคลินิก พบวําสารสกัดที่ได๎จากต๎นพรมมิมีสารซาโปนิน ( saponins) 

สามารถชะลอการเสื่อมของเซลล์สมอง  มีผลกระตุ๎นความจ า นอกจากนี้ยังมีฤทธิ์ในการป้องกันการถูก

ท าลายของเซลล์ประสาท  ซึ่งสามารถชํวยป้องกันไมํให๎ผู๎สูงอายุเป็นโรคอัลไซเมอร์ได๎ การศึกษาผลของ

พรมมิในอาสาสมัครที่มีรํางกายปกติอายุ 55–70 ปี จ านวน 60 คน โดยศึกษาเปรียบเทียบระหวํางกลุํมที่ได๎ยา

หลอกและได๎สารสกัดพรมมิ ขนาด 300 และ 600 มิลลิกรัมตํอวัน เป็นเวลา 3 เดือน พบวํา สารสกัดพรมมิ  

ชํวยเพิ่มคุณภาพชีวิตให๎กับผู๎สูงอายุ โดยเพิ่มประสิทธิภาพการทรงตัว  เพิ่มการต่ืนตัวตํอสิ่งเร๎า มีสมาธิมาก

ขึ้น เพิ่มความสามารถในการเรียนรู๎และความจ า คลายอาการซึมเศร๎า ไมํพบอาการพิษและภาวะข๎างเคียงใดๆ 

ในอาสาสมัคร สํวนการศึกษาในหนูเป็นเวลา 14 วัน พบวําหนูมีการเรียนรู๎และความจ าที่ดีขึ้น  นอกจากนี้ได๎

ทดลองในหนูที่เกิดจากการเหนี่ยวน าให๎มีสภาวะความจ าบกพรํองและความจ าเสื่อมพบวํา  เมื่อให๎สารสกัด

พรมมิติดตํอกันนาน 2 สัปดาห์ กํอนสมองถูกท าให๎บกพรํอง พบวํา พรมมิสามารถป้องกันความสูญเสียความ

ทรงจ าได๎ สํวนการศึกษาทางพิษวิทยา พบวํา สารสกัดพรมมิมีความปลอดภัยไมํพบผลข๎างเคียงใดๆ  
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เน่ืองจากสารซาโปนินที่พบในพรมมิเป็นสารชนิดเดียวกับที่พบในโสม หรือ แปะก๏วย ( Ginkgo) ซึ่ง

พรมมิเป็นสมุนไพรของอินเดียในศาสตร์อายุรเวช แตํเป็นพืชล๎มลุกที่สามารถเพาะปลูกและขยายพันธุ์ได๎งําย

ในประเทศไทย ดังนั้นหากมีการน าพรมมิมาใช๎ก็จะถือวําเป็นการลดการน าเข๎าสมุนไพรอยํางโสม หรือ 

แปะก๏วย ที่เป็นสมุนไพรที่ต๎องน าเข๎าจากตํางประเทศ  

2. วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

2.1 ศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลันของสารสกัดพรมมิในหนูขาว 

2.2 ศึกษาความเป็นพิษเร้ือรัง (270 วัน) ของสารสกัดพรมมิในหนูขาว  
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บทที่ 2 

ระเบียบวิธีวิจัย 

สัตว์ทดลอง 

หนูขาวพันธุ์ Sprague Dawley น้ าหนัก 180-200 กรัม ทั้งเพศผู๎และเมีย จากส านักสัตว์ทดลอง
แหํงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล จ .นครปฐม น ามาเลี้ยงในห๎องสัตว์ทดลองที่ควบคุมสภาวะแวดล๎อมให๎มี
อุณหภูมิ 25 ± 1 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์ 60 เปอร์เซ็นต์ ควบคุมแสงสวําง -มืด 12 ชั่วโมง ให๎อาหาร
และน้ าไมํจ ากัดปริมาณ เลี้ยงสัตว์ทดลองอยํางน๎อย 1 สัปดาห์กํอนการทดลอง 

การขออนุญาตใช้สัตว์ทดลอง 
 การใช๎สัตว์ทดลองในการศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลันและเร้ือรังของสารสกัดพรมมิได๎ผํานการขอ
อนุญาตใช๎สัตว์ทดลองจากคณะกรรมการจรรยาบรรณการใช๎สัตว์ทดลอง คณะแพทยศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ เลขที่ AE011/2552 

การเตรียมสารทดสอบและวิถีทางให้สารทดสอบ 
 เตรียมสารทดสอบพรมมิโดยละลายในน้ ากลั่น และป้อนสารทดสอบพรมมิทางปากโดยใช๎เข็มป้อน
สารสัตว์ทดลองในปริมาตร 1 มิลลิลิตรตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว  

วิธีการทดสอบ 
1. ความเป็นพิษเฉียบพลัน(8,10) 

1.1  แบํงหนูขาวแตํละเพศออกเป็น 2 กลุํม (เพศผู๎ 10 ตัว และเพศเมีย 10 ตัว) คือ 
กลุํมที่ 1  กลุํมควบคุม ได๎รับน้ ากลั่น 

กลุํมที่ 2  กลุํมทดสอบ ได๎รับสารทดสอบพรมมิขนาด 5,000 มิลลิกรัมตํอ 

  กิโลกรัมน้ าหนักตัว 

1.2  ป้อนสารทดสอบพรมมิให๎หนูขาวทางปาก สังเกตอาการเปลี่ยนแปลง เชํน ซึม อาเจียน 
กล๎ามเนื้อเกร็ง ถํายเหลวเป็นน้ า เป็นต๎น ภายใน 24 ชั่วโมงและทุกวันจนครบ 14 วัน พร๎อมทั้งบันทึกน้ าหนัก
หนูขาว และจ านวนหนูขาวที่ตาย 

1.3  วันที่ 14 ท าการผําพิสูจน์ซากหาความผิดปกติของอวัยวะภายในตํางๆ (ปอด หัวใจ ตับ ไต 
กระเพาะอาหาร ล าไส๎ ม๎าม ตํอมหมวกไต รังไขํ มดลูก อัณฑะ ตา สมอง กระดูกสันหลัง กล๎ามเนื้อและ
เส๎นประสาท) ด๎วยตาเปลํา 
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1.4  ในการทดลองคร้ังนี้หากหนูขาวได๎รับสารทดสอบพรมมิขนาด 5,000 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัม
น้ าหนักตัวแล๎วไมํตายอาจกลําวได๎วําสารดังกลําวมีความเป็นพิษต่ าหรือไมํมีความเป็นพิษ จึงไมํต๎องศึกษาหา 
LD50 

1.5  หากสารทดสอบพรมมิขนาด 5,000 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัวท าให๎สัตว์ทดลองตายจึง
ค านวณหาขนาดของสารที่ท าให๎สัตว์ทดลองตายครึ่งหนึ่ง LD50 

2. ความเป็นพิษเรื้อรัง(7,10) 
2.1  แบํงหนูขาวแตํละเพศออกเป็น 5 กลุํม (เพศผู๎ 10 ตัว และเพศเมีย 10 ตัว) คือ  

กลุํมที่ 1    กลุํมควบคุม ได๎รับน้ ากลั่น   

กลุํมที่ 2    กลุํมทดสอบ ได๎รับสารทดสอบพรมมิขนาด 30 มิลลิกรัม 

    ตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว 

กลุํมที่ 3    กลุํมทดสอบ ได๎รับสารทดสอบพรมมิขนาด 60 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว 

กลุํมที่ 4    กลุํมทดสอบ ได๎รับสารทดสอบพรมมิขนาด 300 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนัก
ตัว 

กลุํมที่ 5    กลุํมทดสอบ ได๎รับสารทดสอบพรมมิขนาด 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนัก
ตัว 

กลุํมที่ 6    กลุํมติดตามผล ได๎รับสารทดสอบพรมมิขนาด 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัม
น้ าหนักตัว 

2.2  ป้อนสารทดสอบพรมมิทางปากติดตํอกันทุกวันเป็นเวลา 270 วัน ระหวํางการทดลองสังเกต
และบันทึกอาการเปลี่ยนแปลง น้ าหนักตัวของหนูขาวทุกวัน หากมีหนูขาวตายระหวํางการทดลองจะท าการ
ผําพิสูจน์ซาก 

2.3  เมื่อครบก าหนด 270 วัน เก็บเลือดเพื่อตรวจคําทางโลหิตวิทยา คําทางชีวเคมีและผําพิสูจน์ซาก
หาความผิดปกติของอวัยวะภายในตํางๆ (ปอด หัวใจ ตับ ไต กระเพาะอาหาร ล าไส๎ รังไขํ มดลูก ตํอมหมวก
ไต อัณฑะ เอพิดิไดมิส ตา สมอง กระดูกสันหลัง กล๎ามเนื้อและเส๎นประสาท ) ด๎วยตาเปลําและตรวจชิ้นเนื้อ
ทางพยาธิวิทยา 

2.4  สํวนหนูขาวกลุํมติดตามผลหลังได๎รับสารทดสอบพรมมิครบ 270 วัน เลี้ยงตํอไปอีก 28  วันโดย
ไมํได๎รับสารทดสอบ เมื่อครบ 28 วันจะเก็บเลือดและอวัยวะภายในส าหรับตรวจทางพยาธิวิทยา 
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บทที่ 3 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

ในการศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลันของสารสกัดพรมมิ พบวําเมื่อป้อนสารทดสอบพรมมิขนาด 
5,000 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว ทางปากคร้ังเดียวแกํหนูขาวทั้งเพศผู๎และเพศเมียไมํพบการตาย การ
เปลี่ยนแปลงพฤติกรรมของหนูขาว และไมํมีผลเปลี่ยนแปลงน้ าหนักตัวเฉลี่ย เมื่อเปรียบเทียบกับกลุํม
ควบคุม แสดงผลในตารางที่ 6-1   ในตารางที่ 6-2 แสดงน้ าหนักอวัยวะภายในของหนูขาว พบวําในหนูขาว
เพศเมียมีน้ าหนักปอดเพิ่มสูงขึ้น และหนูขาวเพศผู๎มีน้ าหนักตับเพิ่มสูงขึ้นอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบ
กับกลุํมควบคุม (p<0.05) 

เมื่อผําพิสูจน์ซากเพื่อตรวจดูลักษณะความผิดปกติของเน้ือเยื่อและอวัยวะตํางๆ ของหนูขาวทั้งสอง
เพศทุกกลุํมได๎แกํ หัวใจ ปอด ตับ ตับอํอน ไต ม๎าม ตํอมหมวกไต กระเพาะอาหาร ล าไส๎ รังไขํ มดลูก อัณฑะ 
ตา กล๎ามเนื้อ กระดูกและสมอง เปรียบเทียบกับกลุํมควบคุมพบวํา จากการตรวจพยาธิวิการของอวัยวะ
ภายในด๎วยตาเปลําไมํพบรอยโรค ลักษณะ ขนาด รูปรํางและสีที่ผิดปกติเมื่อเทียบกับกลุํมควบคุม  

ตารางท่ี 6-1 ผลของสารสกัดพรมมิตํอน้ าหนักตัวเฉลี่ยของหนูขาวในการศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลัน 

  น้ าหนักตัว (กรัม) น้ าหนักตัวที่
เพิ่มขึ้นในวันที่ 14 

 วันที่ 0 วันที่ 7 วันที่ 14 

เพศเมีย     

ควบคุม 218.00 + 3.74 215.00 + 2.24 233.00 + 2.00 15.00 + 7.58 

พรมมิ 5,000 มก./กก. 234.00 + 4.30 255.00 + 6.12 260.00 + 7.58* 26.00 + 4.47 

เพศผู้     

ควบคุม 265.00 + 2.24 247.00 + 3.39 290.00 + 4.47 25.00 + 2.24 

พรมมิ 5,000 มก./กก. 287.00 + 2.55 296.00 + 2.91 313.00 + 2.55 26.00 + 3.32 

ข๎อมูลแสดงคําเฉลี่ย + คําความผิดพลาดปกติของคําเฉลี่ย, n = 10 

* ความแตกตํางทางสถิติอยํางมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุํมควบคุมที่ p<0.05 



 

โครงการยํอยที่ 6 6-7 
 

ตารางท่ี 6-2 ผลของสารสกัดพรมมิตํอน้ าหนักอวัยวะภายในของหนูขาวในการศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลัน 

 น้ าหนักอวัยวะภายใน (กรัม) 
 ควบคุม พรมมิ 5,000 มก./กก. 
เพศเมีย   

สมอง 1.79 + 0.08 1.73 + 0.03 
ปอด 1.27 + 0.02 1.44 + 0.06* 
หัวใจ  0.84 + 0.05 0.92 + 0.03 
ตับ  6.74 + 0.29 9.10 + 0.61 
ตับอํอน 0.62 + 0.04 0.86 + 0.08 
ม๎าม  0.65 + 0.04 0.82 + 0.04 
ตํอมหมวกไต 0.04 + 0.00 0.04 + 0.00 
ไต 0.83 + 0.02 0.86 + 0.02 
รังไขํ 0.07 + 0.00 0.07 + 0.00 
มดลูก 0.49 + 0.02 0.47 + 0.04 

เพศผู ้   
สมอง 1.77 + 0.03 1.79 + 0.02 
ปอด 1.47 + 0.04 1.51 + 0.03 
หัวใจ  0.95 + 0.03 0.99 + 0.03 
ตับ  8.70 + 0.67 8.39 + 0.13* 
ตับอํอน 0.78 + 0.04 0.72 + 0.03 
ม๎าม  0.77 + 0.03 0.84 + 0.03 
ตํอมหมวกไต 0.03 + 0.00 0.03 + 0.00 
ไต 1.01 + 0.03 1.05 + 0.01 
อัณฑะ 1.68 + 0.02 1.69 + 0.02 
เอพิดิไดมิส 0.50 + 0.01 0.53 + 0.01 

 
ข๎อมูลแสดงคําเฉลี่ย + คําความผิดพลาดปกติของคําเฉลี่ย, n = 10 
* ความแตกตํางทางสถิติอยํางมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุํมควบคุมที่ p<0.05 
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จากการศึกษาความเป็นพิษเฉียบพลันของสารสกัดพรมมิไมํพบความเป็นพิษตํอหนูขาวทั้งสองเพศ
ในขนาดของสารทดสอบ 5,000 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัวจึงทดสอบความเป็นพิษเร้ือรังโดยป้อนสาร
ทดสอบขนาด 30, 60, 300 และ 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัวแกํหนูขาวปกติทั้งเพศเมียและเพศผู๎
ทางปากทุกวันเป็นเวลา  270 วัน จากการสังเกตอาการของหนูขาวหลังจากได๎รับสารสกัดพรมมิ  ทุกวันๆ ละ
คร้ังเป็นเวลา 270 วัน ลักษณะภายนอกและพฤติกรรมตํางๆ ของหนูขาวไมํแตกตํางไปจากกลุํมควบคุม  และ
ไมํมีหนูขาวตัวใดตายในระหวํางการทดสอบทั้งในกลุํมควบคุม กลุํมที่ได๎รับสารสกัดพรมมิและกลุํมติดตาม
ผลการออกฤทธิ์ของสารทดสอบ  

ตารางที่ 6-3 แสดงน้ าหนักตัวของหนูขาวเพศเมียที่ได๎รับสารสกัดพรมมิ พบวํา น้ าหนักตัวของหนู
ขาวเพศเมียกลุํมที่ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาด 30 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัวมีน้ าหนักตัวในวันที่          
90 น๎อยกวํากลุํมควบคุม กลุํมที่ได๎รับสารสกัดขนาด 60 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัวมีน้ าหนักตัวในวันที่ 
270 ลดลงและมีการเพิ่มขึ้นของน้ าหนักตัวในวันที่ 270 น๎อยกวํากลุํมควบคุม สํวนกลุํมติดตามผลที่ให๎สาร
สกัดพรมมิขนาด 1,500 (กลุํมบี) มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัวมีน้ าหนักตัวในวันที่ 180 เพิ่มขึ้น ในตาราง
ที่ 6-4 แสดงน้ าหนักตัวของหนูขาวเพศผู๎ที่ได๎รับสารสกัดพรมมิ หนูขาวกลุํมติดตามผลที่ให๎สารสกัดพรมมิ
ขนาด 1,500 (กลุํมบี) มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัวมีน้ าหนักตัวในวันที่ 180 น๎อยกวํากลุํมควบคุม การ
เพิ่มขึ้นหรือลดลงของน้ าหนักตัวของหนูขาวทั้งสองเพศมีความแตกตํางทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุํมควบคุม 
(p<0.05)  

ตารางที่ 6-5 แสดงน้ าหนักอวัยวะภายในของหนูขาวเพศเมียที่ได๎รับสารสกัดพรมมิ พบวําหนูขาว
เพศเมียที่ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาด 60 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัวมีน้ าหนักตับลดลง และมีน้ าหนักรัง
ไขํเพิ่มขึ้น หนูขาวที่ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาด 300 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัวมีน้ าหนักสมองและรัง
ไขํเพิ่มสูงขึ้น สํวนกลุํมที่ได๎รับสารสกัดขนาด 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว (กลุํมเอ)  มีน้ าหนัก
สมอง ตับอํอนและรังไขํเพิ่มสูงขึ้นอยํางมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับกลุํมควบคุม (p<0.05) ตารางที่ 6-6 แสดง
น้ าหนักอวัยวะภายในของหนูขาวเพศเมียที่ได๎รับสารสกัดพรมมิ พบวํา หนูขาวเพศผู๎ที่ได๎รับสารสกัดขนาด 
30 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัวมีน้ าหนักไตเพิ่มสูงขึ้น หนูขาวที่ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาด 60 และ    
300 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัวตับลดลงและน้ าหนักเอพิดิไดมิสเพิ่มสูงขึ้น กลุํมที่ได๎รับสารสกัดขนาด 
1,500 (กลุํมเอ) มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัวมีน้ าหนักปอดเพิ่มขึ้น การเพิ่มขึ้นหรือลดลงของน้ าหนักตัว
ของหนูขาวทั้งสองเพศมีความแตกตํางทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุํมควบคุม (p<0.05) 
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ตารางท่ี 6-3 น้ าหนักตัว (กรัม) ของหนูขาวเพศเมียในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของสารสกัดพรมมิ  

กลุํม น้ าหนักตัว (กรัม) น้ าหนักตัวที่เพิ่มขึ้น
ในวันที่ 270 

 วันที่ 1 วันที่ 90 วันที่ 180 วันที่ 270 วันที่ 298 

ควบคุม 231.00 ± 2.45 302.00 ± 3.00 317.00 ± 2.49 338.50 ± 9.95  107.50 ± 8.80 

พรมมิ 30 มก./กก.  235.00 ± 2.69 290.50 ± 4.86* 321.50 ± 3.42 336.00 ± 6.78  101.00 ± 6.53 

พรมมิ 60 มก./กก. 236.00 ± 2.67 301.50 ± 3.42 310.50 ± 1.38 315.50 ± 7.76*  79.50 ± 9.44* 

พรมมิ 300 มก./กก. 231.50 ± 4.41 300.50 ± 4.31 321.00 ± 3.64 339.50 ± 5.98  108.00 ± 6.67 

พรมมิ 1,500 มก./กก.a 229.00 ± 4.82 297.50 ± 4.43 321.50 ± 3.50 330.50 ± 7.97  101.50 ± 7.30 

พรมมิ 1,500 มก./กก.b 232.50 ± 2.61 294.00 ± 3.40 331.00 ± 4.40* 337.50 ± 8.11 345.50 ± 5.94 105.00 ± 7.30 

ข๎อมูลแสดงคําเฉลี่ย + คําความผิดพลาดปกติของคําเฉลี่ย, n = 10 

a กลุํมทดสอบได๎รับสารทดสอบขนาด 1500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว เป็นเวลา 270 วัน  

b กลุํมติดตามผลได๎รับสารทดสอบขนาด 1500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว เป็นเวลา 270 วัน และเลี้ยงตํอไปอีก 28 วันโดยไมํได๎รับสารทดสอบ 

* ความแตกตํางทางสถิติอยํางมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุํมควบคุมที่ p<0.05 
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ตารางท่ี 6-4 น้ าหนักตัว (กรัม) ของหนูขาวเพศผู๎ในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของสารสกัดพรมมิ  

กลุํม น้ าหนักตัว (กรัม) น้ าหนักตัวที่เพิ่มขึ้น
ในวันที่ 270 

 วันที่ 1 วันที่ 90 วันที่ 180 วันที่ 270 วันที่ 298 

ควบคุม 238.50 ± 3.42 408.00 ± 3.35 510.00 ± 8.20 530.00 ± 17.45  291.50 ± 18.69 

พรมมิ 30 มก./กก.  237.50 ± 4.30 429.50 ± 8.58 530.00 ± 3.65 547.50 ± 9.23  310.00 ± 11.25 

พรมมิ 60 มก./กก. 236.00 ± 2.67 419.50 ± 4.62 522.50 ± 8.31 544.00 ± 7.56  308.00 ± 6.59 

พรมมิ 300 มก./กก. 234.50 ± 3.61 412.50 ± 13.69 518.00 ± 9.26 538.50 ± 10.85  304.00 ± 10.08 

พรมมิ 1,500 มก./กก.a 242.50 ± 3.27 387.50 ± 16.39 502.00 ± 8.83 502.00 ± 9.58  259.50 ± 9.65 

พรมมิ 1,500 มก./กก.b 235.50 ± 3.02 396.00 ± 13.70 485.00 ± 11.25* 512.00 ± 7.20 513.50 ± 9.13 276.50 ± 9.43 

ข๎อมูลแสดงคําเฉลี่ย + คําความผิดพลาดปกติของคําเฉลี่ย, n = 10 

a กลุํมทดสอบได๎รับสารทดสอบขนาด 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว เป็นเวลา 270 วัน  

b กลุํมติดตามผลได๎รับสารทดสอบขนาด 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว เป็นเวลา 270 วัน และเลี้ยงตํอไปอีก 28 วันโดยไมํได๎รับสารทดสอบ 

* ความแตกตํางทางสถิติอยํางมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุํมควบคุมที่ p<0.05 
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ตารางท่ี 6-5 น้ าหนักอวัยวะภายใน (กรัม) ของหนูขาวเพศเมียในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของสารสกัดพรมมิ 

  
ควบคุม 

พรมมิ (มก./กก.) 
30 60 300 1,500a 1,500b 

สมอง 1.97 ± 0.02 1.94 ± 0.03 1.94 ± 0.03 2.07 ± 0.04* 2.08 ± 0.02* 2.01 ± 0.03* 
ปอด 2.16 ± 0.26 2.16 ± 0.26 2.00 ± 0.14 2.14 ± 0.13 2.32 ± 0.19 2.00 ± 0.13 
หัวใจ 1.27 ± 0.05 1.22 ± 0.03 1.24 ± 0.04 1.38 ± 0.09 1.36 ± 0.06 1.31 ± 0.05 
ตับ 9.90 ± 0.32 9.55 ± 0.28 8.71 ± 0.30* 9.72 ± 0.23 9.33 ± 0.29 9.54 ± 0.27 
ม๎าม 0.83 ± 0.03 0.81 ± 0.03 0.74 ± 0.03 0.83 ± 0.03 0.84 ± 0.04 0.79 ± 0.04 
ตับอํอน 1.03 ± 0.09 1.09 ± 0.08 1.21 ± 0.14 1.34 ± 0.13 1.42 ± 0.14* 0.98 ± 0.12 
ตํอมหมวกไต 0.04 ± 0.00 0.04 ± 0.00 0.05 ± 0.00 0.04 ± 0.00 0.04 ± 0.00 0.04 ± 0.00 
ไต 1.27 ± 0.02 1.28 ± 0.02 1.20 ± 0.03 1.22 ± 0.02 1.24 ± 0.04 1.25 ± 0.03 
รังไขํ 0.07 ± 0.00 0.08 ± 0.00 0.09 ± 0.01* 0.09 ± 0.01* 0.09 ± 0.01* 0.07 ± 0.00* 
มดลูก 1.18 ± 0.14 1.36 ± 0.33 1.01 ± 0.07 0.96 ± 0.09 0.86 ± 0.05 1.13 ± 0.10 

ข๎อมูลแสดงคําเฉลี่ย + คําความผิดพลาดปกติของคําเฉลี่ย, n = 10 

a กลุํมทดสอบได๎รับสารทดสอบขนาด 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว เป็นเวลา 270 วัน  

b กลุํมติดตามผลได๎รับสารทดสอบขนาด 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว เป็นเวลา 270 วัน และเลี้ยงตํอไปอีก 28 วันโดยไมํได๎รับสารทดสอบ 

* ความแตกตํางทางสถิติอยํางมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุํมควบคุมที่ p<0.05 
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ตารางท่ี 6-6 น้ าหนักอวัยวะภายใน (กรัม) ของหนูขาวเพศผ๎ูในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของสารสกัดพรมมิ 

  
ควบคุม 

พรมมิ (มก./กก.) 
30 60 300 1,500a 1,500b 

สมอง 2.11 ± 0.03 2.16 ± 0.03 2.16 ± 0.04 2.14 ± 0.04 2.17 ± 0.04 2.11 ± 0.03 
ปอด 2.34 ± 0.10 2.60 ± 0.13 2.58 ± 0.14 2.58 ± 0.20 3.59 ± 0.21* 2.36 ± 0.13 
หัวใจ 1.84 ± 0.07 1.89 ± 0.05 1.76 ± 0.03 1.79 ± 0.06 1.97 ± 0.07 1.67 ± 0.06* 
ตับ 15.80 ± 0.44 16.80 ± 0.34 14.22 ± 0.23* 14.09 ± 0.56* 14.61 ± 0.61 14.75 ± 0.37 
ม๎าม 0.97 ± 0.06 1.05 ± 0.04 0.99 ± 0.04 1.05 ± 0.04 0.98 ± 0.04 0.96 ± 0.03 
ตับอํอน 1.27 ± 0.04 1.21 ± 0.12 1.41 ± 0.14 1.08 ± 0.14 1.54 ± 0.13 0.94 ± 0.09 
ตํอมหมวกไต 0.04 ± 0.00 0.04 ± 0.00 0.05 ± 0.00 0.04 ± 0.00 0.04 ± 0.00 0.04 ± 0.00 
ไต 1.86 ± 0.04 2.03 ± 0.06* 1.82 ± 0.04 1.76 ± 0.04 1.76 ± 0.06 1.74 ± 0.03 
อัณฑะ 2.13 ± 0.03 2.11 ± 0.09 2.11 ± 0.03 2.13 ± 0.03 2.05 ± 0.07 2.00 ± 0.04 
เอพิดิไดมิส 0.86 ± 0.02 0.93 ± 0.03 0.99 ± 0.03* 1.04 ± 0.06* 0.93 ± 0.03 0.87 ± 0.02 

ข๎อมูลแสดงคําเฉลี่ย + คําความผิดพลาดปกติของคําเฉลี่ย, n = 10 

a กลุํมทดสอบได๎รับสารทดสอบขนาด 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว เป็นเวลา 270 วัน  

b กลุํมติดตามผลได๎รับสารทดสอบขนาด 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว เป็นเวลา 270 วัน และเลี้ยงตํอไปอีก 28 วันโดยไมํได๎รับสารทดสอบ 

* ความแตกตํางทางสถิติอยํางมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุํมควบคุมที่ p<0.05 



 

โครงการยํอยที่ 6 6-13 
 

คําโลหิตวิทยาของหนูขาวเพศเมียในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรัง แสดงในตารางที่ 6-7 พบวํากลุํม
ติดตามผลที่ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาด 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว (กลุํมบี) มีคําเฮโมโกลบิน 
(hemoglobin, HB) ปริมาตรเม็ดเลือดแดงอัดแนํน ( hematocrit, HCT) คําเม็ดเลือดแดง (red blood cell, RBC) 
ปริมาตรของเม็ดเลือดแดงแตํละเซลล์ ( mean corpuscular volume, MCV) เพิ่มสูงขึ้นและมีคําความเข๎มข๎น
ของเฮโมโกลบินเฉลี่ยในเม็ดเลือดแดงแตํละเซลล์ (mean corpuscular hemoglobin concentration, MCHC) 
และจ านวนเกล็ดเลือด ( platelet) ลดลงอยํางมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับกลุํมควบคุม ( p<0.05) สํวนคํา โลหิต
วิทยาของหนูขาวเพศผู๎ในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรัง แสดงในตารางที่ 6-8 พบวํา หนูขาวที่ได๎รับสารสกัด
พรมมิขนาด 30 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัวมีจ านวนเกล็ดเลือดลดลง กลุํมที่ได๎รับสารสกัดขนาด         
60 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัวมีคําความเข๎มข๎นของเฮโมโกลบินเฉลี่ยในเม็ดเลือดแดงแตํละเซลล์ลดลง 
และในกลุํมติดตามผล (กลุํมบี) ปริมาตรเม็ดเลือดแดงอัดแนํนเพิ่มสูงขึ้นและมีคําความเข๎มข๎นของ
เฮโมโกลบินเฉลี่ยในเม็ดเลือดแดงแตํละเซลล์ลดลงอยํางมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับกลุํมควบคุม (p<0.05) 

ผลของสารสกัดพรมมิตํอคําการนับแยกเม็ดเลือดขาวของหนูขาวเพศเมียแสดงในตารางที่ 6-9 หนู
ขาวเพศเมียที่ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาด 300 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัวมีจ านวนลิมโฟไซต์เพิ่มสูงขึ้น 
และกลุํมที่ได๎รับสารสกัดขนาด 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว (กลุํมเอ) มีจ านวนเม็ดเลือดขาว 
(white blood cell, WBC) อยํางมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับกลุํมควบคุม ( p<0.05) สํวนตารางที่ 6-10 แสดงผล
ของหนูขาวเพศผู๎พบวํา กลุํมที่ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาด 300 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัวมีจ านวนเม็ด
เลือดขาว จ านวนนิวโทรฟิล (neutrophil) และจ านวนลิมโฟไซต์เพิ่มสูงขึ้น และกลุํมที่ได๎รับสารสกัดขนาด 
1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว (กลุํมเอ) มีจ านวนเม็ดเลือดขาวและจ านวนลิมโฟไซต์เพิ่มสูงขึ้นอยําง
มีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุํมควบคุม (p<0.05)  

คําเคมีคลินิกในเลือดของหนูขาวเพศเมียแสดงในตารางที่ 6-11 พบวําเพศเมียที่ได๎รับสารสกัดพรมมิ
ขนาด 30, 60 และ 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัวมีระดับของน้ าตาลลดลง สํวนกลุํมติดตามผลมี
คําครีเอตินิน (creatinine) เพิ่มขึ้นและมีคําโปรตีนรวม (total protein) ลดลงอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อ
เทียบกับกลุํมควบคุม (p<0.05) สํวนคําเคมีคลินิกในเลือดของหนูขาวเพศผู๎แสดงในตารางที่ 6-12 พบวํากลุํม
ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาด 30, 60 และ 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัวมีปริมาณเอนไซม์ซีร่ัม กลูแท
มิค ออกซาโลอะซิติก ทรานซามิเนส  (serum glutamic-oxaloacetic transaminase; SGPT ลดลง สํวนกลุํม
ติดตามผลมีมีปริมาณเอนไซม์ซีร่ัม กลูแทมิค ไพรูวิค ทรานซามิเนส  (serum glutamic-pyruvic transaminase; 
SGPT) และมีคําอัลคาไลน์ฟอสฟาเตส (alkaline phosphatase, ALP) เพิ่มขึ้นอยํางมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับ
กลุํมควบคุม (p<0.05)   



 

โครงการยํอยที่ 6 6-14 
 

ตารางท่ี 6-7 คําโลหิตวิทยาของหนูขาวเพศเมียในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของสารสกัดพรมมิ 

  
ควบคุม 

พรมมิ (มก./กก.) 
30 60 300 1,500a 1,500b 

RBC (x106/l) 8.96 ± 0.27 9.03 ± 0.37 8.80 ± 0.13 8.56 ± 0.20 8.98 ± 0.18 9.92 ± 0.20* 
HB (g/dl) 16.36 ± 0.37 16.22 ± 0.30 16.24 ± 0.22 15.84 ± 0.29 16.41 ± 0.27 17.50 ± 0.26* 
HCT (%) 50.00 ± 1.60 50.80 ± 2.12 48.80 ± 0.73 48.60 ± 1.05 50.20 ± 0.89 56.60 ± 0.98* 
MCV(fl) 55.70 ± 0.30 56.10 ± 0.43 55.40 ± 0.27 56.50 ± 0.31 55.80 ± 0.59 57.00 ± 0.30* 
MCH (pg) 18.30 ± 0.22 18.09 ± 0.44 18.41 ± 0.25 18.56 ± 0.27 18.30 ± 0.31 17.61 ± 0.13 
MCHC (g/dl) 32.83 ± 0.45 32.18 ± 0.79 33.13 ± 0.38 32.82 ± 0.37 32.75 ± 0.38 30.90 ± 0.17* 
Platelet (x105/l) 0.83 ± 0.05 0.85 ± 0.05 0.77 ± 0.02 0.73 ± 0.02 0.72 ± 0.09 0.68 ± 0.04* 

ข๎อมูลแสดงคําเฉลี่ย + คําความผิดพลาดปกติของคําเฉลี่ย, n = 10 

a กลุํมทดสอบได๎รับสารทดสอบขนาด 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว เป็นเวลา 270 วัน  
b กลุํมติดตามผลได๎รับสารทดสอบขนาด 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว เป็นเวลา 270 วัน และเลี้ยงตํอไปอีก 28 วันโดยไมํได๎รับสารทดสอบ 
* ความแตกตํางทางสถิติอยํางมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุํมควบคุมที่ p<0.05 



 

โครงการยํอยที่ 6 6-15 
 

ตารางท่ี 6-8 คําโลหิตวิทยาของหนูขาวเพศผู๎ในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของสารสกัดพรมมิ 
  

ควบคุม 
พรมมิ (มก./กก.) 

30 60 300 1,500a 1,500b 

RBC (x106/l) 9.76 ± 0.18 8.53 ± 0.89* 10.03 ± 0.30 9.53 ± 0.30 9.60 ± 0.21 10.73 ± 0.20 
HB (g/dl) 16.99 ± 0.23 16.73 ± 0.50 16.92 ± 0.43 16.73 ± 0.51 16.77 ± 0.41 17.82 ± 0.28 
HCT (%) 52.00 ± 0.91 51.00 ± 1.86 52.90 ± 1.55 50.60 ± 1.58 50.50 ± 1.30 57.50 ± 0.98* 
MCV(fl) 53.00 ± 0.21 53.40 ± 0.31 52.60 ± 0.27 53.00 ± 0.30 52.50 ± 0.27 53.50 ± 0.31 
MCH (pg) 17.38 ± 0.17 17.54 ± 0.09 16.85 ± 0.15 17.54 ± 0.11 16.41 ± 1.03 16.56 ± 0.12 
MCHC (g/dl) 32.80 ± 0.28 32.91 ± 0.26 32.07 ± 0.25* 33.16 ± 0.19 33.18 ± 0.22 30.92 ± 0.12* 
Platelet 
(x105/l) 0.95 ± 0.03 0.86 ± 0.03 0.97 ± 0.03 0.93 ± 0.04 1.85 ± 0.89 0.89 ± 0.04 

ข๎อมูลแสดงคําเฉลี่ย + คําความผิดพลาดปกติของคําเฉลี่ย, n = 10 

a กลุํมทดสอบได๎รับสารทดสอบขนาด 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว เป็นเวลา 270 วัน  
b กลุํมติดตามผลได๎รับสารทดสอบขนาด 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว เป็นเวลา 270 วัน และเลี้ยงตํอไปอีก 28 วันโดยไมํได๎รับสารทดสอบ 
* ความแตกตํางทางสถิติอยํางมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุํมควบคุมที่ p<0.05 
 



 

โครงการยํอยที่ 6 6-16 
 

ตารางท่ี 6-9 คําการนับแยกเม็ดเลือดขาวของหนูขาวเพศเมียในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของสารสกัดพรมมิ 

  

ควบคุม 

พรมมิ (มก./กก.) 

30 60 300 1,500a 1,500b 

WBC (x103/l) 5.18 ± 0.34 4.96 ± 0.38 5.87 ± 0.36 6.32 ± 0.61 7.03 ± 0.63* 6.27 ± 0.67 

NEU (x103/µl) 1.37 ± 0.16 1.28 ± 0.15 1.30 ± 0.14 1.53 ± 0.42 1.41 ± 0.19 2.03 ± 0.26 

LYMP (x103/µl) 3.18 ± 0.39 3.40 ± 0.24 4.27 ± 0.28 9.59 ± 5.25* 5.31 ± 0.50 3.63 ± 0.58 

MONO (x103/µl) 0.15 ± 0.03 0.23 ± 0.06 0.21 ± 0.06 0.27 ± 0.07 0.19 ± 0.03 0.23 ± 0.04 

EO (x103/µl) 0.04 ± 0.02 0.04 ± 0.03 0.09 ± 0.03 0.04 ± 0.02 0.06 ± 0.02 0.03 ± 0.02 

BASO (x103/µl) 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

ข๎อมูลแสดงคําเฉลี่ย + คําความผิดพลาดปกติของคําเฉลี่ย, n = 10 

a กลุํมทดสอบได๎รับสารทดสอบขนาด 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว เป็นเวลา 270 วัน  
b กลุํมติดตามผลได๎รับสารทดสอบขนาด 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว เป็นเวลา 270 วัน และเลี้ยงตํอไปอีก 28 วันโดยไมํได๎รับสารทดสอบ 
* ความแตกตํางทางสถิติอยํางมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุํมควบคุมที่ p<0.05 



 

โครงการยํอยที่ 6 6-17 
 

ตารางท่ี 6-10 คําการนับแยกเม็ดเลือดขาวของหนูขาวเพศผู๎ในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของสารสกัดพรมมิ 
  

ควบคุม 

พรมมิ (มก./กก.) 

30 60 300 1,500a 1,500b 

WBC (x103/l) 7.70 ± 0.42 7.23 ± 0.69 9.52 ± 0.40 11.62 ± 1.44* 10.01 ± 0.72* 7.79 ± 0.60 

NEU (x103/µl) 1.37 ± 0.16 1.80 ± 0.23 2.12 ± 0.22 2.89 ± 1.19* 2.18 ± 0.26 2.10 ± 0.26 

LYMP (x103/µl) 5.94 ± 0.28 5.14 ± 0.52 6.90 ± 0.29 8.08 ± 0.50* 7.31 ± 0.50* 5.31 ± 0.55 

MONO (x103/µl) 0.27 ± 0.06 0.21 ± 0.07 0.30 ± 0.07 0.49 ± 0.17 0.45 ± 0.12 0.35 ± 0.06 

EO (x103/µl) 0.11 ± 0.05 0.08 ± 0.03 0.20 ± 0.08 0.06 ± 0.05 0.07 ± 0.03 0.02 ± 0.02 

BASO (x103/µl) 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

ข๎อมูลแสดงคําเฉลี่ย + คําความผิดพลาดปกติของคําเฉลี่ย, n = 10 

a กลุํมทดสอบได๎รับสารทดสอบขนาด 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว เป็นเวลา 270 วัน  
b กลุํมติดตามผลได๎รับสารทดสอบขนาด 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว เป็นเวลา 270 วัน และเลี้ยงตํอไปอีก 28 วันโดยไมํได๎รับสารทดสอบ 
* ความแตกตํางทางสถิติอยํางมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุํมควบคุมที่ p<0.05 
 
 



 

โครงการยํอยที่ 6 6-18 
 

ตารางท่ี 6-11 คําเคมีคลินิกในเลือดของหนูขาวเพศเมียในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของสารสกัดพรมมิ 
  

ควบคุม 
พรมมิ (มก./กก.) 

30 60 300 1,500a 1,500b 

Glucose (mg/dl) 177.30 ± 5.66 159.90 ± 7.50 147.50 ± 6.55* 134.10 ± 8.50* 132.20 ± 7.96* 170.3 ± 8.85 
BUN (mg/dl) 16.12 ± 1.99 16.54 ± 0.41 15.76 ± 1.23 16.47 ± 0.44 27.50 ± 11.31 21.32 ± 0.53 
Creatinine (mg/dl) 0.56 ± 0.02 0.57 ± 0.01 0.55 ± 0.01 0.58 ± 0.01 0.60 ± 0.02 0.61 ± 0.02* 
Total protein (g/dl) 6.29 ± 0.08 6.20 ± 0.08 6.15 ± 0.09 6.22 ± 0.12 6.16 ± 0.10 5.86 ± 0.03* 
Albumin (g/dl) 3.20 ± 0.03 3.27 ± 0.03 3.27 ± 0.03 3.20 ± 0.05 3.12 ± 0.04 3.18 ± 0.05 
Bilirubin                   

Total (mg/dl) 0.10 ± 0.01 0.10 ± 0.01 0.11 ± 0.01 81.18 ± 81.09 0.10 ± 0.00 0.25 ± 0.02 
Direct (mg/dl) 0.18 ± 0.02 0.17 ± 0.02 0.23 ± 0.03 0.28 ± 0.08 0.22 ± 0.03 0.11 ± 0.01 

SGOT (U/L) 195.60 ± 26.12 220.20 ± 22.37 162.70 ± 9.09 213.40 ± 21.86 178.20 ± 21.36 204.80 ± 21.98 
SGPT (U/L) 57.60 ± 9.00 77.70 ± 10.96 49.70 ± 5.35 73.40 ± 9.83 61.10 ± 9.88 63.20 ± 7.79 
ALP (U/L) 43.20 ± 2.92 40.60 ± 3.03 41.90 ± 3.22 48.00 ± 7.90 48.10 ± 6.03 43.10 ± 3.94 

ข๎อมูลแสดงคําเฉลี่ย + คําความผิดพลาดปกติของคําเฉลี่ย, n = 10 

a กลุํมทดสอบได๎รับสารทดสอบขนาด 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว เป็นเวลา 270 วัน  
b กลุํมติดตามผลได๎รับสารทดสอบขนาด 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว เป็นเวลา 270 วัน และเลี้ยงตํอไปอีก 28 วันโดยไมํได๎รับสารทดสอบ 
* ความแตกตํางทางสถิติอยํางมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุํมควบคุมที่ p<0.05 
 



 

โครงการยํอยที่ 6 6-19 
 

ตารางท่ี 6-12 คําเคมีคลินิกในเลือดของหนูขาวเพศผู๎ในการศึกษาความเป็นพิษเร้ือรังของสารสกัดพรมมิ 

  
ควบคุม 

พรมมิ (มก./กก.) 
30 60 300 1,500a 1,500b 

Glucose (mg/dl) 209.10 ± 8.67 209.40 ± 15.59 181.40 ± 18.86 219.60 ± 14.18 196.40 ± 9.49 174.20 ± 8.07 
BUN (mg/dl) 17.52 ± 0.46 18.25 ± 0.45 17.29 ± 0.63 16.59 ± 0.32 16.94 ± 0.50 19.62 ± 0.31* 
Creatinine (mg/dl) 0.57 ± 0.03 0.56 ± 0.02 0.54 ± 0.02 6.09 ± 5.55 0.53 ± 0.01 0.61 ± 0.02 
Total protein (g/dl) 6.11 ± 0.12 5.85 ± 0.15 6.19 ± 0.09 6.11 ± 0.10 6.37 ± 0.13 6.25 ± 0.18 
Albumin (g/dl) 3.07 ± 0.05 3.03 ± 0.06 3.06 ± 0.03 3.07 ± 0.05 3.10 ± 0.04 3.21 ± 0.06 
Bilirubin                   

Total (mg/dl) 0.20 ± 0.03 0.18 ± 0.02 0.18 ± 0.02 0.14 ± 0.02 0.16 ± 0.02 0.18 ± 0.02 
Direct (mg/dl) 0.09 ± 0.01 0.09 ± 0.00 0.10 ± 0.01 0.09 ± 0.00 0.08 ± 0.01 0.18 ± 0.07 

SGOT (U/L) 193.00 ± 13.81 158.60 ± 9.13* 152.30 ± 13.61* 142.60 ± 8.27* 146.80 ± 10.34* 201.80 ± 22.31 
SGPT (U/L) 63.20 ± 6.35 61.90 ± 5.82 54.60 ± 5.27 51.30 ± 2.86 54.40 ± 3.99 83.40 ± 9.42* 
ALP (U/L) 55.80 ± 2.51 53.20 ± 2.28 52.90 ± 1.59 55.10 ± 2.61 61.10 ± 2.22 64.90 ± 3.40* 

ข๎อมูลแสดงคําเฉลี่ย + คําความผิดพลาดปกติของคําเฉลี่ย, n = 10 

a กลุํมทดสอบได๎รับสารทดสอบขนาด 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว เป็นเวลา 270 วัน  
b กลุํมติดตามผลได๎รับสารทดสอบขนาด 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว เป็นเวลา 270 วัน และเลี้ยงตํอไปอีก 28 วันโดยไมํได๎รับสารทดสอบ 
* ความแตกตํางทางสถิติอยํางมีนัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุํมควบคุมที่ p<0.05
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บทที่ 4 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

การป้อนสารสกัดพรมมิทางปากครั้งเดียวในขนาดสูง 5,000 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว ไมํ

กํอให๎เกิดพิษเฉียบพลันในสัตว์ทดลอง โดยหนูขาวดังกลําวไมํแสดงอาการผิดปกติใดให๎เห็น สัตว์ทดลองมี

สุขรูปที่แข็งแรง ไมํเจ็บป่วย การผําพิสูจน์ซากและตรวจหาพยาธิวิการของอวัยวะภายใน  ก็ไมํพบความ

ผิดปกติใดๆ  

การทดสอบความเป็นพิษเร้ือรังโดยการป้อนสารสกัดพรมมิอยํางตํอเน่ืองเป็นระยะเวลา 270 วัน ใน

ขนาด 30, 60, 300 และ 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว จากการสังเกตอาการและลักษณะภายนอก

และการตรวจสุขภาพสัตว์ตลอดการทดลองเพื่อประเมินความเป็นพิษที่อาจเกิดจากสารทดสอบไมํพบ

ลักษณะอาการ การเปลี่ยนแปลงของสัตว์ทดลอง แตํพบวํามีการเพิ่มหรือลดลงของน้ าหนักตัวและน้ าหนัก

อวัยวะภายในบางอวัยวะ ข๎อมูลดังกลําวมีความส าคัญในการประเมินความเป็นพิษของสารเนื่องจากการเพิ่ม

หรือลดลงของน้ าหนักตัวและน้ าหนักอวัยวะภายในที่แตกตํางจากกลุํมควบคุมและคํามาตรฐานอาจเป็น

หลักฐานที่อาจชี้ถึงผลของสารทดสอบที่อาจมีผลตํอระบบของรํางกายได๎ แตํอยํางไรก็ตามลักษณะดังกลําว

ดังกลําวอาจเกิดจากตัวของสัตว์ทดลองเองไมํใชํผลของสารทดสอบดังกลําว การศึกษาลักษณะความผิดปกติ

ของเนื้อเยื่อและอวัยวะตํางๆ ทางพยาธิวิทยาในหนูขาวทั้งสองเพศทุกกลุํมเปรียบเทียบกับกลุํมควบคุมเป็น

ขั้นตอนสุดท๎ายและเป็นหลักฐานส าคัญที่จะชี้ให๎เห็นวําในสารทดสอบสามารถกํอพิษเร้ือรังได๎หรือไมํ จาก

การตรวจพยาธิวิการของอวัยวะภายในด๎วยตาเปลํา ได๎แกํ หัวใจ ปอด ตับ ตับอํอน ไต ม๎าม ตํอมหมวกไต 

กระเพาะอาหาร ล าไส๎ รังไขํ มดลูก อัณฑะ ตา กล๎ามเนื้อ กระดูกและสมอง ไมํพบรอยโรค ลักษณะ ขนาด 

รูปรํางและสีที่ผิดปกติเมื่อเทียบกับกลุํมควบคุม การตรวจทางพยาธิวิทยาไมํพบพยาธิสภาพของโรคใดๆ 

เกิดขึ้นและไมํพบความแตกตํางระหวํางกลุํมที่ได๎รับสารสกัดกับกลุํมควบคุม   

การบํงชี้ความผิดปกติของระบบตํางๆ ในสัตว์ทดลองเมื่อได๎รับสารทดสอบติดตํอกันเป็นระยะ

เวลานานสามารถประเมินได๎จากคําโลหิตวิทยา นอกจากนี้คําโลหิตวิทยายังสามารถใช๎ประเมินอาการของ

โรคที่อาจเกิดขึ้นได๎ คําเม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว เกล็ดเลือด เป็นคําที่ใช๎ประเมินสุขภาพของสัตว์ทดลองได๎

โดยจ านวนเม็ดเลือดแดงที่ต่ ากวําเกณฑ์ปกติจะบํงบอกถึงภาวะโลหิตจาง การสูญเสียเลือดปริมาณมากหรือ

ความผิดปกติของการสร๎างเม็ดเลือด ความสามารถในการขนสํงก๏าซออกซิเจน สํวนคําที่สูงกวําเกณฑ์ปกติจะ
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บอกถึงความเข๎มข๎นของเลือดที่มากเกินไป จากภาวะขาดแคลนออกซิเจน การสูญเสียน้ า เป็นต๎น  ส าหรับ

ภาวะมีการติดเชื้อ ภาวะอักเสบ ความผิดปกติของระบบภูมิคุ๎มกันและความผิดปกติของระบบสารคัดหลั่ง

สามารถประเมินได๎จากจ านวนเม็ดเลือดขาวสํวนระดับคําของเกล็ดเลือดอาจใช๎บํงชี้ถึงระบบภูมิคุ๎มกันและ

ระบบการแข็งตัวของเลือด (11-13) จากการศึกษาครั้งน้ีพบวําคําโลหิตวิทยาบางคําของหนูขาวทั้งเพศเมียและ

เพศผู๎ที่ได๎รับสารสกัดพรมมิที่มีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุํมควบคุมแตํเมื่อน าคํา

ความผิดปกติดังกลําวไปเทียบกับคํามาตรฐานของส านักสัตว์ทดลองแหํงชาติแล๎วพบวําคําดังกลําวอยูํใน

เกณฑ์ปกติ (14-15) ซึ่งอาจกลําวได๎วําสารสกัดพรมมิในขนาด 30, 60, 300 และ 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัม

น้ าหนักตัวไมํกํอให๎เกิดความผิดปกติของระบบไหลเวียนเลือด ไมํมีผลตํอการสร๎างเลือดและเม็ดเลือดตํางๆ 

รวมทั้งไมํมีผลตํอระบบภูมิคุ๎มกันของรํางกายอีกด๎วย 

การประเมินประสิทธิภาพการท างานของตับอํอน ไต และตับ สามารถประเมินได๎จากคําเคมีคลินิก 

โดยการตรวจระดับน้ าตาลในกระแสเลือดเป็นการตรวจสอบเบื้องต๎นของการท างานของตับอํอนเพราะหาก

มีระดับน้ าตาลเพิ่มสูงขึ้นจากการได๎รับสารทดสอบ การเพิ่มสูงขึ้นของระดับน้ าตาลนั้นอาจเป็นผลจากสาร

ทดสอบไปท าลายเซลล์ของตับอํอน คํายูเรียไนโตรเจนในกระแสเลือดและคําครีเอตินิน เป็นดรรชนีที่ใช๎

ส าหรับชี้วัดของการท างานและประสิทธิภาพของไต โดยคําครีเอตินินเป็นคําที่คํอนข๎างจ าเพาะตํอในการ

ตรวจสอบการท างานของไตเพราะคําดังกลําวไมํเปลี่ยนแปลงแม๎จะมีความแตกตํางของอายุ เพศ อาหารและ

กิจกรรมที่เกิดขึ้นในแตํละวัน คําครีเอตินินที่เพิ่มสูงขึ้นสามารถพบได๎ในภาวะขาดโซเดียม ขาดน้ า เกิดความ

ผิดปกติที่ทํอไต เนื้อเยื่อที่อยูํระหวํางทํอไตและหลอดเลือด  และเส๎นเลือดของไต ส าหรับคํายูเรียไนโตรเจน

ซึ่งเกิดจากขบวนการเมแทบอไลต์กรดอะมิโนในรํางกาย ถ๎าหากรํางกายอยูํในภาวะเครียดจะสํงผลให๎ระดับ

ยูเรียไนโตรเจนในกระแสเลือดลดลง สํวนภาวะขาดอาหารโปรตีนมีผลให๎มีการเพิ่มขึ้นของคําดังกลําว แม๎วํา

คํายูเรียไนโตรเจนในกระแสเลือดจะไมํใชํคําที่จ าเพาะตํอไต แตํคําดังกลําวก็มีความส าคัญทั้งนี้เพราะ

สามารถบอกสภาวะของสัตว์ทดลองได๎ คําโปรตีนรวม (total protein) อัลบูมิน  (albumin) บิลิรูบิน 

(bilirubin) อัลคาไลน์ฟอสฟาเตส (alkaline phosphatase) และซีร่ัมอะมิโนทรานเฟอเรส เป็นคําที่บํงชี้ถึงการ

ท างานและพยาธิสภาพของตับ ส าหรับคําอัลบูมินและโปรตีนจะเป็นดรรชนีที่ใช๎ชี้วัดการท าหน๎าที่ของเซลล์

ตับ และเมื่อใดที่ตับเกิดความผิดปกติหรือมีความเสียหายเกิดขึ้นจะมีผลให๎เกิดการเปลี่ยนแปลงของปริมาณ

โปรตีน สํวนคําบิลิรูบินเป็นคําที่ได๎จากการแยกสลายของฮีโมโกลบินของเม็ดเลือดแดงที่หมดอายุขัยหรือ

แตกสลายจากการถูกท าลาย เมื่อบิลิรูบินถูกขนสํงมาที่ตับจะถูกเรียกวําอันคอนจูเกเตทบิลิรูบิน หรืออิน

ไดเรคบิลิรูบิน และเมื่อถูกคอนจูเกทแล๎วจะถูกเรียกคอนจูเกเตทบิลิรูบินหรือไดเรคบิลิรูบิน (direct bilirubin) 
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การเพิ่มสูงขึ้นของอินไดเรคบิลิรูบินอาจบํงชี้ถึงภาวะการแตกท าลายของเม็ดเลือดแดง การท าลายเซลล์ต๎น

ตอของเม็ดเลือดแดงสํวนการเพิ่มสูงขึ้นของไดเรคบิลิรูบินอาจบํงชี้ถึงภาวะการอุดตันภายในตับ เชํน ภาวะ

โรคตับแข็ง ตับอักเสบ การอุดตันการไหลของน้ าดีจากตับอํอนเนื่องจากยาหรือการอุดตันนอกตับ เชํน การ

เกิดก๎อนนิ่วอุดตันทํอน้ าดี ส าหรับคําอัลคาไลน์ฟอสฟาเตสที่สูงขึ้นก็สามารถบอกถึงสภาวะการถูกอุดตัน

ของตับได๎ การตรวจเอนไซม์ซีร่ัม กลูแทมิค อ็อกซาโลอะซิติก ทรานซามิเนส และซีร่ัม กลูแทมิค ไพรูวิค 

ทรานซามิเนสจะเป็นข๎อบํงชี้ถึงการเสียหายของเซลล์ตับเพราะเอนไซม์ทั้งสองชนิดนี้มีระดับสูงใน           

ตับ(13, 16-25) ดังนั้นแม๎วําหนูขาวที่ได๎รับสารสกัดพรมมิจะมีคําเคมีคลินิกบางคําที่มีความแตกตํางทางสถิติเมื่อ

เทียบกับกลุํมควบคุม แตํคําดังกลําวมีความแตกตํางกันเล็กน๎อยซึ่งไมํได๎แสดงให๎เห็นวําสมรรถภาพการ

ท างานของตับอํอน ไตและตับลดต่ าลงและคําทุกคํายังอยูํในเกณฑ์มาตรฐาน (26) นอกจากนี้ยังไมํพบความ

ผิดปกติทางรํางกายหรือพฤติกรรมใดที่แสดงได๎วํามีความผิดปกติทางสรีรวิทยาของรํางกายสัตว์ทดลองและ

พยาธิสภาพของอวัยวะที่ส าคัญคือ ตับ ไตและตับอํอน เกิดขึ้น 

จากการทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลันและเร้ือรัง อาจสรุปได๎วําสารสกัดพรมมิไมํกํอความเป็นพิษ

เน่ืองจากการป้อนสารสกัดพรมมิในขนาดสูง (5,000 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัว) ทางปาก ครั้งเดียว 

และการป้อนสารสกัดพรมมิทุกวันเป็นเวลา 270 วันไมํกํอให๎เกิดสัญญาณและอาการแสดงของความเป็นพิษ 
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บทคัดย่อ 

คณะผู๎วิจัยได๎ด าเนินการวิจัยและพัฒนา พรมมิ(Bacopa monnieri (L.) Wettst. Scrophulariaceae 
family) เพื่อเป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหารบ ารุงความจ ามาอยํางตํอเนื่อง โครงการน้ี จัดท าขึ้นเพื่อเตรียมข๎อมูลที่
จ าเป็นส าหรับการสํงตํอเทคโนโลยีการผลิตพรมมิสูํภาคอุตสาหกรรม ผู๎วิจัยได๎จัดท าคูํมือแนวทางการเกษตร
ที่เหมาะสมส าหรับพรมมิ   แนวทางการวิเคราะห์ปริมาณสารซาโปนินในสมุนไพรพรมมิ  และแนวทางการ
ผลิตยาเม็ดสมุนไพรพรมมิ ขึ้น โดยใช๎ข๎อมูลที่ได๎ผํานการทดลองปฏิบัติจริง พรมมิสามารถเก็บเกี่ยวได๎หลัง
เพาะปลูกเป็นเวลา 2 เดือน สํวนที่ใช๎คือสํวนเหนือดินที่ตัดจากยอดประมาณ 10-20 ซม เมื่อเก็บเกี่ยวแล๎ว 
พรมมิจะถูกท าให๎แห๎งที่ จากนั้นบดเป็นชิ้นเล็กๆ ผงพรมมิแห๎งต๎องมี total saponin glycosides  ซึ่ง
ประกอบด๎วย BacosideA3, Bacopasaponin C, Bacopaside I, II, และ  Bacopaside X ไมํต่ ากวํา 1 % w/w  
และสารสกัดพรมมิต๎องมี total saponin glycosides ไมํต่ ากวํา 5  % w/w การผลิตพรมมิได๎ผลผลิต 40 กก ตํอ
ไรํตํอเดือน ราคาต๎นทุนพรมมิคือ 2.3 บาทตํอเม็ด 
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Abstract 

 Brahmi (Bacopa monnieri (L.) Wettst. Scrophulareaceae family) has been intensively studied by 
our group to develop it as a food supplement for memory improvement. In this project, we aimed at 
preparing necessary information for technology transfer to industry. The guidelines on good agricultural 
and collection practices for Brahmi, the Guidelines for analysis of saponins in Brahmi and the guidelines 
for manufacturing of Brahmi tablets were established from the experimental work. Brahmi was ready for 
harvesting 2 month after cultivation. The shoot of Brahmi which was 10-20 cm from the topmost of the 
plant was collected, dried at 55 ºC and ground. the dried Brahmi powder should contain total saponin 
glycosides consisting of BacosideA3, Bacopasaponin C, Bacopaside I, II, and Bacopaside X not less than  
1 % w/w. The standardized extract of Brahmi should contain not less than 5 % total saponin.  The 
production of Brahmi dried powder was approximately 40 kg/rai/month. The cost of tablet was calculated 
as 2.3 baht /tablet. 
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ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ  
 

กก.  กิโลกรัม 
ซม.  เซนติเมตร  
ม.  เมตร 
มก.  มิลลิกรัม 
°C  Degree celcius 
g/mL  Gram per milliliter 
HPLC  High performance liquid chromatography 
M  Molar 
mg  Milligram 
ml, mL   milliliter 
mg/ml  Milligram per milliliter 
rpm   Round per minute 
ppm  Part per million 
µg   Microgram  
µl, µL   Microliter  
µm  Micrometer 
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บทที่ 1 
บทน าและการทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

 
การพัฒนาผลิตภัณฑ์จากสมุนไพรไทยให๎อยูํในรูปแบบผลิตภัณฑ์ที่มีคุณภาพ ประสิทธิภาพ และ

ความปลอดภัย ตามข๎อก าหนดขององค์การอนามัยโลก หรือมาตรฐานสากล มีความจ าเป็นตํอการพัฒนา
สมุนไพรของประเทศให๎เป็นผลิตภัณฑ์สุขภาพที่มีมาตรฐานส าหรับใชัรักษาโรค ตลอดจนการเป็นสินค๎า
สํงออกสูํตลาดโลก ถึงแม๎วํายาจากสมุนไพรไทยได๎มีการผลิตขายในท๎องตลาดแตํก็จะเป็นยาแผนโบราณ มี
การขายภายในประเทศ หรือ ประเทศเพื่อนบ๎านใกล๎เคียง แตํยังไมํสามารถสํงออกไปทั่วโลก เน่ืองจากต ารับ
ยาดังกลําวไมํมีการควบคุมคุณภาพ (quality assessment)  การน า Good Laboratory Practice (GLP) ซึ่งเป็น
หลักเกณฑ์วิธีการที่ดีของห๎องปฏิบัติการมาใช๎ในการควบคุมคุณภาพและปริมาณสารส าคัญของวัตถุดิบ 
ผลิตภัณฑ์ระหวํางผลิต และผลิตภัณฑ์ โดยจะต๎องมีวิธีการควบคุมคุณภาพที่เชื่อถือได๎ ไมํวําจะเป็นด๎านการ
เพาะปลูก ชนิดของสมุนไพร การควบคุมคุณภาพการผลิต การตรวจสอบคุณภาพของผลิตภัณฑ์ ตลอดจนผล
การทดสอบในคน ซึ่งสิ่งเหลํานี้เป็นเร่ืองที่ส าคัญมาก  

พรมมิมีชื่อวิทยาศาสตร์วํา Bacopa monniera (L.) จัดอยูํในวงศ์ Scrophulariaceae เป็นพืชสมุนไพร
ที่พบในเมืองไทยและประเทศแถบเอเชีย พรมมิใช๎เป็นยาสมุนไพรในต าราอายุรเวทของอินเดียส าหรับชํวย
เพิ่มความจ า มีสารออกฤทธิ์เป็นสารกลุํม saponins ซึ่งแบํงเป็นสองกลุํมยํอย คือ jujubogenin glycosides และ 
pseudojujubogenin glycosides โดยในปี 2548-2550 คณะผู๎วิจัยได๎ท าการศึกษาพัฒนาสมุนไพรพรมมิเพื่อใช๎
เป็นสมุนไพรบ ารุงความจ า ทั้งในด๎านการศึกษาทางเคมี การพัฒนาการปลูก การสกัด การพัฒนาวิธีการ
วิเคราะห์เพื่อควบคุมคุณภาพโดยใช๎วิธี HPLC และ ELISA หาปริมาณของสาร saponins  การศึกษา
ประสิทธิภาพของสารสกัดพรมมิในทางเภสัชวิทยาทั้งในระดับหลอดทดลอง สัตว์ทดลอง การศึกษาทาง
พิษวิทยา จนถึงการทดลองทางคลินิก ในอาสาสมัครวัยกลางคนและสูงอายุ นับวําเป็นการศึกษาที่ครอบคลุม
ความรู๎พื้นฐานของพรมมิ หากแตํยังต๎องมีการศึกษาเพิ่มเติมในเร่ืองของการขยาย scale การผลิต ทั้งในด๎าน
มาตรฐานวัตถุดิบสมุนไพร สารสกัดจากพืช ผลิตภัณฑ์ยาเม็ดและการควบคุมคุณภาพ เพื่อให๎มีความพร๎อม
ในการสํงตํอเทคโนโลยีให๎กับผู๎ผลิตภาคเอกชน 

 การศึกษานี้ จัดท าขึ้นเพื่อเป็นการวางมาตรฐานการผลิตวัตถุดิบ สารสกัด และผลิตภัณฑ์ tablet 
พรมมิ เพื่อสํงถํายทอดเทคโนโลยีสูํภาคเอกชน โดยครอบคลุมในด๎านตํางๆ ดังนี้ 

1. การศึกษาทางเขตกรรม เพื่อขยาย scale การผลิตของสมุนไพรพรมมิ  
2. การจัดท ามาตรฐานการปลูกและเก็บเกี่ยวสมุนไพรพรมมิ 
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3. การจัดท ามาตรฐานวัตถุดิบสมุนไพรพรมมิ โดยมีการศึกษาทางลักษณะภายนอก จุลทรรศน์
ลักษณะ ปริมาณน้ า ปริมาณเถ๎า สิ่งปลอมปน และอื่นๆ โดยใช๎ข๎อก าหนดขององค์การอนามัย
โลกเป็น guideline 

4. การจัดท ามาตรฐานการเตรียมผลิตภัณฑ์พรมมิในระดับอุตสาหกรรม 
5. การจัดท ามาตรฐานวิธีการวิเคราะห์สมุนไพรพรมมิ โดยวิธีทาง HPLC  
6. การพัฒนาชุดทดสอบที่สามารถตรวจสอบปริมาณของสาร saponins ในพรมมิ โดยใช๎สารภูมิ

ต๎านทานแบบมอโนโคลนอลตํอ bacopaside I และ bacoside A3  ที่ผลิตได๎ด๎วยวิธี ELISA 
และ immunochromatographic strip  

7. การจัดท ามาตรฐานกระบวนการผลิตผลิตภัณฑ์พรมมิในระดับอุตสาหกรรม 
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บทที่ 2 
ระเบียบวิธีการวิจัย 

 
1. การศึกษาการขยาย scale การปลูกพรมมิและมาตรฐานการปลูก 

1.1 การเตรียมดิน 

แปลงเพาะปลูกตั้งอยูํตรงข๎ามวิทยาลัยพลังงานทดแทน ภายในมหาวิทยาลัยนเรศวร บนพื้นที่ 1.5 ไรํ 
ซึ่งในการเพาะปลูกจะท าการไถดิน 2 ครั้ง โดยไถคร้ังแรก  เพื่อเป็นการพลิกดินขึ้นมาแล๎วเว๎นชํวงให๎เมล็ด
วัชพืชงอกเป็นเวลา 1 สัปดาห์แล๎วไถคร้ังที่ 2 เพื่อฝังกลบต๎นวัชพืชลงในดิน และเป็นการปรับระดับพื้นที่ให๎
เรียบสม่ าเสมอ เน่ืองจากพรมมิเป็นพืชที่ชอบน้ าจึงต๎องมีการท าคันดินกั้นน้ า (กว๎าง 0.5 ม. ยาว       60 ม.) 
เพื่อเก็บกักน้ าไว๎ในแปลง มีการท าชํองทางระบายน้ าเข๎าออกจากแปลงด๎วย 

  

 

 

 

 

รูปท่ี 7-1 แปลงที่ใช๎ในการเพาะปลูกพรมมิ 

1.2 วิธีขยายพันธุ์ 

น าต๎นอํอนที่ได๎จากการแตกจากต๎นแมํมาตัดให๎ได๎ความยาวประมาณ  1 ฟุต โดยต๎นอํอนที่ตัดได๎นั้น
ต๎องมีข๎อที่มีรากติดอยูํ แล๎วน าต๎นอํอนที่ได๎ไปปักด าลงในแปลงนาที่เตรียมไว๎ ให๎แตํละต๎นหํางกันเป็นระยะ 
30 เซนติเมตร 
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รูปท่ี 7-2 การปลูกพรมมิ 

1.3 การดูแลรักษาพรมมิ 

ใสํปุ๋ยหลังจากปลูกพรมมิไปแล๎ว 1 สัปดาห์ โดยใช๎ปุ๋ยเคมีสูตร 46-0-0 อัตราสํวนประมาณ 10 กก./
ไร/ํคร้ัง จากนั้นใสํอีกครั้งเมื่อพรมมิมีลักษณะเหลืองหรือไมํแข็งแรงโดยใช๎ปุ๋ยเคมีสูตร 15-15-15 อัตราสํวน
ประมาณ 10 กก./ไร/ํคร้ัง ควรรักษาระดับน้ าให๎อยูํในชํวง 2-10 ซม. เหนือจากพื้นดินตลอดเวลาการเพาะปลูก 
คอยก าจัดวัชพืชหรือศัตรูพืชด๎วยวิธีการทางธรรมชาติ เชํน ถอน เก็บไปทิ้งที่อื่น 

1.4 การเก็บเกี่ยว 

เก็บสํวนที่พ๎นน้ าความยาวประมาณ 10-20 ซม.จากยอด เก็บเมื่อเจริญเติบโตเต็มที่ประมาณ  
1.5-2 เดือนขึ้นไปหลังจากท าการปลูก วิธีเก็บใช๎วิธีเด็ด ตัด หรือใช๎เคียวเกี่ยว  

 

 

 

 

 

รูปท่ี 7-3 การเก็บเกี่ยวพรมมิ 
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1.5 วิทยาการหลังการเก็บเกี่ยว 

เมื่อเก็บเกี่ยวพืชสมุนไพรพรมมิออกจากแปลงปลูกแล๎วการปฏิบัติหลังการเก็บเกี่ยวเป็นสิ่งจ าเป็น
มาก เพื่อรักษาคุณภาพของพืชสมุนไพรพรมมิให๎ได๎ผลดีที่สุดตํอการน าไปใช๎  

1. การท าความสะอาดและคัดแยกผลผลิตที่ได๎มาตรฐาน  
1.5.1. คัดแยกสิ่งปลอมปนออก เชํน หิน ดิน ทราย สํวนของพืชที่ปะปน หรือสมุนไพรอ่ืนที่

คล๎ายคลึง กันปะปนมา รวมทั้งเด็ดรากที่ติดมาขณะเก็บเกี่ยวทิ้ง 
1.5.2. ล๎างด๎วยน้ าสะอาดประมาณ 3 รอบหรือจนกวําจะไมํมีฝุ่นผงในน้ า 
1.5.3. น าไปผึ่งบนตะแกรงให๎สะเด็ดน้ า 

การท าให้แห้ง 

การท าสมุนไพรให๎แห๎งเพื่อความสะดวกในการเก็บรักษาและการน ามาใช๎  สมุนไพรที่มี
ความชื้นมากเกินไปจะท าให๎เกิดเชื้อราและแบคทีเรีย  และยังเรํงให๎เกิดการสูญเสียสารส าคัญด๎วย 
วิธีการท าแห๎งท าได๎โดยการตากแห๎งหรืออบแห๎ง  
1. การตากแห๎งสมุนไพรพรมมิ   ควรตากบนตะแกรงโปรํง สะอาดในสถานที่เปิดโลํง หํางไกลจาก

ถนน หรือสิ่งแวดล๎อมที่มีฝุ่นละอองมาก  โดยท าการตากพรมมิ 1-2 วัน หรือจนกวําจะแห๎ง สํวน
ในตอนค่ าควรเก็บสมุนไพรเข๎าภายในอาคาร หรือใช๎ผ๎าพลาสติกคลุมเพื่อป้องกันความชื้นจาก
น้ าค๎าง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 7-4 การตากแห๎งพรมมิ 

2. การอบแห๎ง เป็นอีกวิธีหนึ่งที่สามารถท าให๎พืชสมุนไพรแห๎ง  ซึ่งเป็นวิธีที่สะดวกและ
ประหยัดเวลาและได๎วัตถุดิบที่มีคุณภาพดี  อุณหภูมิที่ใช๎ในการอบแห๎ง  55 °C นานประมาณ      
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48 ชั่วโมง เพื่อเป็นการประหยัดพลังงานอาจใช๎วิธีการตากแดด 1 วัน พอให๎สมุนไพรแห๎ง แล๎ว
น าเข๎าตู๎อบ 55 °C นาน 24 ชั่วโมง หรือจนกวําสมุนไพรจะแห๎งสนิท 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 7-5 การอบแห๎งพรมมิ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 7-6 การอบแห๎งพรมมิโดยใช๎ตู๎อบพลังงานแสงอาทิตย์ 

3. การยํอยขนาดใช๎เคร่ืองบดยํอยสมุนไพรอยํางหยาบบดสมุนไพรพรมมิแห๎ง จะได๎ผงสมุนไพร
พรมมิหยาบ หรือใช๎เคร่ืองบดสมุนไพรขนาดเล็ก 
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2. การศึกษามาตรฐานวัตถุดิบสมุนไพรพรมมิ 

ผู๎วิจัยได๎เร่ิมจัดท ามาตรฐานการควบคุมคุณภาพวัตถุดิบโดยมีขั้นตอนการวิเคราะห์วัตถุดิบดังนี้  
การวิเคราะห์สารโดย HPLC 
เคร่ือง HPLC ผลิตโดย Shimatzu ประกอบด๎วย Pump: LC-20AT, Detector: SPD-20A, Injector: 20 µL 
ตรวจวัดที่ความยาวคลื่น 205 nm 
คอลัมน์ RP-18 column (150 mm x 4.6 mm, particle size 5 µm) 
Mobile phase: 0.2 % O-phosphoric acid: acetonitrile (65:35% v/v) pH 3.0 โดย ปรับ pH ด๎วย 5M NaOH  
Flow rate: 1.0 ml/min 

Calibration curve  
ขั้นตอนการท า Calibration curve สารซาโปนิน 

1. เจือจางสารมาตรฐาน Bacoside A3, Bacopaside II, Bacopaside X, Bacopasaponin C  และ 

 Bacopaside I จาก stock solution ด๎วย methanol HPLC grade เพื่อให๎ได๎ 5 ความเข๎มข๎น ได๎แกํ      
6.25 µg/ml, 12.5 µg/ml, 25 µg/ml, 50 µg/ml, 100 µg/ml และ200 µg/ml ตามล าดับ 

2. น าสารมาตรฐานรวมที่ได๎ทั้ง 5 ความเข๎มข๎นไปหา Calibration curve ด๎วย HPLC 

ขั้นตอนการเตรียมสารสกัดพรมมิเพื่อวิเคราะห์คุณภาพสมุนไพรแห้ง 

1.  น าพรมมิที่ผํานการอบแห๎งมาบดเพื่อลดขนาด โดยใช๎เคร่ืองบดยํอยขนาดสมุนไพรอยํางหยาบหรือ

เคร่ืองบดสมุนไพรขนาดเล็ก 

 2. น าผงสมุนไพรพรมมิผํานแรํงเบอร์ 60 

 3. ชั่งผงพรมมิปริมาณ 500 mg   

การสกัดสมุนไพรพรมมิ 

1. น าส าลีรองบริเวณก๎นกระบอกฉีดยาขนาด 10 ml ที่เอาก๎านสูบออกแล๎ว 
2. เทผงพรมมิ 500 mg ลงในกระบอกฉีดยา เติมน้ ากลั่นประมาณ 5 ml เพื่อท าให๎ผงพรมมิเปียกน้ ากลั่น 

จากนั้นปลํอยน้ ากลั่นออกจากกระบอกฉีดยาจนหมด แล๎วใช๎พาราฟินพันปลายกระบอกฉีดยา 
3. เติมน้ าประมาณ 5 ml แล๎วทิ้งไว๎ 24 ชั่วโมง 
4. แกะพาราฟินออก ใช๎ก๎านสูบดันน้ าออกให๎หมด 
5. น าผงสมุนไพรพรมมิเปียกที่ได๎ใสํลงใน Erlenmeyer  flask แล๎ว เติม 95% เอทานอล  

ปริมาณ 5 ml 
6. น าไป sonicate เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นกรองเอาเฉพาะสารละลายใสที่สํวนหน๎า 

http://images.google.co.th/images?hl=th&resnum=0&q=Erlenmeyer&um=1&ie=UTF-8&ei=Ydc1S8-sD4-gkQWdkdCCBA&sa=X&oi=image_result_group&ct=title&resnum=4&ved=0CCkQsAQwAw
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7. น ากากที่เหลือเติม 95% เอทานอลปริมาณ 3 ml แล๎วน าไป sonicate เป็นเวลา 10 นาที  
กรองเอาสารละลายเพื่อน าไปวิเคราะห์ 

8. น ากากที่เหลือเติม 95% เอทานอลปริมาณ 3 ml น าไป sonicate เป็นเวลา 10 นาที กรองเอา
สารละลายเพื่อน าไปวิเคราะห์อีกครั้งหนึ่ง 

9. น าสารละลายที่กรองในข๎อ 2.6-2.8 มาปรับปริมาตรใน volumemetric flask ให๎ได ๎
ปริมาตร 10 ml 

10. ท าซ้ า 3 ครั้ง (3 replicate)  
11. กรองสารละลายที่ได๎ด๎วย 0.45 m nylon syringe filter 
12. น าไปวิเคราะห์ด๎วย HPLC 

3. การศึกษามาตรฐานการเตรียมผลิตภัณฑ์พรมมิในระดับอุตสาหกรรม 
ก. สารท่ีใช้เตรียมยาเม็ดสารสกัดพรมมิ 

ผงพรมมิ 500 กรัม ประกอบด๎วย 
สารสกัดพรมมิ       225.0   กรัม  (45%) 
สารเพิ่มปริมาณ 1          137.5   กรัม (27.5%)  
สารเพิ่มปริมาณ 2         137.5   กรัม (27.5%) 

วิธีเตรียมผงพรมมิ  

1. ผสมสารเพิ่มปริมาณ 1 และ 2 ในเคร่ืองผสมให๎เข๎ากัน  
2. คํอย ๆ เติมสารสกัดพรมมิลงในเคร่ืองผสม เติมน้ าเพื่อผสมให๎เข๎าเป็นเนื้อเดียวกัน  
3. น าไปผํานแรํง เบอร์ 16 แล๎วน าไปอบที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง 
4. น าไปผํานแรํงเบอร์ 18 อีกคร้ังกํอนน าไปใช๎ 
5. ท าการวัดความชื้นของแกรนูลสารสกัดพรมมิด๎วยวิธี Loss on drying กํอนการต้ังต ารับ  

 

 

 

 



 

โครงการยํอยที่ 7  7-9 
 

ตารางท่ี 7-1 สํวนผสมส าหรับการเตรียมยาเม็ดสารสกัดพรมมิขนาด 300 มิลลิกรัม 
 

 

 

 

 

 

หมายเหตุ: ในผงแห๎งพรมมิมีสารสกัดพรมมิ 45% 

ข. วิธีเตรียมส่วนผสม และการตอกผงยาเพื่อเตรียมยาเม็ดสารสกัดพรมมิ 

1. น าสํวนผสมสารเพิ่มปริมาณลงในโกรํงบดให๎ละเอียด  
2. น าสํวนผสมอื่น  ๆ  ยกเว๎น  ผงแห๎งสารสกัดพรมมิ ผสมให๎เข๎าเป็นเนื้อเดียวกัน 
3. น าผงแห๎งสารสกัดพรมมิ ผสมให๎เข๎ากันเป็นเน้ือเดียวกัน  
4. น าไปตอกด๎วยเคร่ืองตอกยาเม็ดแบบใช๎ไฟฟ้า โดยใช๎เบ๎าและสากที่มีเส๎นผํานศูนย์กลาง  ½ นิ้ว โดยให๎

มีน้ าหนักยาเม็ดพรมมิ  750 มิลลิกรัมตํอเม็ด 

การเคลือบยาเม็ด 

1. เติม Methylene  chloride : Ethanol (1:1 ) ลงในบีกเกอร์ขนาด 1 ลิตร แล๎วคํอยๆ โปรยผง  HPMC  ( 15 
cps ) ลงไปในสํวนผสมทีละน๎อยจนหมด ท าการกวนโดยใช๎ magnetic stirrer  กวนตลอดเวลารอจน 
HPMC พองตัวเต็มที่ โดยจะเห็นเป็นสารละลายใสที่มีความหนืด ป้องกันการระเหยของตัวท าละลาย
โดยปิดด๎วย aluminium  foil  

2. แบํงสารละลายในข๎อ 1 เติม PEG–4000 คนให๎ละลายเป็นเนื้อเดียวกันแล๎วเทสํวนผสมทั้งหมดลงในข๎อ 
1  

3. น า Talcum และ Titanium dioxide คนให๎เข๎ากันในโกรํงกระเบื้องที่แห๎งและสะอาดให๎เข๎าเป็นเน้ือ
เดียวกัน 

4. แบํงของผสมในข๎อ 2 ประมาณ 500 มิลลิลิตร เติมลงในของผสมข๎อ 3 แล๎วคํอยๆ ผสมสารละลายอยําง
ช๎าๆ ผสมให๎เข๎ากันเป็นเน้ือเดียวกัน 

ล าดับที ่ ส่วนประกอบ ปริมาณ ( มิลลิกรัม) 
1 ผงแห๎งสารสกัดพรมมิ  667.00 
2 สารเพิ่มปริมาณ 13.62 
3 สารชํวยแตกตัว 37.50 
4 สารชํวยป้องการติดสาก 22.50 
5 สารหลํอลื่น 1 7.50 
6 สารหลํอลื่น 2 1.87 

น้ าหนักรวม 750.00 
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5. น าสํวนผสมที่ได๎ในข๎อ 2 ที่เหลือประมาณ 200 มิลลิลิตรคํอยเทลงในสารละลายข๎อ 4 ให๎เป็นเนื้อ
เดียวกัน 

6. ผสมสีผสมอาหาร สีเขียว 973 ในน้ ากลั่น (ความเข๎มข๎น 4%w/v) เทลงของผสมข๎อ 5 ให๎เป็นเนื้อ
เดียวกัน 

7. ปรับปริมาตรจนครบ ด๎วยสํวนผสมของ Methylene chloride: Ethanol (1:1) โดยในการผสมให๎ท าการ
ปิดปากภาชนะด๎วย aluminium foil เพื่อลดการระเหยของตัวท าละลาย 

สภาวะส าหรับการเคลือบยาเม็ดพรมมิ 

หม๎อเคลือบ    Thai Coater 
หัวฉีดพํน    IWATA 
ความเร็วในการหมุนหม๎อ  20  rpm 
ความดันลม    2.5  bar (psi) 
อุณหภูมิภายในเคร่ือง  45-50 องศาเซลเซียส  
อุณหภูมิปลํอยออก   40-45 องศาเซลเซียส  
ปริมาณยา    2,000 เม็ด 
ปริมาณน้ ายาเคลือบ    1,000 มิลลิลิตร  

4. การพัฒนาชุดทดสอบสารซาโปนินในสมุนไพรพรมมิ 
4.1. การผลิตสารภูมิต้านทานแบบมอโนโคลนอลต่อ bacopaside I และ bacoside A3 
4.1.1 วิธีการเตรียมสารก่อภูมิต้านทาน (antigen) 

        ท าการเตรียมสารกํอภมูิตา๎นทาน (antigen) โดยท าการเชื่อมตํอ bacopaside I ซึ่งใช๎เป็นสารกํอภูมิ
ต๎านทานน ามาท าการเชื่อมตํอกับโปรตีนที่มีโมเลกุลใหญํเพื่อสร๎างแฮปเทน (hapten) โดยท าการเชื่อมตํอกับ
โปรตีน bovine serum albumin (BSA) และ human serum albumin (HSA) โดยน ามาท าปฏิกิริยากับสาร 
sodium periodate (NaIO4) และท าการเชื่อมตํอกับโปรตีนโดยวิธีการสังเคราะห์และท าปฏิกิริยาเพื่อสร๎าง
แฮปเทนมีดังนี้ 

1. เตรียมสารละลาย bacopaside I 4 mg ใน methanol 0.5 ml  
2. เตรียมสารละลาย NaIO4 ความเข๎มข๎น 4 mg/ml จ านวน 0.5 ml 
3. คํอยๆเติมสารลายลายในข๎อ 1 ลงในสารละลายในข๎อ 2 ช๎าๆ และท าการคนสารละลายโดยใช๎แมํเหล็ก

คนสารเป็นเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห๎อง 
4. เติมสารละลาย BSA ความเข๎มข๎น 4 mg ใน สารละลาย carbonate buffer (pH 9.6) 1 ml และท าการคน

สารละลายเป็นเวลา 5 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห๎อง 
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5. สารละลายที่ได๎น าไป dialysis โดยใช๎น้ าและท าให๎แห๎งโดยใช๎เคร่ือง lyophilizer 

จากนั้นท าการตรวจสอบการเชื่อมตํอกับโปรตีนโดยใช๎วิธี MALDI mass spectroscopy  
ส าหรับการเตรียมสารกํอภูมิต๎านทาน bacoside A3 ท าด๎วยวิธีเดียวกัน 

4.1.2 การกระตุ้นหนูให้สร้างสารภูมิต้านทาน 

ท าการกระตุ๎นหนูให๎สร๎างสารภูมิต๎านทาน โดยท าการฉีดสารกระตุ๎น bacopaside I-BSA หรือ 
bacopaside A3-BSA เข๎าที่บริเวณหน๎าท๎องหนู (mouse, Balb/c strain) ทุกๆ 2 สัปดาห์โดยท าการกระตุ๎นหนู
ทั้งหมดสี่คร้ัง ตามรายละเอียดดังรูปที่ 7-7 จากนั้นน าซีรัม (serum) หนูที่ได๎รับการฉีดสารกระตุ๎นมาท าการ
ตรวจสอบการเกิดสารภูมิต๎านทานโดยวิธี direct ELISA   

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 7-7 แผนภาพการกระตุ๎นหนูให๎สร๎างสารภูมิต๎านทาน 

4.1.3 การหลอมเซลล์รวมกับเซลล์ไมอีโลมา (myeloma cell) 

        ท าการหลอมเซลล์โดยการน าเซลล์จากม๎ามของหนูที่สร๎างสารภูมิต๎านทานตํอ bacopaside I และ
เซลล์ไมอีโลมา (SP2/0-Ag14) มาผสมกันและน าไปปั่นเหวี่ยง จากนั้นเติม polyethylene glycol (PEG) ลงไป
ในเซลล์เพื่อชํวยในการหลอมรวมกันของเซลล์และท าการเลี้ยงเซลล์ที่ 37C/5 % CO2 incubator โดยใช๎ 
HAT medium เป็นอาหารเลี้ยงเซลล์ จากนั้นท าการคัดเลือกเซลล์ไฮบริโดมาโดยใช๎ HAT medium จากนั้นท า
การเลี้ยงไป 5 วันแล๎วน าสํวน supernatant ของอาหารเลี้ยงมาท าการตรวจสอบการผลิตสารภูมิต๎านทานโดย
วิธี ELISA เมื่อได๎เซลล์ที่ผลิตสารภูมิต๎านทานแล๎วท าการแยกเซลล์ที่ได๎ให๎เป็นเซลล์เด่ียวๆ โดยใช๎วิธี clone 

BALB/c male mice,5-weeks-old, 
First immunization

Second immunization

Third immunization

Last immunization

2 weeks

2 weeks

2 weeks

Antigen :Ba I-BSA 50 ug /mice, Intraperitoneal injection 

1:1 emulsion in Freund’s complete adjuvant (0.5ml,100ug/ml Ba I-BSA)

Antigen :Ba I-BSA 50 ug /mice, Intraperitoneal injection

1:1 emulsion in Freund’s incomplete adjuvant (0.5ml,100ug/ml Ba I-BSA)

Antigen :Ba I-BSA 100 ug /mice, Intraperitoneal injection
(0.5ml,200 ug/ml Ba I-BSA)

Antigen :Ba I-BSA 100 ug /mice, Intraperitoneal injection
(0.5ml,200 ug/ml Ba I-BSA)

Collect serum from Mice 

Check reactivity by Direct ELISA

Collect serum from Mice 

Check reactivity by Direct ELISA

Collect serum from Mice 

Check reactivity by Direct ELISACell FusionCell Fusion

BALB/c male mice,5-weeks-old, 
First immunization

Second immunization

Third immunization

Last immunization

2 weeks

2 weeks

2 weeks

Antigen :Ba I-BSA 50 ug /mice, Intraperitoneal injection 

1:1 emulsion in Freund’s complete adjuvant (0.5ml,100ug/ml Ba I-BSA)

Antigen :Ba I-BSA 50 ug /mice, Intraperitoneal injection

1:1 emulsion in Freund’s incomplete adjuvant (0.5ml,100ug/ml Ba I-BSA)

Antigen :Ba I-BSA 100 ug /mice, Intraperitoneal injection
(0.5ml,200 ug/ml Ba I-BSA)

Antigen :Ba I-BSA 100 ug /mice, Intraperitoneal injection
(0.5ml,200 ug/ml Ba I-BSA)

Collect serum from Mice 

Check reactivity by Direct ELISA

Collect serum from Mice 

Check reactivity by Direct ELISA

Collect serum from Mice 

Check reactivity by Direct ELISACell FusionCell Fusion
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by limiting dilution หลังจากได๎โคโลนีเดี่ยวๆ ที่สามารถผลิตสารภูมิต๎านทานมากพอที่จะท าการตรวจสอบ
ได๎โดย ELISA อีกครั้ง  
ส าหรับการเตรียมสารภูมิต๎านทานตํอ bacoside A3 ท าด๎วยวิธีเดียวกัน 

4.1.4 การท าให้สารภูมิต้านทานแบบมอโนโคลนอลบริสุทธิ์ 

       ท าการเลี้ยงมอโนโคลนจนได๎ปริมาณสารภูมิต๎านทานจ านวนมากเพียงพอจากนั้นน า supernatant 
ของอาหารเพาะเลี้ยงที่มีสารภูมิต๎านทานมาท าให๎บริสุทธิ์ใช๎ protein G column ในการแยกสารภูมิต๎านทาน
ออกมาโดยอาศัยหลักการในการจับกับ Fc ของสารภูมิต๎านทานและแยกสารออกมาโดยใช๎สารบัฟเฟอร์ 
(buffer) ที่มี pH ต่ า  

4.1.5 ท าการตรวจสอบคุณสมบัติของสารภูมิต้านทานแบบมอโนโคลนอล 

ท าการตรวจสอบคุณสมบัติในการจับกับ bacopaside I หรือ bacoside A3 และสารอ่ืนที่มีสูตร
โครงสร๎างใกล๎เคียงกันจากสารภูมิต๎านทานที่บริสุทธิ์โดยวิธี competitive ELISA  และน ามาค านวณหาคํา
ความจ าเพาะเจาะจงของสารภูมิต๎านทานที่ได๎ตํอสารชนิดตํางๆ (cross reactivity) ตามวิธีการของ Weiler 
และ Zenk (1976) 

100
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A is the absorbance in the presence of the test compound 
A0 is the absorbance in the absence of the test compound. 

4.1.6 ท าการวิเคราะห์หาปริมาณสารกลุ่ม pseudojujubogenin glycosides และ jujubogenin glycosides 
จากพืชพรมมิโดยวิธี ELISA  

  ตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารกลุํม pseudojujubogenin glycosides ด๎วยวิธีอีไลซาโดยใช๎สารภูมิ
ต๎านทานมอโนโคลนอลจากพืชสมุนไพรพรมมิตามรายละเอียดวิธีการวิเคราะห์หาปริมาณดังนี้ 

1. เติมสารละลาย bacopaside I-HSA  ความเข๎มข๎น 1 µg/ml ที่ละลายด๎วย carbonate buffer pH 9.6 
ลงใน 96-well plate หลุมละ 100 µl  บํมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง และล๎างด๎วย    
0.02% tween ใน phosphate buffer saline (T-PBS) 3 คร้ัง 
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2. เติมหางนมผง (skim milk) ที่ความเข๎มข๎น 5 เปอร์เซ็นต์ ใน phosphate buffer saline (PBS) หลุม
ละ 300 ไมโครลิตร บํมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง และล๎างด๎วย T-PBS 3 คร้ัง 

3. เติมสารละลายมาตรฐานของ bacopaside I ที่ท าการเจือจางในเมทานอล 20 เปอร์เซ็นต์ความ
เข๎มข๎นตํางๆ หลุมละ 50 µl หรือเติมสารสกัดตัวอยํางที่ท าการเจือจางในเมทานอล 20% หลุมละ 
50 µl รํวมกับเติมแอนติบอดีตัวที่ 1 มอโนโคลนอลของ bacopaside I ที่ละลายด๎วย T-PBS หลุม
ละ 50 µl ท าการผสมให๎เข๎ากันโดยใช๎เคร่ืองเขยํา 30 วินาที บํมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน              
1 ชั่วโมง และล๎างด๎วย T-PBS 3 คร้ัง  

4. เติมแอนติบอดีตัวที่ 2, POD anti-mouse IgG ละลายใน T-PBS หลุมละ100 µl บํมที่ 37 องศา
เซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง และล๎างด๎วย T-PBS 3 คร้ัง 

5. เติมสารต้ังต๎น (ABTS 0.3 มิลลิกรัมตํอมิลลิลิตร, H2O2 0.03% ที่ละลายใน citrate buffer 0.1 M) 
หลุมละ100 µl บํมที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที 

6. น าไปวัดคําการดูดกลืนแสงด๎วยเคร่ืองอํานไม-โครเพลตชนิดมัลติโหมดที่คําความถี่ 405 nm 
7. น าคําการดูดกลืนแสงของสารสกัดมาหาความเข๎มข๎นของปริมาณสารกลุํม pseudojujubogenin 

โดยเปรียบเทียบกับคําการดูดกลืนแสงของสารมาตรฐาน โดยค านวณจากการท ากราฟของสาร
มาตรฐานที่ความเข๎มข๎นตํางๆ 

การตรวจวิเคราะห์หาปริมาณสารกลุํม jujubogenin glycosides มีขั้นตอนการทดลองเหมือนดังที่
กลําวมาข๎างต๎น เพียงแตํใช๎ สาร bacoside A3 แทน bacopaside I และใช๎สารภูมิต๎านทานมอโนโคลนอลตํอ 
bacoside A3 แทน bacopaside I 

5. การค านวณต้นทุนการผลิตยาเม็ดพรมมิ 

 ค านวณต๎นทุนการผลิตพรมมิตามรายการคําใช๎จํายที่เกิดขึ้น ทั้งในด๎านการผลิตวัตถุดิบ การ
วิเคราะห์ และการตอกยาเม็ด 

6. การพัฒนาคู่มือมาตรฐานกระบวนการผลิตวัตถุดิบและผลิตภัณฑ์พรมมิ 

 รวบรวมข๎อมูลที่เกี่ยวข๎องจากการทดลองที่ผํานมา วรรณกรรมที่เกี่ยวข๎อง และการทดลองปฏิบัติ
จริง แล๎วเรียบเรียงและจัดท าแนวทางการเกษตรที่เหมาะสมส าหรับพรมมิ แนวทางการวิเคราะห์สารซา
โปนินในสมุนไพรพรมมิ แนวทาง กระบวนการผลิตยาเม็ดสมุนไพรพรมมิ 
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บทที่ 3 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 
1.  การศึกษาการขยาย scale การปลูกพรมมิและมาตรฐานการปลูก 

 ผู๎วิจัยได๎ท าการเพาะปลูกพรมมิ และอยูํในระหวํางการรอการเก็บเกี่ยว ได๎ท าการบันทึกการ
เจริญเติบโตตามชํวงเวลาตํางๆ ผลการวิเคราะห์ดินที่ใช๎ในการปลูก เป็นดังตารางที่ 7-2 

ตารางท่ี 7-2  ผลการวิเคราะห์ดิน 

ตัวแปร ปริมาณในดินท่ีน าไปวิเคราะห์ 
Soil Texture Sandy Clay Loam 
pH 6.491 
% อินทรียวัตถุ 1.46 
Total Potassium 1.499 ppm หรือ 0.0001 % 
Total Nitrogen (%) 0.0091 
Phosphorus (%) 0 
Total Cadmium 517.589 ppm หรือ 0.052 % 
Total Lead 17.390 ppm หรือ 0.0017 % 

 

ตารางท่ี 7-3 ความหนาแนํนของต๎นพรมมิในชํวงระยะเวลาตํางๆ 

วัน เดือน ปี 
ความหนาแน่นของต้นพืช 

(ต้น/ ตารางเมตร) 
เร่ิมปลูก (เดือน 0) 9 

เดือนที่ 1 20 
เดือนที่ 2 50 
เดือนที่ 3 90 
เดือนที่ 4 120 
เดือนที่ 5 150 

หมายเหตุ: การนับจ านวนต๎นพืชจะนับกิ่งที่แตกแขนงออกมา 6 กิ่งเทํากับพรมมิ 1 ต๎น 
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ศัตรูพืชและวัชพืชที่พบในการเพาะปลูกในคร้ังนี้ ได๎แกํ หอยเชอร่ี และตะไครํน้ า โดยจะพบในชํวง 
1-2 เดือนแรกของการเพาะปลูก จะท าการก าจัดหอยเชอร่ีโดยใช๎กากชาซาโปนินในอัตราสํวน     13.3 กก.ตํอ
ไรํ สํวนกะเม็งจะพบในชํวง 2-3 เดือนแรกของการเพาะปลูก นอกจากนั้นแล๎วยังมีวัชพืชที่สามารถพบได๎
ตลอดระยะเวลาในการเพาะปลูก คือ ผักบุ๎ง กกขนาก และผักตบชวา การก าจัดวัชพืชจะใช๎วิธีการถอน หรือ
ใช๎วิธีการช๎อนออกจากแปลงเพาะปลูก แล๎วน าไปท าลายนอกแปลงเพาะปลูกอีกครั้งหนึ่ง 

หลังจากที่พรมมิเจริญเติบโตเต็มที่ (หลังจากเพาะปลูกไปแล๎ว 2 เดือน) ได๎ท าการเก็บพรมมิ โดยเก็บ
สํวนที่อยูํเหนือน้ าวัดจากยอดลงมาประมาณ 10-20 ซม.ซึ่งจะใช๎วิธีการเด็ด ตัด หรือใช๎เคียวเกี่ยว การ
เพาะปลูกและเก็บเกี่ยวจะสิ้นสุดในเวลา 6 เดือนโดยได๎ผลผลิตทั้งหมด 174 กก.แห๎งตํอไร ํ

องค์ความรู๎ที่ได๎จากการปลูกนี้ ผู๎วิจัยได๎จัดท าแนวทางการเกษตรที่เหมาะสมส าหรับพรมมิดังแสดง
ในภาคผนวก ก 
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2. การศึกษามาตรฐานวัตถุดิบสมุนไพรพรมมิ  

 การศึกษาลักษณะทางกายภาพทั้งทาง macroscopic ดังรูปที่ 7-8 และลักษณะทาง microscopic จาก
การตัด section ของใบและล าต๎นพรมมิดังรูปที่ 7-9 ถึง 7-11 
 

 
 

รูปท่ี 7-8 Bacopa monnieri (L.) Wettst. (aerial part) 
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รูปท่ี 7-9 ลักษณะของการ  cross section   ใบพรมมิ 

 

 

รูปท่ี 7-10 ปากใบ จากการ cross section ใบพืชพรมมิ 
 

 

 

stoma 
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รูปท่ี 7-11  ล าต๎นพรมมิ 

ภาพผงพืชพรมมิภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์ พบ reticulated vessel (รูปที่ 7-12) , trichome (รูปที่ 7-13 ,  

รูปที่ 7-14),  epidermis (รูปที่ 7-15), stomata (รูปที่ 7-16), parenchyma cell (รูปที่ 7-17) 
 

 

รูปท่ี 7-12  reticulated vessel 

100um 

collenchyma 

phloem 

xylem 

epidermis 
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รูปท่ี 7-13  trichome 

 

 

รูปท่ี 7-14 glandular trichome  
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รูปท่ี 7-15  Epidermis 

 

 

รูปท่ี 7-16 stoma 
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รูปท่ี 7-17 parenchyma cells 
 
การศึกษาทางเคมีและกายภาพอื่นๆ 

 ท าการควบคุมคุณภาพสมุนไพรพรมมิตามที่ก าหนดไว๎ใน Thai Herbal Pharmacopoeia ดังนี้ 

- น้ าหนักที่หายไปหลังการอบแห๎ง (Loss on drying) 4.04±0.02 % 

- ปริมาณสารปนปลอม (Foreign matters) 0.06±0.01 %  

- ปริมาณสารสกัดที่ละลายน้ า (Water-soluble extractive) 4.12±0.49 % 

- ปริมาณสารสกัดที่ละลาย ethanol (Ethanol-soluble extractive) 5.70±0.32 % 

- ปริมาณสารสกัดที่ละลาย methanol (Methanol-soluble extractive) 25.67±0.46 % 

- ปริมาณสารสกัดที่ละลาย  petroleum ether (Petroleum ether-soluble extractive) 0.35 

±0.03 % 

การก าหนดเกณฑ์ปริมาณสารซาโปนินในพรมมิ 

เน่ืองจากยังไมํมีการก าหนดเกณฑ์มาตรฐานของพรมมิในประเทศไทย คณะผู๎จัดท าจึงก าหนดเกณฑ์
ปริมาณสารซาโปนินขั้นต่ าที่ควรมีในผงพรมมิแห๎งที่ใช๎เป็นวัตถุดิบในการท าผลิตภัณฑ์เสริมอาหารพรมมิ 
โดยรวบรวมจากงานวิจัยของไทย และตํางประเทศดังนี้ 
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จากการศึกษาของ  Phrompittayarat และคณะ ในปี ค.ศ.2007 พบวําสารซาโปนินที่วิเคราะห์ได๎จาก
สํวนยอดของสมุนไพรพรมมิในฤดูฝนมีปริมาณ 1.39 ± 0.04%w/w และในฤดูหนาวมีปริมาณ                    
1.21 ± 0.14%w/w  

ในการศึกษาของ Sairam และคณะ ในปี ค .ศ.2002 ใช๎สารสกัดจากสมุนไพรพรมมิสํวนยอดที่มี
ปริมาณสารซาโปนินอยูํ 1.2 %w/w  

ในการศึกษาของ  Ganzera และคณะ ในปี ค .ศ.2004 พบวําสารซาโปนินที่วิเคราะห์ได๎ในสมุนไพร
พรมมิมีปริมาณ 1.67 %w/w  
 จากข๎อมูลการศึกษาตํางๆที่ได๎กลําวมาจะเห็นได๎วําสํวนของยอดของสมุนไพรพรมมิมีปริมาณสาร
ซาโปนินเฉลี่ย 1.3 %w/w  เมื่อน ามาค านวณคําเบี่ยงเบน 30% จึงก าหนดให๎สมุนไพรพรมมิ ควรมีปริมาณ
สารซาโปนินอยํางน๎อย 1%w/w 
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การวิเคราะห์สารซาโปนินในพรมมิด้วย HPLC 

 ได๎พัฒนาขั้นตอนในการตรวจวิเคราะห์สาร saponins ในพรมมิ ตามที่ระบุไว๎ในวิธีการทดลอง 
ตัวอยํางการวิเคราะห์ดังแสดงในรูปที่ 7-18 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 7-18 ตัวอยํางโครมาโทรแกรมของสารสกัดพรมมิ ที่ความเข๎มข๎น 0.02 g/mL จากการวิเคราะห์ด๎วย 
HPLC ที่ 205 nm (1 = Bacoside A3, 2 = Bacopaside II, 3 = Bacopaside X, 4 = Bacopasaponin C,               
5 = Bacopaside I) 

 การท า calibration curve พบวําสารซาโปนินมาตรฐาน Bacoside A3, Bacopaside II, Bacopaside X, 
Bacopasaponin C และ  Bacopaside I  ให๎กราฟเส๎นตรงที่ความเข๎มข๎น 6.25-200 µg/ml (รูปที่ 7-19) และมี 
LOD:  1.56 µg/ml. 

1 

2 

3 
4 

5 
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รูปท่ี 7-19 Calibration curve สารซาโปนินที่พบในพรมมิ 
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รูปท่ี 7-19 Calibration curve สารซาโปนินที่พบในพรมมิ(ตํอ) 

ตารางท่ี 7-4  ผลการวิเคราะห์ปริมาณสารซาโปนินในผงพรมมิแห๎ง 

% w/w Average SD 
Bacoside A3 0.169 0.033 
Bacopaside II 0.319 0.034 
Bacopaside X 0.187 0.032 
Bacopasaponin C 0.186 0.032 
Bacopaside I 0.364 0.046 
Total saponin 1.162 0.098 
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จากผลการทดลองที่ได๎พบวําผงพรมมิแห๎งมีปริมาณสารซาโปนินเฉลี่ย 1.2 ± 0.1 % w/w ซึ่งผําน
เกณฑ์มาตรฐานที่ก าหนดไว๎วําในผงพรมมิแห๎งต๎องมีปริมาณสารซาโปนินอยํางน๎อย 1% w/w ผลการ
วิเคราะห์ที่ได๎เป็นตัวชี้บํงวําสมุนไพรพรมมิที่ท าการเพาะปลูกเป็นไปตามมาตรฐานซึ่งสามารถน าไปใช๎ใน
การผลิตยาเม็ดสมุนไพรพรมมิตํอไป 
 จากการศึกษามาตรฐานวัตถุดิบสมุนไพรพรมมิทั้งทางกายภาพและทางเคมีครั้งน้ี ผู๎วิจัยได๎
ก าหนดคํามาตรฐานวัตถุดิบสมุนไพรพรมมิที่จะใช๎ในผลิตภัณฑ์ยาเม็ดพรมมิในงานวิจัย รวมทั้งได๎จัดท า
แนวทางการวิเคราะห์ปริมาณสารซาโปนินในพรมมิดังแสดงในภาคผนวก 2 

 
3.  การศึกษามาตรฐานการเตรียมผลิตภัณฑ์พรมมิในระดับอุตสาหกรรม 

 คณะผู๎วิจัยได๎ท าการเตรียมผลิตภัณฑ์ยาเม็ดพรมมิที่มีสารสกัดพรมมิ 300 มิลลิกรัม จากการทดลอง
พบวําสารสกัดพรมมิ 45.5 กก. ได๎ยาเม็ดพรมมิ 80,850 เม็ด ยาเม็ดเคลือบที่มีสารสกัดพรมมิขนาด 300 มก. ที่
เตรียมได๎แล๎ว มีลักษณะเป็นเม็ดกลม แบน สีเขียวอํอน  

ได๎มีการทดสอบคุณภาพยาเม็ดที่ผลิตได๎ด๎านความแปรปรวนของน้ าหนัก, ความกรํอน, การแตกตัว, 
ความแข็ง และความหนาของยาเม็ด  
 ผลการทดสอบคุณภาพของยาเม็ดสารสกัดสมุนไพรพรมมิในด๎านตํางๆ สรุปได๎ดังตารางที่ 7-4 ซึ่ง
แสดงให๎เห็นวํา ยาเม็ดสารสกัดสมุนไพรพรมมิขนาด 300 มก. ที่เตรียมขึ้นมีคุณภาพได๎ตามมาตรฐานของยา
เม็ด  
ตารางท่ี 7-5 สรุปผลการทดสอบคุณภาพด๎านตํางๆ ของยาเม็ดสารสกัดสมุนไพรพรมมิ 

 
การทดสอบคุณภาพของยาเม็ด 

Weight 
variation (%) 

ความกร่อน 
(%) 

การแตกตัว 
(นาที) 

ความแข็ง 
(Kg) 

ความหนา 
(mm) 

เกณฑ์
มาตรฐาน 

±10   1.00 < 20   6-7   

ค่าท่ีวัดได้ 
+ 2.66   และ – 

2.75    
0.31 15-16  7 4.446±0.026 

การประเมิน ผํานเกณฑ์ ผํานเกณฑ์ ผํานเกณฑ์ ผํานเกณฑ์  

ส าหรับการประเมินปริมาณสารส าคัญตามที่ระบุไว๎ในฉลาก (% label amount)ในยาเม็ดพรมมิ ยา
เม็ดพรมมิต๎องมีสารสกัดพรมมิ 300 มก ตํอเม็ด และในสารสกัดนั้นจะต๎องมีปริมาณซาโปนินรวมไมํต่ ากวํา 
5% พบวํายาเม็ดพรมมิมี % label amount  97.53 % ขึ้นไป ซึ่งผํานเกณฑ์มาตรฐาน USP ที่ก าหนดไว๎วํายาเม็ด
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ต๎องมีคํา  % label amount อยูํระหวําง 80-120% ซึ่งแสดงให๎เห็นวํายาเม็ดพรมมิที่ได๎จากการทดลองมี
คุณภาพ เป็นไปตามมาตรฐานสามารถน าไปใช๎ในการทดลองทางคลินิกตํอไป ขั้นตอนกระบวนการเตรียม
ผลิตภัณฑ์ยาเม็ดเคลือบพรมมินี้ ได๎จัดท าเป็นคูํมือการผลิตยาเม็ดสมุนไพรพรมมิเพื่อใช๎ในการถํายทอด
เทคโนโลยีตํอผู๎ผลิตภาคเอกชน (ภาคผนวก 3) 

4. การพัฒนาชุดทดสอบสารซาโปนินในสมุนไพรพรมมิ  
ในการวิจัยปีที่ 2548 ได๎รายงานการพัฒนาวิธีวิเคราะห์สาร pseudojujubogenin glycosides ด๎วยวิธี 

ELISA  ที่ใช๎สารภูมิต๎านทานแบบโมโนโคลนและโพลีโคลนไปแล๎ว ( Phrompittayarat et al., 2007a,b)  ในการ
วิจัยในปี 2552 นี้ ผู๎วิจัยได๎ผลิตสารภูมิต๎านทานแบบโมโนโคลนตํอ bacoside A3 และน าประยุกต์ใช๎ในการหา
ปริมาณสารซาโบนินในกลุํม jujubogenin glycosides รวมในพืชพรมมิโดยวิธี ELISA โดยพบวําสารสารภูมิ
ต๎านทานแบบโมโนโคลนตํอ bacoside A3 ที่ได๎นั้น มีความจ าเพาะเจาะจงกับสารที่มีสํวน aglycone เหมือนกัน 
คือเป็นสารกลุํม jujubogenin glycosides และไมํเกิด cross reactivity กับสารในกลุํมอื่นดังแสดงในตารางที่ 7-6 ซึ่ง
เป็นไปในแนวทางเดียวกับสารภูมิต๎านทานแบบโมโนโคลนตํอ bacopaside I ซึ่งศึกษาในการวิจัยที่ผํานมา ที่มี
ความจ าเพาะกับสารกลุํม pseudojujubogenin glycosidesและไมํเกิด cross reactivity กับสารในกลุํมอื่นเชํนเดียวกัน 

เมื่อท าการตรวจสอบความเที่ยงของการวิเคราะห์โดยท าการทดสอบคําพารามิเตอร์ตํางๆ แสดงดังตารางที่ 7-7 
พบวํามีคําความเที่ยงอยูํในเกณฑ์ที่เหมาะสม โดยดูจากคํา intra-assay และ inter-assay RSD อยูํในชํวงไมํเกิน 10 

ทั้งนี้ปัจจัยที่มีผลกระทบตํอคําความเที่ยงของการวิเคราะห์อาจเกิดจากอุณหภูมิและระยะเวลาที่ใช๎ในการบํม
ในขั้นตอนของการวิเคราะห์ เมื่อศึกษาความถูกต๎องของการวิเคราะห์ โดยวัดจากสํวนเปอร์เซ็นต์การกลับคืน 
(% recovery) ของสารจากการเติมสาร bacoside A3 ลงไปในสารสกัดพรมมิแสดงดังตารางที่ 7-8 จะเห็นได๎วําได๎
เปอร์เซ็นต์การกลับคืนอยูํในชํวง 93-96% แสดงวํามีคําความถูกต๎องของการวิเคราะห์อยูํในเกณฑ์ที่ยอมรับได๎ 
(% recovery 90-110 %) จากผลการศึกษาจะเห็นได๎วําวิธีการ ELISA ที่ใช๎สารภูมิต๎านทานแบบโมโนโคลนตํอ 
bacoside A3 ส าหรับวิเคราะห์ jujubogenin glycosides มีความนําเชื่อถือ สามารถน าไปวิเคราะห์หาปริมาณสาร
กลุํมนี้ในพืชสมุนไพรได๎ 
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ตารางท่ี  7-6 คํา cross reactivities (CRs) ของสารภูมิต๎านทานแบบโมโนโคลนตํอ bacoside A3 ตํอสารจาก
ธรรมชาติชนิดตํางๆ ในการทดสอบโดยใช๎วิธี ELISA 

Compounds Classification % Cross reactivity 

Bacoside A3 Jujubogenin glycosides 100 
Bacopaside X Jujubogenin glycosides 84.77±4.61 
Bacopaside IV Jujubogenin glycosides 64.50±5.93 
Bacopaside I Pseudojujubogenin glycosides < 0.01 
Bacopaside II Pseudojujubogenin glycosides < 0.01 

Bacopasaponin C Pseudojujubogenin glycosides < 0.01 

Bacopaside V Pseudojujubogenin glycosides < 0.01 

Albiflorin Monoterpenoid glycosides < 0.01 

Rebaudioside A Diterpene glycosides < 0.01 

Ginsenoside-Rb1 Triterpenoid saponins < 0.01 

Ginsenoside-Rd Triterpenoid saponins < 0.01 

Ginsenoside-Re Triterpenoid saponins < 0.01 

Glycyrrhizic acid Triterpenoid saponins < 0.01 

Saikosaponin a Triterpenoid saponins < 0.01 

Saikosaponin b2 Triterpenoid saponins < 0.01 

Saikosaponin c Triterpenoid saponins < 0.01 

Saikosaponin d Triterpenoid saponins < 0.01 

Sennoside A Anthraquinone glycosides < 0.01 

Sennoside B Anthraquinone glycosides < 0.01 

Baicalein Flavonoids < 0.01 

Hesperidin Flavonoids < 0.01 

Naringin Flavonoids < 0.01 

Baicalin Flavonoid glycosides < 0.01 

Plumbagin Naphthoquinone < 0.01 

Pepstatin A Peptides < 0.01 



 

โครงการยํอยที่ 7  7-29 
 

ตารางท่ี  7-6 คํา cross reactivities (CRs) ของสารภูมิต๎านทานแบบโมโนโคลนตํอ bacoside A3 ตํอสารจาก
ธรรมชาติชนิดตํางๆ ในการทดสอบโดยใช๎วิธี ELISA (ตํอ) 

Compounds Classification % Cross reactivity 

Magnolol Phenylpropanoids  < 0.01 

Swertiamarin Secoiridoids  < 0.01 

Stevioside Steviol glycosides < 0.01 

 

ตารางท่ี 7-7 คําความเที่ยงของการวิเคราะห์หาปริมาณสาร bacoside A3ด๎วยวิธี ELISA  
ความเข๎มข๎นของ bacoside A3  

(ng mL-1) 
Intra-assay RSD (%) 

(n=5) 
Inter-assay RSD (%) 

(n=3) 
12.20 3.61 5.13 
24.40 2.95 4.76 
48.80 4.08 5.88 
97.70 1.54 3.80 

 
ตารางท่ี 7-8 เปอร์เซ็นต์การกลับคืนของสารจากการเติมสาร bacoside A3 ลงไปในสารสกัดพรมมิ (n=3) 
ความเข๎มข๎นของ bacoside A3 ที่เติมไปในสารสกัดพรมมิ  

(ng mL-1) 
Recovery (%) 

12.20 92.55 

24.40 95.07 

48.80 96.11 
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ตารางท่ี 7-9   ปริมาณสารกลุํม jujubogenin glycosides จากพืชพรมมิจากการวิเคราะห์โดยวิธี ELISA และ 
HPLC (n=3)  
 
สํวนของพรมมิ 

 
ฤดูที่เก็บเกี่ยว 

% total jujubogenin glycosides ในพรมมิ 
(average±SD) 

ELISA (n=3) HPLC (n=3) 
ยอดa ฤดูฝน 1.49±0.11 1.31±0.04 

 ฤดูหนาว 1.30±0.35 1.21±0.14 
 ฤดูร๎อน 1.23±0.27 1.19±0.03 

สํวนเหนือดินที่ตัดยอด
ออกแล๎ว 

ฤดูฝน 0.57±0.09 0.51±0.04 

 ฤดูหนาว 0.96±0.05 0.85±0.10 
 ฤดูร๎อน 0.73±0.12 0.57±0.08 

ยอดaหมายถึงสํวนเหนือดินของพรมมิที่ตัดจากสํวนปลายยอดสุดลงมาประมาณ 10 cm 

ตารางที่ 7-9 แสดงผลการวิเคราะห์ปริมาณ jujubogenin glycosides รวมในพรมมิในสํวนยอดและ
สํวนที่ตัดยอดออกไปแล๎วในฤดูกาลตํางๆ โดยเทียบกับวิธี HPLC พบวําผลออกมาสอดคล๎องกัน โดยที่คําที่
ได๎จาก ELISA มีคําสูงกวําเล็กน๎อย อาจจะเป็นเพราะวําจากการวิเคราะห์ HPLC เราวิเคราะห์สาร 2 ตัวที่เป็น
กลุํม jujubogenin glycosides ซึ่งคือ bacoside A3 และ bacopaside X ในขณะที่ในวิธีทาง ELISA อาจได๎คํา
ปริมาณจาก jujubogenin glycosides ตัวอ่ืนๆ ที่ไมํอาจวัดได๎ด๎วย HPLC ก็ได๎  การน าสาร monoclonal 
antibody ตํอ bacopaside A3 และ bacopaside I มาพัฒนาใช๎ในการวิเคราะห์สารกลุํม jujubogenin glycosides 
และ pseudojujubogenin glycosides นั้น กลุํมผู๎วิจัยได๎รับการทุนสนับสนุนในการท าวิจัยระหวํางนักวิจัย
ประเทศไทยและประเทศญ่ีปุ่น ( NRCT-JSPS) จากส านักงานคณะกรรมการวิจัยแหํงชาติ ในโครงการ การ
ผลิตสารภูมิต๎านทานแบบโมโนโคลนตํอ bacopaside I  และ bacoside A3 เพื่อควบคุมคุณภาพและปรับปรุง
พันธุ์สมุนไพรพรมมิ (ปี 2552) และได๎รายงานการพัฒนาชุดทดสอบโดยวิธี ELISA. Estern blotting และ 
immunochromatographic strip ไปในรายงานการวิจัยดังกลําว 
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5. การค านวณต้นทุนการผลิต 

การค านวณต๎นทุนการผลิตยาเม็ดแบํงเป็นสํวนตํางๆ ดังนี้  
1. การค านวณคําใช๎จํายในการปลูกโดยการจดบันทึกคําใช๎จําย เชํนคํารถไถแตํงที่ดินท าแปลง คําทํอน้ า

เข๎าแปลง คําจ๎างคนงาน เป็นต๎น แล๎วน าคําใช๎จํายที่ใช๎ไปค านวณคําใช๎จํายในการปลูก ดังตารางที่     
7-10 

ตารางท่ี 7-10 คําใช๎จํายในการปลูก 

ค่าใช้จ่าย ราคา (บาท) 
คํารถไถแตํงที่ดินท าแปลง 300 
คําจ๎างรถ Macro เตรียมดิน 7,700 (วันละ 6500 บวก 1 ชม 1200 บาท) 
คําทํอน้ าเข๎าแปลง  2,000 
คํารถไถแตํงที่ดินท าแปลง 6,300 (วันละ 6500 บวก 1 ชม 1,200 บาท) 
คําปุ๋ย NPK 15-15-15 จ านวน 1 ลูก 1,270 
คําปุ๋ย 46-0-0 635 
คํารถไถเล็กดันปุ๋ย 400 
คนงาน 1,200 
คําจ๎างคนปลูก 2,700 
คําเคร่ืองเซํนไหว๎ 200 
คําวัสด ุ 2,163 
อุปกรณ์ในการเก็บ ท าความสะอาด ตาก  500 
วิเคราะห์ดิน 4,000 
คนงาน 2 คน คนละ 4500/เดือน 5 เดือน 45,000 
ขนสํงมาเก็บไว๎ 400 บาท/เดือน 5 เดือน 2,000 
สารเคมีการบ ารุงรักษา 2,000 
รวม 64,368 
จ านวนพรมมิแห้งท่ีได้ 261กก. แห๎ง 

2. การค านวณคําใช๎จํายในการสกัดสมุนไพรพรมมิโดยการจดบันทึกคําใช๎จํายตํางๆที่ใช๎ในการคํา
ขนสํงสมุนไพรแห๎ง คําจ๎างในการสกัด แล๎วน ามาค านวณคําใช๎จําย ดังตารางที่ 7-11 
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ตารางท่ี 7-11 คําใช๎จํายในการสกัดสมุนไพรพรมมิ 

ค่าใช้จ่าย จ านวนเงิน (บาท) 
คําขนสํง 1,500 

คําจ๎างสกัด kg ละ 300 บาท 13,650.00 
รวม 15,150 
หมายเหตุ พรมมิแห๎ง 261 กก. ได๎ สารสกัดพรมมิ 45.5 กก. (% yield=17.44% ) 

3. การค านวณคําใช๎จํายในการวิเคราะห์โดยการจดบันทึกคําใช๎จํายตํางๆที่ใช๎ในการวิเคราะห์ ได๎แกํ คํา
สารเคมี คํา  Standard bacopasides คําcolumnที่ใช๎ในการวิเคราะห์ แล๎วน าคําใช๎จํายที่ใช๎ไปค านวณ
คําใช๎จํายในการวิเคราะห์ ดังตารางที่ 7-12 

ตารางท่ี 7-12 คําใช๎จํายในการวิเคราะห์ 

อุปกรณ์และสารเคมี ราคา/หน่วย จ านวนท่ีใช้ คิดเป็นเงิน (บาท) 
Methanol 642 ใช๎คร้ังละ 625 ml/MP 1 

L 
160.5 

Luna C18 16,800/1,000 
คร้ัง 

ใช๎ 1 คร้ัง 16.8 

Acetonitrile 2.5 L 1,080 ใช๎คร้ังละ 375 ml/MP 1 
L 

162 

Standard bacopasides 90,950/5 mg 1 ml ใช๎ได๎ 10 คร้ัง / 
สาร 

181.9 

รวม 521.2 
หมายเหตุ เตรียม MP 1 คร้ัง ใช๎วิเคราะห์ ยาเม็ด สมุนไพรแห๎ง และ standard 

4. การค านวณคําใช๎จํายในการผลิตยาเม็ดสมุนไพรพรมมิโดยการจดบันทึกคําใช๎จํายที่ใช๎ในการผลิตยา
เม็ดสมุนไพรพรมมิ ได๎แกํ คํา  Lactose  anhydrous  คํา Avicel  PH 101 คํา Aerosil เป็นต๎น แล๎วน า
คําใช๎จํายที่ได๎ไปค านวณคําใช๎จํายในการผลิตยาเม็ดสมุนไพรพรมมิ ดังตารางที่ 7-13  
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ตารางท่ี 7-13 คําใช๎จํายในการผลิตยาเม็ดสุมนไพรพรมมิ 

สารเคมี ราคา/หน่วย เป็นเงิน (บาท) 
Avicel  PH 101        4,375บาท/25kg 4,133.28 

Lactose  anhydrous     80บาท/kg 1,990.8 

Ac-Di-Sol  1000บาท/kg 2,469.54 

Talcum 60บาท/kg 1,166.04 

Magnesium  stearate 200บาท/kg 127.98 

Aerosil 1000บาท/kg 159.738 

Methylene  chloride 2500บาท//2.5L 7,584 

 Ethanol  1000บาท/2.5L 1,706.4 
HPMC 1800บาท/20L 511.92 

PEG – 4000  250บาท/kg 23.7 

สีผสมอาหาร 5บาท/ซอง 118.5 

รวม 19,991 

5. การค านวณคําใช๎จํายอื่นๆ โดยการจดบันทึกคําใช๎จําย แล๎วน าคําใช๎จํายที่ได๎ไปค านวณ     ดังตารางที่ 
7-14  

ตารางท่ี 7-14 คําใช๎จํายอื่นๆ  

ค่าใช้จ่าย 
จ านวนเงิน 

(บาท) 
อุปกรณ์ส านักงาน 5,000 
คํานักวิจัย 10,000 บาท/เดือน จ านวน 5 เดือน 50,000 
อุดหนุนมหาวิทยาลัย  16,666 ตํอปี 
รวม 55,000 

เมื่อน าคําใช๎จํายตํางๆที่ใช๎ไปทั้งหมดเร่ิมตั้งแตํขั้นตอนการปลูกสมุนไพรพรมมิ จนกระทั่งถึงการ
ผลิตยาเม็ดสมุนไพรพรมมิ ได๎คําใช๎จํายรวมดังตารางที่ 7-15 
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ตารางท่ี 7-15 รวมคําใช๎จํายทั้งหมด 

ค่าใช้จ่าย จ านวนเงิน 
(บาท) 

คําใช๎จํายในการปลูก 78,368 
คําใช๎จํายในการวิเคราะห์ 521 
คําใช๎จํายในการสกัด 15,150 
คําใช๎จํายในการท ายาเม็ด 19,991 
คําใช๎จํายอื่นๆ 71,666 
ค่าใช้จ่ายรวม 185,696 

จากการค านวณคําใช๎จํายในการผลิตยาเม็ดสมุนไพรพรมมิ 185,696 บาท ได๎จ านวนยาเม็ดสมุนไพร
พรมมิ 80,580 บาท ดังนั้นได๎ต๎นทุนการผลิตยาเม็ดสมุนไพรพรมมิ 2.3 บาทตํอเม็ด 

6. การพัฒนาคู่มือมาตรฐานกระบวนการผลิตวัตถุดิบและผลิตภัณฑ์พรมมิ  
 จากงานวิจัยคร้ังนี้ ผู๎วิจัยได๎จัดท าคูํมือ 3 เลํม ส าหรับการถํายทอดเทคโนโลยีให๎ภาคเอกชนดังใน
ภาคผนวกที่ ก-ค ประกอบด๎วย 

1. แนวทางการเกษตรที่เหมาะสมส าหรับพรมมิ 
2. แนวทางการวิเคราะห์ปริมาณสารซาโปนินในสมุนไพรพรมมิ 
3. แนวทางการผลิตยาเม็ดสมุนไพรพรมมิ 
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บทที่ 4 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 
ในการวิจัยและพัฒนาพรมมิ เพื่อเป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร และสํงตํอเทคโนโลยีสูํ

ภาคอุตสาหกรรมนั้น ผู๎วิจัยได๎คณะผู๎วิจัยได๎ท าการศึกษาการผลิตวัตถุดิบพรมมิ ตั้งแตํกระบวนการปลูก การ
ดูแลเชิงเกษตรกรรม การเก็บเกี่ยว การท าให๎แห๎ง การควบคุมมาตรฐานวัตถุดิบและสารสกัดที่ได๎ ตลอดจน 
การผลิตยาเม็ดพรมมิ โดยได๎จัดท าคูํมือแนวทางการแนวทางการเกษตรที่เหมาะสมส าหรับพรมมิ การ
ควบคุมคุณภาพ และการผลิตยาเม็ด เพื่อที่จะเตรียมสํงตํอเทคโนโลยีให๎ภาคอุตสาหกรรมตํอไป นอกจากนี้ 
ผู๎วิจัยยังได๎ค านวณต๎นทุนการผลิตของสารสกัด และผลิตภัณฑ์ ยาเม็ดพรมมิ เพื่อเป็นข๎อมูลส าหรับทาง
ภาคอุตสาหกรรมอีกด๎วย  

ในการปลูกพรมมิ 1.5 ไรํ เป็นเวลา 6 เดือน โดยวิธีปักช า พบวําสามารถเก็บเกี่ยวพรมมิได๎ต้ังแตํ
เดือนที่ 2 และเมื่อสิ้นสุด 6 เดือนได๎ผลผลิตพรมมิแห๎ง 261 กิโลกรัม หรือคิดเป็น 1 74 กิโลกรัมตํอไรํ (เดือน
ละ 40 กิโลกรัมตํอไร)ํ วัตถุดิบพรมมิที่ใช๎ในการผลิตยาเม็ด เป็นสํวนยอดที่ตัดจากปลายยอดประมาณ        
10-20 ซม อบแห๎งที่อุณหภูมิประมาณ 55 องศาเซลเซียส พรมมิแห๎งมีสาร  total saponin ไมํต่ ากวํา 1 % ซึ่งวัด
ได๎โดย HPLC หรือ ELISA ที่ใช๎ monoclonal antibody ที่จ าเพาะกับสารกลุํม jujubogenin glycosides และ 
pseudojujubogenin glycosides สารสกัดพรมมิมี % yield ประมาณ 17 % ตํอน้ าหนักผงพรมมิแห๎ง และ
ควบคุมมาตรฐานที่ % total saponin ไมํต่ ากวํา 5 % ต๎นทุนการผลิตยาเม็ดพรมมิอยูํที่เม็ดละ 2.3 บาท 

 สิ่งที่ยังไมํได๎ศึกษาในการวิจัยครั้งนี้คือ ความแตกตํางของสายพันธุ์ตํางๆ ของพรมมิ แตํจาก 
preliminary study ไมํพบความแตกตํางด๎านองค์ประกอบทางเคมีของพรมมิที่เก็บจากแหลํงตํางๆ นอกจากนี้ 
ผู๎วิจัยยังไมํได๎ท าการศึกษาเร่ืองความต๎องการทางการตลาดของผลิตภัณฑ์เสริมอาหารพรมมิ ซึ่งเมื่อ
ภาคอุตสาหกรรมสนใจที่จะน าผลิตภัณฑ์พรมมิไปผลิตตํอนั้น อาจท าการศึกษาด๎วยตนเองได๎ 
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ภาคผนวก ก 

แนวทางการเกษตรที่เหมาะสมส าหรับพรมมิ 
Guideline on Good Agricultural and Collection Practices  

for Bacopa monnieri (L.) Wettst. 
1. แหล่งเพาะปลูก 

1.1 สภาพพื้นที่ 

ควรเป็นสถานที่ที่หํางไกลจากเขตอุตสาหกรรม เพื่อหลีกเลี่ยงสารเคมีหรือมลพิษตํางๆ ที่

อาจจะตกค๎างอยูํในดินหรือปนเปื้อนในสมุนไพร เป็นสถานที่ที่มีการคมนาคมสะดวก นอกจากนั้น

ควรอยูํใกล๎กับแหลํงน้ า เนื่องจากพรมมิชอบขึ้นบริเวณที่มีน้ าทํวมขัง 

1.2 ลักษณะดิน 

ควรเป็นลักษณะดินตามมาตรฐานดินที่ใช๎ประโยชน์เพื่อการเกษตรกรรมของกรมควบคุม

มลพิษ กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล๎อม ดังแสดงในตารางที่ 1 (1) 

ตารางท่ี 1 ลักษณะดินที่เหมาะสมในการปลูกพืช 

พารามิเตอร์ ดินที่ใช้ในการเพาะปลูก 

ลักษณะของดิน สามารถกักเก็บน้ าไว๎ที่หน๎าผิวดินได๎ 
pH 5.8-7.7 

อินทรียวัตถุ 1-2% 
ฟอสฟอรัส 5-10 ppm 
โพแทสเซียม 60-80 ppm 
สารหนู < 30 mg/kg 
แคดเมียม   < 0.15 mg/kg 
โคบอลต์ < 20 mg/kg 
โครเมียม < 80 mg/kg 
ทองแดง < 45 mg/kg 
ปรอท   < 0.10 mg/kg 
นิกเกิล < 45 mg/kg 
ตะกั่ว                    < 55 mg/kg 
สังกะส ี                    < 70 mg/kg 
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1.3 สภาพภูมิอากาศ 

พรมมิเป็นสมุนไพรที่ชอบแสงแดด เจริญเติบโตได๎ดีที่อุณหภูมิ  30-40 °C ความชื้นสัมพัทธ์

ร๎อยละ 65-80 (2) 

1.4 แหลํงน้ าและคุณภาพน้ า 

1.4.1 ควรเป็นแหลํงน้ าสะอาด ปราศจากสารพิษปนเปื้อน อาจเป็นแหลํงน้ าธรรมชาติ เชํน 

คลองบึง บํอขุด หรือมีการตํอน้ าประปาเข๎าที่แปลงก็ได๎ 

1.4.2 ไมํควรเป็นแหลํงน้ าที่เกิดจากการท าลายสิ่งแวดล๎อม 

2. พันธุ์ (3) 
ชื่อวิทยาศาสตร์ : Bacopa monnieri   (L.) Wettst. 
ชื่อพ้อง : Gratiola monnieri Linn., Herpestis monnieri (L.) H.B.K., Lysimachia monnieri Linn.,  

  Bramia monnieri (L.) Pennell., Septas repens Lour. 
ชื่อวงศ์ : Scrophulariaceae    
ล าต้น : อวบน้ า ผิวเรียบไมํมีขน ทอดเลื้อยไปตามพื้นดินและชูสํวนยอดขึ้น มีกิ่งจ านวนมาก รากออกตามข๎อ  
 ยาวประมาณ 10-40 ซม. 
ใบ : ใบเด่ียวรูปไขํกลับ หรือรูปช๎อน คํอนข๎างยาว ใบแคบ ปลายกว๎างมน ขอบใบเรียบ การเรียงตัวของใบ         
       แบบสลับ ยาวประมาณ 6-20 มม. กว๎าง 1-5 มม. 
 
 
 
 
 
                       
 

รูปท่ี 1 ยอดพรมมิ 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2 ใบของพรมมิ 



 

โครงการยํอยที่ 7  7-42 
 

ดอก : เป็นดอกเดี่ยว ออกตามซอกใบมีกลีบสีขาวหรือสีมํวงอํอน ยาว 8-10 มม. โคนดอกหลอมรวมกันเป็น
หลอด มีกลีบดอก 5 กลีบ เกสรตัวผู๎ติดกับกลีบดอก กว๎าง 4 มม. ยาว 2.5 มม.  
กลีบเลี้ยง : ลักษณะเป็นรูปไขํ ปลายแหลมหรือเกือบแหลม กลีบเลี้ยง 1 อันอยูํด๎านบน 2 กลีบอยูํด๎านลําง 
กว๎าง 2.5 มม. สํวนอีก 2 อันอยูํด๎านข๎างมีลักษณะคล๎ายหัวหอก ปลายเรียวแหลม กว๎าง 1.5 มม.  
  
 
 
 
 
               รูปท่ี 3 ลักษณะดอกของพรมมิ                                        รูปท่ี 4 ขนาดดอกของพรมมิ 

ผล : ลักษณะเป็นแคปซูลรูปไขํ กว๎าง 5 มม. ยาว 3 มม. โดยประมาณ 
เมล็ด : กว๎าง 0.5-0.6 มม. ยาว 0.3 มม. โดยประมาณ 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 5 ขนาดผลของพรมมิ 
3. การปลูก 

3.1 การเตรียมแปลงเพาะปลูก 
ในการเตรียมแปลงเพาะปลูกควรไถดิน 2 ครั้ง การไถคร้ังแรกพลิกดินขึ้นมาแล๎วเว๎นชํวงให๎

วัชพืชงอกแล๎วไถคร้ังที่ 2 หรือไถแปรฝังกลบต๎นวัชพืชลงในดิน และเป็นการปรับระดับพื้นที่ให๎
เรียบสม่ าเสมอ เน่ืองจากพรมมิเป็นสมุนไพรที่ชอบน้ าจึงต๎องมีการท าคันดินกั้นน้ า (กว๎างประมาณ     
0.5 ม.) เพื่อเก็บกักน้ าไว๎ในแปลง  (ระดับน้ าสูงประมาณ 2-10 ซม.) นอกจากนั้นแล๎วควรมีการท า
ชํองทางระบายน้ าเข๎าออกจากแปลงด๎วย 
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      รูปท่ี 6 การไถปรับหน๎าดิน                            รูปท่ี 7 ลักษณะแปลงที่ไถและท าการกักเก็บน้ าแล๎ว 

3.2 วิธีเพาะปลูก 
ตัดพรมมิแมํพันธุ์ให๎ได๎ความยาวประมาณ 1 ฟุต โดยสํวนที่ตัดได๎นั้นต๎องมีข๎อที่มีรากติดอยูํ 

แล๎วน าไปปักด าลงในแปลงเพาะปลูกที่เตรียมไว๎  
 

 
 
 
 
 
 

        รูปท่ี 8 ลักษณะของสํวนของพรมมิที่จะน าไปปลูก                             รูปท่ี 9 การปักด าพรมมิ 
 

4. การดูแลรักษาสมุนไพรพรมมิ 

4.1 การใสํปุ๋ย 

จะใสํปุ๋ยหลังจากปลูกพรมมิไปแล๎ว 1 สัปดาห์ โดยใช๎ปุ๋ยเคมีสูตร 46-0-0 อัตราสํวน

ประมาณ 10 กก./ไร/ํคร้ัง จากนั้นใสํอีกครั้งเมื่อพรมมิมีลักษณะเหลืองหรือไมํแข็งแรงโดยใช๎ปุ๋ยเคมี

สูตร 15-15-15 อัตราสํวนประมาณ 10 กก./ไร/ํคร้ัง 

4.2 การให๎น้ า 

ควรรักษาระดับน้ าให๎อยูํในชํวง 2-10 ซม. เหนือจากพื้นดินตลอดเวลาการเพาะปลูก 
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4.3 ระยะเวลาในการเพาะปลูก 
หลังจากท าการเพาะปลูกและเก็บเกี่ยวพรมมิ 5 เดือนขึ้นไป หากพบวําพรมมิเจริญเติบโต

จนแนํนแปลง หรือมีลักษณะเหลืองและเเคระแกร็น ซึ่งอาจสํงผลตํอปริมาณสารซาโปนินที่อยูํใน
พรมมิ ให๎ไถกลบไรํพรมมิเพื่อเตรียมดินในการเพาะปลูกครั้งตํอไปหรือใสํปุ๋ยสูตร 15-15-15 อีกครั้ง 

5. สุขลักษณะและความสะอาด 
5.1 การก าจัดวัชพืช ควรก าจัดวัชพืชขณะยังเล็กเพื่อไมํให๎แขํงกับพืชหลัก หรือเป็นแหลํงเพาะ

ศัตรูพืช หรือติดไปกับผลผลิต 

5.2 ควรเก็บวัชพืช เศษพืชไปท าลายนอกแปลงปลูก  

5.3 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ตํางๆ หลังใช๎งานแล๎วต๎องท าความสะอาด และเก็บให๎อยูํในสภาพพร๎อม

ใช๎งานเสมอ 

6. การป้องกันและก าจัดศัตรูพืช 

6.1 ศัตรูพืชท่ีส าคัญและการป้องกันก าจัด 

6.1.1 หอยเชอรี ่เป็นหอยทากน้ าจืด สามารถวางไขํได๎ตลอดปี และเจริญเติบโตอยํางรวดเร็ว  

เมื่อมีขนาด 1.6 ซม. จะเร่ิมกัดกินท าลายในระยะปักด าจนถึงแตกกอเต็มที่ การป้องกันก าจัดท าได๎

โดย  

(1) ใช๎วัสดุกั้นทางที่ไขน้ าเข๎า เพื่อป้องกันการแพรํกระจายและระบาด  
(2) ท าลายตัวหอยและไขํโดยใช๎กระชอนที่มีด๎ามช๎อนตัวหอยอยํางน๎อยสัปดาห์ละ  

1 คร้ังในเวลาเช๎าหรือเย็น หรือใช๎ไม๎รวกปักรอบคันนาทุกระยะ 10 ม. เพื่อให๎หอยมาไขํบน
หลักไม๎  

(3) ใช๎สารชีวภาพฆําหอย เชํน กากชาซาโปนิน โดยใช๎ปริมาณ 13.3 กก./ไร ํ
 
 
 

 
 
 

 

                  รูปท่ี 10 ลักษณะของหอยเชอร่ี                                รูปท่ี 11 ลักษณะไขํของหอยเชอร่ี 
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6.2 วัชพืชท่ีส าคัญและการป้องกันก าจัด 
6.2.1 ตะไคร่น้ า  เป็นสาหรํายเซลล์เดียวซึ่งเกาะยึดในพื้นที่น้ าไหล เน่ืองจากน้ าไหลมีทั้ง

ออกซิเจนคาร์บอนไดออกไซด์ และสารอาหารไหลเวียนดี รวมทั้งมีแสงสวํางที่พียงพอ สาหรําย
พวกนี้จึงยึดเกาะและขยายเพิ่มจ านวนกลายเป็นผืนเขียวๆ ซึ่งสามารถหลุดลอยเป็นแผํนๆไปได๎ ถ๎ามี
มากเกินไป กลางคืนใช๎ออกซิเจน อาจท าให๎น้ าขาดออกซิเจนโดยเฉพาะในฤดูร๎อน วิธีป้องกันและ
แก๎ไขคือ เปลี่ยนถํายน้ า ถ๎าหากมีปริมาณมากให๎ใช๎ตะแกรงช๎อนออกจากแปลง ไมํควรใช๎สารเคมี
เพื่อแก๎ปัญหา (5) 

 
 
 
 
 
 
 
    รูปท่ี 12 ลักษณะของตะไครํน้ า 1                       รูปท่ี 13 ลักษณะของตะไครํน้ า 2 

6.2.2 ผักบุ้ง เป็นพืชน้ าชนิดหน่ึง ลักษณะใบกว๎าง ล าต๎นกลวงลอยน้ าได๎  เมื่อมีจ านวนเพิ่ม
มากขึ้นจะแยํงแสงแดดเพื่อใช๎ในการสังเคราะห์แสงและแยํงสารอาหารที่มีอยูํในแปลง วิธีป้องกัน
และแก๎ไขคือ ก าจัดทิ้งโดยการถอน แล๎วน้ าไปท าลายบริเวณนอกแปลงปลูก (5) 

 
 

 
 
 
 

 
รูปท่ี 14 ลักษณะของผักบุ๎ง 

6.2.3 กกขนาก เป็นวัชพืชล าต๎นสามเหลี่ยมเว๎าลึก ดอกเป็นแฉกทรงกลมสีเขียว ชอบขึ้น
บริเวณดินชื้นแฉะ เมื่อมีจ านวนเพิ่มมากขึ้นจะแยํงแสงแดดเพื่อใช๎ในการสังเคราะห์แสงและแยํง
สารอาหารที่มีอยูํในแปลง วิธีป้องกันและแก๎ไข  คือ ก าจัดทิ้งโดยการถอน แล๎วน้ าไปท าลายบริเวณ
นอกแปลงปลูก (5) 
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รูปท่ี 15 ลักษณะของกกขนาก 

6.2.4 ผักตบชวา เป็นพืชน้ า มีล าต๎นสั้นแตกใบเป็น ถ๎าน้ าตื้นก็จะหยั่งรากลงดินเมื่อมีจ านวน
เพิ่มมากขึ้นจะแยํงแสงแดดเพื่อใช๎ในการสังเคราะห์แสงและแยํงสารอาหารที่มีอยูํในแปลง วิธี
ป้องกันและแก๎ไข คือ ก าจัดทิ้งโดยการถอน แล๎วน าไปท าลายบริเวณนอกแปลงปลูก (5) 

 

 

 
 

รูปท่ี 16 ลักษณะของผักตบชวา 

6.2.5 กะเม็ง เป็นไม๎ล๎มลุก ล าต๎นตั้งตรง สูงประมาณ 30-50 ซม. ล าต๎นกลม  มีขนแข็งสาก
มือปกคลุม แตกแขนงมาก ที่โคนต๎นอาจมีสีแดงอมมํวง ใบ  เป็นใบเด่ียวออกจากล าต๎นในลักษณะ
ตรงข๎ามเป็นคูํ ใบคํอนข๎างแคบเรียวยาว  ปลายใบคํอนข๎างแหลม ฐานใบมีรอยเว๎าและบานออกทั้ง
สองด๎านเล็กน๎อย ขอบใบมีรอยหยักเล็กน๎อย  ไมํมีก๎านใบ มีขนสั้นๆ สีขาวปกคลุมทั่วทั้งใบ   ดอก 
ออกเป็นชํอ ตามซอกใบและตามปลายยอด เป็นชํอแนํนสีขาว ดอกยํอยรอบนอกเป็นดอกตัวเมีย  มี
ลักษณะเป็นแผํนสีขาวปลายมน ดอกยํอยที่อยูํตรงกลางเป็นดอกสมบูรณ์เพศ มีลักษณะคล๎ายรูปถ๎วย 
กลีบดอกจะติดกัน ปลายกลีบดอกแยกออกเป็นแฉก มีสํวนที่คล๎ายกลีบเลี้ยง 5-6 กลีบ สีเขียวรองรับ
ชํอดอก พบขึ้นบริเวณชุํมชื้น  เชํน ในนาข๎าว ริมคลอง ริมบํอน้ า หรือในแปลงพืชไรํทั่วๆ ไป วิธี
ป้องกันและแก๎ไข คือ ก าจัดทิ้งโดยการถอน แล๎วน าไปท าลายบริเวณนอกแปลงปลูก (6) 
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         รูปท่ี 17 ลักษณะของต๎นกะเม็ง 

7. การเก็บเกี่ยว 

เก็บสํวนที่พ๎นน้ าความยาวประมาณ 10-20 ซม.จากยอด เก็บเมื่อพรมมิเจริญเติบโตเต็มที่ประมาณ     
2 เดือนขึ้นไปหลังจากท าการปลูก วิธีเก็บ ใช๎วิธีเด็ด ตัด หรือใช๎เคียวเกี่ยว  

 

 

 

 

 

 

                 รูปท่ี 18 การเก็บเกี่ยวพรมมิ                                    รูปท่ี 19 ขนาดของพรมมิที่เก็บเกี่ยวได๎ 

8. วิทยาการหลังการเก็บเกี่ยว 
เมื่อเก็บเกี่ยวพรมมิออกจากแปลงปลูกแล๎วการปฏิบัติหลังการเก็บเกี่ยวเป็นสิ่งจ าเป็นมาก  เพื่อ

รักษาคุณภาพของพรมมิให๎ได๎ผลดีที่สุดตํอการน าไปใช๎  
8.1 การท าความสะอาดและคัดแยกผลผลิตที่ได๎มาตรฐาน  

8.1.1 คัดแยกสิ่งปลอมปนออก เชํน หิน ดิน ทราย สํวนของพืชที่ปะปน  หรือสมุนไพรอ่ืนที่
คล๎ายคลึงกันปะปนมา รวมทั้งเด็ดรากที่ติดมาขณะเก็บเกี่ยวทิ้ง 
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                                          รูปท่ี 20 การคัดแยกสิ่งแปลกปลอมออกจากพรมมิ 

8.1.2 ล๎างด๎วยน้ าสะอาดประมาณ 3 รอบหรือจนกวําจะไมํมีฝุ่นผงในน้ า 
8.1.3 น าไปผึ่งบนตะแกรงให๎สะเด็ดน้ า 
 

8.2 การท าให๎แห๎ง 
การท าสมุนไพรให๎แห๎งเพื่อความสะดวกในการเก็บรักษาและการน ามาใช๎  สมุนไพรที่มี

ความชื้นมากเกินไปจะท าให๎เกิดเชื้อราและแบคทีเรีย  และยังเรํงให๎เกิดการสูญเสียสารส าคัญด๎วย 
วิธีการท าแห๎งท าได๎โดยการตากแห๎งหรืออบแห๎ง  

8.2.1 การตากแห๎งพรมมิ ควรตากบนตะแกรงโปรํง สะอาด และเป็นสถานที่ที่เปิดโลํง 
หํางไกลจากถนน หรือสิ่งแวดล๎อมที่มีฝุ่นละอองมาก  โดยท าการตากพรมมิ 1-2 วัน หรือจนกวําจะ
แห๎ง สํวนในตอนค่ า ควรเก็บสมุนไพรเข๎าภายในอาคาร หรือใช๎ผ๎าพลาสติกคลุมเพื่อป้องกัน
ความชื้นจากน้ าค๎าง 
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รูปท่ี 21 การตากแห๎งพรมมิ 
8.2.2 การอบแห๎ง เป็นอีกวิธีหนึ่งที่สามารถท าให๎พรมมิแห๎ง  ซึ่งเป็นวิธีที่สะดวกและ

ประหยัดเวลาและได๎วัตถุดิบที่มีคุณภาพดี  อุณหภูมิที่ใช๎ในการอบแห๎ง  55 °C นานประมาณ           
48 ชั่วโมง เพื่อเป็นการประหยัดพลังงานอาจใช๎วิธีการตากแดด 1 วัน พอให๎สมุนไพรแห๎ง แล๎ว
น าเข๎าตู๎อบที่อุณหภูมิ 55 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หรือจนกวําสมุนไพรจะแห๎งสนิท 

 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 22 การอบพรมมิ 
 

 
 
 
 

รูปท่ี 23 ลักษณะพรมมิที่ผํานการอบแล๎ว 
8.3 การยํอยขนาด 

ใช๎เคร่ืองบดยํอยสมุนไพรอยํางหยาบบดพรมมิแห๎ง จะได๎ผงพรมมิหยาบ 
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รูปท่ี 24 เคร่ืองบดสมุนไพร 

8.4 การเก็บรักษาสมุนไพรแห๎ง 
เมื่อสมุนไพรแห๎งแล๎ว การดูดความชื้น การเข๎าท าลายของแมลง เชื้อราและแบคทีเรีย  เป็น

องค์ประกอบส าคัญที่เรํงให๎สมุนไพรเสื่อมคุณภาพเร็วขึ้น จึงควรปฏิบัติ ดังนี ้
8.4.1 ควรเก็บในที่สะอาด เย็น ไมํอับชื้น มีอากาศถํายเทได๎ดี และไมํถูกแสงแดด หรือเก็บ

ในห๎องเย็น 
8.4.2 เก็บในภาชนะที่ปิดสนิท เชํน ถุงพลาสติกสีด าหรือถังพลาสติกที่มีฝาปิด  
8.4.3 ไมํควรเก็บไว๎นานเกินไป โดยทั่วไปสมุนไพรไมํควรเก็บนานเกินกวํา  1 ปี เพราะจะ

สูญเสียสารส าคัญที่ต๎องการไป 
8.4.4 การเก็บรักษาควรระบุฉลากชนิดสมุนไพร รวมทั้งวันที่เก็บให๎ชัดเจน  

8.5 การขนสํง 
8.5.1 เตรียมการเร่ืองตลาดรับซื้อ และยานพาหนะในการขนสํงลํวงหน๎า 
8.5.2 ไมํกองผลผลิตบนพื้นรถบรรทุกโดยตรง ควรใสํภาชนะ 
8.5.3 การขนสํงระยะไกลควรขนสํงให๎เร็วที่สุด 

9. การควบคุมคุณภาพ 
การควบคุมคุณภาพจะท าการวัดสารซาโปนินรวม (total saponins) ในพรมมิ ตามวิธีที่ก าหนดใน

แนวทางการวิเคราะห์สารซาโปนินจากสมุนไพรพรมมิ โดยวัตถุดิบสมุนไพรพรมมิต๎องมีสารซาโปนิน
รวมอยูํมากกวํา 1% 
10. การบันทึกข้อมูล 

บันทึกการปฏิบัติการในขั้นตอนตํางๆ ให๎สามารถตรวจสอบได๎ หากเกิดข๎อผิดพลาดหรือบกพรํอง 
จะได๎จัดการแก๎ไขหรือปรับปรุงได๎ทันทํวงที เชํน 

10.1 สภาพแวดล๎อม เชํน อุณหภูมิ ความชื้น ปริมาณน้ าฝน 
10.2 ชื่อพันธุ์ แหลํงพันธุ์ วันที่เพาะปลูก 
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10.3 วันที่ใสํปุ๋ย ชนิดสารเคมี 
10.4 วันที่ศัตรูพืชระบาด 
10.5 วันที่เก็บเกี่ยว คําใช๎จําย ปริมาณผลผลิตและรายได๎ 
10.6 ปัญหาและอุปสรรคอื่นๆ ในชํวงฤดูปลูก การเก็บเกี่ยวและการขนสํง 
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แบบบันทึกข้อมูลการเพาะปลูกและเก็บเกี่ยวสมุนไพรพรมมิ 
การระบุชนิดพืชสมุนไพรท่ีเพาะปลูก 
ชื่อวิทยาศาสตร์ (สกุล, ชนิด, ผู๎ตั้งชื่อ, 
วงศ์) ……………………....................…………………………….....… 
ชื่อท๎องถิ่น : ............................................................................................................................................... 
ชื่อสามัญภาษาอังกฤษ (ถ๎า
ทราบ) : ………………………………………………………………………............. 
 สํวนของพืชที่เก็บเกี่ยว : .............................................................................................................................. 
การระบุสถานท่ีเพาะปลูก 
ที่ตั้งของพื้นที่
ปลูก : ………………………………………….........................…………………………………… 
การระบุการเพาะปลูก 
ชื่อของผู๎
เพาะปลูก : ……………………………………………………………………..………......................… 
ที่อยูํที่สามารถติดตํอ
ได๎ : ……………………………………………………………………..………................... 
วัน/เดือน/ปีที่การเพาะปลูก
เร่ิมต๎น : ………………………………………………………......................……...... 
วัน/เดือน/ปีที่การเพาะปลูก
สิ้นสุด : …………………….......................………………………………………….. 
ส่วนที่ใช้ขยายพันธุ ์
แหลํงที่มาของสมุนไพรที่ใช๎
ปลูก :……………………........................…………………………………………… 
การเพาะปลูก 
ขนาดของพื้นที่ปลูก : ……………………………............… ขนาด
แปลง: …………………………...…............. 
ระยะหํางระหวํางแถว : …………………………….........…. ระยะหํางระหวําง
ต๎น: …………….............……… 
ที่มาของน้ า :  น้ าประปา ทะเลสาบ แมํน้ า       บํอ   อ่ืนๆ (ระบุ)................... 
ศัตรูพืชหรือวัชพืชที่พบ :   หอยเชอร่ี ชํวงเวลาที่พบ…………………………………………............. 
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    ตะไคร๎น้ า ชํวงเวลาที่
พบ…………………………………………….......... 

ผักบุ๎ง ชํวงเวลาที่พบ…………………...............………………………… 
กกขนาก ชํวงเวลาทีพบ………………………………………………....... 

    ผักตบชวา ชํวงเวลาที่พบ ………………………………………............... 
กะเม็ง ชํวงเวลาที่พบ………………………………................................ 
อ่ืนๆ (ระบุ)…………………........……ชํวงเวลาที่พบ............................. 

ตารางบันทึกความหนาแน่น 

วัน เดือน ปี 
ความหนาแน่นของต้นพืช 

(ต้น/ ตารางเมตร) 
  
  
  
  

 
สารเคมีการเกษตร 
ปุ๋ยที่ใช๎กํอนปลูก (ปุ๋ยคอก/ปุ๋ยหมัก/ปุ๋ยวิทยาศาสตร์) : 

1. ชื่อปุ๋ย : …………………………………… วิธีใช๎: ………………………………………… 

วัน เดือน ปี ที่ใสํ: ………………………..... อัตราที่ใช๎ (กก./ไร)ํ: ………………………….. 
2. ชื่อปุ๋ย : …………………………………… วิธีใช๎: ………………………………………… 

วัน เดือน ปี ที่ใสํ: ………………………..... อัตราที่ใช๎ (กก./ไร)ํ: …………………….……. 
3. ชื่อปุ๋ย : …………………………………… วิธีใช๎: ………………………………………… 

วัน เดือน ปี ที่ใสํ: ………………………..... อัตราที่ใช๎ (กก./ไร)ํ: …………………….……. 
ปุ๋ยที่ใช๎ระหวํางปลูก (ปุ๋ยคอก/ปุ๋ยหมัก/ปุ๋ยวิทยาศาสตร์) : 

1. ชื่อปุ๋ย : …………………………………… วิธีใช๎: ………………………………………… 

วัน เดือน ปี ที่ใสํ: ………………………..... อัตราที่ใช๎ (กก./ไร)ํ: …………………….……. 
2. ชื่อปุ๋ย : …………………………………… วิธีใช๎: ………………………………………… 

วัน เดือน ปี ที่ใสํ: ………………………..... อัตราที่ใช๎ (กก./ไร)ํ: ………………………... 
3. ชื่อปุ๋ย : …………………………………… วิธีใช๎: ………………………………………… 

วัน เดือน ปี ที่ใสํ: ………………………..... อัตราที่ใช๎ (กก./ไร)ํ: ………………………….. 
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สารก าจัดศัตรูพืชที่ใช๎:  
1. ชื่อ........................................................................................................................................ 

วิธีใช๎: ........................................................................................................................................................ 
วัน เดือน ปี ที่ใสํ:......................................................................................................................................... 
อัตราที่ใช๎ (กก./ไร)ํ:...................................................................................................................................... 

2. ชื่อ.........................................................................................................................................   

วิธีใช๎: ........................................................................................................................................................ 
วัน เดือน ปี ที่ใสํ:......................................................................................................................................... 
อัตราที่ใช๎ (กก./ไร)ํ :..................................................................................................................................... 
การเก็บเกี่ยว 
วันเร่ิมต๎นเก็บเกี่ยว: .................................................................................................................................... 
วันสิ้นสุดเก็บเกี่ยว: ..................................................................................................................................... 
วิธีเก็บเกี่ยว: ............................................................................................................................................... 
ปริมาณผลผลิตตํอไรํ:.................................................................................................................................. 
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ตัวอย่างการบันทึกแบบบันทึกข้อมูลการเพาะปลูกและเก็บเกี่ยวสมุนไพรพรมมิ 

การระบุชนิดพืชสมุนไพรท่ีเพาะปลูก 
ชื่อวิทยาศาสตร์ (สกุล, ชนิด, ผู๎ตั้งชื่อ, 
วงศ์) : ……………………………………………………………............. 
ชื่อท๎องถิ่น : ............................................................................................................................................... 
ชื่อสามัญภาษาอังกฤษ (ถ๎า
ทราบ) : …………………………………………………………………………......... 
              ………………………………………………....................……………….... 
สํวนของพืชที่เก็บเกี่ยว : .............................................................................................................................. 
การระบุสถานท่ีเพาะปลูก 
ที่ตั้งของพื้นที่
ปลูก : ………………………………………………………………………………....................… 
การระบุการเพาะปลูก 
ชื่อของผู๎
เพาะปลูก : …………………………………………………………………………........................….... 
ที่อยูํที่สามารถติดตํอ
ได๎ : ……………………………………………………………………........................….... 
วัน/เดือน/ปีที่การเพาะปลูก
เร่ิมต๎น : ………………………………………………………………........................ 
วัน/เดือน/ปีที่การเพาะปลูก
สิ้นสุด : ………………………………………………………………......................... 
ส่วนที่ใช้ขยายพันธุ์ 
แหลํงที่มาของสมุนไพรที่ใช๎
ปลูก :…………………………………………………………………....................… 
การเพาะปลูก 
ขนาดของพื้นที่ปลูก : …………………………….......… ขนาด
แปลง: ………………...………….....................  
ระยะหํางระหวํางแถว : ……………………………...…. ระยะหํางระหวําง
ต๎น: ……………………………........ 
 

Bacopa monnieri (L.) Wettst. 

พรมมิ หยดน้ าตา นมมิ ผักมิ                                                                                   

Brahmi, Babies tear, Monier  water hyssop, Dwarf  bacopa, English daisy,  
  Thyme-leaved gratiola 

เก็บสํวนเหนือน้ าโดยวัดจากยอดลงมาประมาณ 10-20 ซม. 

มหาวิทยาลัยนเรศวร อ.เมือง จ.พิษณุโลก 65000  

น.ส. รัตนาพร  สิริบาล นายสนั่น สิงหเดช นายบุญเชิด เอี่ยมสะอาด และคณะ 

คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร อ.เมือง จ.พิษณุโลก 65000 

22 ส.ค. 2552 

22 ม.ค. 2553 

คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร 

30 ซม. 

30 ซม. 

1.5 ไรํ กว๎าง 40 ม. ยาว 60 ม. 
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ที่มาของน้ า :      น้ าประปา ทะเลสาบ        แมํน้ า        บํอ                 อ่ืนๆ(ระบุ)……….. 
ศัตรูพืชหรือวัชพืชที่พบ :   หอยเชอร่ี ชํวงเวลาที่พบ…………………......…...............……………… 
    ตะไคร๎น้ า ชํวงเวลาที่ พบ…………………………………….........……… 

ผักบุ๎ง ชํวงเวลาที่พบ………………........…………...............…………... 
กกขนาก ชํวงเวลาที่พบ……………………………………….................. 

    ผักตบชวา ชํวงเวลาที่พบ ………………………………………....………. 
กะเม็ง ชํวงเวลาที่พบ………………….….............................................. 
อ่ืนๆ (ระบุ)…………………….......…ชํวงเวลาที่พบ.............................. 

 
 
 
 

 
 

 

 
 
 

 
 

 
 

 
 

1-2 เดือนแรก 
1-2 เดือนแรก 

ตลอดการเพาะปลูก 
ตลอดการเพาะปลูก 

ตลอดการเพาะปลูก 

2-3 เดือนแรก 
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ตารางบันทึกความหนาแน่น 

วัน เดือน ปี 
ความหนาแน่นของต้นพืช 

(ต้น/ ตารางเมตร) 
24 ส.ค. 2552 9 
24 ก.ย. 2552 20 
24 ต.ค. 2552 50 
24 พ.ย. 2552 90 
24 ธ.ค. 2552 120 
14 ม.ค. 2553 150 

 
 หมายเหตุ : การนับจ านวนต๎นพืชจะนับกิ่งที่แตกแขนงออกมา 6 กิ่งเทํากับพรมมิ 1 ต๎น 
สารเคมีการเกษตร 
ปุ๋ยที่ใช๎กํอนปลูก (ปุ๋ยคอก/ปุ๋ยหมัก/ปุ๋ยวิทยาศาสตร์) : 

1. ชื่อปุ๋ย : …………………………………… วิธีใช๎: ……………………………………… 

วัน เดือน ปี ที่ใสํ: …………………………... อัตราที่ใช๎ (กก./ไร)ํ: ………………………… 
2. ชื่อปุ๋ย : …………………………………… วิธีใช๎: ……………………………………… 

วัน เดือน ปี ที่ใสํ: …………………………... อัตราที่ใช๎ (กก./ไร)ํ: ………………………… 
3. ชื่อปุ๋ย : …………………………………… วิธีใช๎: ……………………………………… 

วัน เดือน ปี ที่ใสํ: ………………………..... อัตราที่ใช๎ (กก./ไร)ํ: ………………………… 
ปุ๋ยที่ใช๎ระหวํางปลูก (ปุ๋ยคอก/ปุ๋ยหมัก/ปุ๋ยวิทยาศาสตร์) : 

1. ชื่อปุ๋ย : …………………………………… วิธีใช๎: ……………………………………… 

วัน เดือน ปี ที่ใสํ: ……………………….... อัตราที่ใช๎ (กก./ไร)ํ: ……………………..…… 
2. ชื่อปุ๋ย : …………………………………… วิธีใช๎: ……………………………………… 

วัน เดือน ปี ที่ใสํ: …………………………... อัตราที่ใช๎ (กก. /ไร)ํ: ………………….....…… 
3. ชื่อปุ๋ย : …………………………………… วิธีใช๎: ……………………………………… 

วัน เดือน ปี ที่ใสํ: ………………………..... อัตราที่ใช๎ (กก./ไร)ํ: ………………………… 
สารก าจัดศัตรูพืชที่ใช๎:  

4. ชื่อ................................................................................................................................................ 

วิธีใช๎: ......................................................................................................................................................... 
วัน เดือน ปี ที่ใสํ: ....................................................................................................................................... 

กากชา (ซาโปนิน) ตราม๎ายูนิคอร์น น าเข๎าและจัดจ าหนํายโดยห๎างหุ๎นสํวนจ ากัดยํงฮงยิ่น 

หวํานกากชาให๎ทั่วแปลง 

ปุ๋ยยูเรีย สูตร 46-0-0 หวํานลงในแปลง 

6 ต.ค. 2552 

ปุ๋ยยูเรีย สูตร 15-15-15 
 

หวํานลงในแปลง 
30 ส.ค. 2552 

8 ก.ย. 2552 

10 กก./ไรํ 

10 กก./ไรํ 
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อัตราที่ใช๎ (กก./ไร)ํ: ..................................................................................................................................... 
5. ชื่อ................................................................................................................................................           

วิธีใช๎: ........................................................................................................................................................ 
วัน เดือน ปี ที่ใสํ:.......................................................................................................................................... 
อัตราที่ใช๎(กก./ไร)ํ: ...................................................................................................................................... 

6. ชื่อ................................................................................................................................................ 

วิธีใช๎: ........................................................................................................................................................ 
วัน เดือน ปี ที่ใสํ:......................................................................................................................................... 
อัตราที่ใช๎ (กก./ไร)ํ:...................................................................................................................................... 
การเก็บเกี่ยว 
วันเร่ิมต๎นเก็บเกี่ยว: ..................................................................................................................................... 
วันสิ้นสุดเก็บเกี่ยว: ...................................................................................................................................... 
วิธีเก็บเกี่ยว: ............................................................................................................................................... 
ปริมาณผลผลิตตํอไรํ:................................................................................................................................... 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 13.3 กก./ไรํ 

22 ต.ค. 2552 

วิธีเด็ด ตัด หรือใช๎เคียวเกี่ยว  

22 ม.ค. 2553 

174 กก.แห๎งตํอไรํ 
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บทสรุปและข้อเสนอแนะ 
 แนวทางการเกษตรที่เหมาะส าหรับพรมมิ เป็นแนวทางในการท าการเกษตร เพื่อผลิตวัตถุดิบ
สมุนไพรที่มีคุณภาพดี ตรงตามมาตรฐานที่ก าหนด มีกระบวนการผลิตที่ปลอดภัยตํอเกษตรกรและผู๎บริโภค 
มีการใช๎ทรัพยากรให๎เกิดประโยชน์สูงสุด และไมํกํอให๎เกิดมลพิษตํอสิ่งแวดล๎อม ข๎อเสนอแนะเกี่ยวกับ
แนวทางการเกษตรที่เหมาะสมในการผลิตวัตถุดิบสมุนไพรพรมมิส าหรับเกษตรกร ดังนี้ 

1. แหลํงเพาะปลูก ควรอยูํหํางจากแหลํงมลพิษที่จะท าให๎เกิดการตกค๎าง หรือปนเปื้อนในผลผลิต และ

ควรอยูํใกล๎กับแหลํงน้ า พร๎อมทั้งมีการคมนาคมสะดวก 

2. การปลูกและดูแลรักษา จากนั้นไถดิน 2 ครั้งแล๎วท าคันดินเพื่อกักเก็บน้ า น าต๎นอํอนที่มีรากติดอยูํปัก

ด าลงในแปลง และหมั่นตรวจดูบริเวณแปลงวํามีศัตรูพืชหรือไมํ เพื่อจะได๎ท าการก าจัด  

3. ใบและยอดอํอนจะเก็บเมื่อเจริญเติบโตเต็มที่ และควรเก็บในเวลากลางวันโดยใช๎วิธีเด็ด ตัด หรือใช๎

เคียวเกี่ยว  

4. มีการล๎างท าความสะอาดและคัดแยกผลผลิตที่ได๎มาตรฐาน  และท าให๎แห๎งโดยวิธีการตาก หรือการ
อบ  

5. เก็บในภาชนะที่ปิดสนิท เชํน ถุงพลาสติกสีด า หรือถังพลาสติกที่มีฝาปิด 
6. การยํอยขนาดจะใช๎เคร่ืองบดยํอยสมุนไพรอยํางหยาบ 
7. การขนสํง เตรียมการเร่ืองตลาดรับซื้อ และการขนสํงระยะไกลควรขนสํงให๎เร็วที่สุด 
8. การควบคุมคุณภาพ สมุนไพรพรมมิต๎องมีสารซาโปนินรวมอยูํมากกวํา 1%* 
9. บันทึกการปฏิบัติการในขั้นตอนตํางๆ ให๎สามารถตรวจสอบได๎ หากเกิดข๎อผิดพลาดหรือบกพรํอง 

จะได๎จัดการแก๎ไขหรือปรับปรุงได๎ทันทํวงที 
การก าหนดเกณฑ์ปริมาณสารซาโปนินในพรมมิ 
 เน่ืองจากยังไมํมีการก าหนดเกณฑ์มาตรฐานของพรมมิในประเทศไทย คณะผู๎จัดท าจึงก าหนดเกณฑ์
ปริมาณสารซาโปนินขั้นต่ าที่ควรมีในผงพรมมิแห๎งที่ใช๎เป็นวัตถุดิบในการท าผลิตภัณฑ์เสริมอาหารพรมมิ 
โดยรวบรวมจากงานวิจัยของไทย และตํางประเทศดังนี้ 

จากการศึกษาของ  Phrompittayarat และคณะ (7) ในปี ค .ศ.2007 พบวําปริมาณสารซาโปนินที่
วิเคราะห์ได๎จากสํวนยอดของสมุนไพรพรมมิ 1.39 ± 0.04%w/w ในฤดูผล และได๎ 1.21 ± 0.14%w/w ในฤดู
หนาว ในการศึกษาของ Sairam และคณะ (8) ในปี ค.ศ.2002 ได๎ใช๎สารสกัดจากสมุนไพรพรมมิสํวนยอดที่มี
ปริมาณสารซาโปนิน 1.2 %w/w ในการศึกษาของ  Ganzera และคณะ (9) ในปี ค.ศ.2004 พบวําปริมาณสาร
ซาโปนินที่วิเคราะห์ได๎สมุนไพรพรมมิ 1.67 %w/w และในการศึกษาครั้งน้ี พบวําปริมาณสารซาโปนินที่
วิเคราะห์ได๎จากสํวนยอดของสมุนไพรพรมมิ 1.3 ± 0.2 %w/w 
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จากข๎อมูลการศึกษาตํางๆที่ได๎กลําวมาจะเห็นได๎วําสํวนของยอดของสมุนไพรพรมมิมีปริมาณสาร
ซาโปนินเฉลี่ย 1.3 %w/w เมื่อน ามาค านวณคําเบี่ยงเบน 30% จากผลที่ได๎สํวนของยอดของสมุนไพรพรมมิมี
ปริมาณสารซาโปนินอยํางน๎อย 1%w/w 
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ภาคผนวก ข 

แนวทางการวิเคราะห์ปริมาณสารซาโปนินในสมุนไพรพรมมิ 

Guidelines for analysis of saponins in Bacopa monnieri (L.) Wettst. 

 ในการวิเคราะห์หาปริมาณสารซาโปนินในพรมมิเพื่อการควบคุมคุณภาพนั้น ในที่นี้แบํงออกเป็น 
2 สํวนคือ การวิเคราะห์สารซาโปนินในผงพรมมิแห๎ง และการวิเคราะห์ซาโปนินในยาเม็ด 

การเตรียมการวิเคราะห์ปริมาณสารซาโปนินในสมุนไพรพรมมิ 
สถานที่และขั้นตอนการท าการวิเคราะห์ต๎องปฏิบัติตามหลักเกณฑ์ห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์ที่ดีของกรม

โรงงานอุตสาหกรรมและผํานการประเมินโดยกองควบคุมยา กระทรวงสาธารณสุข (หลักเกณฑ์ห๎องปฏิบัติการ
วิเคราะห์ที่ดีดูได๎จากภาคผนวก(2)) 

เครื่องมือ และสภาวะการทดลองท่ีใช้ 
HPLC system:   
 1. Isocratic หรือ gradient pump 

2. Ultraviolet Detector ที่ตรวจวัดที่ 205 nm ได๎ 
3. เคร่ืองประมวลผล 
4. Injector 20 µL loop 

Column:          RP-18 column (150 mm x 4.6 mm, 5µm particle size) 
Mobile phase:    0.2%O-phosphoric acid : acetonitrile (65:35%v/v) pH 3.0 โดย  ปรับ pH ด๎วย 5M NaOH  
Flow rate: 1.0 ml/min 

Calibration curve  
ขั้นตอนการท า Calibration curve สารซาโปนิน 

1. เจือจางสารมาตรฐาน Bacoside A3, Bacopaside II, Bacopaside X, Bacopasaponin C  และ 

 Bacopaside I จาก stock solution ด๎วย methanol HPLC grade เพื่อให๎ได๎ 5 ความเข๎มข๎น ได๎แกํ 6.25 µg/ml, 
12.5 µg/ml, 25 µg/ml, 50 µg/ml, 100 µg/ml และ200 µg/ml ตามล าดับ 

2. น าสารมาตรฐานรวมที่ได๎ทั้ง 5 ความเข๎มข๎นไปหา Calibration curve ด๎วย HPLC 
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ก. การวิเคราะห์ปริมาณสารซาโปนินในผงพรมมิแห้ง 
1. ขั้นตอนการเตรียมสารสกัดพรมมิเพื่อวิเคราะห์คุณภาพสมุนไพรแห้ง 

1.1 น าพรมมิที่ผํานการอบแห๎งมาบดเพื่อลดขนาด โดยใช๎เคร่ืองบดยํอยขนาดสมุนไพรอยํางหยาบ

หรือเคร่ืองบดสมุนไพรขนาดเล็ก 

 
 
 
 
 
 

    
 
 
 
 
    รูปท่ี 2 เครื่องบดย่อยขนาดสมุนไพรอย่างหยาบ          รูปท่ี 3 เคร่ืองบดสมุนไพรขนาดเล็ก 
 
1.2 น าผงสมุนไพรพรมมิผํานแรํงเบอร์ 60 

     1.3 ชั่งผงพรมมิปริมาณ 500 mg   

2. การสกัดสมุนไพรพรมมิ 

2.1 น าส าลีรองบริเวณก๎นกระบอกฉีดยาขนาด 10 ml ที่เอาก๎านสูบออกแล๎ว 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4 ส าลีรองบริเวณก๎นกระบอกฉีดยา 
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2.2 เทผงพรมมิ 500 mg ลงในกระบอกฉีดยา เติมน้ ากลั่นประมาณ 5 ml เพื่อท าให๎ผงพรมมิ
เปียกน้ ากลั่น จากนั้นปลํอยน้ ากลั่นออกจากกระบอกฉีดยาจนหมด แล๎วใช๎พาราฟินพันปลาย
กระบอกฉีดยา 

2.3 เติมน้ าประมาณ 5 ml แล๎วทิ้งไว๎ 24 ชั่วโมง 
2.4 แกะพาราฟินออก ใช๎ก๎านสูบดันน้ าออกให๎หมด 
2.5 น าผงสมุนไพรพรมมิเปียกที่ได๎ใสํลงใน Erlenmeyer  flask แล๎ว เติม 95% เอทานอล  

ปริมาณ 5 ml 
2.6 น าไป sonicate เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นกรองเอาเฉพาะสารละลายใสที่สํวนหน๎า 

2.7 น ากากที่เหลือเติม 95% เอทานอลปริมาณ 3 ml แล๎วน าไป sonicate เป็นเวลา 10 นาที  
กรองเอาสารละลายเพื่อน าไปวิเคราะห์ 

2.8 น ากากที่เหลือเติม 95% เอทานอลปริมาณ 3 ml น าไป sonicate เป็นเวลา 10 นาที กรอง
เอาสารละลายเพื่อน าไปวิเคราะห์อีกครั้งหนึ่ง 

2.9 น าสารละลายที่กรองในข๎อ 2.6-2.8 มาปรับปริมาตรใน volumemetric flask ให๎ได ๎
ปริมาตร 10 ml 

2.10 ท าซ้ า 3 ครั้ง (3 replicate)  
2.11 กรองสารละลายที่ได๎ด๎วย 0.45 m nylon syringe filter 

 
  
 
 
 
     

รูปท่ี 5 การกรองสารละลายด๎วย 0.45 m nylon syringe filter 

2.12 น าไปวิเคราะห์ด๎วย HPLC 

2.13 น ามาค านวณปริมาณสารซาโปนินโดยค านวณจาก peak height ของสาร  

  Bacoside A3, Bacopaside II, Bacopaside X, Bacopasaponin C และ Bacopaside I เทียบกับ  
  Calibration curve สารซาโปนิน 

 

http://images.google.co.th/images?hl=th&resnum=0&q=Erlenmeyer&um=1&ie=UTF-8&ei=Ydc1S8-sD4-gkQWdkdCCBA&sa=X&oi=image_result_group&ct=title&resnum=4&ved=0CCkQsAQwAw
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การประเมินผลการวิเคราะห์ 
  สมุนไพรพรมมิ 20 ซม. ที่วัดจากยอดลงมาต๎องมีปริมาณสารซาโปนินอยํางน๎อย 1% (1, 3, 4) 
(ดูที่มาจากภาคผนวก) 

ข. การวิเคราะห์ปริมาณสารซาโปนินในยาเม็ดสมุนไพรพรมมิ 
 ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างยาเม็ดส าหรับน าไปวิเคราะห์หาปริมาณ saponins   
   1. ท าการสุํมตัวอยํางยาเม็ดจ านวน 10 เม็ด     
   2. ชั่งน้ าหนักของยาแตํละเม็ดและบันทึกน้ าหนักไว๎     
   3. บดเม็ดยาแตํละเม็ดแล๎วใสํลงใน volumetric flask ขนาด 25 ml    

   4. เติมเมทานอลลงไป 7 ml แล๎วน าไป sonicate เป็นเวลา 10 นาที ซึ่งพบวํายาไมํสามารถ
ละลายได๎หมด แตํจะเป็นตะกอนข๎นๆอยูํบริเวณก๎นภาชนะ จากนั้นน าไปกรองเอาเฉพาะสํวน
สารละลายที่มีลักษณะใส  

    5. น าสํวนที่เป็นตะกอนใสํลงใน Erlenmeyer flask แล๎วเติมเมทานอลปริมาณ 7 ml อีกคร้ัง 
  แล๎วน าไป sonicate เป็นเวลา 10 นาที กรองเอาสารละลายใสสํวนหน๎า ท าซ้ าอีก 1 ครั้ง 
    6. น าสารละลายที่กรองได๎ไปปรับปริมาตรใน volumemetric flask 25 ml ด๎วยเมทานอล 
     7.  กรองสารละลายที่ได๎ด๎วย 0.45 µm nylon syringe filter 
                8.  น าไปวิเคราะห์ด๎วย HPLC 
             9.  น ามาค านวณปริมาณสารซาโปนินในยาเม็ดสมุนไพรพรมมิ โดยค านวณจาก peak  
   height ของสาร Bacoside A3, Bacopaside II, Bacopaside X, Bacopasaponin C และ        
   Bacopaside I เทียบกับ Calibration curve สารซาโปนิน       

การประเมินผลการวิเคราะห์ 
 ยาเม็ดสมุนไพรพรมมิ ต๎องมีปริมาณสารซาโปนินรวม 80-120 % จากที่ระบุไว๎บนฉลากตาม
มาตรฐาน USP 
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เกณฑ์ห้องปฏิบัติการวิเคราะห์ท่ีดีของกรมโรงงานอุตสาหกรรม 
(Good Laboratory Practice/Department of Industrial Works, GLP/DIW) 

 
เกณฑ์ห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์ที่ดีของกรมโรงงานอุตสาหกรรม แบํงออกเป็น 9 หมวด ดังตํอไปนี้  
1. องค์การ และ บุคลากร  

ห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์ต๎อง 
1.1 มีนโยบายชัดเจนที่จะให๎๎การสนับสนุนให๎๎ห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์มีคุณภาพ ต๎องประกาศใช๎โดย

ผ๎๎ูบริหารสูงสุดที่มีอ านาจหน๎าที่ 
1.2 ก าหนดแผนภูมิแสดงองค์การ โครงสร๎างการบริหารของห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์ และการ

บริหารของห๎๎องปฏิบัติการวิเคราะห์ สถานะของห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์ในองค์การใหญํ ซึ่ง
แสดงโดยมี 
 (1)  แผนภูมิแสดงการจัดองค์์การที่เป็นแผนภูมิขององค์การ  
 (2)  แผนภูมิของห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์  
 (3)  Job Description ของทุกต าแหนํง ภายในห๎องปฏิบัติการ 
 (4)  Job Description ของทุกต าแหนํง ในหนํวยงานอ่ืนๆที่เกี่ยวข๎อง (ภายในองค์การ) 

1.3 บุคลากรพร๎อมระบุอ านาจหน๎าที่ ความรับผิดชอบในห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์ ประกอบด๎วย 
 (1)  ผู๎ควบคุมดูแลห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์ที่ขึ้นทะเบียนกับกรมโรงงานอุตสาหกรรม 

(2)  เจ๎าหน๎าที่ประจ าห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์ที่ขึ้นทะเบียนกับกรมโรงงานอุตสาหกรรม 
1.4 บุคลากรผู๎ที่ปฏิบัติงาน ต๎องมีบันทึกประวัติ การศึกษา ประสบการณ์ การฝึกอบรม และ /หรือ

ความช านาญ ที่แสดงให๎เห็นตามความเหมาะสม 
1.5 ก าหนดเป้าหมาย หรือแผนในการพัฒนาบุคลากร โดยจัดมีการฝึกอบรมของบุคลากรภายใน

ห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์จะต๎องมีดังตํอไปนี้ 
 (1)  การท า Training Need ประจ าปี 
 (2)  แผนการฝึกอบรมประจ าปี  
 (3)  การประเมินผลการฝึกอบรม  
 (4)  ประวัติการฝึกอบรมในงาน ( On the job training) ภายใน และภายนอก 

1.6 องค์การต๎องมีการประเมินผลความสามารถด๎านวิชาการของบุคลากร อยํางน๎อยปีละ 1 คร้ัง 
รวมถึงประเมินกํอนมอบหมายงาน 
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2. การประกันคุณภาพผลการทดสอบ  
2.1 ห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์ต๎องมีขั้นตอนการด าเนินงานในการควบคุมคุณภาพ และการตรวจ

ติดตามความความถูกต๎องของผลการทดสอบ ทั้งนี้การควบคุมคุณภาพผลการทดสอบ ซึ่งอยําง
น๎อยจะด าเนินการด๎วยวิธีตํอไปนี้ 

(1) การติดตามแผนภูมิควบคุม (Control Chart)  
 (ก) ด๎านเคร่ืองมือ 
 (ข) ด๎านผลทดสอบ 
(2) การวิเคราะห์์แบลงค์ 
(3) การวิเคราะห์์ซ้ า  
(4) การกลับคืนของสารที่ทราบปริมาณ (Recovery of QC Standard)  
(5) การกลับคืนของสารที่ทราบปริมาณที่ใสํไปในตัวอยําง (Recovery of Spike Sample)  

2.2 มีการก าหนดแผนการควบคุมคุณภาพ และมีการปฏิบัติงานเป็นไปตามแผนการควบคุมคุณภาพ
ที่ก าหนดไว๎หรืออ่ืน ๆ 

(1) มีแผนการควบคุมคุณภาพ (ระบุในวิธีทดสอบ , มีตารางแสดงในเอกสาร) 
(2) มีการปฏิบัติงานเป็นไปตามแผนการควบคุมคุณภาพที่ก าหนดไว๎  
(3) มีการก าหนดเกณฑ์ในการควบคุมคุณภาพ ที่ถูกต๎องตามหลักวิชาการ (เชํน เกณฑ์

ยอมรับของ RPD, %Recovery) 
2.3 มีการตรวจสอบผลการควบคุมคุณภาพ โดยบุคลากรที่ขึ้นทะเบียนกับกรมโรงงานอุตสาหกรรม

และเก็บรักษาบันทึกของการควบคุมคุณภาพ ทั้งนี้ข๎อมูลผลการควบคุมคุณภาพจะต๎องได๎รับการ
บันทึกไว๎ และต๎องมีการเก็บรักษาบันทึกดังกลําวเพื่อการตรวจสอบ 

3. การควบคุมคุณภาพภายนอก โดยการเข้าร่วมในการเปรียบเทียบผลระหว่างห้องปฏิบัติการ  
     ( Interlaboratory Comparison) หรือโปรแกรมการทดสอบความพร๎อมของสถานที่และภาวะแวดล๎๎อม 
โดยห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์ต๎อง 

3.1  มีมาตรการเพื่อให๎๎เกิดความมั่นใจในการดูแลรักษาความสะอาดเป็นอยํางดีในห๎องปฏิบัติการ
วิเคราะห์ 

3.2  ห๎องปฏิบัติการต๎องมีการควบคุมการเข๎๎า - ออก ของบุคคลภายนอก 
3.3  มีการเฝ้าระวัง ควบคุมและบันทึกภาวะแวดล๎อมตํางๆ ตามเกณฑ์ที่ก าหนด เชํน อุณหภูมิ 

ความชื้นสัมพัทธ์ เป็นต๎น  
3.4  มีการแบํงพื้นที่ภายในห๎องปฏิบัติการ หากมีกิจกรรมที่เข๎ากันไมํได๎ต๎องมีการแบํงแยกพื้นที่ 

ข๎างเคียงออกจากกัน ต๎องมีป้องกันการปนเปื้อนหรือรบกวนซึ่งกันและกัน ( Cross 
contamination) 
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3.5  มีสิ่งอ านวยความสะดวกตํางๆ ในห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์์ รวมถึงแหลํงพลังงาน ไฟฟ้า แสง
สวํางเพียงพอ และภาวะแวดล๎อม ต๎องอยูํในสภาพที่เอ้ืออ านวยให๎เกิดการท าการทดสอบได๎อยําง
ถูกต๎อง 

4. สารเคมี อุปกรณ์์ และเครื่องมือ  
4.1 มีขั้นตอนด าเนินงานในการจัดซื้อสารเคมี อุปกรณ์์ และเคร่ืองมือ ที่มีผลกระทบตํอคุณภาพงาน

ของห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์ 
4.2 มีการตรวจสอบสารเคมีที่สั่งซื้อวําเป็นไปตามที่ก าหนด Specification ไว๎ และมีเอกสาร 

Certificate of Analysis หรือเอกสาร Material Safety Data Sheet; MSDS ยืนยัน 
4.3 มีสารเคมี อุปกรณ์ และเคร่ืองมือที่จ าเป็น เพียงพอตํอการปฏิบัติงาน 
4.4 มีการจัดท าบัญชีรายชื่อสารเคมี อุปกรณ์ และเคร่ืองมือ 
4.5 มีขั้นตอนการด าเนินการเกี่ยวกับสารเคมี เชํน การจัดเก็บสารเคมี การเตรียมสารละลาย และการ

เก็บรักษาสารละลาย เป็นต๎น 
4.6 มีการจัดท าประวัติเคร่ืองมือ วิธีการใช๎และการบ ารุงรักษา และคูํมือของเคร่ืองมือ 
4.7 เคร่ืองมือต๎องถูกใช๎๎งานโดยบุคลากรที่ได๎รับมอบหมาย  
 (หมายเหตุ  ต้องมีการมอบหมายผู้มีสิทธิ์ในการใช้เคร่ืองมือและมีการบันทึกการใช้เคร่ืองมือ) 
4.8 มีแผนการสอบเทียบ แผนการบ ารุงรักษา เคร่ืองมือหลัก และต๎องมีการปฏิบัติตามแผนที่วางไว๎ 
4.9  เคร่ืองมือที่ผํานการสอบเทียบ ต๎องมีการพิจารณาผลการสอบเทียบ และน าคําแก๎ (ถ๎ามี) มาใช๎ให๎

ถูกต๎องตามหลักวิชาการและทันสมัยกํอนน าไปใช๎งานตํอไป ในกรณีที่ผลการสอบเทียบให๎ใช๎ชุด
ของคําแก๎ ต๎องพิจารณาคําแก๎ที่มีผลตํอการทดสอบ และน าคําแก๎ (ถ๎ามี) มาใช๎ 

5. วิธีทดสอบ  
5.1 มีขั้นตอนการด าเนินงานส าหรับการวิเคราะห์ทดสอบ  ทั้งนี้วิธีการเหลํานี้ รวมถึงการจัดการ

ตัวอยําง การเก็บรักษา การเตรียมตัวอยํางที่จะทดสอบ ภาวะแวดล๎อมที่ต๎องการ และอื่นๆ 
ตลอดจนจัดให๎มีแบบบันทึกตํางๆ ที่จ าเป็นส าหรับการทดสอบนั้น  

5.2 มีการด าเนินการตามขั้นตอนวิธีการทดสอบที่ห๎องปฏิบัติการจัดท าขึ้น และบันทึกข๎อมูลในแบบ
บันทึกที่ก าหนดขึ้น 

5.3 เลือกใช๎วิธีวิเคราะห์ทดสอบที่มีการตีพิมพ์ในมาตรฐานระหวํางประเทศ ระดับภูมิภาค และ
ระดับประเทศกํอน โดยต๎องมั่นใจวําได๎ใช๎มาตรฐานฉบับที่ใช๎ได๎ลําสุด   

 (หมายเหต ุวิธีวิเคราะห์ทดสอบมีการอ้างอิงถึงวิธีที่เป็นมาตรฐานได้แก่  Standard Method for the 
Examination of Water and Wastewater ของ APHA, AWWA และ WEF ฉบับล่าสุด หรือวิธีที่
ได้รับการรับรองโดยสถาบันที่เป็นมาตรฐานระดับประเทศ เช่น ISO ASTM เป็นต้น) 
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5.4 มีการตรวจสอบ การค านวณ และการถํายโอนข๎องมูล โดยบุคลากรที่ขึ้นทะเบียนกับกรมโรงงาน
อุตสาหกรรม รวมถึงการรวบรวมข๎อมูล และการเก็บรักษาบันทึก 

6. มาตรฐานวิธีปฏิบัติงาน และระบบเอกสาร  
6.1 มีการจัดท าเอกสาร มาตรฐานวิธีการปฏิบัติงานที่จ าเป็น (เชํน วิธีปฏิบัติการในการจัดเก็บสารเคมี 

การเตรียมสารละลาย รวมถึงการควบคุมเอกสารตําง ๆ ที่จ าเป็นต๎องใช๎๎งาน ตลอดจนเอกสารที่
ใช๎ด าเนินการทั่วไป วิธีการทดสอบ และคูํมือการใช๎งานตํางๆ 

6.2 การควบคุมเอกสาร   
(1)   มีขั้นตอนในการควบคุมเอกสารทั้งหมดที่ออกให๎แกํบุคลากรในห๎องปฏิบัติการ

วิเคราะห์ต๎องได๎รับการทบทวน  และอนุมัติโดยผู๎มีอ านาจกํอนน าออกใช๎  
(2)   มีการชี้บํงสถานะที่เป็นปัจจุบันของเอกสารฉบับที่ใช๎  
(3) มีการประกาศใช๎เอกสารของ GLP/DIW โดยผู๎บริหารสูงสุด หรือผู๎ที่ได๎รับ

มอบหมาย 
6.3 เอกสารตําง ๆ ฉบับที่เป็นปัจจุบัน ต๎องมีอยูํพร๎อมใช๎งานในทุกสถานที่ที่จ าเป็นตํอการปฏิบัติงาน 

เอกสารฉบับที่ไมํใช๎แล๎วหรือที่ยกเลิกแล๎ว ต๎องน าออกจากจุดใช๎งานโดยทันที   
6.4 มีขั้นตอนในการจัดเก็บเอกสาร บันทึกข๎อมูลอยํางเป็นระเบียบ และการท าลายบันทึกคุณภาพ 

7. การจัดการตัวอย่างทดสอบ  
7.1 มีขั้นตอนการด าเนินงานการจัดการตัวอยําง เชํน การรับ การรักษาสภาพ การจัดเก็บตาม

ระยะเวลาที่ก าหนด การจ าหนํายตัวอยําง เป็นต๎น 
7.2 มีระบบในการบํงชี้ตัวอยําง เชํน รหัสตัวอยําง ชื่อตัวอยําง เป็นต๎น ทั้งนี้ขั้นตอนการด าเนินการ 
           ชี้บํงต๎องมั่นใจวาํจะไมํเกิดความสับสนของตัวอยํางที่จะน ามาวิเคราะห์ 
7.3 มีขั้นตอนการบันทึกสภาพตัวอยํางหรือข๎อบกพรํองของตัวอยํางที่ได๎รับ ทั้งนี้กรณีที่ตัวอยํางมี

ความผิดปกติใดๆ หรือมีความแตกตํางจากสภาพปกติ หรือสภาวะที่ระบุตามที่อธิบายในวิธี
วิเคราะห์ทดสอบ รวมทั้งมีการบันทึกและด าเนินการแจ๎งผู๎ที่เกี่ยวข๎องตํอไป 

8. การรายงานผล  
8.1 มีการรายงานผลการทดสอบอยํางถูกต๎อง ชัดเจน ไมํคลุมเครือ และตรงตามวัตถุประสงค์ และ

เป็นไปตามค าแนะน าที่ระบุใดๆ ในวิธีการทดสอบ ซึ่งจะรายงานในรูปของใบรายงานผลการ
ทดสอบ 

 (หมายเหตุ    มีขั้นตอนที่จะไม่น าโลโก้ หรือข้อความใดๆ ที่บ่งบอกถึงการผ่านเกณฑ์ GLP/DIW 
มาแสดงในใบรายงานผลการทดสอบ) 
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8.2  มีใบรายงานผลการทดสอบมีรายละเอียดครบถ๎วน อยํางน๎อยจะต๎องประกอบด๎วยข๎อมูล
ดังตํอไปนี้  

(1)  ประเภทของใบรายงานผล เชํน รายงานผลการทดสอบ เป็นต๎น 
(2)  ชื่อและที่อยูํํของห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์ และสถานที่ที่ท าการทดสอบ (ในกรณีที่

อยูํคนละที่กับห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์)  
(3) การชี้บํงเฉพาะของรายงานผลการทดสอบ (เชํน หมายเลขล าดับที่) และมีการชี้บํง

แตํํละหน๎าและมีการชี้บํงอยํางชัดเจนถึงการสิ้นสุดรายงานผลการทดสอบ 
(4) ชื่อและที่อยูํของลูกค๎า หรือหนํวยงานที่เกี่ยวข๎อง (กรณีภายในไมํต๎องรายงานที่อยูํ) 
(5)  ระบุวิธีใช๎ทดสอบและอ๎างอิง  
(6)  รายละเอียดลักษณะ สภาพ และการชี้บํงอยํางไมํํคลุมเครือ ของตัวอยํางที่ทดสอบ  
(7)  วัน เดือน ปีที่ รับตัวอยํางทดสอบ วัน เดือน ปีที่ท าการทดสอบ และวัน เดือน ปี ที่

เสร็จสิ้นการทดสอบ  
(8) ผลการทดสอบ พร๎อมกับหนํวยของการวัดตามความเหมาะสม  
(9) ชื่อ หน๎าที่ และลายมือชื่อของผู๎ควบคุมดูแลห๎๎องปฏิบัติการวิเคราะห์ที่ขึ้นทะเบียน

กับกรมโรงงานอุตสาหกรรม 
(10) ข๎อความที่ระบุวํา ‚รายงานนี้มีผลเฉพาะกับตัวอยํางที่น ามาทดสอบเทํานั้น‛ 

8.3   มีการจัดเก็บใบรายงานผลทดสอบไว๎ในที่ปลอดภัย สามารถตรวจสอบได๎ 
8.4  มีแนวทางการด าเนินการแก๎ไขรายงานผลการทดสอบ กรณีที่มีการแก๎ไขข๎อความในรายงานผล

การทดสอบที่ได๎ออกไปแล๎ว ต๎องท าโดยการออกรายงานผลการทดสอบฉบับที่สมบูรณ์ใหมํ 
พร๎อมทั้งมีการชี้บํงเฉพาะ และต๎องมีการอ๎างอิงถึงเอกสารต๎นฉบับเดิมที่ออกแทน 

8.5  กรณีที่มีการจ๎างเหมาชํวงการทดสอบ ห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์ต๎องมีขั้นตอนในการรายงานผล
การจ๎างเหมาชํวง (เฉพาะดัชนีที่ได๎รับอนุญาตให๎ขึ้นทะเบียนกับกรมโรงงานอุตสาหกรรม
เทํานั้น) 

9. อาชีวอนามัย และความปลอดภัย ในห้องปฏิบัติการวิเคราะห์์  
9.1  ห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์ต๎องมีนโยบายด๎านความปลอดภัย และ อาชีวอนามัยในห๎องปฏิบัติการ

วิเคราะห์หรือองค์การ ประกาศใช๎โดยผู๎บริหารสูงสุดและมีการปฏิบัติงานตามนโยบายและ
แผนงานด๎านความปลอดภัย และอาชีวอนามัยที่จัดท าไว๎๎ 

9.2  ห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์ต๎องมีการจัดการ  และการก าจัดของเสีย ( Waste) ที่เกิดจากการวิเคราะห์์
ของห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์  ซึ่งวิธีการจัดการนี้รวมถึงการรวบรวม  จัดเก็บ  เคลื่อนย๎าย  และ
ก าจัดของเสีย  ทั้งนี้ของเสียที่เกิดจากการวิเคราะห์ต๎องมีการจัดแบํงประเภทตํางๆ  เชํน  ของเสีย
ทั่วไป  ของเสียอันตราย  เป็นต๎น 
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9.3  ห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์ต๎องมีการด าเนินการด๎านความปลอดภัย และอาชีวอนามัย ให๎สอดคล๎อง
กับงานที่ปฏิบัติ ตลอดจนสร๎างสภาวะแวดล๎อมในห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์ให๎ปลอดภัย ทั้งนี้
ห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์ควรจัดให๎มีสิ่งตํางๆ ดังนี้ 

(1) อุปกรณ์์ป้องกันภัยสํวนบุคคล เชํน หน๎ากาก ถุงมือ แวํนตา เสื้อกาวน์  เป็นต๎น 
(2) ระบบระบายอากาศเสีย เชํน พัดลมดูดอากาศ ตู๎ดูดควัน เป็นต๎น 
(3) เคร่ืองมือเพื่อความปลอดภัยจากเหตุฉุกเฉิน เชํน ฝักบัวอาบน้ าฉุกเฉิน น้ าส าหรับ

ล๎างตา เคร่ืองดับเพลิง เป็นต๎น 
9.4  ห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์ต๎องมีอุปกรณ์์การปฐมพยาบาลเบื้องต๎น เมื่อผู๎ปฏิบัติการใน

ห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์ได๎รับอุบัติเหตุเล็กๆ น๎อยๆ สามารถท าการปฐมพยาบาลได๎ เชํน การท า
ความสะอาดแผล เป็นต๎น รวมทั้งมีรายการยาที่จ าเป็นและมีการตรวจสอบยาทั้งด๎านปริมาณและ
คุณภาพ 

9.5  ห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์ต๎องมีเอกสารขั้นตอนการด าเนินการด๎าน ความปลอดภัยในขณะ
ปฏิบัติงานในห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์ พร๎อมทั้งจัดให๎มีป้ายค าเตือน อุปกรณ์ดับเพลิง และ
อุปกรณ์ระงับภัยฉุกเฉิน ตลอดจนข๎อบังคับหรือวิธีการในการรักษาความปลอดภัยโดยทั่วๆ ไป
ในห๎องปฏิบัติการวิเคราะห์ 
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ตัวอย่างการวิเคราะห์ลักษณะท่ัวไปสมุนไพรพรมมิ 
 

 
รูปท่ี 6 Bacopa monnieri (L.) Wettst. (aerial part) 
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 รูปท่ี 7 Transverse section ล าต๎นพรมมิ 

 
รูปท่ี 8 Transverse section ของล าต๎นพรมมิ 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
     
 

   รูปท่ี 9 จุลทรรศน์ลักษณะของผงสํวนเหนือดินของพรมมิ 
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การศึกษาทางเคมีและกายภาพอื่นๆ 
 ท าการควบคุมคุณภาพสมุนไพรพรมมิตามที่ก าหนดไว๎ใน Thai Herbal Pharmacopoeia ดังนี้ 

- น้ าหนักที่หายไปหลังการอบแห๎ง (Loss on drying) 4.04±0.02 % 

- ปริมาณสารปนปลอม (Foreign matters) 0.06±0.01 %  

- ปริมาณสารสกัดที่ละลายน้ า (Water-soluble extractive) 4.12±0.49 % 

- ปริมาณสารสกัดที่ละลาย ethanol (Ethanol-soluble extractive) 5.70±0.32 % 

- ปริมาณสารสกัดที่ละลาย methanol (Methanol-soluble extractive) 25.67±0.46 % 

- ปริมาณสารสกัดที่ละลาย  petroleum ether (Petroleum ether-soluble extractive)      

0.35 ±0.03 % 

การก าหนดเกณฑ์ปริมาณสารซาโปนินในพรมมิ 

เน่ืองจากยังไมํมีการก าหนดเกณฑ์มาตรฐานของพรมมิในประเทศไทย คณะผู๎จัดท าจึงก าหนดเกณฑ์
ปริมาณสารซาโปนินขั้นต่ าที่ควรมีในผงพรมมิแห๎งที่ใช๎เป็นวัตถุดิบในการท าผลิตภัณฑ์เสริมอาหารพรมมิ 
โดยรวบรวมจากงานวิจัยของไทย และตํางประเทศดังนี้ 

จากการศึกษาของ  Phrompittayarat และคณะ ในปี ค.ศ.2007 พบวําสารซาโปนินที่วิเคราะห์ได๎จาก
สํวนยอดของสมุนไพรพรมมิในฤดูฝนมีปริมาณ 1.39 ± 0.04%w/w และในฤดูหนาวมีปริมาณ                   
1.21 ± 0.14%w/w  

ในการศึกษาของ Sairam และคณะ ในปี ค .ศ.2002 ใช๎สารสกัดจากสมุนไพรพรมมิสํวนยอดที่มี
ปริมาณสารซาโปนินอยูํ 1.2 %w/w  

ในการศึกษาของ  Ganzera และคณะ ในปี ค .ศ.2004 พบวําสารซาโปนินที่วิเคราะห์ได๎ในสมุนไพร
พรมมิมีปริมาณ 1.67 %w/w  
และในการศึกษาครั้งน้ีพบวําสารซาโปนินที่วิเคราะห์ได๎จากสํวนยอดของสมุนไพรพรมมิมีปริมาณ            
1.3 ± 0.2 %w/w  
 จากข๎อมูลการศึกษาตํางๆที่ได๎กลําวมาจะเห็นได๎วําสํวนของยอดของสมุนไพรพรมมิมีปริมาณสาร
ซาโปนินเฉลี่ย 1.3 %w/w เมื่อน ามาค านวณคําเบี่ยงเบน 30% จากผลที่ได๎สํวนของยอดของสมุนไพรพรมมิมี
ปริมาณสารซาโปนินอยํางน๎อย 1%w/w 
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ตัวอย่างการวิเคราะห์สารซาโปนินสมุนไพรพรมมิ 
Shimadzu HPLC system:    Pump: LC-20AT 

Detector: SPD-20A 
Injector:    20 µL 
Wave length ():   205 nm 
Column:    Luna RP-18 column (150 mm x 4.6 mm,5µm particle size) 
Mobile phase:  0.2%O-phoephoric acid : acetonitrile (65:35%v/v) pH 3.0 โดย  ปรับ pH 

ด๎วย 5M NaOH  
Flow rate:   1.0 ml/min 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 10 ตัวอยํางโครมาโทรแกรมของสารสกัดพรมมิ ที่ความเข๎มข๎น 0.02 g/mL จากการวิเคราะห์ด๎วย HPLC 
ที่ 205 nm (1 = Bacoside A3, 2 = Bacopaside II, 3 = Bacopaside X, 4 = Bacopasaponin C , 5 = Bacopaside 
I) 
 
 
 
 
 
 
 
 

   
Detector A: 205 nm 

1 

2 

3 
4 

5 
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การท า calibration curve ความเข๎มข๎นของสารซาโปนินมาตรฐาน: 200, 100, 50, 25, 12.5 and 6.25 µg/ml. 
LOD:  1.56 µg/ml. 

 
รูปท่ี 11 Calibration curve สารซาโปนิน 
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รูปท่ี 11 Calibration curve สารซาโปนิน(ตํอ) 
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Accuracy and Precision 
 การตรวจสอบความถูกต๎องและความแมํนย าของวิธีที่ใช๎ในการทดลอง ในที่นี้จะทดสอบโดยการท า 
Calibration curve ของสารซาโปนินรวม 5 ความเข๎มข๎น ท าการเปรียบเทียบ %CV ทั้งภายในวันเดียวกันและ
ตํางวัน ได๎ผลดังตารางที่ 1 
ตารางท่ี 1 Intra-assay and inter-assay of mixed standard saponins (n=3) 

Concentration level of mixed std. saponin (µg/ml) % CV 

Intra assay Inter assay 
6.25 2.45 3.56 

12.50 1.98 3.02 
25.00 1.24 5.18 
50.00 3.57 2.83 

100.00 2.79 4.58 
 
Specificity 
 การตรวจสอบความเฉพาะเจาะจงของวิธีที่ใช๎ในการทดลอง ในที่นี้ท าการทดสอบโดยการเติมสาร
สกัดพรมมิ เข๎มข๎น 2mg/ml ลงไปในสารมาตรฐานรวมที่ใช๎ท า Calibration curve แล๎วน าผลการวิเคราะห์ที่
ได๎มาค านวณ % Recovery ได๎ผลดังตารางที่ 2 
ตารางท่ี 2 Recoveries of the investigated saponins from Brahmi extract (2mg/ml) spiked with various 
concentrations of mixed standard saponins (n=3) 

Concentration level of mixed std. saponin added (µg/ml) Recovery (%) 

6.25 98.07 
12.50 96.92 
25.00 98.74 
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ภาคผนวก ค 

แนวทางการผลิตยาเม็ดสมุนไพรพรมมิ 
Guidelines for manufacturing of Brahmi tablets 

1. การเตรียมยาเม็ดสารสกัดสมุนไพรพรมมิ 
สถานที่ผลิตและขั้นตอนการผลิตต๎องปฏิบัติตามหลักเกณฑ์วิธีการที่ดีในการผลิตยาสมุนไพรและ

ผํานการประเมินโดยกองควบคุมยา กระทรวงสาธารณสุข (หลักเกณฑ์วิธีการที่ดีในการผลิตยาสมุนไพรดู
ได๎จากภาคผนวก)(1) 

ก. สารท่ีใช้เตรียมยาเม็ดสารสกัดสมุนไพรพรมมิ 
ผงพรมมิ 500 กรัม ประกอบด๎วย 
สารสกัดพรมมิ           225.0   กรัม  (45%) 
Avicel PH 101           137.5    กรัม (27.5%)  
Lactose anhydrous        137.5    กรัม (27.5%) 
วิธีเตรียมผงพรมมิ  

1. ผสม Avicel  PH 101 และ  Lactose anhydrous  ในเคร่ืองผสมให๎เข๎ากัน  
2. คํอย ๆ เติมสารสกัดพรมมิลงในเคร่ืองผสม เติมน้ าเพื่อผสมให๎เข๎าเป็นเนื้อเดียวกัน  

 
 
 

 
 

 
 

รูปท่ี 1 เคร่ืองผสม 
3. น าไปผํานแรํงเบอร์ 16  แล๎วน าไปอบที่อุณหภูมิ  45 º C นาน 24 ชั่วโมง  
4. น าไปผํานแรํงเบอร์ 18 อีกคร้ังกํอนน าไปใช๎ 

 
 
 

 
รูปท่ี 2 การผําน seive 
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5. ท าการวัดความชื้นของแกรนูลสารสกัดพรมมิด๎วยวิธี Loss on drying กํอนการต้ังต ารับ  
สํวนผสมส าหรับการเตรียมยาเม็ดสารสกัดพรมมิ (Brahmi extract tablet) ในขนาด 300 มก.      
(สารสกัดพรมมิ   300  มิลลิกรัมตํอเม็ด) มีดังนี้ 

ตารางท่ี 1 สํวนผสมส าหรับการเตรียมยาเม็ดสารสกัดสมุนไพรพรมมิขนาด 300 มิลลิกรัม 

ล าดับที ่ ส่วนประกอบ หน้าท่ีในต ารับ ปริมาณ ( มิลลิกรัม) 

1 ผงแห๎งสารสกัดพรมมิ  สารส าคัญ 667.00 
2 Lactose  anhydrous สารเพิ่มปริมาณ 13.62 
3 Ac-Di-Sol  สารชํวยแตกตัว 37.50 
4 Talcum สารชํวยป้องการติดสาก 22.50 
5 Magnesium  Stearate สารหลํอลื่น 7.50 
6 Aerosil สารหลํอลื่น 1.87 

น้ าหนักรวม 750.00 
*ในผงแห๎งพรมมิมีสารสกัดสมุนไพรพรมมิ 45% 

ข. วิธีเตรียมส่วนผสม และการตอกผงยาเพื่อเตรียมยาเม็ดสารสกัดพรมมิ 

1. น าสํวนผสม  Lactose  anhydrous ลงในโกรํงบดให๎ละเอียด  
   2. น าสํวนผสมอื่น  ๆ  ยกเว้น  ผงแห๎งสารสกัดพรมมิ ผสมให๎เข๎าเป็นเนื้อเดียวกัน 

       3. น าผงแห๎งสารสกัดพรมมิ ผสมให๎เข๎ากันเป็นเน้ือเดียวกัน  
    4. น าไปตอกด๎วยเคร่ืองตอกยาเม็ดแบบใช๎ไฟฟ้า โดยใช๎เบ๎าและสากที่มีเส๎นผําศูนย์กลาง  ½  นิ้ว โดยให๎
มีน้ าหนักยาเม็ดพรมมิ  750 มิลลิกรัมตํอเม็ด 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3 เคร่ืองตอกยาเม็ดแบบใช๎ไฟฟ้า 
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สูตรน้ ายาเคลือบยาเม็ด 
สํวนประกอบ 
1.   HPMC (15 cps)     จ านวน 30 กรัม 
2.   PEG – 4000     จ านวน 2.5 กรัม 
3.   Talcum     จ านวน 35 กรัม 
4.   Titanium dioxide    จ านวน 30 กรัม 
5.   Green Solution (4 % Green)   จ านวน 15 มิลลิลิตร 
6.   Methylene chloride: Ethanol (1:1 )   qs  to 1000 มิลลิลิตร 

วิธีเตรียมน้ ายาเคลือบยาเม็ด 
1. เติม Methylene  chloride : Ethanol (1:1 ) ลงในบีกเกอร์ขนาด 1 ลิตร ประมาณ 700 มิลลิลิตร แล๎ว

คํอยๆ โปรยผง  HPMC  ( 15 cps ) ลงไปในสํวนผสมทีละน๎อยจนหมด ท าการกวนโดยใช๎ magnetic 
stirrer  กวนตลอดเวลารอจน HPMC  ( 15 cps ) พองตัวเต็มที่ โดยจะเห็นเป็นสารละลายใสที่มีความ
หนืด ป้องกันการระเหยของตัวท าละลายโดยปิดด๎วย aluminium  foil  

2. แบํงสารละลายในข๎อ 1. ประมาณ 100 มิลลิลิตร เติม PEG – 4000 คนให๎ละลายเป็นเนื้อเดียวกันแล๎ว
เทสํวนผสมทั้งหมดลงในข๎อ 1.  

3. น า Talcum และ Titanium  dioxide คนให๎เข๎ากันในโกรํงกระเบื้องที่แห๎งและสะอาดให๎เข๎าเป็นเน้ือ
เดียวกัน 

4. แบํงของผสมในข๎อ  2. ประมาณ 500 มิลลิลิตร เติมลงในของผสมข๎อ 3. แล๎วคํอยๆ ผสมสารละลาย
อยํางช๎าๆ ผสมให๎เข๎ากันเป็นเน้ือเดียวกัน 

5. น าสํวนผสมที่ได๎ในข๎อ 2. ที่เหลือประมาณ 200 มิลลิลิตรคํอยเทลงในสารละลายข๎อ 4. ให๎เป็นเนื้อ
เดียวกัน 

6. ผสมสีผสมอาหาร สีเขียว 973 ในน้ ากลั่น (ความเข๎มข๎น 4%w/v) เทลงของผสมข๎อ 5. ให๎เป็นเนื้อ
เดียวกัน 

7. ปรับปริมาตรจนครบ ด๎วยสํวนผสมของ Methylene  chloride : Ethanol (1:1) โดยในการผสมให๎ท า
การปิดปากภาชนะด๎วย aluminium  foil เพื่อลดการระเหยของตัวท าละลาย 
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รูปท่ี 4 หม๎อเคลือบ 
สภาวะส าหรับการเคลือบยาเม็ดพรมมิ 

หม๎อเคลือบ    Thai Coater 
หัวฉีดพํน    IWATA 
ความเร็วในการหมุนหม๎อ  20  rpm 
ความดันลม    2.5  bar (psi) 
อุณหภูมิภายในเคร่ือง  45-50 องศาเซลเซียส  
อุณหภูมิปลํอยออก   40-45 องศาเซลเซียส  
ปริมาณยา    2,000 เม็ด 
ปริมาณน้ ายาเคลือบ    1,000 มิลลิลิตร  
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 5 สมุนไพรพรมมิในรูปแบบยาเม็ด 
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2. การควบคุมคุณภาพยาเม็ดสมุนไพรพรมมิ 
การควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑ์ยาเม็ดสารสกัดสมุนไพรพรมมิ 

 ยาเม็ดเคลือบสารสกัดสมุนไพรพรมมิขนาด 300 มก. ที่เตรียมได๎แล๎ว มีลักษณะเป็นเม็ดกลม แบน สี
เขียวอํอน ได๎น ามาทดสอบคุณภาพด๎านความแปรปรวนของน้ าหนัก, ความกรํอน, การแตกตัว, ความแข็ง 
และความหนาของยาเม็ด วําผํานเกณฑ์มาตรฐานหรือไมํ ดังตํอไปนี้  

ก.  ความแปรปรวนของน้ าหนักเม็ดยา  (Weight variation) 
เคร่ืองมือ อุปกรณ์และสารเคมี 

1. เคร่ืองชั่งไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหนํง  
2. Forceps  
3. ยาเม็ดพรมมิ  จ านวน  20 เม็ด 

 
 
 
   
 
 
 
 

               รูปท่ี 6 เคร่ืองชั่งไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหนงํ 

วิธีท า  
1. สุํมตัวอยํางยาเม็ดมา  20  เม็ด   
2. ชั่งน้ าหนักยาเม็ดทีละเม็ดจนครบ  20 เม็ด โดยให๎บันทึกน้ าหนักเม็ดยาที่ชั่งไว๎ในแตํละคร้ัง 
3. ค านวณหาน้ าหนักเฉลี่ยของยาเม็ดทั้ง  20 เม็ด  รวมทั้งคําเบี่ยงเบน 
ผลการทดสอบความแปรปรวนของน้ าหนักเม็ดยาเคลือบสารสกัดสมุนไพรพรมมิ  
ค านวณคํา  % weight variation ของยาเม็ด 
ตัวอยํางการค านวณความแปรปรวนของน้ าหนักเม็ดยา   

%   weight variation; positive   = (น้ าหนักที่มากที่สุด - น้ าหนักเฉลี่ย) x 100 
                                                                     น้ าหนักเฉลี่ย   

% weight variation; negative   = (น้ าหนักที่น๎อยที่สุด - น้ าหนักเฉลี่ย) x 100  
                                                                      น้ าหนักเฉลี่ย  
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ได๎ คําน้ าหนักเฉลี่ย    เทํากับ   763.85 mg 
คําน้ าหนักเม็ดยาที่มากที่สุด   เทํากับ   778.1 mg 
คําน้ าหนักเม็ดยาที่น๎อยที่สุด  เทํากับ   753.1  mg 
%   weight variation; positive   = (778.1   - 763.85) x 100      =   1.8655 

                                                             763.85   
% weight variation; negative   = (753.1 - 763.85) x 100       =    -1.4073 

                                                          763.85 
ดังนั้น   % weight variation คือ + 1.8655 % และ – 1.4073   %  

เกณฑ์การประเมินความแปรปรวนของน้ าหนักเม็ดยา     
พบวําไมํมียาเม็ดใดเลยที่มีน้ าหนักเบี่ยงเบนไปจากคําเฉลี่ยตามมาตรฐานที่ก าหนด  (±10%) ดังนั้น

ยาเม็ดสารสกัดสมุนไพรพรมมินี้มีความแปรปรวนของน้ าหนักเม็ดยาเป็นไปตามมาตรฐานของ USP 

ข. การทดสอบความกร่อนของยาเม็ด  (Friability Test) 
เคร่ืองมือ อุปกรณ์ และสารเคมี 

1. เคร่ืองทดสอบความกรํอนแบบโรซ (Roche friabiliator) 
2. เคร่ืองชั่งไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหนํง ยี่ห๎อ PRECISA  รํุน  300 A  บริษัท เบคไทยกรุงเทพฯเคมีภัณฑ์  

จ ากัด     
3. แปรงปัดฝุ่น 
4. ปากคีบ 
5. ยาเม็ดพรมมิ จ านวน  10 เม็ด 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 7 เคร่ืองทดสอบความกรํอนแบบโรซ (Roche friabiliator) 
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วิธีท า  
1. สุํมตัวอยํางยาเม็ดมา  10 เม็ด  (น้ าหนักรวมไมํน๎อยกวํา  6.5  กรัม) 
2. ใช๎ปากคีบจับเม็ดยาและใช๎แปรงปัดฝุ่นท าความสะอาดเม็ดยา ชั่งน้ าหนักเม็ดยาทั้งหมด (Wo)  
3. ใสํเม็ดยาลงในเคร่ืองทดสอบความกรํอนเปิดเคร่ืองตั้งเวลาให๎หมุนนาน  4 นาที  
4. เมื่อเคร่ืองหยุด  น าเม็ดยาออกมาท าความสะอาดโดยใช๎แปรงปัดฝุ่นแล๎วชั่งน้ าหนัก  (W)  
5. ค านวณหาเปอร์เซ็นต์ความกรํอนของยาเม็ดจากสูตร  

%  friability     =   Wo   -  W  x  100  
                                 Wo 

6. ประเมินผลการทดสอบ 

ตัวอย่างการค านวณความกร่อน (Friability Test) 
น้ าหนักเร่ิมต๎น (Wo)  =    7.6953    กรัม 
น้ าหนักสุดท๎าย (W)  =     7.0543      กรัม 

% friability     = Wo - W x 100  
                             Wo 
                       = 7.6953 - 7.6743 x 100  
                                7.6953  
                       = 0.2728 % 

เกณฑ์การประเมินการทดสอบความกร่อนของยาเม็ดสารสกัดสมุนไพรพรมมิ 
1.  ไมํมีเม็ดยาแตกหรือ capping ถือวําผํานมาตรฐาน ของ  USP XXV 
2.   ความกรํอนของยาเม็ดเคลือบสารสกัดสมุนไพรพรมมิ ต๎องผํานเกณฑ์มาตรฐานของ USP XXV 

(ไมํเกิน 1 %) 

ค.  การทดสอบการแตกตัว (Disintegration Test) 
เคร่ืองมือ  อุปกรณ์ และสารเคมี 

1. เคร่ืองทดสอบการกระจายตัว  (Disintegration  apparatus)  
2. บีกเกอร์ 1000  ml 
3. น้ ากลั่น  
4. ยาเม็ดพรมมิ จ านวน 6 เม็ด 
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วิธีทดสอบ 
1.   ใสํเม็ดยาลงในหลอดแก๎วทั้ง 6 หลอด ๆ ละ 1 เม็ด 
2.   ใช๎น้ าเป็นของเหลวในการทดสอบปรับอุณหภูมิของน้ าให๎ได๎  37± 2 Co 
3.   เปิดเคร่ืองประมาณ 30 นาที 
4.   เมื่อครบเวลา  30 นาที ให๎ยก basket ขึ้นลงสังเกตการกระจายตัวของเม็ดยา บันทึกเวลา 

เกณฑ์การประเมินยาเม็ดสารสกัดสมุนไพรพรมมิ 
ยาเม็ดที่ทดสอบใช๎ระยะเวลาในการแตกตัวต๎องผํานเกณฑ์มาตรฐาน (<20 นาที) และยาทุกเม็ดทุก

เม็ดแตกตัวหมดภายในระยะเวลาที่ก าหนด (30 นาที) 

ง.  การทดสอบความแข็งของยาเม็ด (Hardness Test) 
 เคร่ืองมือ อุปกรณ์ และสารเคมี 

1.    เคร่ืองทดสอบความแข็งแบบสโตกส์-มอนซานโต (Stokes – Monsanto hardness tester) 
2.    ยาเม็ดพรมมิเคลือบแล๎ว จ านวน  10 เม็ด 
 
 
 
 
 

 
 
รูปท่ี 8 เคร่ืองทดสอบความแข็งแบบสโตกส์-มอนซานโต (Stokes – Monsanto hardness tester) 

วิธีท า 
       1.    สุํมตัวอยํางยาเม็ด   10  เม็ด  
       2.    วัดความแข็งของเม็ดยาในแตํละเม็ด 
       3.     ค านวณหาความแข็งเฉลี่ย  
       4.     ประเมินผล 

จ.  การทดสอบความหนาของยาเม็ด  (Thickness Test) 
 เคร่ืองมือ อุปกรณ์ และสารเคมี 
       1.     เคร่ืองทดสอบความหนา (Micrometer caliper) 

2.     ยาเม็ดพรมมิที่ยังไมํได๎เคลือบ จ านวน  10  เม็ด 
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รูปท่ี 9 เคร่ืองทดสอบความหนา (Micrometer caliper) 
วิธีท า 

1. สุํมตัวอยํางยาเม็ด  10 เม็ด 
2. วัดความหนาของเม็ดยาในแตํละเม็ด 
3. ค านวณหาความหนาเฉลี่ย 
4. ประเมินผล 

ฉ.  การควบคุมปริมาณสารซาโปนิน 
ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างยาเม็ดส าหรับน าไปวิเคราะห์หาปริมาณ saponins   

1. ท าการสุํมตัวอยํางยาเม็ดจ านวน 10 เม็ด     
2. ชั่งน้ าหนักของยาแตํละเม็ดและบันทึกน้ าหนักไว๎     
3. บดเม็ดยาแตํละเม็ดแล๎วใสํลงใน volumetric flask ขนาด 25 ml 
4. เติมเมทานอลลงไป 7 ml แล๎วน าไป sonicate เป็นเวลา 10 นาที ซึ่งพบวํายาไมํสามารถละลายได๎หมด 

แตํจะเป็นตะกอนข๎นๆอยูํบริเวณก๎นภาชนะ จากนั้นน าไปกรองเอาเฉพาะสํวนสารละลายที่มีลักษณะ
ใส 

5. น าสํวนที่เป็นตะกอนใสํลงใน Erlenmeyer flask แล๎วเติมเมทานอลปริมาณ 7 ml อีกคร้ัง แล๎วน าไป 
sonicate เป็นเวลา 10 นาที กรองเอาสารละลายใสสํวนหน๎า ท าซ้ าอีก 1 ครั้ง 

6. น าสารละลายที่กรองได๎ไปปรับปริมาตรใน volumemetric flask 25 ml ด๎วยเมทานอล 
7.  กรองสารละลายที่ได๎ด๎วย 0.45 µ nylon syringe filter 
8.  น าไปวิเคราะห์ด๎วย HPLC 
9.  น ามาค านวณปริมาณสารซาโปนินในยาเม็ดสมุนไพรพรมมิ โดยค านวณจาก peak height ของสาร 

Bacoside A3, Bacopaside II, Bacopaside X, Bacopasaponin C และ Bacopaside I เทียบกับ 
Calibration curve สารซาโปนิน       

การประเมินผลการวิเคราะห์ 
 ยาเม็ดสมุนไพรพรมมิ ต๎องมีปริมาณสารซาโปนินรวม 80-120 % จากที่ระบุไว๎บนฉลากตาม
มาตรฐาน USP 
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หลักเกณฑ์วิธีการท่ีดีในการผลิตยาจากสมุนไพร 

 ปัจจุบันยาจากสมุนไพรเป็นที่นิยมใช๎กันอยํางแพรํหลายมากยิ่งขึ้น เนื่องจากผู๎บริโภคเล็ง เห็นแล๎ว   
วํายาจากสมุนไพรเป็นผลิตภัณฑ์จากธรรมชาติ อันตรายจากพิษภัยที่เกิดจากการใช๎ยาจากสมุนไพร สํวน
ใหญํมีน๎อยกวําการใช๎ยาแผนปัจจุบัน อยํางไรก็ตาม ยาจากสมุนไพร คือยาที่ผลิตจากสมุนไพรซึ่งมักได๎ จาก
แหลํง           ภูมิประเทศหรือการเพาะปลูกที่มีสภาพตํางกันซึ่งเป็นผลให๎มีสารส าคัญไมํเทํากัน และยังมีปั
ญหา การปนเปื้อน จุลินทรีย์ ฝุ่นละออง โลหะหนัก ยาฆําแมลง และสารพิษอื่นๆในวัตถุดิบ ในกระบวนการ
ผลิต หรือในยาส าเร็จรูป ดังนั้นกระบวนการเตรียมสมุนไพรข๎างต๎นและการด าเนินการผลิตจึงมีอิทธิพล
โดยตรงตํอ คุณภาพของยาจากสมุนไพร จึงเป็นความจ าเป็นอยํางยิ่งที่จะต๎องน าเอาหลักเกณฑ์วิธีการที่ดีใน
การผลิตยาจากสมุนไพรมาใช๎เพื่อให๎เกิดความมั่นใจในคุณภาพของผลิตภัณฑ์ 

 หลักเกณฑ์นี้ใช๎เป็นแนวทางในการพัฒนามาตรฐานการผลิตยาแผนโบราณเพื่อให๎เกิดความ เชื่อมั่น
วํายาที่ผลิตขึ้นมีคุณภาพมาตรฐานตามที่ก าหนดไว๎ โดยมีการควบคุมทุกขั้นตอนต้ังแตํวัตถุดิบที่น ามาใช๎  
อาคารสถานที่ผลิต อุปกรณ์การผลิต บุคลากรในฝ่ายการผลิต การด าเนินการผลิตและการจัดท าเอกสาร ตําง 
ๆที่เกี่ยวข๎องตามความจ าเป็น เพื่อให๎ได๎ยาที่มีคุณภาพและปลอดภัย 

นิยามศัพท์ 
หลักเกณฑ์วิธีการท่ีดีในการผลิตยาจากสมุนไพร   (Good Manufacturing Practice for Herbal 

Medicinal Products) หมายความวํา แนวทางวิธีการที่ดีในการผลิตและควบคุมคุณภาพยาจากสมุนไพร เพื่อ 
ให๎เกิดความเชื่อมั่นวํายาที่ผลิตขึ้นมีคุณภาพสม่ าเสมอและปลอดภัยในการใช๎ 

ยาจากสมุนไพร  (Herbal Medicinal products) หมายความวํา ผลิตภัณฑ์ยาหรือยาเตรียมที่มี 
สารส าคัญที่ได๎จากพืช สัตว์หรือแรํธาต ุ

ยาส าเร็จรูป  (Finished Products) หมายความวํา ผลิตภัณฑ์ที่ได๎ผํานกรรมวิธีการผลิตยาทุก ขั้นตอน
จนเสร็จการผลิต รวมทั้งการบรรจุใสํภาชนะ ปิดฉลาก และจะบรรจุหีบหํอหรือไมํก็ตาม 

การผลิตยา  (Manufacture)  หมายความวํา การด าเนินการทุกอยํางเกี่ยวกับการจัดหาวัตถุดิบ วัสดุ
ส าหรับการบรรจุ การด าเนินการผลิต   การควบคุมคุณภาพยา  การอนุมัติให๎ปลํอยหรือผําน การเก็บ 
รักษาการขนสํงยาส าเร็จรูป  และการควบคุมอื่นๆที่เกี่ยวข๎๎อง 

ครั้งท่ีผลิต  (Batch or lot)   หมายความวํา การผลิต วัตถุดิบ วัสดุส าหรับการบรรจุ หรือ ยา
ส าเร็จรูปแตํละคร้ังในวงจรการผลิตเดียวกันในปริมาณที่แนํนอน มีคุณลักษณะและคุณภาพที่สม่ าเสมอกัน
ตลอด 
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เลขท่ีแสดงครั้งท่ีผลิต   (Batch number or lot number) หมายความวํา ตัวเลขหรือตัวอักษร หรือทั้ง
สองอยํางรวมกันเพื่อบํงถึงครั้งที่ผลิต 

วัตถุดิบ   (Starting material) หมายความวํา สารใดๆที่น ามาใช๎ในการผลิตยา แตํไมํหมายความ
รวมถึงวัสดุส าหรับการบรรจุ 

วัสดุส าหรับการบรรจุ  (Packaging Material) หมายความวํา วัสดุทุกอยํางที่ใช๎ในขั้นตอน การบรรจุ
ยาที่สัมผัสกับยาโดยตรงและที่ไมํสัมผัสกับยาโดยตรง ไมํรวมถึงหีบหํอสํวนนอกที่ใช๎เพื่อการขนสํง 

ยาระหว่างผลิต  (Intermediate product) หมายความวํา สารเดี่ยวหรือสารผสมที่ผํานกระบวนการ
ผลิตบางขั้นตอนแล๎วซึ่งจะต๎องผํานกระบวนการผลิตตํอไปกํอนที่จะเป็นยารอการบรรจ ุ

ยารอการบรรจุ  (Bulk product) หมายความวํา ยาที่ผํานกระบวนการผลิตแล๎วพร๎อมที่จะบรรจุเป็น
ยาส าเร็จรูปตํอไป 

การควบคุมระหว่างผลิต   (In-process Control) หมายความวํา การตรวจสอบในระหวําง การ
ด าเนินการผลิต เพื่อให๎แนํใจวํายาที่ผลิตขึ้นได๎มาตรฐานตามที่ก าหนดไว๎และรวมถึงการควบคุมสภาวะ 
แวดล๎อมหรืออุปกรณ์ตํางๆ 

การด าเนินการผลิต  (Production)  หมายความวํา การด าเนินงานทุกอยํางที่เกี่ยวข๎องกับการ ผลิตยา 
ตั้งแตํรับวัตถุดิบ วัสดุส าหรับการบรรจุ ผํานกระบวนการผลิตและการบรรจุจนได๎ยาส าเร็จรูป 

วิธีการปฏิบัติ  (Procedures)  หมายความวํา รายละเอียดวิธีปฏิบัติและข๎อควรระวังที่ก าหนดขึ้นเป็น
ลายลักษณ์อักษร เพื่อใช๎ในทางตรงและทางอ๎อมเกี่ยวกับการผลิตยา 

การบรรจุ   (Packaging)  หมายความวํา ขั้นตอนในการด าเนินการผลิต ซึ่งเร่ิมตั้งแตํการบรรจุยาใสํ
ภาชนะ ปิดฉลาก บรรจุในภาชนะบรรจุสุดท๎ายจนเป็นยาส าเร็จรูป 

บุคลากร 
พนักงานมีความส าคัญตํอการผลิตยาจากสมุนไพร ดังนั้นจึงต๎องมีพนักงานที่มีคุณสมบัติที่ เหมาะ

สมอยํางเพียงพอเพื่อการปฏิบัติงานทุกอยําง ซึ่งอยูํในความรับผิดชอบของผู๎รับอนุญาตผลิตยา  พนักงานแตํ
ละคนมีความเข๎าใจในงานที่ปฏิบัติที่เขียนไว๎เป็นลายลักษณ์อักษรอยํางชัดเจน พนักงานทุกคนจะ ต๎อง
ตระหนักถึงหลักการของวิธีการที่ดีในการผลิตในสํวนที่เกี่ยวข๎องและได๎รับการอบรมเบื้องต๎นและตํอเน่ือง 
รวมถึงวิธีปฏิบัติเกี่ยวกับการรักษาสุขอนามัยที่จ าเป็น 

1.  จัดฝึกอบรมพนักงานเกี่ยวกับความรู๎ขั้นพื้นฐานเกี่ยวกับหลักเกณฑ์วิธีการที่ดีใน การผลิตยา         
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ทั้งในทางด๎านทฤษฎีและปฏิบัติ  รวมทั้งความรู๎เกี่ยวกับงานที่ได๎รับมอบหมายจนสามารถปฏิบัติ งานได๎ดี  
และต๎องจัดให๎มีการฝึกอบรมอยํางตํอเน่ืองและเพียงพอ พร๎อมทั้งประเมินผลเป็นระยะๆทั้งนี้ หัวข๎อการ
ฝึกอบรมต๎องได๎รับความเห็นชอบจากฝ่ายด าเนินการผลิตและจะต๎องเก็บบันทึกการฝึกอบรม  

2.  ผู๎ที่มาเยี่ยมชมหรือผู๎ที่ยังไมํผํานการอบรม หากมีความจ าเป็นต๎องเข๎าไปในบริเวณผลิต ให๎ปฏิบัติ
ตามค าแนะน าโดยเฉพาะเร่ืองการแตํงกาย การรักษาความสะอาด และต๎องเฝ้าดูแลอยํางใกล๎ชิด 

3. ให๎มีวิธีปฏิบัติเกี่ยวกับสุขอนามัยของพนักงานเกี่ยวกับการดูแลสุขภาพ  การรักษาสุข อนามัยและ
การแตํงกาย  ซึ่งพนักงานทุกคนที่มีหน๎าที่ปฏิบัติงานในบริเวณผลิตยาต๎องถือปฏิบัติอยํางเครํงครัด ผู๎บริหาร
ต๎องให๎๎การสนับสนุนการรักษาสุขอนามัยของพนักงานและการฝึกอบรมเกี่ยวกับสุขอนามัยสํวนบุคคล 

4. พนักงานทุกคนต๎องได๎รับการตรวจสุขภาพกํอนรับเข๎าท างาน ผู๎ผลิตต๎องตระหนักและ มีความ
รับผิดชอบเกี่ยวกับวิธีปฏิบัติให๎เกิดความมั่นใจในสุขภาพของพนักงานที่อาจสํงผลตํอคุณภาพของผลิตภัณฑ์ 
นอกจากการตรวจสุขภาพกํอนรับเข๎าท างานแล๎วจะต๎องมีการตรวจสุขภาพประจ าปี 

5. ห๎ามมิให๎พนักงานที่มีโรคติดตํอร๎ายแรงหรือมีบาดแผลเปิดบริเวณผิวหนังของรํางกาย  ปฏิบัติงาน
ที่เกี่ยวข๎องกับการผลิตยา  

6. ผู๎ที่เข๎าในบริเวณผลิตทุกคนต๎องสวมเคร่ืองแตํงกาย และอุปกรณ์ป้องกันที่เหมาะสม กับงานที่
ปฏิบัติ  

7. ห๎ามรับประทานอาหาร  เคร่ืองดื่ม  สูบบุหรี่  หรือเก็บอาหาร เคร่ืองดื่ม บุหรี่และยา รักษาโรค
ประจ าตัว    ภายในบริเวณที่ใช๎ในการผลิตยาและบริเวณที่ใช๎ในการเก็บยา เก็บวัตถุดิบ และวัสดุอ่ืนๆ 
ตลอดจนห๎ามท ากิจกรรมใดๆที่ไมํถูกสุขลักษณะหรือสุขอนามัยในบริเวณผลิตยา หรือบริเวณที่อาจมี ผลตํอ
ผลิตภัณฑ์ 

8. ห๎ามมิให๎พนักงานใช๎มือสัมผัสกับยาโดยตรง ตลอดจนห๎ามสัมผัสกับสํวนใดสํวนหน่ึงของ
อุปกรณ์การผลิต และภาชนะบรรจุที่สัมผัสกับยาโดยตรง 

อาคารสถานที่ เครื่องมือและอุปกรณ์ 
อาคาร สถานที่ เคร่ืองมือและอุปกรณ์ ต๎องได๎รับการออกแบบติดตั้ง กํอสร๎าง ปรับปรุง และ

บ ารุงรักษาให๎เหมาะสมกับการปฏิบัติงาน เพื่อลดความเสี่ยงในการเกิดความผิดพลาด สามารถท าความ
สะอาดและบ ารุงรักษาได๎อยํางมีประสิทธิภาพเพื่อลดการปนเปื้อนของตัวยาตํางชนิดกันและการสะสมของ
ฝุ่นละอองสิ่งสกปรก  ซึ่งมีผลตํอคุณภาพของผลิตภัณฑ์  

1. อาคาร  สถานที่ผลิตยา  ต๎องตั้งอยูํในท าเลที่ตั้งที่มีสภาพแวดล๎อมเหมาะสม เพื่อป้องกันความ
เสี่ยงจากการปนเป้ือนสูํวัตถุดิบ  วัสดุส าหรับการบรรจุและผลิตภัณฑ์ 

2. ต๎องมีการบ ารุงรักษาซํอมแซมอาคารสถานที่อยํางระมัดระวังเพื่อมิให๎เกิดผลเสียหาย ตํอคุณภาพ
ของผลิตภัณฑ์ ต๎องท าความสะอาดและฆําเชื้อตามความจ าเป็นตามวิธีปฏิบัติที่เขียนไว๎เป็นลายลักษณ์อักษร 

3. มีแสงสวํางเพียงพอ มีอุณหภูมิ ความชื้นและการถํายเทอากาศที่เหมาะสมเพื่อมิให๎เกิด ผลทั้ง
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ทางตรงหรือทางอ๎อมตํอผลิตภัณฑ์ในระหวํางการผลิตหรือเก็บรักษา 
4. ออกแบบกํอสร๎างให๎สามารถป้องกันสัตว์และแมลงเข๎าสูํอาคารสถานที่ผลิต 
5. จัดให๎มีพื้นที่อยํางเพียงพอและเป็นสัดสํวนส าหรับการผลิตและการเก็บยาระหวํางการผลิต จัดวาง 

อุปกรณ์ และวัสดุตํางๆ อยํางเป็นระเบียบเพื่อลดความเสี่ยงตํอการสับสนของผลิตภัณฑ์หรือวัตถุดิบตํางชนิด
กัน ป้องกันการปนเปื้อนของยาตํางชนิดกันและการผลิตที่ผิดขั้นตอน 

6. พื้นผิวภายใน เชํน ฝา พื้น และเพดานต๎องเรียบไมํมีรอยแตกร๎าว สามารถท าความ สะอาดงํายและ
ท าการฆําเชื้อได๎ในกรณีจ าเป็น 

7. ทํอระบายน้ าต๎องเป็นทํอปิด มีขนาดพอเหมาะและมีที่ดักเศษผง ไมํควรเป็นทํอเปิดถ๎าเป็นทํอเปิด
ต๎องมีความตื้นเพียงพอเพื่อให๎ท าความสะอาดและฆําเชื้อได๎งําย 

8.ในกระบวนการผลิตที่กํอให๎เกิดฝุ่นผง เชํน การชั่ง ผสม จะต๎องมีมาตรการเป็นพิเศษ ในบริเวณ
ดังกลําวเพื่อป้องกันการปนเปื้อนและท าความสะอาดได๎งําย 

9. ออกแบบบริเวณบรรจุยาเพื่อป้องกันการสับสนหรือปนเปื้อนยาตํางชนิดกัน 
10. มีพื้นที่เพียงพอส าหรับแยกเก็บวัตถุดิบ วัสดุส าหรับการบรรจุ ยาระหวํางผลิต ยารอการบรรจุ

และยาส าเร็จรูปอยํางเป็นสัดสํวนและเป็นระเบียบ                            
11. สะอาดและแห๎งและมีการถํายเทอากาศที่ดี  มีการควบคุมอุณหภูมิ และความชื้นตามความจ าเป็น 
12.  ท าความสะอาดภาชนะบรรจุวัตถุดิบและวัสดุอื่นๆ ที่รับเข๎ากํอนน าไปจัดเก็บตามความจ าเป็น 
13. มีพื้นที่หรือบริเวณเฉพาะส าหรับเก็บวัตถุดิบ วัสดุส าหรับการบรรจุ   และยาส าเร็จรูปที่ไมํได๎

มาตรฐาน รวมทั้งยาคืนหรือยาที่เรียกเก็บคืนจากท๎องตลาดเป็นการเฉพาะตามความจ าเป็นและเหมาะสม 
14. จัดเก็บวัสดุส าหรับการบรรจุที่เป็นสิ่งพิมพ์ให๎ปลอดภัย ป้องกันการสูญหาย 
15.  ต๎องแยกสถานที่พักผํอนหรือรับประทานอาหารออกจากบริเวณผลิตยา 
16.  จัดให๎มีสถานที่เปลี่ยนเสื้อผ๎า อุปกรณ์ล๎างมือ ห๎องส๎วมที่ถูกสุขลักษณะและมีจ านวน เพียงพอ

กับจ านวนพนักงาน ห๎องส๎วมต๎องไมํติดตํอโดยตรงถึงบริเวณผลิตหรือบริเวณจัดเก็บสิ่งของตําง ๆ 
17. แยกบริเวณซํอมบ ารุงออกจากบริเวณผลิตยา ในกรณีที่เก็บชิ้นสํวนหรือเคร่ืองมือไว๎ใน บริเวณ

ผลิตยา ให๎เก็บไว๎ในห๎องหรือตู๎แยกเป็นสัดสํวน 
18. บ ารุงรักษาเคร่ืองมืออุปกรณ์ให๎เหมาะสมกับการใช๎ การบ ารุงรักษาและซํอมแซม เคร่ืองมือ

และและอุปกรณ์ ให๎บันทึกไว๎และต๎องไมํเกิดผลเสียตํอคุณภาพของยา 
19. เคร่ืองมือและอุปกรณ์ที่ใช๎ในการผลิตยา ต๎องออกแบบให๎สามารถท าความสะอาดได๎งําย และ

ทั่วถึง จัดเก็บในสภาวะที่สะอาดและแห๎ง 
20. ให๎มีอุปกรณ์ส าหรับล๎างและท าความสะอาดที่เหมาะสมไว๎ใช๎เพื่อการท าความสะอาด และไมํ

เป็นแหลํงสะสมของสิ่งปนเปื้อน 
21. ติดตั้งเคร่ืองมือ อุปกรณ์ในลักษณะที่สามารถป้องกันความผิดพลาดหรือปนเปื้อน 
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22. อุปกรณ์การผลิตต๎องไมํกํอให๎เกิดผลเสียตํอยาที่ผลิต ชิ้นสํวนของอุปกรณ์ที่สัมผัส กับยาใน
ระหวํางกระบวนการผลิตต๎องไมํมีปฏิกริยาหรือดูดซับยาเหลํานั้นไว๎ 

23. ในกรณีที่เคร่ืองมือและอุปกรณ์ที่ใช๎งานไมํได๎ ต๎องเคลื่อนย๎ายออกจากบริเวณผลิตยา หรืออยําง
น๎อยปิดฉลากแสดงให๎เห็นชัดเจนวํา ‚ช ารุด รอการซํอมแซม‛ 

การจัดท าเอกสาร 
การจัดท าเอกสารที่ดีเป็นสิ่งจ าเป็น  การบันทึกเอกสารอยํางชัดเจนและถูกต๎องจะชํวยป้องกันความ

ผิดพลาดจากการสื่อสารด๎วยวาจาและท าให๎สามารถสืบย๎อนทวนกลับได๎งําย 
1.  เอกสารที่จัดท าขึ้นต๎องได๎รับความเห็นชอบจากผู๎รับผิดชอบ โดยลงลายมือชื่อพร๎อมวันที่ก ากับ

ไว๎ 
2.  เอกสารต๎องมีข๎อความที่ชัดเจน ควรจัดรูปแบบและล าดับขั้นตอนของเอกสารให๎ตรวจสอบได๎

งําย 
3. การลงบันทึกข๎อมูลให๎ใช๎หมึกถาวร เขียนให๎ชัดเจน อํานงําย  ลบไมํได๎  แบบฟอร์ม ต๎องมีพื้นที่

เพียงพอส าหรับการบันทึก 
4.  การเปลี่ยนแปลงแก๎ไขข๎อมูลในเอกสาร ให๎ใช๎วิธีขีดฆําข๎อความเดิมพร๎อมลงลายมือชื่อ ของผู๎แก๎

ไข  และวันเดือนปีก ากับ  เพื่อให๎เห็นข๎อความเดิมกํอนการแก๎ไขอยํางชัดเจนและต๎องบันทึกเหตุผล ในการ
แก๎ไขก ากับไว๎ในกรณีที่จ าเป็น 

5. การบันทึกตํางๆ ต๎องท าการบันทึกให๎เสร็จในขณะก าลังปฏิบัติงานนั้นๆ เพื่อให๎ สามารถ
ตรวจสอบย๎อนกลับกิจกรรมส าคัญ ๆ ที่เกี่ยวข๎องกับการผลิตได๎  

6. ให๎มีบันทึกการรับวัตถุดิบ ภาชนะบรรจุยา วัสดุส าหรับการบรรจุที่เป็นสิ่งพิมพ์ทุกคร้ังที่รับเข๎า  
7. ให๎มีวิธีปฏิบัติและบันทึกเกี่ยวกับการท าความสะอาดสถานที่ผลิตยาและอุปกรณ์การผลิตที่ส าคัญ 

การฝึกอบรมพนักงาน การแตํงกายของพนักงาน การรักษาสุขอนามัยของพนักงาน 
8. ให๎มีการจัดท าเอกสารแมํบทของยาทุกต ารับ โดยมีรายละเอียดดังตํอไปนี้  

(1.) ชื่อยา  
(2.) ลักษณะ ความแรง และขนาดของรุํนที่ผลิต  
(3.) ชื่อและปริมาณวัตถุดิบที่ใช๎  
(4.) รายละเอียดของขั้นตอนวิธีการผลิตและรายชื่ออุปกรณ์การผลิตที่ส าคัญ  
(5.) รายละเอียดการควบคุมระหวํางผลิต  
(6.)  ขนาดบรรจุ  
(7.) รายละเอียดวัสดุส าหรับการบรรจุที่ใช๎ตํอหนึ่งหนํวยบรรจุ  
(8.) รายละเอียด ขั้นตอนวิธีการบรรจุ และรายชื่ออุปกรณ์การบรรจุที่ส าคัญ 
(9.) รายละเอียดการควบคุมระหวํางบรรจุ การสุํมตัวอยําง และเกณฑ์ยอมรับ 
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9.    ให๎มีการจัดท าบันทึกกระบวนการผลิตของยาทุกรุํนที่ผลิตที่สอดคล๎องกับเอกสารแมํบทที่ได๎รับ
อนุมัติจากผู๎มีหน๎าที่รับผิดชอบโดยมีรายละเอียดดังตํอไปนี้ 

(1) ชื่อยา 
(2) เลขที่หรืออักษรแสดงครั้งที่ผลิต และวันเดือนปีที่ผลิต  
(3) วัน เดือน ปีและเวลาของแตํละขั้นตอนการผลิตที่ส าคัญ  ต้ังแตํเร่ิมต๎นจนสิ้นสุด  
(4) ลายมือชื่อ  พนักงานที่ปฏิบัติงานในแตํละขั้นตอนการผลิตที่ส าคัญ  และลายมือชื่อ
พนักงานที่ตรวจสอบแตํละขั้นตอนการผลิตดังกลําวตามความเหมาะสม (เชํน การชั่งยา)  
(5) ปริมาณวัตถุดิบแตํละรายการที่ชั่งจริง  
(6) รายละเอียดของขั้นตอนวิธีการผลิตและรายชื่ออุปกรณ์การผลิตที่ส าคัญ  
(7) บันทึกการควบคุมยาระหวํางผลิต  และลายมือชื่อผู๎ควบคุมและผลที่ได๎  
(8) ปริมาณยาที่ผลิตได๎ในขั้นตอนตํางๆที่ส าคัญ  
(9) บันทึกปัญหาหรือสิ่งผิดปกติที่เกิดขึ้นรวมทั้งรายละเอียด  ในกรณีที่ปฏิบัติแตกตํางไป
จากเอกสารแมํบท  ต๎องได๎รับความเห็นชอบจากผู๎มีหน๎าที่รับผิดชอบ 

10.  ให๎มีการท าบันทึกการบรรจุของยาทุกรุํน  โดยมีรายละเอียดดังน้ี ( 1) ชื่อยา (2) เลขที่หรืออักษร
แสดงครั้งที่ผลิต ( 3) ปริมาณยารอการบรรจุ ( 4) จ านวนยาส าเร็จรูปที่บรรจุได๎จริง ( 5) วัน เดือน ปี และชํวง
เวลาที่ใช๎ในการบรรจุ ( 6) ลายมือชื่อพนักงานที่ปฏิบัติงานในแตํละขั้นตอนที่ส าคัญของการบรรจุ ( 7) 
รายละเอียดขั้นตอนวิธีการบรรจุ  รายชื่ออุปกรณ์การบรรจุ  และสายการบรรจุที่ใช๎ ( 8) บันทึกการตรวจสอบ
วัสดุที่เบิกมาใช๎รวมทั้งผลการตรวจสอบยาระหวํางการบรรจุ ( 9) ตัวอยํางวัสดุส าหรับการบรรจุที่พิมพ์
ข๎อความแล๎วที่ใช๎         (10) บันทึกปัญหาหรือสิ่งผิดปกติที่เกิดขึ้นรวมทั้งรายละเอียด ในกรณีที่ปฏิบัติแตกตํ
างไปจากเอกสารแมํบท  ต๎องได๎รับความเห็นชอบจากผู๎มีหน๎าที่รับผิดชอบ (11) ชนิดและจ านวนวัสดุส าหรับ
การบรรจุ และปริมาณยารอการบรรจุที่เบิก ที่ใช๎  ที่ท าลายหรือคืนคลัง รวมทั้งปริมาณยาที่ผลิตได๎เพื่อ
ตรวจสอบความสอดคล๎องกัน 

การด าเนินการผลิต 
การด าเนินการผลิตต๎องปฏิบัติตามวิธีปฏิบัติที่ก าหนดไว๎ โดยต๎องปฏิบัติตามหลักเกณฑ์วิธี การที่ดี

ในการผลิต ทั้งนี้เพื่อให๎ผลิตภัณฑ์ยาที่ได๎มีคุณภาพมาตรฐานตามที่ก าหนด 

การควบคุมวัตถุดิบ 
1.   ให๎ด าเนินการจัดซื้อวัตถุดิบจากแหลํงจ าหนํายที่ได๎คัดเลือกและอนุมัติแล๎ว 
2. ตรวจสอบวัตถุดิบที่เข๎ามาแตํละรุํนเกี่ยวกับสภาพความสมบูรณ์ของภาชนะบรรจุหรือ หีบหํอ

และการปิดผนึก และตรวจสอบวําวัตถุดิบที่สํงมอบตรงกับใบสั่งซื้อหรือไมํ ท าความสะอาดภาชนะ บรรจุ
ตามความจ าเป็นและปิดฉลากไว๎ 
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3. ถ๎าพบวําภาชนะบรรจุหีบหํอได๎รับความเสียหายหรือมีปัญหาที่อาจมีผลตํอคุณภาพของ วัตถุดิบ 
ต๎องท าการตรวจสอบ และบันทึกการแก๎ไขปัญหาดังกลําว 

4. ต๎องจัดเก็บสมุนไพรที่ยังไมํเข๎าสูํกระบวนการผลิตในบริเวณที่แยกเป็นสัดสํวน มีการถํายเท
อากาศที่ดี สามารถป้องกันแมลงและสัตว์โดยเฉพาะสัตว์แทะ มีมาตรการป้องกันการแพรํกระจายของ สัตว์
ดังกลําว      ตลอดจนจุลินทรีย์ที่ติดมาพร๎อมกับสมุนไพรและสามารถป้องกันการปนเปื้อนระหวําง
สมุนไพร ตํางชนิดกัน ให๎จัดวางภาชนะบรรจุสมุนไพรในลักษณะที่มีการระบายอากาศได๎ดี 

5. จัดเก็บวัตถุดิบให๎เป็นระเบียบโดยจัดเก็บแยกตามชนิดของวัตถุดิบและให๎มีการเบิกจําย 
ตามล าดับ 

6. ฉลากบนภาชนะบรรจุวัตถุดิบแตํละชนิดจะต๎องมีข๎อความอยํางน๎อยดังนี้        
- ชื่อวัตถุดิบหรือ รหัสที่ก าหนดขึ้น (ถ๎ามี) 
- เลขที่หรืออักษรแสดงครั้งที่ผลิตจากแหลํงผลิตหรือที่ก าหนดขึ้นเอง  
- วันที่รับเข๎า 

7. ในการผลิตยาแตํละคร้ังต๎องมีการตรวจสอบวัตถุดิบที่ใช๎ รวมทั้งตรวจสอบน้ าหนักหรือ ปริมาตร
วัตถุดิบที่ใช๎และบันทึกการตรวจสอบไว๎ 

8. น้ าที่ใช๎ผลิตยาเป็นน้ าที่ใสสะอาดไมํมีกลิ่น สี หรือตะกอนในน้ า ใช๎น้ าที่มีคุณภาพตาม มาตรฐาน
น้ าบริโภค 

การควบคุมวัสดุส าหรับการบรรจุ 
1. การจัดซื้อ การบริหารจัดการและควบคุมวัสดุส าหรับการบรรจุที่สัมผัสกับยาโดยตรง และที่เป็น

สิ่งพิมพ์ให๎ปฏิบัติในแนวทางเดียวกับวัตถุดิบ 
2. ภาชนะบรรจุยากํอนบรรจุยา ต๎องสะอาดปราศจากสิ่งปนเปื้อน เชํน ฝุ่นผง เศษแก๎ว หรือเศษ

โลหะ 
3.วัสดุส าหรับการบรรจุที่เป็นสิ่งพิมพ์  ให๎เก็บไว๎ในที่ปลอดภัย ผู๎ที่ไมํเกี่ยวข๎องห๎ามเข๎า ไปในบริเวณ

ดังกลําว การเก็บหรือขนย๎ายวัสดุดังกลําวของแตํละต ารับต๎องแยกเป็นสัดสํวนเพื่อป้องกันการ สับสน 
4. วัสดุส าหรับการบรรจุที่เป็นสิ่งพิมพ์ที่ไมํประสงค์จะใช๎แล๎วให๎น าไปท าลายและบันทึก ไว๎เป็น

หลักฐาน 

การควบคุมกระบวนการผลิต  
1. ในระหวํางการผลิตให๎บันทึกข๎อมูลในขณะปฏิบัติงานและหลังจากปฏิบัติงานเสร็จ แตํละ

ขั้นตอนลงในบันทึกกระบวนการผลิต และหัวหน๎าผู๎รับผิดชอบกระบวนการผลิตต๎องตรวจสอบบันทึก 
ดังกลําว พร๎อมทั้งลงลายมือชื่อและวันที่ไว๎เป็นหลักฐาน 

2. ด าเนินการควบคุมยาระหวํางผลิตภายในบริเวณผลิตยา 
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3. กํอนที่จะเร่ิมการผลิตต๎องมีการตรวจสอบให๎แนํใจวําบริเวณที่เกี่ยวกับการผลิตยาเคร่ืองมือ และ
อุปกรณ์การผลิตมีความสะอาด ต๎องไมํมีวัตถุดิบ ผลิตภัณฑ์ยาอ่ืน วัสดุส าหรับการบรรจุ และเอกสาร ตําง ๆ 
จากการผลิตคร้ังกํอนหลงเหลืออยูํ โดยบันทึกการตรวจสอบไว๎ 

4. ต๎องไมํด าเนินการผลิตยาตํางชนิดกันในเวลาเดียวกันหรือในห๎องเดียวกัน นอกจากจะมี 
มาตรการป้องกันอยํางเพียงพอที่จะไมํให๎เกิดความเสี่ยงตํอการสับสนหรือปนเปื้อนยาตํางชนิดกัน 

5. ต๎องมีมาตรการป้องกันการฟุ้งกระจายของผงยาในระหวํางการด าเนินการผลิตที่มีการใช๎ตัวยา ที่มี
ลักษณะเป็นผงแห๎ง 

6. ในระหวํางการผลิต ภาชนะบรรจุวัตถุดิบ ยาระหวํางผลิต ยารอการบรรจุ อุปกรณ์การผลิตที่
ส าคัญหรือห๎องที่ใช๎ผลิต ต๎องติดป้ายหรือฉลาก แสดงชื่อยา เลขที่แสดงคร้ังที่ผลิต 

7. ผู๎ที่ไมํเกี่ยวข๎องห๎ามเข๎าไปในบริเวณผลิต  

การควบคุมการบรรจุ  
1. ในระหวํางการบรรจุให๎บันทึกข๎อมูลลงในบันทึกการบรรจุในขณะปฏิบัติงาน และหลังจาก

ปฏิบัติงานเสร็จแตํละขั้นตอน หัวหน๎าผู๎รับผิดชอบการบรรจุต๎องตรวจสอบบันทึกการบรรจุพร๎อมทั้งลาย มือ
ชื่อและวันที่ไว๎เป็นหลักฐาน 

2. การบรรจุยา ให๎ระมัดระวังไมํให๎เกิดการปนเปื้อนหรือเกิดการสับสนของยาตํางชนิด กัน ต๎องไมํ
บรรจุยาตํางชนิดกันในบริเวณใกล๎กันนอกจากจะแบํงแยกพื้นที่เป็นสัดสํวนชัดเจน 

3. กํอนเร่ิมการบรรจุให๎ตรวจสอบบริเวณที่บรรจุยาในแตํละสาย เคร่ืองพิมพ์และอุปกรณ์ อ่ืน ๆ วํา
ปราศจากผลิตภัณฑ์ยาอ่ืน ๆ หรือเอกสารใด ๆ ในการผลิตคร้ังกํอนหลงเหลืออยูํโดยการบันทึกการ 
ตรวจสอบไว๎เป็นหลักฐาน 

4. ให๎ตรวจสอบยาและวัสดุส าหรับบรรจุที่รับเข๎ามายังฝ่ายบรรจุให๎ถูกต๎องทั้งชนิดและ ปริมาณ
กํอนด าเนินการบรรจุ และติดป้ายแสดงชื่อยาและเลขที่แสดงคร้ังที่ผลิตของยาที่จะบรรจุของแตํละสายการ
บรรจ ุ

5. หลังการบรรจุยาใสํภาชนะและปิดผนึกแล๎วต๎องปิดฉลากทันที ในกรณีที่ไมํสามารถ 
ด าเนินการได๎ต๎องมีวิธีการที่เหมาะสม เพื่อป้องกันการสับสนหรือปิดฉลากผิด 

6. ตรวจสอบการพิมพ์ข๎อความบนวัสดุส าหรับการบรรจุ เชํน เลขที่หรืออักษรแสดงครั้งที่ ผลิต วัน
สิ้นอายุและบันทึกผลการตรวจสอบไว๎ โดยเฉพาะอยํางยิ่งการพิมพ์ด๎วยมือต๎องตรวจสอบเป็นระยะ ๆ 

7.   ให๎มีการควบคุมการบรรจุตามหัวข๎อตํอไปนี้  
 ( 1) ลักษณะภายนอกโดยทั่วไปของยาที่บรรจุแล๎ว  
 ( 2) ความเรียบร๎อยสมบูรณ์ของการบรรจุ  
 ( 3) ใช๎ยาและวัสดุส าหรับการบรรจุถูกต๎องหรือไมํ  
 ( 4) สิ่งที่พิมพ์เพิ่มบนฉลากถูกต๎องหรือไมํ 
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              27. เมื่อเสร็จการบรรจุแล๎ว ให๎ตรวจสอบความสอดคล๎องของจ านวนยารอการบรรจุ วัสดุ ส าหรับ
การบรรจุที่เป็นสิ่งพิมพ์ และจ านวนหนํวยของยาส าเร็จรูปที่ผลิตได๎  ถ๎าพบวํามีจ านวนผิดปกติต๎อง 
ตรวจสอบหาสาเหตุจนได๎ผลเป็นที่นําพอใจ 

การควบคุมยาส าเร็จรูป                         
1. ให๎๎มีการตรวจสอบบันทึกกระบวนการผลิต และบันทึกการบรรจุวํามีข๎อมูลถูกต๎องและ ครบถ๎วน

กํอนอนุมัติให๎น ายาไปจ าหนํายได๎ 
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สรุปภาพรวมของโครงการวิจัย 

จากการศึกษาพัฒนาพรมมิเพื่อใช๎พรมมิ (Bacopa monnieri (L.) Wettst.) เป็นสมุนไพรบ ารุงความจ า 
จากการศึกษาทางสัตว์ทดลองและทางคลินิกที่ผํานมาพบวําสารสกัดที่มีการ stanadardized แล๎วของพรมมิมีผล
เพิ่มกระบวนการเรียนรู๎และความจ า ในการวิจัยเชิงบูรณาการคร้ังนี้ คณะผู๎วิจัยมีความประสงค์เพื่อศึกษา
ประสิทธิภาพและกลไกในการบ ารุงความจ าของพรมมิทั้งในสัตว์ทดลองและในมนุษย์ ศึกษาการเกิดอันตรกริยา
กริยาและเภสัชจลนศาสตร์ของพรมมิ ศึกษาพิษวิทยาเร้ือรังเพื่อยืนยันความปลอดภัยของพรมมิ นอกจากนี้ยังได๎
จัดท าคูํมือแนวทางในการผลิต และควบคุมคุณภาพสมุนไพรพรมมิและผลิตภัณฑ์ยาเม็ดพรมมิเพื่อเป็นข๎อมูลใน
การถํายทอดเทคโนโลยีตํอไป 

คณะผู๎วิจัยศึกษาผลทางคลินิกของพรมมิในรูปแบบยาเม็ด โดยอาสาสมัครถูกแบํงเป็น 3 กลุํมได๎แกํ กลุํม
ที่ได๎รับยาหลอก และกลุํมที่ได๎รับสารสกัดพรมมิขนาดวันละ 300 และ 600 มิลลิกรัม อาสาสมัครทุกคนได๎รับ
สารเป็นเวลานาน 3 เดือน พบวําสารสกัดพรมมิมีฤทธิ์บ ารุงความจ า  (working memory) โดยการเพิ่มระดับ ACh 
และ ลดระดับ oxidative stress  ในการศึกษาผลของพรมมิตํอการเปลี่ยนแปลงการไหลเวียนโลหิตบนผิวเปลือก
สมอง ความดันโลหิต และอัตราการเต๎นของหัวใจ ของหนูแรทที่ได๎รับสารสกัดพรมมิ (40 mg/kg BW) โดยการ
กินติดตํอกันนาน 2 เดือน โดยศึกษาเปรียบเทียบกับผลของสารสกัดแปะก๏วย (60 mg/kg BW) และ Donepezil  (1 
mg/kg BW) ซึ่งเป็นยาในกลุํม acetylcholinesterase inhibitor พบวําสารสกัดพรมมิ มีผลเพิ่มการไหลเวียนโลหิต
บริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมอง เทียบเทํากับสารสกัดแปะก๏วย ในขณะที่ยามาตรฐาน Donepezilไมํมีผล
ใด ๆ ตํอการไหลเวียนโลหิตบริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมอง ที่นําสนใจก็คือการให๎สารสกัดเป็นเวลา 2 
เดือนไมํมีผลตํอความดันโลหิต และอัตราการเต๎นของหัวใจ ในทางตรงกันข๎ามการให๎สารสกัดพรมมิ หรือ สาร
สกัดแปะก๏วยโดยการฉีดเข๎าทางหลอดเลือดด าสํงผลลดทั้งความดันโลหิต  และการไหลเวียนโลหิตเฉพาะที่
บริเวณหลอดเลือดแดงบนเยื่อห๎ุมสมอง นอกจากนี้ ในการทดลองที่ป้อนสารสกัดพรมมิหรือยาติดตํอกันนาน 3 
เดือน พบวํา หนูแกํที่ได๎รับสารสกัดพรมมิ (40 มก./กก.) มีการเรียนรู๎และความจ าเกี่ยวกับสถานที่ และ
ความสามารถในการจดจ าสิ่งของได๎ดีพอๆ กับหนูแกํที่ได๎รับสารสกัดจากใบแปะก๏วย (60 มก./กก.)  และกลุํมที่
ได๎รับยา donepezil (1 มก./กก.)  เมื่อเปรียบเทียบกับผลของหนูแกํกลุํมควบคุมที่ได๎รับเฉพาะน้ ากลั่น   ผลการ
ทดลองชี้ให๎เห็นวําสารสกัดพรมมิอาจจะออกฤทธิ์ผํานทางการเปลี่ยนแปลงระดับสารสื่อประสาทชนิดกรดอะมิ
โนเพื่อที่เพิ่มความสามารถในการเรียนรู๎และความจ าในหนูแกํ 

 ในการศึกษาโอกาสที่สารสกัดพรมมิจะมีเกิดอันตรกิริยากับยาอื่นๆ โดยการศึกษาผลของสารสกัดพรมมิ
ตํอการท างานของเอนไซม์ไซโตโครม P450 (CYP) ในตับหนูและในมนุษย์โดยวิธีการ in vitro พบวําสารสกัด
พรมมิมีผลยับยั้งการท างานของเอนไซม์ CYP1A2, CYP2C, CYP2E1 และ CYP3A ได๎น๎อยเมื่อเทียบกับสาร
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ยับยั้งมาตรฐาน ผลดังกลําวจึงสามารถประเมินได๎วํามีโอกาสน๎อยที่สารสกัดพรมมิในขนาดปกติจะกํอให๎เกิด
อันตรกิริยากับยาแผนปัจจุบันที่อาศัยเอนไซม์ดังกลําวในการเปลี่ยนแปลงเพื่อการขจัดออกจากรํางกาย 

 ในการศึกษาการเมตาบอลิสมของสาร  Bacopaside I หนึ่งในสารกลุํม pseudojujubogenin ในหนูสาย
พันธุ์ wistar ภายหลังการบริหารสารดังกลําวโดยการป้อนและการฉีดเข๎าทางหลอดเลือดด าในปริมาณพบวํา
สามารถตรวจพบสาร Bacopaside I ในตัวอยํางอุจจาระของหนูกลุํมที่ได๎รับสาร Bacopaside I โดยการป้อน สํวน
ในหนูกลุํมที่ได๎รับสารทางหลอดเลือดด าพบวําสามารถตรวจพบสารดังกลําวได๎ทั้งในตัวอยํางปัสสาวะและ
อุจจาระ โดยปริมาณของ Bacopaside I ที่ตรวจพบไมํมีความสัมพันธ์กับระยะเวลาหลังการบริหารสาร  

จากการศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดพรมมิในหนูขาวเพศผู๎และเพศเมีย ไมํพบพิษเฉียบพลันและพิษ
เร้ือรังจากสารสกัดพรมมิ โดยเมื่อทดสอบโดยป้อนสารสกัดขนาด 5,000 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัวทาง
ปากคร้ังเดียวไมํมีผลกํอให๎ความเปลี่ยนแปลงในหนูเมื่อเทียบกับกลุํมควบคุม เมื่อทดสอบความเป็นพิษเร้ือรังใน
หนูขาวโดยป้อนสารสกัดพรมมิขนาด 30, 60, 300 และ 1,500 มิลลิกรัมตํอกิโลกรัมน้ าหนักตัวเป็นเวลา 270 วัน 
ก็ไมํมีความผิดปกติใดๆ ในหนูขาวกลุํมที่ได๎รับสารสกัดเมื่อเทียบกับหนูขาวกลุํมควบคุม   

นอกจากนี้คณะผู๎วิจัยได๎ด าเนินการจัดท าคูํมือแนวทางการเกษตรที่เหมาะสมส าหรับพรมมิ  แนวทางการ
วิเคราะห์ปริมาณสารซาโปนินในสมุนไพรพรมมิ และแนวทางการผลิตยาเม็ดสมุนไพรพรมมิขึ้น เป็นการเตรียม
ความพร๎อมที่จะถํายทอดเทคโนโลยีสูํภาคเอกชน 

ประโยชน์ท่ีได้รับจากโครงการ 

การศึกษานี้ เป็นการศึกษาประสิทธิภาพของผลิตภัณฑ์ยาเม็ดพรมมิที่พัฒนาได๎ รวมทั้งการศึกษาข๎อมูลที่
เกี่ยวข๎องกับสารสกัดพรมมิ ทั้งด๎านฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา การควบคุมคุณภาพ พิษวิทยา เภสัชจลนศาสตร์ และ
อันตรกิริยาระหวํางยา ประโยชน์ที่ได๎รับจากโครงการมีดังนี้ 
1. ได๎ผลิตภัณฑ์เสริมอาหารพรมมิที่มีข๎อมูลการวิจัยทางวิทยาศาสตร์ ทางด๎านวัตถุดิบ กระบวนการผลิต การ
ควบคุมคุณภาพ ประสิทธิภาพ ความปลอดภัยของผลิตภัณฑ์เสริมอาหารพรมมิ รวมทั้งอันตรกิริยาที่เกิดกับยา
ตํางๆ โดยพร๎อมจะน าไปสูํการถํายทอดเทคโนโลยีให๎แกํภาคเอกชน 
2. เป็นข๎อมูลพื้นฐานส าหรับการศึกษาวิจัยขั้นสูงตํอไป 
3. ได๎คูํมือแนวทางการเกษตรที่เหมาะสมส าหรับพรมมิ  แนวทางการวิเคราะห์ปริมาณสารซาโปนินในสมุนไพร
พรมมิ และแนวทางการผลิตยาเม็ดสมุนไพรพรมมิ เพื่อการถํายทอดเทคโนโลยีแกํภาคเอกชน 

หนํวยงานตํางๆที่สามารถน าผลการวิจัยไปใช๎ประโยชน์เพื่อตํอยอดเพื่อการค๎า และ พัฒนาผลิตภัณฑ์ 
เชํน องค์การเภสัชกรรม หรือบริษัทเอกชนอ่ืนๆ 

 



 

สรุปภาพรวมของโครงการวิจัย  3 
 

ข้อเสนอแนะที่ได้จากการวิจัย 
 สารสกัดจากพรมมิมีศักยภาพที่จะพัฒนาไปเป็นยาสมุนไพรและผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร โดยมีข๎อมูล
พื้นฐานทั้งทางด๎านผลิตภัณฑ์ และประสิทธิภาพรวมทั้งความปลอดภัยแล๎ว ดังนั้นจึงสมควรที่จะด าเนินการวิจัย
ตํอเพื่อศึกษากลไกการออกฤทธิ์และเภสัชจลนศาสตร์ระดับลึก รวมทั้งการศึกษาทางคลินิกแบบ multi-center 
นอกจากนี้ ยังนําที่จะท าการศึกษาในการน าสารสกัดพรมมิไปใช๎ในข๎อบํงใช๎อื่นๆ เชํนในเร่ืองของการเพิ่มสมาธิ 
หรือต๎านการซึมเศร๎า หรือการศึกษาการพัฒนาผลิตภัณฑ์พรมมิในรูปแบบอื่นเชํน เป็นผลิตภัณฑ์พร๎อมดื่มบ ารุง
สุขภาพ 
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ประวัติของคณะนักวิจัย 
ผู้ประสานงานโครงการ 

1. ชื่อ-นามสกุล (ภาษาไทย)   นส. กรกนก อิงคนินันท์ 
             (ภาษาอังกฤษ) Ms. Kornkanok Ingkaninan 
2. เลขประจ าตัวประชาชน 3100504089629   
3. ต าแหน่งปัจจุบัน  รองศาสตราจารย์ระดับ 9 
4. สถานท่ีท างาน  ภาควิชาเภสัชเคมีและเภสัชเวท   คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร  

อ. เมือง จ. พิษณุโลก 65000 
โทรศัพท์ 081-4817350 โทรสาร 055-261057  
e-mail: k_ingkaninan@yahoo.com 

5. ประวัติการศึกษา    
2828-2533 เภสัชศาสตรบัณฑิต จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
2535-2537 เภสัชศาสตรมหาบัณฑิต สาขาเภสัชเวท จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
2538-2543 ดุษฎีบัณฑิต มหาวิทยาลัยไลเดน ประเทศเนเธอร์แลนด์ 

6. สาขาวิชาการท่ีมีความช านาญเป็นพิเศษ  phytochemistry, phytochemical analysis and isolation of active 
compounds from plant extracts guided by bioassays such as radioligand-receptor-binding assays and 
enzymatic assays. 
7. ประสบการณ์ท่ีเกี่ยวข้องกับการบริหารงานวิจัยทั้งภายในและภายนอกประเทศ 
7.1 หัวหน้าโครงการวิจัย ส าหรับงานวิจัยท่ีก าลังท าอยู่  
1.  การศึกษาพัฒนาพรมมิเพื่อใช๎เป็นสมุนไพรบ ารุงความจ าระยะ 4 (ทุนบูรณาการสมุนไพร คณะกรรมการ

วิจัยแหํงชาติ) (ผู๎อ านวยการแผนงานวิจัย) 
7.2 ผลงานวิจัยท่ีท าเสร็จแล้ว  
Selected publication 
1.  Ingkaninan, K. Temkitthawon, P., Chuenchom, K., Yuyaem, T., Thongnoi, W. (2003): Screening for 

acetylcholinesterase inhibitory activity in plants used in Thai traditional rejuvenating and neurotonic 
remedies. J. Ethonopharmacol 89: 261-264.  

2.  Nuengchamnong, N., de Jong, C.F., Bruyneel, B., Niessen W.M.A., Ingkaninan, K., Irth I (2005) 
HPLC on-line coupled to mass spectrometry and bioactivity for screening the radical scavenger 
compounds in Butea superba Roxb. Phytochemical Analysis. 16: 422-428. 
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3.  Markmee, S., Ruchirawat, S., Prachyawarakorn, V, Ingkaninan, K., Khorana, N. (2006) Isoquinoline 
Derivatives as Potential Acetylcholinesterase Inhibitors. Bioorg. Med. Chem. Lett., 16: 2170-2172. 

4.  Ingkaninan, K, Phengpa, P., Yuenyongsawad, S., Khorana, N. (2006) Acetylcholinesterase inhibitors 
from Stephania venosa Tuber. J. Pharm. Pharmacol., 58:695-700. 

5.  Ingkaninan, K., Changwijita, K., Suwanborirux, K. (2006) Vobasinyl-Iboga Bisindole Alkaloids, 
Potent Acetylcholinesterase Inhibitors from Tabernaemontana divaricata root. J. Pharm. Pharmacol. 
58: 847-852. 

6.  Phrompittayarat, W., Putalun, W., Tanaka, H., Wittaya-Areekul, S., Jetiyanon, K., and Ingkaninan, K. 
(2007) An enzyme-linked immunosorbant assay using polyclonal antibodies against bacopaside I. 
Anal. Chim. Acta 584: 1-6.  

7.  Phrompittayarat, W., Putalun, W., Tanaka, H., Wittaya-Areekul, S., Jetiyanon, K., and Ingkaninan, K. 
(2007) Determination of pseudojujubogenin glycosides from Brahmi based on immunoassay using a 
monoclonal antibody against bacopaside I. Phytochemical Analysis. 18: 411-418. 

8.  Nuengchamnong, N., Ingkaninan, K., Kaewruang, W., Wongareonwanakij, S., Hongthongdaeng B. 
(2007) Quantitative determination of 1-deoxynojirimycin in mulberry leaves using liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry. J Pharm Biomed Anal. 15: 853-858. 

9.  Temkitthawon, P., Viyoch, J., Limpeanchob, N., Pongamornkul, W., Sirikul, C., Kumpila, A., 
Suwanborirux, K., Ingkaninan K. (2008) Screening for phosphodiesterase inhibitory activity of Thai 
medicinal plants. J. Ethnopharmacol. 119, (2): 214-217. 

10.  Phrompittayarat, W., Wittaya-areekul, S., Jetiyanon, K., Putalun, W., Tanaka, H., and Ingkaninan, K. 
(2008) Stability studies of saponins in Bacopa monnieri dried ethanolic extracts. Planta Med. 
74:1756-1763. 

11.  Nuengchamnong, N., Ingkaninan, K. (2009) On-line Characterization of phenolic antioxidants in fruit 
wines from family myrtaceae by liquid chromatography combined with electrospray ionization 
tandem mass spectrometry and radical scavenging detection. LWT - Food Sci. Technol. 42, (1): 297-
302. 

12.  Nuengchamnong, N., Krittasilp, K., Ingkaninan, K. (2009) Rapid screening and identification of 
antioxidants in aqueous extracts of Houttuynia cordata using LC-ESI-MS coupled with DPPH assay. 
Food Chem. 117: 750-756 
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13.  Nuengchamnong, N., Ingkaninan, K. (2010) On-line HPLC-MS-DPPH assay for the analysis of 
phenolic antioxidant compounds in fruit wine: Antidesma thwaitesianum Muell.‛ Food Chem. 118: 
147-152 

14.  Paibon, W., Yimnoi, C.A., Tembab, N., Boonlue, W., Jampachaisri, K., Nuengchamnong, N., 
Waranuch, N., Ingkaninan, K. (2010) Comparison and evaluation of volatile oils from three different 
extraction methods for some Thai fragrant flowers. Int J Cosmet Sci. 23: 1-9. 

15.  Nuengchamnong, N., Krittasilp, K., Ingkaninan, K. (2011) Characterisation of phenolic antioxidants 
in aqueous extract of Orthosiphon grandiflorus tea by LC–ESI-MS/MS coupled to DPPH assay. Food 
Chem. 127: 1287-1293. 

16.  Tothiam, C., Phrompittayarat, W., Putalun, W., Tanaka, H., Sakamoto, S., Khan, I.A., Ingkaninan, K. 
(2011) An enzyme-linked immunosorbant assay using monoclonal antibody against Bacoside A3 
Phytochem Anal. In press. 

17.  Changwichit, K., Khorana, N., Suwanborirux, K., Waranuch, N., Limpeanchob, N., Wisuitiprot, W., 
Suphrom, N., Ingkaninan, K. (2011) Bisindole alkaloids and secoiridoids from Alstonia macrophylla 
Wall. ex G.Don Fitoterapia. In press. 

อนุสิทธิบัตร 

เร่ืองกรรมวิธีการเตรียมสารสกัดที่มีซาโปนินสูงจากพรมมิ เลขที่อนุสิทธิบัตร 4018 

คุ๎มครองสิทธิตั้งแตํ  7 กุมภาพันธ์ 2551- 28 มกราคม 2556 
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หัวหน้าโครงการท่ี 1 

1. ชื่อ - สกุล (ภาษาไทย)         นางพูนศรี รังษีขจี 
                    (ภาษาอังกฤษ)    Mrs.Poonsri Rangseekajee 
2. หมายบัตรประจ าตัวประชาชน 3-4099-00357-75-3 
3. ต าแหน่งปัจจุบัน  
      ผู๎ชํวยศาสตราจารย์ ภาควิชาจิตเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแกํน 
    รองหัวหน๎าภาควิชาจิตเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแกํน 
4. หน่วยงานท่ีอยู่ท่ีติดต่อได้สะดวก  
     ภาควิชาจิตเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแกํน 
     โทร/ โทรสาร  043-348384 ภายใน 63027 
     E-mail: poonsri@kku.ac.th 
5. ประวัติการศึกษา 
5.1 แพทยศาสตรบัณฑิต คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแกํน ประเทศไทย 
5.2ประกาศนียบัตรบัณฑิตทางวิทยาศาสตร์การแพทย์บัณฑิตวิทยาลัยมหาวิทยาลัยมหิดล ประเทศไทย 
5.3 วุฒิบัตรแสดงความร๎ูความช านาญในการประกอบวิชาชีพเวชกรรม  สาขาจิตเวชศาสตร์  
แพทยสภา (สถานฝึกอบรม :โรงพยาบาลสมเด็จเจ๎าพระยา กระทรวงสาธารณสุข)  ประเทศไทย 
5.4 อนุมัติบัตรแสดงความร๎ูความช านาญในการประกอบวิชาชีพเวชกรรม  สาขาเวชศาสตร์ครอบครัว  
แพทยสภา ประเทศไทย 
5.5 Certificate of  Completion in the specialty of Geriatric Psychiatry  St Vincent’s Health and the 
Department of Psychiatry,University of Melbourne, Australia 
6. สาขาวิชาการท่ีมีความช านาญพิเศษ   
Psychiatry, Geriatric Psychiatry  
7. ประสบการณ์ท่ีเกี่ยวข้องกับการบริหารงานวิจัยทั้งภายในและภายนอกประเทศ   
7.1 หัวหน้าโครงการวิจัย  
1.   พูนศรี รังษีขจ,ี นิรมล พัจนสุนทร, หทัยวัน สนั่นเอ้ือ. ความชุกของโรคซึมเศร๎าในคูํสมรสของผู๎ป่วยโรค

ติดสุราที่โรงพยาบาลศรีนครินทร์.วารสารสมาคมจิตแพทย์แหํงประเทศไทย 2549; 51(3):14-24. (มีสํวน
รํวมในการวิจัย 50%) 
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7.2 งานวิจัยท่ีท าเสร็จแล้ว  
1. สุวรรณา อรุณพงค์ไพศาล, พูนศรี รังษีขจี, สุรพล วีระศิริ, สุทธาทิพย์ สระพรม . ความชุกของ

ปัญหาการด่ืมสุราในนักศึกษาแพทย์. วารสารสมาคมจิตแพทย์แหํงประเทศไทย   2549; 51(3):2-
13.  (มีสํวนรํวมในการวิจัย 35%)   แหลํงทุนคณะแพทยศาสตร์      

2. นวนันท์  ปิยะวัฒน์กูล, ธวัชชัย  กฤษณะประกรกิจ, พูนศรี  รังษีขจี,  ธีรเกียรติ  เจริญเศรษฐศิลป์, สุชาติ  
พหลภาคย์, สุรพล  วีระศิริ, สุคนธ์  มหาทน , สุวรรณ  ทองอํอน.  ความนําเชื่อถือ และความแมํนตรงของ
แบบสอบถามสุขภาพทั่วไป-28 ฉบับภาษาไทย ในประชากรผู๎ใหญํ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ .  วารสาร
สมาคมจิตแพทย์แหํงประเทศไทย 2541; 43 (4): 325-35. (มีสํวนรํวมในการวิจัย 2 0%)  แหลํงทุน คณะ
แพทยศาสตร์        

3. นิรมล พัจนสุนทร, พูนศรี รังษีขจี, สรสพร จูวงค์, สุชาติ พหลภาคย์ .การรับรู๎ของ  
      ผู๎ปกครองเกี่ยวกับอาการเบื้องต๎นของเด็กออทิสตกิ  ที่มารับบริการที่แผนกจิตเวชเด็ก

โรงพยาบาลศรีนครินทร์.วารสารสมาคมจิตแพทย์แหํงประเทศไทย 2549;51(3):71-75. (มีสํวน
รํวมในการวิจัย 20%)   แหลํงทุน คณะแพทยศาสตร์ 

4. สุวรรณา  อรุณพงค์ไพศาล,พูนศรี  รังษีขจี,นิรมล  พัจนสุนทร, สุรพล  วีระศิริ,สุชาติ พหลภาคย์ , 
ธวัชชัย  กฤษณะประกรกิจ. การพัฒนาเคร่ืองมือคัดกรองภาวะซึมเศร๎าส าหรับคนไทยในชุมชน
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ.วารสารสมาคมจิตแพทย์แหํงประเทศไทย 2549;51(4 ):330-48.  แหลํง
ทุน คณะแพทยศาสตร์  (มีสํวนรํวมในการวิจัย 25%). 

5. ธวัชชัย กฤษณะประกรกิจ,พูนศรี รังษีขจี,สุชาติ พหลภาคย์,จิราพร เขียวอยูํ. การศึกษาความแมํน
ตรงและความเชื่อถือได๎ของWHO– Schedules  for  Clinical  Assessment  in  Neuropsychiatry ,
ฉบับภาษาไทย : หมวด  Anxiety disorders.  จดหมายเหตุทา งการแพทย์ 2550;90(2 ):341-42 
แหลํงทุน สกว.  

7.3 งานวิจัยท่ีก าลังท า 
1.   การศึกษาปัจจัยเสี่ยงของโรคซึมเศร๎าในคนไทย ปี 2549 ใช๎เวลาศึกษา 2 ปี (พ.ศ.       
      2548- 2550)/ ผู๎รํวมโครงการวิจัย  แล๎วเสร็จร๎อยละ 80  
2.   การศึกษาลักษณะการถํายทอดทางพันธุกรรมของโรคซึมเศร๎าในคนไทย : ความ     
      สัมพันธ์ระหวํางโพลีมอร์ฟิซึมของยีน 5-HTR2A, 5-HT1A, CREB1  กับ  โรค 
      ซึมเศร๎าในคนไทย ใช๎เวลาศึกษา 3 ปี (พ.ศ. 2548-2551)/ ผู๎รํวมโครงการวิจัย  
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หัวหน้าโครงการท่ี 2 

1.  ชื่อ-นามสกุล (ภาษาไทย) นางสาว กรองกาญจน์ ชูทิพย์ 
  (ภาษาอังกฤษ) Miss Krongkarn  Chootip 
2. หมายเลขบัตรประจ าตัวประชาชน 3930100898528    
3. ต าแหน่งปัจจุบัน ผู๎ชํวยศาสตราจารย์ระดับ 8 
4. หน่วยงานท่ีหน่วยงานท่ีอยู่ท่ีสามารถติดต่อได้สะดวก  
 ภาควิชาสรีรวิทยา คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัยนเรศวร  

อ.เมือง  จ.พิษณุโลก  65000   
โทรศัพท์  055 – 261200-5 ตํอ 4602 โทรสาร 055 – 261197 
มือถือ: 081-7853618 e-mail: krongkarnc@nu.ac.th  

5. ประวัติการศึกษา 

ปีท่ีจบ
การศึกษา 

ระดับปริญญา 
(ตรี โท เอก และ
ประกาศนียบัตร) 

อักษรย่อปริญญา
และชื่อเต็ม 

สาขาวิชาเอก วิชาเอก ชื่อสถาบัน ประเทศ 

พ.ศ.2535 ตรี ภ.บ. 
(เภสัชศาสตร-

บัณฑิต) 

- - มหาวิทยาลัย 
สงขลานครินทร์ 

ไทย 

พ.ศ.2537 โท วท.ม.  
(วิทยาศาสตร- 
มหาบัณฑิต) 

เภสัชวิทยา - มหาวิทยาลัย 
มหิดล 

ไทย 

พ.ศ.2543 เอก Ph.D. 
(Doctor of 

Philosophy) 

Physiology & 
Pharmacology 

- University of 
Strathclyde 

United 
Kingdom 

 
6. สาขาวิชาการท่ีมีความช านาญพิเศษ (แตกต่างจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชา 

การทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสารสกัดจากพืชสมุนไพรตํอระบบหัวใจรํวมหลอดเลือด การ
แยกหลอดเลือดขนาดเล็ก การแยกเซลล์หลอดเลือด การศึกษาคุณสมบัติสรีรวิทยาทางไฟฟ้าของเซลล์
กล๎ามเนื้อเรียบของหลอดเลือดโดยใช๎เทคนิค patch clamp 
 
 

mailto:krongkarnc@nu.ac.th
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7.   ประสบการณ์ท่ีเกี่ยวข้องกับการบริหารงานวิจัย  
7.1 งานวิจัยท่ีท าเสร็จแล้ว 
1. Chootip, K., Ness, K., Kennedy, C. and Gurney, A.M. 2000. Characterisation of P2 receptors  

mediating  contraction  of the  rat isolated pulmonary vasculature. Br. J. Pharmacol., 131, 167P. 
2. Chootip, K., Ness, K., Wang, Y., Gurney, A.M. and Kennedy, C. 2002. Regional variation in P2 

receptor expression in the rat pulmonary arterial circulation. Br. J. Pharmacol., 137. 637-646. 
3. Chootip, K., and Gurney, A. M. Vascular Actions of Yahom Medicine. (2003). The 3rd World 

Congress on Medicinal and Aromatic Plants for Human Welfare. OP01-08. P. 36. 
4. Chootip, K., Gurney, A. M. and Kennedy, C. 2005. Multiple P2Y receptors couple to calcium-

dependent, chloride channels in smooth muscle cells of the rat pulmonary artery. Respiratory 
Research, 6:124. doi:10.1186/1465-9921-6-124 

5. Inchan, A. and Chootip, K. Vascular action and mechanism of action of black pepper (Piper nigrum 
L). Proceedings of Naresuan Research Conference 2006. p7-13. 

6. Inchan, A. and Chootip, K. Vascular action and mechanism of action of Piper longrum (Long 
pepper). 36th Annual Scientific Meeting of The Physiological Society of Thailand. 2007. p78. 

7. Promma, P., Chintana, P. and Chootip, K. Acute effect of Long Pepper (Piper longrum) on 
Cardiovascular System in Rat. 36th Annual Scientific Meeting of The Physiological Society of 
Thailand. 2007. p79. 

8. Promma, P., Chintana, P. and Chootip, K. Acute effects of Ginger Extract on Cardiovascular System 
in Rat. The 2nd International Conference on Forensic Science and Medical Science. 2007. p67. 

9. Anjaree Inchan and Krongkarn Chootip.  Vascular Actions and Mechanism of Action of Zingiber 
officinale. The 2nd International Conference on Forensic Science and Medical Science. 2007. p121. 

10. Anjaree Inchan and Krongkarn Chootip.  Investigation of Crude Extract from Root of 
Tabernaemontana divaricata on Rat Isolated Aorta. The 2nd International Conference on Forensic 
Science and Medical Science. 2007. p123. 

11. Inchan A, Promma P, Chintana P, Chootip K. Cardiovascular action of Piper longumPLANTA 
MEDICA. 2008. 74: 9, P: 942. 
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หัวหน้าโครงการท่ี 3 

1. ชื่อ-นามสกุล (ภาษาไทย)          นาย นิวัติ เทพาวราพฤกษ์   
      (ภาษาอังกฤษ)    Mr. Niwat Taepavarapruk 
2. เลขหมายบัตรประจ าตัวประชาชน 3309800270541 
3. ต าแหน งปจจุบัน อาจารย์ 7 
4. หน วยงานและสถานท่ีอยู ท่ีติดต อไดสะดวก พรอมหมายเลขโทรศัพท  โทรสาร และ e-mail 

ภาควิชาสรีรวิทยา คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์ มหาวิทยาลัยนเรศวร 
ต.ทําโพธิ์ อ. เมือง  จ. พิษณุโลก  65000 
หมายเลขโทรศัพท์ 055 – 261000 ตํอ 4641 โทรสาร 055 – 261157 
E-mail: taepavan@hotmail.com 

5. ประวัติการศึกษา 

ปีท่ีจบ
การศึกษา 

ระดับ
ปริญญา 

อักษรย่อปริญญา 
และชื่อเต็ม 

สาขาวิชาเอก ชื่อสถาบัน ประเทศ 

พ.ศ. 2528 ตรี วท.บ. 
(วิทยาศาสตร์บัณฑิต) 

กายภาพบ าบัด มหาวิทยาลัยมหิดล ไทย 

พ.ศ. 2534 โท วท.ม. 
(วิทยาศาสตร์มหาบัณฑิต) 

สรีรวิทยา จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย 

ไทย 

พ.ศ. 2542 โท M.Sc. 
 

Neuroscience The University of 
British Columbia 

แคนาดา 

พ.ศ 2547 เอก Ph.D. 
 

Neuroscience The University of 
British Columbia 

แคนาดา 

พ.ศ 2551 การศึกษา
หลัง

ปริญญา
เอก 

Post-Doctoral Fellow Neurobehavior 
and 

Neurochemistry 

Dept. of Psychiatry, 
The University of 
British Columbia 

แคนาดา 

 
6.  สาขาวิชาการท่ีมีความช านาญพิเศษ  
สรีรวิทยาทางไฟฟ้า (electrophysiology), ประสาทเภสัชวิทยา (neuropharmacology), ทางประสาท
พฤติกรรมศาสตร์ (behavioral neuroscience) 
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7.  ประสบการณ์ท่ีเกี่ยวข้องกับการบริหารงานวิจัย  
7.1 งานวิจัยท่ีท าเสร็จแล้ว 
1. Soja PJ, Pang W, Taepavarapruk N, Cairns BE, and McErlane SA  (2001) On the reduction of 

spontaneous and glutamate-driven spinocerebellar and spinoreticular tract neuronal activity during 
active sleep. Neuroscience 104: 199-206. 

2. Soja, PJ, Pang W, Taepavarapruk N, and McErlane SA  (2001) Spontaneous spike activity of 
spinoreticular tract neurons during sleep and wakefulness. Sleep 24: 18-25. 

3. Soja, PJ, Taepavarapruk N, Pang W, Cairns BE, and McErlane SA (2002) Transmission through 
the dorsal spinocerebellar and spinoreticular tracts. Anesthesiology 97: 1178-1188. 

4. Taepavarapruk N, McErlane SA, and Soja PJ (2002) State-related inhibition by GABA and glycine 
of transmission in Clarke’s column. J. Neurosci. 22(13): 5777-5788. 

5. Taepavarapruk N, McErlane SA, and Soja PJ. (2004) State-related inhibition of sciatic nerve-
evoked dorsal spinocerebellar tract responses. J. Neurophysiol. 92(3):1479-90. 

6. Nakdook W, Taepavarapruk P, Taepavarapruk N and Khongsombat O. (2007) A preliminary study 
of Tabernaemontana divaricata root extract on amyloid β-peptide 35-25 induced cognitive 
deficits in mice. Proceeding of the 3rd Naresuan University Research Conference: 138-144. 

7. Taepavarapruk N, Taepavarapruk P, Joshi J, Lai YY, Siegel J, Phillips AG, McErlane SA, and 
Soja, PJ  (2008) State-Dependent Changes in Glutamate, Glycine, GABA, and Dopamine Levels in 
Cat Lumbar Spinal Cord. J. Neurophysiol. 100(2):598-608. 
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หัวหน้าโครงการที่ 4 

1.   ชื่อ-สกุล  (ภาษาไทย)   นาย  ด ารงศักดิ์  เป๊กทอง 
                           ( ภาษาอังกฤษ)  Mr. Dumrongsak Pekthong 

2.   หมายเลขประจ าตัวประชาชน  3- 5401-00209-13-1 
3.   ต าแหน่งปัจจุบัน   พนักงานสายวิชาการ (อาจารย์)  
4.   หน่วยงานท่ีสังกัดและที่ตั้ง  ภาควิชาเภสัชกรรมปฏิบัติ  

 คณะเภสัชศาสตร์   มหาวิทยาลัยนเรศวร  อ. เมือง  จ. พิษณุโลก  65000 
 โทร  055-261000-4  ตํอ  3620   

E-mail address: dumrongsakp@yahoo.com  
5.   ประวัติการศึกษา 

ปีที่จบ
การศึกษา 

ระดับปริญญา อักษรย่อปริญญาและชื่อ
เต็ม 

สาขาวิชา ชื่อสถาบัน ประเทศ 

พ.ศ. 2539 ตรี ภ.บ. 
เภสัชศาสตร์บัณฑิต  

- มหาวิทยาลัยเชียงใหมํ ไทย 

พ.ศ. 2543 โท ว.ท.ม. 
วิทยาศาสตร์มหาบัณฑิต 

เภสัชวิทยา มหาวิทยาลัยมหิดล ไทย 

พ.ศ. 2551 เอก Ph.D. 
Doctor of Philosophy 

Cell 
Molecular 

Université de 
Franche-Comté 

ฝรั่งเศส 

หัวข๎อวิทยานิพนธ์ปริญญาโท Pharmacokinetics and the effects on psychomotor performance of caffeine in 

energy drinks in Thai healthy volunteers. 
หัวข๎อวิทยานิพนธ์ปริญญาเอก Evaluation of possible herb-drug interactions : The effects of 

Andrographis paniculata on hepatic metabolizing enzymes in rats and 
humans. 

6.    สาขาวิชาการท่ีมีความช านาญพิเศษ 
1) Herb-drug interactions 
2) Cell Biology 
3) Clinical pharmacokinetics, Bioequivalence study of drug 

 
 
 
 

mailto:dumrongsakp@yahoo.com
javascript:winpopup('abstract_view.php?id=3936016&lang=en&fac=21&prg=2108M01&gp=1');
javascript:winpopup('abstract_view.php?id=3936016&lang=en&fac=21&prg=2108M01&gp=1');
javascript:winpopup('abstract_view.php?id=3936016&lang=en&fac=21&prg=2108M01&gp=1');
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7.  ประสบการณ์ท่ีเกี่ยวข้องกับงานวิจัย  
7.1 งานวิจัยท่ีท าเสร็จแล้ว 
1. Jeenapongsa, R., Pekthong, D., Thippayawan, T., Choorassamee, J., Buathong, J., Sommanus, R., Wannapun, 

J., Sangamnatdej, S. (2004) Glibenclamide and a Thai herbal medicine (Momordica charantia) powder 
increase HNF-1alpha gene transcription. Drugs of the Future. 29 (Suppl. A): 238. 

2. Pekthong D., Martin H., Abadie C., Bonet A., Heyd B., Mantion G., Richert L., (2008) Differential inhibition 
of rat and human hepatic cytochrome P450 enzymes by Andrographis paniculata extract and 
Andrographolide. J Ethnopharmacology 115 (3), 432-40.  

3. Richert, L., Tuschl, G., Abadie, C., Blanchard, N., Pekthong D., Mantion G., Weber J.C. and Otto-Müller, 
S.(2008) Use of mRNA expression to detect the induction of drug metabolising enzymes in rat and human 
hepatocytes. Toxicology and Applied Pharmacology (revision). 

4. Pekthong D., Blanchard N., Abadie C, Bonet A., Heyd B., Mantion G., Berthelot A., Richert L., Martin H. 
(2008) Effects of Andrographis paniculata extract and Andrographolide on hepatic cytochrome P450 mRNA 
expression and monooxygenase activities after in vivo administration to rats and in vitro in rat and human 
hepatocyte cultures. Chemico-Biological Interaction (revision). 

7.2 การน าเสนอในรูปแบบโปสเตอร์ 
1.   Tubthonglang, S., Cheawchanthanakit, D., Polnok, S . , Sirikaseam, S., Pekthong, D. and Viyoch, J. Average 

bioequivalence study of losartan tablets in healthy Thai male volunteers. A poster presentation at Annual 
Meeting of Hospital Pharmacist (Thailand): The Next Step of Hospital Pharmacist to Quality Pharmacy 
Service, Bangkok, Thailand, May 17-19, 2006. 

2. Blanchard N., Baird H., Pappas J., Ratcliff A., Pekthong D., Heyd B., Mantion G.,  Richert L., Use of rat, 
dog, monkey and human hepatocytes for metabolic stability studies: suspension or culture ? Poster at SOT, 
Charlotte, March 25-29, 2007. 

3. Abadie C., Martin H., Blanchard N., Pekthong D., Heyd B., Mantion G., Weber J. C., Schuler F., Coassolo 
P., Richert L., 0ptimisation of culture and treatment conditions of rat and human hepatocytes for cytochrome 
P450 expression and inductibility. Poster at ISSX, Vienna, May 18-21, 2008.  
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หัวหน้าโครงการที่ 6 

1. ชื่อ - นามสกุล (ภาษาไทย)           นายสีวบูรณ์  สิรีรัฐวงศ์ 
                                (ภาษาอังกฤษ)      Mr Seewaboon Sireeratawong 
2. ต าแหน่งปัจจุบัน ผู๎ชํวยศาสตราจารย์   
3. หน่วยงานและสถานท่ีอยู่ท่ีติดต่อได้สะดวก  
ที่ท างาน          สาขาเภสัชวิทยา สถานวิทยาศาสตร์พรีคลินิก  คณะแพทยศาสตร์  

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ต.คลองหนึ่ง อ.คลองหลวง  
   จ .ปทุมธานี 12120 
โทรศัพท์           02-926-9741         โทรสาร 02-926-9711 
E-mail   seewaboon@gmail.com  
4. ประวัติการศึกษา 
ปีท่ีจบ 

การศึกษา 
ระดับ
ปริญญา 

อักษรย่อ
ปริญญา 

สาขาวิชา วิชาเอก ชื่อสถาบันการศึกษา 

ปี  2545 เอก วท.ด. เภสัชวิทยา เภสัชวิทยาและ
พิษวิทยาของ

ผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ 

มหาวิทยาลัยเชียงใหมํ 

ปี  2539 ตรี สพ.บ. สัตวแพทยศาสตร์ - มหาวิทยาลัยขอนแกํน 
5. สาขาวิชาการท่ีมีความช านาญพิเศษ  
พิษวิทยา เภสัชวิทยา 
6.  ประสบการณ์ท่ีเกี่ยวข้องกับการบริหารงานวิจัย 
6.1  งานวิจัยท่ีท าเสร็จแล้ว 
1. S. Thanabhorn, K. Jaijoy, S. Thamaree, K. Ingkaninan and A. Panthong. Acute and subacute toxicity 

study of the ethanol extract from Lonicera japonica Thunb. J Ethnopharmacol. 2006;107:370-373.  
2. S.Thanabhorn, K. Jaijoy, S. Thamaree, K. Ingkaninan and A. Panthong. Acute and subacute toxicity 

study of the ethanol extract from Alternanthera philoxeroides Griseb. Mahidol University J Pharm 
Sci. 2005;32 (1-2):4-14.   

3. S.Thanabhorn, K. Jaijoy, S. Thamaree, K. Ingkaninan and A. Panthong. Acute and subacute toxicity 
study of the ethanol extract from the rhizomes of Cyperus rotundus Linn. Mahidol University J 
Pharm Sci. 2005;32 (1-2):15-22.    

mailto:seewaboon@gmail.com
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4. S.Thanabhorn, K. Jaijoy, S. Thamaree, K. Ingkaninan and A. Panthong. Acute and subacute toxicity 
study of the ethanol extract from the fruits of Terminalia  belerica. Mahidol University J Pharm Sci. 
2006;33 (1-4):23-30.  

5.  S. Chunlaratthanaphorn, N. Lertprasertsuke, U. Srisawat, A. Thuppia, A. Ngamjariyawat, N. 
Suwanlikhid, K. Jaijoy. 2007. Acute and subchronic toxicities of the water extract from Piper nigrum 
L. Songklanakarin J. Sci  Technol., 2007;29(Suppl.1):109-124. 

6. S. Chunlaratthanaphorn, N. Lertprasertsuke, U. Srisawat, A. Thuppia, A. Ngamjariyawat, N. 
Suwanlikhid, K. Jaijoy. 2007. Acute and subchronic toxicities of the water extract from Citrus 
aurantifolia (Christm. et Panz.) Swingle. Songklanakarin J.Sci. Technol., 2007;29(Suppl.1):125-139. 

7. S. Chunlaratthanaphorn, N. Lertprasertsuke, U. Srisawat, A. Thuppia, A. Ngamjariyawat, N. 
Suwanlikhid, K. Jaijoy. Acute and subchronic toxicities of the water extract from Imperata cylindrica 
(Linn.) Raeusch. Songklanakarin J. Sci Technol., 2007;29(Suppl.1):141-155. 

8. S. Sireeratawong, N. Lertprasertsuke, U. Srisawat, A. Thuppia, A. Ngamjariyawat, N. Suwanlikhid, 
K. Jaijoy. 2007. Acute and subchronic toxicities of the water from root of Sida rhombifolia Linn.L. 
Songklanakarin J. Sci  Technol., 2008 (inpress). 

9. S. Sireeratawong, N. Lertprasertsuke, U. Srisawat, A. Thuppia, A. Ngamjariyawat, N. Suwanlikhid, 
K. Jaijoy. 2007. Acute and subchronic toxicities of the water extract from Tiliacora triandra 
(Colebr.) Songklanakarin J.Sci. Technol., 2008 (inpress). 

10. S. Sireeratawong, N. Lertprasertsuke, U. Srisawat, A. Thuppia, A. Ngamjariyawat, N. Suwanlikhid, 
K. Jaijoy. Acute and subchronic toxicities of the water extract from Harrisonia perforata Merr.. 
Songklanakarin J. Sci Technol., 2008 (inpress). 

11. K. Jaijoy, N. Soonthornchareonnon, A. Panthong, S. Sireeratawong. 2008. Acute and chronic 
toxicities of the water extract from Phyllanthus emblica Linn. Songklanakarin J. Ethnopharmaco., 
2008 (inpress). 

12. K. Jaijoy, N. Soonthornchareonnon, A. Panthong, S. Sireeratawong. 2008. Anti-inflammatory and 
analgesic activities of the water extract from Phyllanthus emblica Linn. Songklanakarin J. 
Ethnopharmaco., 2008 (inpress). 

 
 

 


