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แบบสรุปผู้บริหาร 

[Executive Summary] 

 

1. รายละเอยีดเกี่ยวกบัโครงการวจัิย / แผนงานวจัิย 

1.1 ช่ือเร่ือง 

(ภาษาไทย)  การศึกษาการเตรียมและการควบคุมคุณภาพและความเป็นพิษของสารสกดัจากใบ 

กฤษณาในสัตวท์ดลอง 

  (ภาษาองักฤษ)  Studies of preparation, Quality Control Methods and toxicity of Aquilaria subintegra  

Leave Extract   

 

1.2 ช่ือคณะผูว้จิยั (นาย นาง นางสาว)  

1. รองศาสตราจารย ์ดร.เนติ  วระนุช  หวัหนา้โครงการ   

ภาควชิาเทคโนโลยเีภสัชกรรม คณะเภสัชศาสตร์ มหาวทิยาลยันเรศวร  ตาํบลท่าโพธ์ิ อาํเภอเมือง  

จงัหวดัพิษณุโลก 65000 โทรศพัท ์0-5596-8606  โทรสาร 0-5596-8606   

2. รองศาสตราจารย ์ดร.กรกนก อิงคนินนัท ์ 

ภาควชิาเภสัชเคมีและเภสัชเวท คณะเภสัชศาสตร์ มหาวทิยาลยันเรศวร  ตาํบลท่าโพธ์ิ อาํเภอเมือง  

จงัหวดัพิษณุโลก 65000 โทรศพัท ์0-5596-1860 โทรสาร 0-5596-3731 

3. ดร.นิทรา เน่ืองจาํนง 

ศูนยว์ทิยาศาสตร์ทางการแพทย ์พิษณุโลก อ.เมือง จ.พิษณุโลก  

โทรศพัท ์0-5524-7581 โทรสาร 0-5524-7581 

4. ดร.พรนรินทร์  เทพาวราพฤกษ ์

คณะวทิยาศาสตร์การแพทย ์มหาวทิยาลยันเรศวร อ.เมือง จ.พิษณุโลก  

โทรศพัท ์0-5596-4650 โทรสาร 0-5596-4770 

         e-mail : taepavap@yahoo.com 

 

1.3 งบประมาณและระยะเวลาทาํวจิยั 

ไดรั้บทุนอุดหนุนการวจิยัประจาํปี  2553  จาํนวนเงิน  1,135,000   บาท 

ระยะเวลาทาํการวจิยั 1 ปี เร่ิมทาํการวจิยัเม่ือ (เดือน, ปี)   9 มิถุนายน 2553 ถึง 9 มิถุนายน 2554 
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2. สรุปโครงการวิจัย [เขียนภาพรวมโครงการในลักษณะย่อและกะทัดรัดท่ีสามารถใช้ในการเผยแพร่

ผลงานวจิยัได ้ โดยแสดงถึงความสําคญัและท่ีมาของปัญหาในการวิจยั  สรุปวตัถุประสงคข์องการวิจยัและ

ระเบียบวธีิการวจิยั  ผลการวจิยั  คุณสมบติั/จุดเด่นของผลิตภณัฑห์รือเทคโนโลยีท่ีไดรั้บ  กลุ่มเป้าหมายและ

ประโยชน์ท่ีไดรั้บจากโครงการ  การนาํไปใชป้ระโยชน์  และขอ้เสนอแนะท่ีไดจ้ากการวิจยั (ขอ้เสนอแนะ

เชิงนโยบาย  ขอ้เสนอแนะเชิงวชิาการ  ขอ้เสนอแนะในการนาํไปใชป้ระโยชน์)] 

 

ความสําคัญและทีม่าของการวจัิย 

สมุนไพรเป็นทรัพยากรธรรมชาติซ่ึงมนุษยใ์ชป้ระโยชน์สืบต่อกนัมานาน ทั้งในดา้นอาหาร ยารักษาโรค 

เคร่ืองสาํอาง และอ่ืน ๆ  ในช่วง 10 ปีท่ีผา่นมาน้ี กระแสการดูแลสุขภาพโดยใชผ้ลิตภณัฑจ์ากธรรมชาติกาํลงั

กลบัมาไดรั้บความนิยมอีกคร้ัง ทั้งในสหรัฐอเมริกา ยุโรป และประเทศไทย ในปี 2541 พบวา่ยอดขายผลิตภณัฑ์

สมุนไพรในสหรัฐนั้น สูงถึงประมาณหน่ึงพนัลา้นเหรียญดอลล่าร์สหรัฐ โดยท่ีขยายตวัจากปีก่อนหนา้นั้นถึง

ร้อยละ 54 ตลาดสมุนไพรขนาดมหาศาลน้ี  เป็นโอกาสอนัดีของประเทศไทยในการพฒันาสมุนไพรไทยสู่ระดบั

อุตสาหกรรมเพื่อการใชใ้นประเทศและการส่งออก ผูผ้ลิตจะตอ้งพฒันาคุณภาพของผลิตภณัฑส์มุนไพรใหไ้ด้

มาตรฐาน กระบวนการเหล่าน้ีรวมถึงการเลือกวตัถุดิบ กระบวนการผลิตท่ีดี และวธีิการควบคุมคุณภาพวตัถุดิบ

และผลิตภณัฑท่ี์ดี   

กฤษณา เป็นไมส้กุล Aquilaria วงศ ์Thymelaeaceae เป็นพืชท่ีพบไดใ้นเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้และเป็น

ท่ีรู้จกักนัในแง่ท่ีเน้ือไมใ้ห้นํ้ ามนัหอมระเหยท่ีมีมูลค่าสูง มีกล่ินหอมทนนาน และใชป้ระโยชน์ไดใ้นทางยาและ

เคร่ืองสําอางมากมาย  อย่างไรก็ดี ยงัมีการศึกษาเชิงวิทยาศาสตร์เก่ียวกบัใบกฤษณาน้อยมาก จากการทดลอง

เบ้ืองตน้ของคณะผูว้ิจยัพบว่า สารสกดัดว้ยแอลกอฮอล์ของใบกฤษณามี มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสูง  นอกจากน้ี 

ยงัมีฤทธ์ิทางเภสัชวทิยาอ่ืนๆ เช่น ลดการสร้างฮอร์โมนเพศชายอยา่งอ่อนๆ มีแนวโนม้วา่จะทาํให้หลอดเลือดหด

ตวั และ ตา้นการอกัเสบ รวมทั้งมีฤทธ์ิยบัย ั้งเอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบัการกาํจดัไขมนั  จากการทดสอบฤทธ์ิของ

กฤษณาต่อเช้ือแบคทีเรีย พบวา่สารสกดัใบกฤษณาไม่มีฤทธ์ิตา้นเช้ือแบคทีเรียท่ีใชท้ดสอบ และสารสกดัไม่มีพิษ

ต่อเซลล์ผิวหนงัและเซลล์ macrophage ผลการวิจยัน้ีแสดงให้เห็นว่าสารสกดัใบกฤษณามีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา 

ควรท่ีจะนาํมาศึกษาในระดบัลึกต่อไป เพื่อใหไ้ดข้อ้มูลท่ีชดัเจนและครบถว้นข้ึน 

 จากการศึกษาทางเภสัชวทิยาเบ้ืองตน้ของสารสกดัจากตน้กฤษณา (Aquilaria rnalaccensis Benth.) 

พบวา่มีฤทธ์ิกดระบบประสาทส่วนกลาง ซ่ึงเม่ือหนูทดลองไดรั้บสารสกดัขนาด 1,000 มก./กก. จะเกิดอาการซึม 

เคล่ือนไหวนอ้ยลง ลดอาการเจบ็ปวด เสริมฤทธ์ิยาสลบบาร์บิทูเรต และทาํใหอุ้ณหภูมิกายลดลง (Okugawa et 

al., 1993) ซ่ึงอาจเกิดจากฤทธ์ิของสารสาํคญัอยา่งนอ้ย 2 ชนิดในกฤษณา คือ jinkoh-eremol และ agarospiol ท่ี

กระตุน้การหลัง่สารส่ือประสาทชนิดซีโรโตนินในสมอง ทาํใหรู้้สึกผอ่นคลาย (Okugawa et al., 1996) ซ่ึงขอ้มูล

น้ีสามารถใชอ้ธิบายถึงผลการประยกุตน์ํ้ามนัหอมระเหยในดา้นกล่ินบาํบดัเพื่อสุขภาพ หรือ aromatherapy 
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ถึงแมว้า่ผลการวจิยัในมนุษยจ์ะพบวา่นํ้ามนักฤษณาไม่ไดช่้วยใหน้อนหลบัง่ายข้ึน และไม่มีผลต่อพฤติกรรมการ

นอน ระยะเวลา รวมทั้งรูปแบบการนอนหลบัในคนปกติแต่อยา่งใด (Tanaka et al., 2002) อยา่งไรก็ตาม มี

รายงานการวิจยัในสัตวท์ดลองเม่ือเร็วๆ น้ี พบวา่เม่ือหนูทดลองไดรั้บสารสกดัจากนํ้ามนัหอมระเหยของตน้

กฤษณาโดยการสูดรมในกล่องศึกษาพฤติกรรมประมาณ 30-60 นาที หนูทดลองมีการเคล่ือนไหวท่ีลดนอ้ยลง

อยา่งมีนยัสาํคญั เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม และมีผลมากกวา่นํ้ามนัหอม lavender หรือสารหอมระเหยท่ี

เป็นตวัทาํละลายเพียงอยา่งเดียว (Takemoto et al., 2008)  

สาํหรับรายงานวิจยัเก่ียวกบัฤทธ์ิทางเภสัชวทิยาของสารสกดัจากส่วนใบของตน้กฤษณา ยงัมีค่อนขา้ง

นอ้ยเช่นกนั โดยผลงานวจิยัของ Zhou และคณะ ไดร้ายงานวา่สารสกดัแอลกอฮอล์ของใบกฤษณา (Aquilaria 

sinensis) มีฤทธ์ิตา้นความเจ็บปวดและลดการอกัเสบในหนูทดลอง (Zhou et al., 2008) นอกจากน้ี Hara และ

คณะ (2008) ไดร้ะบุวา่เม่ือหนูทดลองท่ีไดรั้บสารสกดัหยาบดว้ยอะซีโตนของใบกฤษณา (Aquilaria sinensis) 

ทางปากดว้ยขนาด 1,000 มก./กก. สามารถกระตุน้ระบบขบัถ่ายดีข้ึนอยา่งมีนยัสาํคญั (โดยไม่ทาํใหท้อ้งเสีย) เม่ือ

เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม  อยา่งไรก็ตาม  ยงัไม่มีการศึกษาถึงความเป็นพิษเม่ือไดรั้บสารสกดัในปริมาณท่ีมาก

แบบคร้ังเดียวและเม่ือไดรั้บสารสกดั 3 ขนาดแบบเร้ือรังนาน 6 เดือน   ซ่ึงขอ้มูลพื้นฐานเหล่าน้ีเป็นส่ิงสาํคญัต่อ

การนาํไปสู่การวจิยัในเชิงลึกและการพฒันาสารสกดัจากใบกฤษณาน้ีใหเ้ป็นอาหารเสริมเพื่อสุขภาพ 

โครงการวิจยัน้ี เป็นการศึกษาการวิธีการสกดั และ การควบคุมคุณภาพ จากท่ีผูว้ิจยัได้ทาํ preliminary 

study โดยวิเคราะห์สารท่ีออกฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระโดยต่อวิธีวิเคราะห์ DPPH assay เขา้กบั HPLC-MS 

(LC/MS/MS online coupling with DPPH assay) เพื่อให้ไดข้อ้มูลของสารออกฤทธ์ิ ผลการวิเคราะห์ดงัแสดงใน

รูปท่ี 1 พบ peak ท่ีน่าสนใจของสารตา้นอนุมูลอิสระ และมีแนวโน้มท่ีจะบ่งช้ีเอกลกัษณ์ และนาํมาใช้เป็นตวั

ควบคุมคุณภาพ (marker) ได ้ตลอดจนศึกษาความเป็นพิษแบบเฉียบพลนัและแบบก่ึงเร้ือรัง รวมทั้งความเป็นพิษ

ต่อระบบประสาทรอบนอก เม่ือไดค้วบคุมคุณภาพสารสกดัแลว้ ผูว้ิจยัจะส่งต่อสารสกดัให้นกัวิจยัอ่ืนๆในแผน

งานวจิยัต่อไป ขอ้มูลท่ีไดจ้ากโครงการน้ี จะเป็นขอ้มูลพื้นฐานท่ีสําคญัอยา่งยิ่งในการพฒันาสารสกดัใบกฤษณา

เพื่อเป็นผลิตภณัฑด์า้นสุขภาพ  
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รูปที ่1. chromatogram จาก LC/MS/MS online coupling with DPPH assay เม่ือวิเคราะห์สารสกดั ethanolของ

ใบกฤษณา 

 

วตัถุประสงค์การวจัิย 

1. เพื่อศึกษาการเตรียมสารสกดัใบกฤษณา (Aquilaria subintegra) เพื่อใชใ้นการทดลองของโครงการ

อ่ืนๆ ภายใตแ้ผนการวจิยัน้ี 

2. เพื่อพฒันาวเิคราะห์และควบคุมคุณภาพสารสกดัใบกฤษณา (Aquilaria subintegra)  

3. เพื่อศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระและวเิคราะห์ total polyphenol ในสารสกดัใบกฤษณา  

4. เพื่อตรวจสอบความเป็นพิษของสารสกดัใบกฤษณา (Aquilaria subintegra) เม่ือไดรั้บสารสกดัอยา่ง

เฉียบพลนัและก่ึงเร้ือรัง รวมทั้งความเป็นพิษต่อระบบประสาทรอบนอก 

 

ระเบียบวธีิการวจัิย 

 การศึกษาการเตรียม การควบคุมคุณภาพ 

1 เก็บตวัอยา่งใบกฤษณา และทาํการอบและยอ่ยขนาด โดยบนัทึกแหล่งท่ีเก็บ ช่วงเวลาท่ีเก็บ ช่วงอายุของ

สมุนไพรท่ีเก็บ รวมทั้งทาํตวัอยา่งพืชแหง้เพื่อเก็บไวใ้นพิพิธภณัฑพ์ืชเพื่อเป็นหลกัฐานอา้งอิงต่อไป 

2 พฒันาวิธีการสกดัสารสกดัหยาบ โดยเร่ิมจากวิธีการท่ีมีรายงานว่าให้สารสกดัใบกฤษณาท่ีมีฤทธ์ิทาง

ชีวภาพ เช่น สกดัโดยการหมกัดว้ย Hexane หรือ สกดัดว้ยนํ้ า แลว้นาํกากมาหมกัใน 90 % ethanol โดย

ใชท้ดลองใชว้ธีิสกดัหลายรูปแบบเช่น maceration ดว้ยตวัทาํละลายท่ีแตกต่างกนั หรือวิธีการสกดัอ่ืนๆ 

วเิคราะห์สารสกดัแต่ละวิธีท่ีได ้เพื่อเปรียบเทียบวิธีท่ีทาํให้ไดส้ารออกฤทธ์ิทางชีวภาพในสารสกดัมาก

ท่ีสุด 

3 การวิเคราะห์ total polyphenol ทาํโดยใชว้ิธีของ Folin-Ciocalteu ใช ้gallic acid เป็นสารมาตรฐาน ค่าท่ี

ไดค้าํนวณเป็น gallic equivelent (Maksimovic et al., 2005) รายละเอียดในการทดลองเป็นดงัน้ี นาํสาร

ตวัอยา่งในแอลกอฮอล์ท่ีเตรียมไว ้0.1 มล. ใส่ในหลอดทดลองแลว้เติมนํ้ ากลัน่จนครบ 0.5 มล. จากนั้น

สารตา้นอนุมูลอิสระ 
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ใส่ Folin-Ciocalteu reagent 0.25 มล. และ 20% aqueous sodium carbonate solution 1.25 มล. จากนั้น 

นาํหลอดทดลอง vortex ทิ้งไว ้40 นาที แลว้วดัการดูดกลืนแสงท่ี 725 nm เทียบกบั blank (ตวัทาํละลาย

ของตวัอยา่ง) ค่าท่ีไดค้าํนวณเป็น gallic equivelent (มก. Gallic acid ใน 100 กรัมของพืชแห้ง) โดยการ

ทาํ calibration curve ของ gallic acid ท่ีความเขม้ขน้ 0.1-1.0 มก./มล. การทดลองทั้งหมดทาํ 3 ซํ้ า 

4 วิเคราะห์ฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัจากสารสกดัแบบต่างๆ ดว้ยวิธี วิธี DPPH assay α , α diphenyl-β-

pycryl-hydrazyl (DPPH) เป็นอนุมูลอิสระท่ีมีการดูดกลืนแสงท่ี  510 nm ถา้สารตวัอยา่งสามารถท่ีจะ 

reduce DPPH การดูดกลืนแสงก็จะลดลง สามารถคาํนวณเทียบกบั blank แลว้คิดเป็น % การตา้นอนุมูล

อิสระได ้การตรวจวดัน้ี ทาํใน 96-welled microplate 

5 วิเคราะห์และบ่งช้ีเอกลกัษณ์ของสารตา้นอนุมูลอิสระในสารสกดัใบกฤษณา โดยจะใชว้ิธี LC/MS/MS 

online coupling with DPPH assay) ซ่ึงเป็นวิธีท่ีพฒันาข้ึนโดยกลุ่มผูว้ิจยั สารตวัอยา่งจะถูกแยกดว้ย 

HPLC column แลว้ต่อเขา้กบัเคร่ืองตรวจวดัคือ UV, MS/MS ซ่ึงจะไดข้อ้มูลในการพิสูจน์เอกลกัษณ์ 

แลว้ยงัผา่นสารท่ีออกมาจากการวิเคราะห์ดว้ย HPLC เขา้ไปยงั reaction coil เพื่อทาํปฏิกิริยากบั DPPH 

ท่ีตรวจวดัไดท่ี้  510 nm  เม่ือสารท่ีมีฤทธ์ิตา้นออกซิเดชนัผา่นเขา้ไปใน reaction coil การดูดกลืนแสงก็

จะนอ้ยลง เกิดเป็น peak  ซ่ึงจะสามารถเช่ือมโยง peak ท่ีเกิดข้ึนกบั peak ท่ีไดจ้าก MS/MS  

6 พฒันาการวเิคราะห์เชิงปริมาณของสารตา้นอนุมูลอิสระในสารสกดัใบกฤษณา ทาํ method validation 

7 ผลิตสารสกดัใบกฤษณา และทาํการ standardized เพื่อนาํไปศึกษาในโครงการอ่ืนๆต่อไป 

8 สรุปและรายงานผลการทดลองสรุปวเิคราะห์ผลและเขียนบทความรายงานผลการทดลอง 

 

การศึกษาความเป็นพษิ 

 (เดือนที ่1-2) 

ข้ันตอนที่ 1   ดาํเนินการขออนุมติัการทาํวจิยัในสัตวจ์ากกรรมการจรรยาบรรณการใชส้ัตวข์องมหาวทิยาลยั

นเรศวร 

ข้ันตอนที ่ 2 ผูว้จิยัไดเ้ตรียมอุปกรณ์และชุดศึกษาพฤติกรรมสาํหรับการทดสอบพิษแบบเฉียบพลนั (acute 

toxicity test) 

ข้ันตอนที่ 3  ผูว้จิยัไดท้าํการสั่งสัตวท์ดลองคือหนูแรทสายพนัธ์ุ Sprague-Dawley เพศผูแ้ละเพศเมีย  อายุ 8 

สัปดาห์จาํนวนเพศละ 12 ตวัสาํหรับการศึกษาพิษวทิยาแบบเฉียบพลนั (acute toxicity test) จากสาํนกั

สัตวท์ดลองแห่งชาติ ซ่ึงกาํหนดการรับสัตวท์ดลองจากสาํนกัสัตวท์ดลองแห่งชาติ คือ 19 สิงหาคม 2553 

จากนั้นจะนาํสัตวท์ดลองมาพกัเป็นเวลา 1 สัปดาห์ ก่อนจะเร่ิมป้อนสารสกดัจากใบกฤษณาท่ีขนาด 2000 

มก/กก นํ้าหนกัตวั ทางปากคร้ังเดียว (limit test) ในวนัท่ี 26 สิงหาคม 2553 
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เดือนที ่3 ทาํการทดสอบพิษวทิยาแบบเฉียบพลนั (acute toxicity test) (ต่อ) โดยทาํการป้อนสารสกดัจากใบ

กฤษณาท่ีขนาด 2000 มก/กก นํ้าหนกัตวั ทางปากคร้ังเดียว (limit test) และสังเกตอาการและพฤติกรรมของ

หนูทดลองหลงัจากป้อนสาร และท่ีเวลาชัว่โมงท่ี 1, 2, 4, และ 6 นอกจากน้ีทาํการสังเกตอาการและ

พฤติกรรมหนูทุกวนัๆละ 1 คร้ัง เป็นเวลานาน 2 สัปดาห์หลงัจากสังเกตอาการและพฤติกรรมของหนูเป็น

เวลา 2 สัปดาห์แลว้ ทาํการอดอาหาร สัตวท์ดลองประมาณ 12 ชัว่โมง ก่อนนาํมา terminate ในวนัท่ี 15    ซ่ึง

เร่ิมโดยทาํหนูสลบลึกดว้ยการฉีดยาสลบ urethane แบบ overdose ขนาด 3 ก/กกนํ้าหนกัตวั หลงัจากเช็ค

รีเฟล็กซ์ต่างๆเพื่อใหม้ัน่ใจวา่หนูสลบลึกดีแลว้ ทาํการผา่ช่องทอ้งเพื่อตรวจสอบลกัษณะของอวยัวะภายใน 

(gross morphology) และทาํการเก็บอวยัวะ เช่น ปอด หวัใจ สมอง ตบั และไต ฯลฯ ชัง่นํ้าหนกัอวยัวะและ

นาํไปแช่ใน 10% ฟอร์มาลิน  จากนั้นผา่นขั้นตอนการเตรียมเน้ือเยื่อเพื่อศึกษา general morphology และ

ตรวจหาพยาธิสภาพของอวยัวะ (histopathology) นอกจากน้ีจะทาํการเก็บเลือดหนูแต่ละตวัส่งตรวจท่ี รพ.

มหาวทิยาลยันเรศวร เพื่อหาค่าโลหิตวทิยา (ไดแ้ก่ white blood cell, neutrophil, lymphocyte, monocyte, 

eosinophil, basophil, red blood cell, platelet, hemoglobin, hematocrit) ค่าทางชีวเคมีในเลือด (ไดแ้ก่ 

creatinine, total protein, albumin, globulin) และวดัค่าทางชีวเคมี  (ไดแ้ก่ aspartate aminotransferase 

(AST), serum glutamic oxaloacetic transaminase (SGOT), alanine aminotransferase (ALT), serum 

glutamic pyruvic transaminase (SGPT), alkaline phosphatase (ALP), total bilirubin, urea nitrogen (BUN) 

เป็นตน้)  รวมทั้งวเิคราะห์ผลการทดลองท่ีได ้

เดือนที ่4 ผูว้จิยัไดท้าํการสั่งสัตวท์ดลองคือหนูแรทสายพนัธ์ุ Sprague-Dawley เพศผูแ้ละเพศเมีย  อาย ุ8 

สัปดาห์จาํนวนเพศละ 40 ตวัสาํหรับการศึกษาพิษวทิยาแบบเร้ือรัง (chronic toxicity test) จากสาํนกั

สัตวท์ดลองแห่งชาติ ซ่ึงกาํหนดการรับสัตวท์ดลองจากสาํนกัสัตวท์ดลองแห่งชาติ คือ 20 กย 2553 จากนั้นจะ

นาํสัตวท์ดลองมาพกัเป็นเวลา 1 สัปดาห์ ก่อนจะเร่ิมป้อนสารสกดัจากใบกฤษณา 3 ขนาดทุกวนัเป็นเวลา

ติดต่อกนันาน 6 เดือน 

เดือนที ่5-10 เป็นช่วงเวลาระหวา่งทาํการป้อนสารสกดัจากใบกฤษณาใหแ้ก่หนูเพศผูแ้ละเพศเมิย รวม

ทั้งหมด 8 กลุ่มแบ่งเป็นเพศละ 4 กลุ่มคือกลุ่มท่ีไดรั้บตวัทาํละลาย 1 กลุ่ม และกลุ่มท่ีไดรั้บสารสกดั 3 ขนาด

คือ 50, 250 และ 500 มก/กกนํ้าหนกัตวัหนู  

เดือนที ่11 ทาํการอดอาหาร สัตวท์ดลองประมาณ 12 ชัว่โมง ก่อนนาํมา terminate ในวนัถดัไปซ่ึงเร่ิมโดยทาํ

หนูสลบลึกดว้ยการฉีดยาสลบ urethane แบบ overdose ขนาด 3 ก/กกนํ้าหนกัตวั หลงัจากเช็ครีเฟล็กซ์ต่างๆ

เพื่อใหม้ัน่ใจวา่หนูสลบลึกดีแลว้ ทาํการผา่ช่องทอ้งเพื่อตรวจสอบลกัษณะของอวยัวะภายใน (gross 

morphology) และทาํการเก็บอวยัวะ เช่น ปอด หวัใจ สมอง ตบั และไต ฯลฯ ชัง่นํ้าหนกัอวยัวะและนาํไปแช่

ใน 10% ฟอร์มาลิน  จากนั้นผา่นขั้นตอนการเตรียมเน้ือเยือ่เพื่อศึกษา general morphology และตรวจหา

พยาธิสภาพของอวยัวะ (histopathology) นอกจากน้ีจะทาํการเก็บเลือดหนูแต่ละตวัส่งตรวจท่ี รพ.

มหาวทิยาลยันเรศวร เพื่อหาค่าโลหิตวทิยา (ไดแ้ก่ white blood cell, neutrophil, lymphocyte, monocyte, 
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eosinophil, basophil, red blood cell, platelet, hemoglobin, hematocrit) ค่าทางชีวเคมีในเลือด (ไดแ้ก่ 

creatinine, total protein, albumin, globulin) และวดัค่าทางชีวเคมี  (ไดแ้ก่ aspartate aminotransferase 

(AST), serum glutamic oxaloacetic transaminase (SGOT), alanine aminotransferase (ALT), serum 

glutamic pyruvic transaminase (SGPT), alkaline phosphatase (ALP), total bilirubin, urea nitrogen (BUN) 

เป็นตน้)  

เดือนที ่12 รวบรวมผลทั้งหมดวเิคราะห์ผลการทดลองท่ีไดแ้ละเขียนรายงานฉบบัสมบูรณ์ 

 

ผลการวจัิย 

 ผลการศึกษาการเตรียมการควบคุมคุณภาพ 

ผูว้ิจยัได้ทาํการเตรียมสารสกดันํ้ าของใบกฤษณา ตามรูปแบบการใช้ของวดัพระศรีรัตนศาสดาราม 

จงัหวดัพิษณุโลก โดยทาํใหส้ารสกดัแหง้ดว้ยวธีิ freeze-dry ซ่ึงจะให ้% สารสกดัสูงกวา่ spray-dry สารสกดัท่ีได้

มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระดี โดยสารท่ีออกฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระท่ีพบมากในสารสกดัคือ mangiferin ซ่ึงมีปริมาณ

สูงถึง 13.88 ± 0.03 % นอกจากน้ี จากการวิเคราะห์ปริมาณ total polyphenol ในผงใบกฤษณาโดยใช้วิธีของ 

Folin-Ciocalteu มี พบวา่ใบกฤษณามีปริมาณ total polyphenol สูงเทียบเท่ากบัชาเขียว จากการวิเคราะห์ฤทธ์ตา้น

อนุมูลอิสระของสารสกดัท่ีได ้พบวา่สารสกดัดว้ยนํ้ าท่ีถูกทาํแห้งโดยวิธี freeze dry และ spray dry ให้ฤทธ์ิตา้น

อนุมูลอิสระใกลเ้คียงกนั และมีฤทธ์ิตํ่ากวา่สารสกดัชาเขียวประมาณ 3-5 เท่า ในขณะท่ีสาร mangiferin มีฤทธ์ิ

ตา้นอนุมูลอิสระสูงเทียบเท่ากบัสารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน trolox   

 การวจิยัคร้ังน้ี ไดค้น้พบศกัยภาพของใบกฤษณาในดา้นการนาํมาใชต้า้นอนุมูลอิสระเป็นคร้ังแรก โดยมี

สารประกอบหลกัคือ mangiferin การท่ี mangiferin มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสูงน้ี ทาํให้เหมาะสมท่ีจะนาํมาใช้

เป็นตวับ่งช้ีคุณภาพ (marker) ของใบกฤษณา ซ่ึงผูว้จิยัไดท้าํการ validate วิธีวิเคราะห์ mangiferin ในสารสกดัใบ

กฤษณา เพื่อใชเ้ป็นวธีิการควบคุมคุณภาพสารสกดัใบกฤษณาต่อไปแลว้  

  ผลการศึกษาความเป็นพษิแบบเฉียบพลนั 

ผลการศึกษาความเป็นพิษแบบเฉียบพลนัตามหลกัเกณฑ์ของ OECD (1998, 2001) เม่ือป้อนสารตวัทาํ

ละลาย (นํ้า) และสารสกดัใบกฤษณาขนาด 2 ก./กก. ทางปากและให้เพียงคร้ังเดียว พบวา่สารสกดัในขนาดท่ีสูง

มากน้ีไม่ทาํให้หนูทดลองตายการระหว่างการศึกษา มีอาการเพิ่มการขบัถ่ายและอุจจาระเหลว ไม่มีผลต่อการ

เจริญเติบโตของหนูทดลอง และไม่ทาํให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปในทางท่ีผิดปกติของเซลล์ในอวยัวะภายใน 

(เช่น ตบั หวัใจ ปอด ไต กระเพาะอาหาร ลาํไส้เล็กส่วนตน้ มา้ม มดลูก รังไข่ และอณัฑะ เป็นตน้) สําหรับผล

เพิ่มการขบัถ่าย (laxative effect) นั้นตรงกบัสรรพคุณของสมุนไพร และรายงานวิจยัท่ีผา่นมา พบวา่เม่ือป้อนสาร
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สกดักฤษณาใหแ้ก่หนูทดลองในขนาด 300 และ 600 มก./กก. นน.ตวั/วนั ติดต่อกนันาน 14 วนั สามารถกระตุน้

การขบัถ่ายไดอ้ยา่งมีนยัสาํคญัเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (Hara et al, 2008; Kakino et al., 2010)  

 ผลการศึกษาความเป็นพษิแบบเร้ือรัง 

การศึกษาในคร้ังน้ีแสดงให้เห็นว่าการไดรั้บสารตวัละลายและสารสกดัใบกฤษณาดว้ยขนาด 50,  250 

และ 500 มก./กก. วนัละคร้ัง ติดต่อกนันาน 6 เดือน พบวา่ ไม่ทาํใหห้นูทดลองตายการระหวา่งการศึกษา  และไม่

ก่อให้ความผิดปกติใดๆ ต่อจาํนวนเม็ดเลือดชนิดต่างๆ รวมทั้งค่าชีวเคมีของเลือด นอกจากน้ีผลการบริโภค

ติดต่อกนัอย่างยาวนานน้ียงัไม่ส่งผลทาํให้เซลล์ในอวยัวะภายในเกิดความผิดปกติแต่อย่างใด แสดงให้เห็นว่า 

สารสกดัใบกฤษณาน้ีมีความปลอดภยัค่อนขา้งสูง 

ส่ิงท่ีน่าสนใจสําหรับหนูท่ีได้รับการป้อนสารสกดัใบกฤษณาอย่างยาวนานคือ ในหนูเพศเมียท่ีไดรั้บ

สารสกดัใบกฤษณาขนาด 500 มก./กก./วนั แสดงผลการลดนํ้ าหนกัตวัอย่างมีนยัสําคญัเม่ือเปรียบเทียบกบัหนู

กลุ่มควบคุม แต่สาํหรับหนูเพศผู ้เม่ือไดรั้บสารสกดัใบกฤษณาในขนาด 50, 250 และ 500 มก./กก./วนั มีนํ้ าหนกั

ตวัท่ีเพิ่มในอตัราท่ีน้อยกว่าหนูกลุ่มควบคุมอย่างมีนยัสําคญั เน่ืองจากงานวิจยัไม่ไดอ้อกแบบสําหรับการเก็บ

อุจจาระในแต่ละวนั แต่ก็อาจเป็นไปไดว้่าผลการลดนํ้ าหนกัตวัอาจเกิดจาก laxative effect ของสารสกดัใบ

กฤษณาดงัท่ี Hara และคณะไดร้ายงานไวก่้อนหนา้ (Hara et al, 2008; Kakino et al., 2010)  

 

ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

1. ไดว้ธีิการเตรียมการสกดัใบกฤษณาท่ีมีคุณภาพ 

2. ไดค้วามรู้องคป์ระกอบทางเคมีท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระในใบกฤษณา และนาํมาใชเ้ป็นตวัควบคุม

คุณภาพ 

3. ได้ศึกษาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสารตา้นอนุมูลอิสระจากสารสกดัใบกฤษณา เพื่อใช้ในการควบคุม

คุณภาพสารสกดัใบกฤษณา 

4. ไดข้อ้มูลพื้นฐานเก่ียวกบัความเส่ียงต่อการเป็นพิษเม่ือไดรั้บสารสกดัในปริมาณท่ีสูง 

หน่วยงานท่ีจะนําผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์คือ มหาวิทยาลัยนเรศวร และผูผ้ลิต ผลิตภัณฑ์

สมุนไพรท่ีจะไดรั้บการถ่ายทอดเทคโนโลย ี
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ข้อเสนอแนะ 

ในการวจิยัขั้นต่อไป น่าท่ีจะมีการศึกษาผลทางเภสัชวิทยาของใบกฤษณาท่ีเก่ียวขอ้งกบัฤทธ์ิตา้นอนุมูล

อิสระ เช่น ฤทธ์ิตา้นอกัเสบ ฤทธ์ิป้องกนัประสาทเส่ือม (neuroprotective) antiaging เป็นตน้ เพื่อนาํไปสู่การใช้

ประโยชน์จากใบกฤษณาในทางการแพทยแ์ละเคร่ืองสาํอาง 

จากผลการศึกษาในคร้ังน้ีแสดงใหเ้ห็นความปลอดภยัในการประยกุตใ์ชส้ารสกดัใบกฤษณาเม่ือทดสอบ

ในหนูทดลองทั้งสองเพศในขนาดสูงถึง 2000 มก./กก. เพียงคร้ังเดียว หรือขนาด 500 มก./กก. นํ้ าหนกัตวั/วนั 

ติดต่อกนันาน 6 เดือน ซ่ึงการศึกษาในขั้นตอนต่อไปน่าจะทาํการสังเกตพฤติกรรมการกินอาหารและนํ้ า รวมทั้ง

เก็บขอ้มูลการขบัถ่าย (อุจจาระและปัสสาวะ) โดยแยกการศึกษาสําหรับหนูทดลองแต่ละตวัในกรงเล้ียงแบบ 

metabolic chamber  เพื่อตรวจสอบฤทธ์ิกระตุน้การขบัถ่ายและยืนยนัว่าสารสกดัน้ีสามารถช่วยลดนํ้ าหนกัได้

หรือไม่อย่างไร  ขอ้มูลน้ีจะเป็นส่ิงสําคญัในการยืนยนัสรรพคุณของใบชากฤษณา และสามารถพฒันาให้เป็น

อาหารเสริมหรือยาเพื่อบาํรุงระบบทางเดินอาหาร และใช้รับประทานเพื่อการลดนํ้ าหนักตวัโดยท่ีมีความ

ปลอดภยัสูง ซ่ึงอาหารเสริมชนิดน้ีกาํลงัเป็นท่ีตอ้งการมากในกลุ่มคนท่ีกาํลงัเป็นโรคอว้น 

 

3. บทคัดย่อภาษาไทยและบทคัดย่อภาษาองักฤษ (Abstract) 

 

บทคดัย่อ 

 

กฤษณา เป็นท่ีรู้จกักนัในแง่ท่ีเน้ือไมใ้ห้นํ้ ามนัหอมระเหยท่ีมีมูลค่าสูง ใช้ประโยชน์ไดใ้นทางยาและ

เคร่ืองสาํอางได ้ อยา่งไรก็ดี ยงัมีการศึกษาเชิงวทิยาศาสตร์เก่ียวกบัใบกฤษณานอ้ยมากและยงัไม่มีรายงานวิจยัใด

ท่ีระบุถึงความเป็นพิษทั้งแบบเฉียบพลนัหรือแบบเร้ือรัง  ในประเทศไทยได้มีการชงชาใบกฤษณา ใช้บาํรุง

สุขภาพ เพื่อเป็นการศึกษาเบ้ืองตน้ทางเคมี และเตรียมสารสกดัสําหรับการทดสอบทางเภสัชวิทยา และการ

พฒันาผลิตภณัฑ์ ผูว้ิจยัจึงไดศึ้กษาการเตรียม และการควบคุมคุณภาพ ของสารสกดัใบกฤษณารวมถึงทดสอบ

ความเป็นพิษของสารสกดัจากใบกฤษณาในหนูทดลองแบบเฉียบพลนั เม่ือไดรั้บสารสกดัในขนาด 2 ก./กก. 

นํ้ าหนกัตวั เพียงคร้ังเดียว และทดสอบความเป็นพิษแบบเร้ือรังเม่ือไดรั้บสารสกดัดว้ยขนาด 50, 250 หรือ 500 

มก./กก. นํ้าหนกัตวั ทุกวนัๆ ละคร้ัง เป็นเวลา  6 เดือน 

ใบกฤษณามีปริมาณ Total polyphenol เทียบเท่ากบั gallic acid 72.10 ± 4.20 g ในผงพืช 1 kg  ซ่ึง

ใกลเ้คียงกบัชาเขียว ซ่ึงเป็นสมุนไพรท่ีเป็นท่ีรู้จกัดีว่ามีปริมาณ total polyphenol สูง ผูว้ิจยัพบว่าการสกดัใบ

กฤษณาในนํ้ าร้อน แลว้ทาํให้แห้งโดยวิธีการ freeze dry และ spray dry ให้สารสกดัท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระสูง

กว่าสารสกดัจากเฮกเซน และสารสกดันํ้ าท่ีไดมี้ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระตํ่ากว่าสารสกดัชาเขียวประมาณ 3-5 เท่า 
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ผูว้ิจยัไดใ้ชว้ิธี LC/MS/MS online coupling with DPPH assay วิเคราะห์และบ่งช้ีเอกลกัษณ์ของสารตา้นอนุมูล

อิสระในสารสกดัใบกฤษณา  พบวา่สารออกฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระท่ีมีปริมาณสูงในกฤษณาคือ mangiferin ซ่ึงมี

ปริมาณประมาณ 14 % ในสารสกดันํ้ าจากกฤษณา จึงนาํสารน้ีมาใชเ้ป็นตวับ่งช้ีคุณภาพ (marker) ของสารสกดั

กฤษณาต่อไป สาร mangiferin น้ี มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระะสูงเทียบเท่ากบัสารตา้นอนุมูลอิสระมาตรฐาน trolox  

โดยสารทั้งคู่แสดงค่า IC50 ในการยบัย ั้งอนุมูลอิสระ DPPH ท่ี 5 µg/ml  

 การวจิยัคร้ังน้ี ไดค้น้พบศกัยภาพของใบกฤษณาในดา้นการนาํมาใชต้า้นอนุมูลอิสระ โดยวิธีการสกดัท่ี

เหมาะสมคือการสกดัดว้ยนํ้ าโดยใชค้วามร้อนแลว้นาํไป freeze dry สารประกอบหลกัท่ีมีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ

ในสารสกดัคือ mangiferin ซ่ึงผูว้ิจยัไดท้าํการ validate วิธีวิเคราะห์ mangiferin ในสารสกดัใบกฤษณาโดยใช ้

HPLC เพื่อใชเ้ป็นวธีิการควบคุมคุณภาพสารสกดัใบกฤษณาต่อไปแลว้  

 จากผลการศึกษาความเป็นพิษแบบเฉียบพลนั พบวา่ ทั้งเพศผูแ้ละเพศเมียมีการถ่ายอุจจาระเหลวใน

ชัว่โมงท่ี 3 และ 4 หลงัจากท่ีหนูไดรั้บสารสกดัใบกฤษณา ขนาด 2,000 มก./กก. นํ้าหนกัตวั เพียงคร้ังเดียว ส่วน

หนูในกลุ่มควบคุมท่ีไดรั้บเฉพาะนํ้ากลัน่ (ตวัทาํละลาย) ไม่พบการถ่ายอุจจาระเหลว  ผลการตรวจเลือดและค่า

ทางชีวเคมีต่างๆ ในเลือดไม่พบวา่มีความผดิปกติแต่อยา่งใด นอกจากน้ีผลการสังเกตลกัษณะทางกายวภิาค

ศาสตร์ ศึกษาทางจุลกายวภิาคศาสตร์ของเน้ือเยือ่อวยัวะภายในและรูปร่างของเซลล ์ ในหนูท่ีไดรั้บสารสกดัทั้ง

สองเพศก็ไม่พบความผดิปกติเช่นกนั สาํหรับผลการศึกษาความเป็นพิษแบบเร้ือรัง เม่ือใหส้ารสกดั AS ท่ีขนาด 

50, 250 และ 500 มก./กก. นํ้าหนกัตวั ทุกวนัๆ ละคร้ังเป็นเวลา  6 เดือน พบวา่เฉพาะหนูท่ีไดรั้บสารสกดั AS 

ขนาด 500 มก./กก. มีนํ้าหนกัตวัท่ีตํ่ากวา่หนูกลุ่มควบคุมภายหลงัการป้อนติดต่อกนันาน 1 เดือน   สาํหรับผล

การตรวจเลือด ผลการสังเกตลกัษณะทางกายวภิาคศาสตร์ และผลการศึกษาทางจุลกายวภิาคศาสตร์ของเน้ือเยือ่

อวยัวะภายในและรูปร่างของเซลล ์ในหนูทดลองทั้งสองเพศท่ีไดรั้บสารสกดัไม่แสดงความผดิปกติหรือแตกต่าง

จากหนูกลุ่มควบคุม ดงันั้นจึงอาจสรุปไดว้า่การบริโภคสารสกดัใบกฤษณาในปริมาณมากเพียงคร้ังเดียว หรือ

คร้ังละไม่เกิน 500 มก./กก/./วนั ติดต่อกนั 6 เดือน ไม่เป็นอนัตรายต่อร่างกายและต่ออวยัวะภายใน แต่ช่วยทาํให้

นํ้าหนกัตวัลดลงได ้

 

คําสําคัญ : ใบกฤษณา การทดสอบความเป็นพิษแบบเฉียบพลนั การทดสอบความเป็นพิษแบบเร้ือรัง   

 

 


