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การทดสอบไมโครนิวเคลียสและโคเมทของสารสี 
ท่ีไดจากการเพาะเลี้ยงหัวรางเงิน รางทอง และรางนาก  

  
Micronucleus Test and Comet Assay of  

Pigment from Bulb Culture of Hippeastrum  
 

คํานํา 
 
 ปจจุบันคนสนใจสารที่สกัดจากธรรมชาติมากขึ้น พยายามหาสิ่งที่ไดจากธรรมชาติมา
ทดแทนสารสังเคราะหที่ใชอยู เนื่องจากไดรับผลกระทบจากสารเคมีสังเคราะหและคิดวาสิ่งที่ได
จากธรรมชาตินาจะปลอดภัยกวา สารธรรมชาติที่มีการศึกษาอยางแพรหลายอยางหนึ่งคือสารสีที่ได
จากพืช สารสีนํามาใชประโยชนไดทางโภชนาการและเครื่องสําอาง ดานโภชนาการใชเพื่อการ
ดึงดูดใจ  เพิ่มสีสันอาหารใหนารับประทานและแกไขปญหาการแปรรูปอาหาร  สวนดาน
เครื่องสําอางนั้นใชเปนสวนประกอบของสีในครีม โลชัน ลิปสติก และแปง เพื่อปรับเปลี่ยนสีตาม
ธรรมชาติใหมีสีสันสวยงามยิ่งขึ้น สีที่ไดจากธรรมชาติสวนใหญปลอดภัยมากกวาสีสังเคราะห แตสี
ที่ไดจากธรรมชาตินั้นผลิตไดนอยเนื่องจากขอจํากัดของฤดูกาลปลูกพืช ระยะเวลาในการ
เจริญเติบโตและสภาพแวดลอม ดังนั้นการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชจึงเปนวิธีการหนึ่งที่สามารถผลติสาร
สีจากพืชไดในปริมาณมาก 
 
 แอนโธไซยานิน (anthocyanin) เปนกลุมของสารสีหรือรงควัตถุ (pigment) ที่มีสีมวง สีน้ํา
เงิน และสีแดงในพืชทั่วไปสามารถสกัดไดจากสวนตางๆของพืช เชน ผลองุนมวง ใบกะหล่ําปลีสี
มวง และพืชอ่ืนๆที่มีสีมวงถึงสีแดงในสวนของลําตน ใบ ดอก ผล เปลือกเมล็ด  รากและหัว ในการ
เพาะเลี้ยงหัวรางเงิน รางทอง และรางนาก (Hippeastrum spp.) ในอาหารเพาะเลี้ยงสูตรเหมาะสม
พบวา มีการสรางสารสีแดงปริมาณมาก  สารสีนี้มีคุณสมบัติดีกวาสารสีธรรมชาติชนิดอื่นคือ 
สามารถทนตอสภาพกรด ดาง และความรอนไดมากกวา ในการนําสารสีนี้ไปใชประโยชนดาน
โภชนาการและเครื่องสําอางนั้นจําเปนตองมีการศึกษาความปลอดภัยกอน งานวิจัยนี้จึงทําการ
ตรวจสอบความเปนพิษของสารสีดวยการทดสอบไมโครนิวเคลียสและโคเมท 
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วัตถุประสงค 
 

1.  ศึกษาดานชีวเคมีของสารสีจากการเพาะเลี้ยงหวัรางเงนิ รางทอง และรางนากดวย  
thin layer chromatography และ column chromatography 
 2.  ทดสอบความเปนพิษของสารสีจากการเพาะเลี้ยงหัวรางเงิน รางทอง และรางนากดวย 
micronucleus test และ comet assay 
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การตรวจเอกสาร 
 

1.  ลักษณะทางพฤกษศาสตรของรางเงิน รางทอง และรางนาก 
 
 รางเงิน รางทอง และรางนากจัดอยูในสกุลเดียวกับวานสี่ทิศซึ่งเปนไมประเภทหัวชนิด
ลมลุกหลายฤดูที่จัดเปนพืชใบเลี้ยงเดี่ยวอยูในอันดับ (order) Asparagales วงศ (family)  
Amaryllidaceae สกุล (genus) Hippeastrum หรือ Amaryllis ขึ้นกับถ่ินกําเนิดและลักษณะของกาน
ชอดอก Amaryllis มีถ่ินกําเนิดในแถบอัฟริกาใต มีกานชอดอกตัน สวน Hippeastrum  มีถ่ินกําเนิด
ในแถบอเมริกาใต มีกานชอดอกกลวง มีประมาณ 76 ชนิด (species) มีช่ือสามัญวา Hippeastrum 
หรือ Amaryllis (ประภัสสร, 2543; Rees, 1985) มีจํานวนโครโมโซมพื้นฐาน 2n = 2X = 22 (สุชาดา
, 2542) 
 
 ลักษณะทางพฤกษศาสตรของรางเงิน รางทอง และรางนากใกลเคียงกัน คือ ใบกวางหนา 
ขอบใบเรียบ และปลายใบแหลม ขนาดใบใกลเคียงกันและมีแถบเสนกลางใบสีเขียวออน สีเขียวปน
เหลือง และสขีาว ตามลําดับ รูปทรงดอกเปนแบบปากแตรยาว ดอกขนาดประมาณ 4-5 นิ้ว กลีบ
ดอกขนาดเล็กถึงกลาง กลีบดอกมีสีพื้นสีขาวและมีรางแหสีชมพูเขม สีชมพูอมสม และสีชมพูอม
มวง ตามลําดับ รูปรางดอกแตกตางกันเลก็นอย (ภาพที่ 1) ไมติดผลในสภาพธรรมชาติ ออกดอก
ตลอดป ขณะออกดอกมีขนาดใบและหวัใกลเคียงกัน (ผกาเวยีง, 2545) ลักษณะตางๆเหลานี้
ใกลเคียงกับ Hippeastrum recticulatum var. striatifolium (สุชาดา, 2542) 
 
 พืชนี้มีหัวเปนแบบ true bulb ประกอบดวยกาบใบหุมทับตาอยูที่ซอกกาบใบ รากเปนระบบ
รากฝอย เจริญอยูสวนลางของหัว เจริญเติบโตไดดีในดินที่มีการระบายน้ําดี เชน ดินรวนปนทราย 
ชอบอยูในที่รมหรือที่รมรําไร ตองการน้ําปานกลางแตความชื้นสูง ควรรดน้ําสม่ําเสมอทุกวัน (วิทย, 
2531) การปลูกเลี้ยงในกระถางควรใชดินผสมที่มี ดิน : ทราย : ขี้เถาแกลบ : ปุยหมัก ในอัตราสวน 
2:1:1:1 ดินผสม 1 ลูกบาศกเมตรใสปุยสูตร 15-15-15 ปริมาณ 1 กิโลกรัม และปูนขาว 0.5 กิโลกรัม 
และรดปุยเคมีละลายน้ําสูตร 15-15-15 ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตรทุกสัปดาห (ปรีดี, 2526; 
Okubo, 1993) 
 
 เมื่อรางเงิน รางทอง และรางนาก เจริญเติบโตเต็มที่จะผลิตใบไดเดือนละ 1 ใบ และมีใบ 6-
12 ใบ (Rees, 1985; Bryan, 1989) การเกิดดอกขึ้นกับอายุและขนาดของหัว หัว (bulbet) ที่เกิดจาก
การเพาะเมล็ด การแยกออกจากหัว และการผาหัวจะตองปลูกเลี้ยงเปนเวลา 1-2, 2 และ 3 ป
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ตามลําดับ จึงออกดอก หัวที่มีขนาดเสนรอบหัว 22-24, 24-26 และมากกวา 26 เซนติเมตรจะมีชอ
ดอกเฉลี่ย 1, 1.5 และ 2 ชอตอหัวตอปตามลําดับ (Rees, 1985; Okubo, 1993) 
 

การขยายรางเงิน รางทอง และรางนาก ดวยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อทําไดโดยการเพาะเลี้ยง 
twin-scales (การผาหัวตามยาวออกเปน 4-8 สวน นําแตละสวนมาแยกใหแตละชิ้นสวนมีกลีบ 2 
กลีบหัว) ขนาด 5x10 มิลลิเมตร บนอาหารแข็งสูตร MS ที่เติม BAP 2 มิลลิกรัมตอลิตร NAA 0.01 
มิลลิกรัมตอลิตร และน้ําตาล 60 กรัมตอลิตร (สุชาดา, 2542) 
 

          
 
 ภาพที ่1 ใบและดอก A. รางเงิน  B. รางทอง  C. รางนาก 
 ที่มา: ผกาเวยีง (2545) 

C 

A 

B 
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2. สารสี (pigment) 
  
 สีที่มองเห็นเกิดจากโมเลกุลสารที่มีคุณสมบัติดูดกลืนแสงและปลอยแสงในชวงคลื่นที่
มองเห็นไดความยาวคลื่น (λ) ของการดูดกลืนแสงสูงสุด (Amax) มีหนวยเปนนาโนเมตร แสงในชวง
คล่ืนที่มองเห็นไดมีชวงความยาวคลื่น 380-730 นาโนเมตร (Hendry, 1993) ดังแสดงในตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1  สีที่มองเห็นและสีที่ดูดกลืนดวยรงควัตถุ   
 
  สีที่มองเห็น        Blue-        Blue        Violet                     Mauve        Red        Orange       Yellow        Yellow- 
                            green                                                                                                                                 green 
  สีที่ดูดกลืน         Red         Orange     Yellow     Yellow-    Green                         Green-       Blue           Violet                        
                                                                              green                                            blue         
Absorption           675           600          585            570           540           525            495            460            410 
wavelength 
(nm) 
 
ที่มา: Hendry (1993) 
 
 Haslam (1998) อธิบายวาสารสีหรือรงควัตถุ (pigment) กลุมหลักที่พบในพืชมี 4 ชนิด คือ 
คลอโรฟลล (chlorophylls) แคโรทีนอยด (carotenoids) เบตาเลน (betalains) และฟลาโวนอยด 
(flavonoids) รวมทั้งแอนโธไซยานิน (anthocyanins) สารสีกลุมสุดทายจัดเปนกลุมเดียวกันตาม
ลักษณะของโครงสรางหลัก (flavylium nucleus) ตัวอยางของสารสีแตละกลุมมีดังนี้ (Hendry, 
1993) 
 
 กลุมที่ 1 คลอโรฟลล พบในพืชช้ันสูงทั่วไป เปนคลอโรฟลลเอ และคลอโรฟลลบี โดยสีที่
เดนชัดเปนสีเขียว สีเขียวแกมน้ําเงิน และสีเขียวแกมเหลือง สามารถดูดกลืนแสงสูงสุดได 2 ความ
ยาวคล่ืน คือ 410 และ 675 นาโนเมตร 
 
 กลุมที่ 2 แคโรทีนอยด พบในพืชที่มีสีสมและสีแดง เชน ฟกทอง มะเขือเทศและแครอท 
เปนตน มีการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450, 470 และ 505 นาโนเมตร 
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 กลุมที่ 3 เบตาเลน พบในพืชบางชนิดที่อยูในวงศ Caryophyllales, Amaranthaceae, 
Cactaceae และ Chenopodiaceae เชน betanin พบใน Beta vulgaris (beet root) มีสีแดงมวง ดูดกลืน
แสงสูงสุดที่ 540 นาโนเมตร และ indicaxanthin พบใน Opuntia  ficusindica มีสีเหลือง ดูดกลืนแสง
สูงสุดที่ 480 นาโนเมตร 
 
 กลุมที่ 4 ฟลาโวนอยดและแอนโธไซยานิน เปนสารสีกลุมที่พบมากที่สุดในพืช มีชวงของ
สีที่ปรากฎเปนชวงกวางตั้งแตสีมวง สีน้ําเงิน สีมวงเฉดน้ําเงินออน สีสม และสีแดง โดยฟลาโว
นอยดและแอนโธไซยานินดูดกลืนแสงที่ชวงความยาวคลื่นตาง ๆ ดังแสดงในตารางที่ 2 
 
ตารางที่ 2  ชวงความยาวคลื่นแสงที่ฟลาโวนอยดและแอนโธไซยานนิดูดกลืน 
 
ชวง II (nm)  ชวง I (nm)  ชนิดของ Flavonoid 
 
250-280   310-350   Flavone 
250-280   330-360   Flavonols (3-OH substituted) 
250-280   350-385   Flavonols (3-OH free) 
245-275   310-330 shoulder  Isoflavones 

320 peak  Isoflavones (5-deoxy-6,7-dioxygenated) 
275-295   300-330 shoulder  Flavanones และ dihydroflavonols 
230-270 (low intensity)  340-390   Chalcones 
230-270 (low intensity)  380-430   Aurones 
270-280   465-560   Anthocyanidins and anthocyanins 
 
หมายเหต ุ  I = ชวงความยาวคลื่นแสงของสีที่มองเห็นภายใตแสงปกต ิ 

   II = ชวงความยาวคลื่นแสงของสีที่มองเห็นภายใตแสงอัลตราไวโอเลต  
 

ที่มา: Markham (1982) 
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3.  โครงสรางและคุณสมบัตขิองแอนโธไซยานิน 
 
 แอนโธไซยานินมีรากศัพทมาจากภาษากรีก คือ anthos หมายถึงดอกไม และ kyanos  
หมายถึงสีน้ําเงิน ดังนั้นแอนโธไซยานินจึงเปนรงควัตถุที่พบในผัก ผลไม และดอกไมหลายชนิดที่
ใหสีมวงแดงไปจนถึงสีน้ําเงิน 
 
 แอนโธไซยานินจัดเปนสารประกอบพวกฟลาโวนอยด เปนรงควัตถุที่พบในแวคคิวโอล 
ของเซลลพืช สามารถละลายน้ํา แตไมละลายใน non-hydroxy solvent เชน ether, chloroform และ 
benzene เปนตน (Gross, 1987; Harborne, 1988) โครงสรางของแอนโธไซยานินคือ flavylium 
nucleus จับกับหมูน้ําตาลชนิดตางๆ ปจจุบันพบสารประกอบพวกฟลาโวนอยดมากกวา 4,000 ชนิด 
แตมีเพียง 260 ชนิดเทานั้นที่แสดงคุณสมบัติเปนแอนโธไซยานิน กลาวคือ เปนอนุพันธของ 
glycosylated polyhydroxyl และ polymethoxy ของ flavylium cation หรือ 2-phenylbenzopyrylium 
(Vickey, 1981)โมเลกุลของแอนโธไซยานินประกอบดวย 2 สวนดังนี้ 
 
 1. แอนโธไซยานิดิน (anthocyanidin) เปน aglycone (นิวเคลียสที่ไมเชื่อมตอกับหมูน้ําตาล) 
ประกอบดวยหมูวงแหวน 3 วง คือ วงแหวน A วงแหวน B และวงแหวน C มีช่ือเรียกแตกตางกัน
ตามตําแหนงการเติมหมู hydroxyl และหมู O-methyl ที่วงแหวน B (ภาพที่ 2) 
                                                               

                                             
                                                                          
 
ภาพที ่2 โครงสรางหลัก flavylium nucleus ของแอนโธไซยานิน 
ที่มา: Harborne (1998)  
 
 
 

A B

C

R2 

R1 
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 แอนโธไซยานนิที่สําคัญและใชในอุตสาหกรรมอาหารมี 6 ชนิดดังแสดงในตารางที่ 3 
(Markakis, 1982; Harborne, 1988)  
 
ตารางที่ 3 ชนิดของแอนโธไซยานิดินและตําแหนงการเติมหมู hydroxyl และหมู O-methyl 
 
ชนิดของแอนโธไซยานิดิน            ตําแหนงการเติม       สีที่พบในสิ่งมีชีวิต              λmax (nm)* 
                                                       R1                R2 
Cyanidin     OH        H   magenta        535 
Peonidin    OCH3        H  magenta        532 
Pelargonidin    H        H   red         520 
Malvidin     OCH3       OCH3  purple        542 
Delphinidin     OH       OH   purple         546 
Petunidin    OCH3       OH  purple        543 
 
หมายเหต ุ λmax (nm)* ในสารสกัด 0.01% HCl ใน MeOH (v/v) 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Harborne (1998) 
 

2. สารรวมเกาะกับแอนโธไซยานิดิน (anthocyanidin conjugate) ปกติแอนโธไซยานิดินอยู
ในรูป conjugated form กับกลุมน้ําตาลโมโนแซคคาไรด (monosaccharide) หรือพวกโอลิโกแซค
คาไรด (oligosaccharide) ดวยพันธะไกลโคซิดิก (glycosidic linkage) จึงทําใหแอนโธไซยานิน
ละลายน้ําไดและสะสมในแวคคิวโอลของเซลลแก (Dougall et al., 1980; Constable and Vasil, 
1988)  หมูน้ําตาลที่มาเกาะมีมากกวา 200 ชนิดเชน ไซโรส อราบิโนส แตที่พบบอยไดแก กลูโคส 
และ กาแลกโตส น้ําตาลเหลานี้ชวยให แอนโธไซยานินมีเสถียรภาพดีขึ้น (Francis, 1977; Markakis, 
1982; Constable and Vasil, 1988) 
 
4.   กระบวนการสังเคราะหแอนโธไซยานนิ 
  
 แอนโธไซยานิน เปนผลผลิตสุดทายของวิถีการสังเคราะหฟลาโวนอยดซ่ึงแบงไดเปน 2 
ขั้นตอนใหญๆ ดังนี้ 
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ขั้นตอนที่ 1 วิถีการสังเคราะหสารในกลุม phenylpropanoid มีสาร phenylalanine เปนสาร
ตั้งตน (precursor) ไปสิ้นสุดที่สารตัวกลาง 4-coumaroyl-CoA 
 ขั้นตอนที่ 2 วิถีการสังเคราะหสารในกลุม flavonoid เร่ิมตนจากปฏิกิริยาการรวมตัวของ  
4-coumaroyl-CoA กับ malonyl-CoA เปนสารประกอบ chalcone และผลิตภัณฑสุดทายเปน  
anthocyanin (Drumn-Herrel, 1987; Stafford, 1990) (ภาพที่ 3) 

 
phenylalanine 

                                                                    1    
                                                                    2 
                                                                    3 

                           4-coumaroyl-CoA                                  malonyl-CoA                 
 
 
เอนไซมในวิถีการสังเคราะหแอนโธไซยานนิ                                4 
1  phenylalanine ammonia-lyase                                                          chalcone 
2  cinnamate-4-hydroxylase                                                                              5                          
3  4-coumarate: CoA ligase                                                                 flavonone              
4  chalcone synthase        6  
5  chalcone isomerase         7 
6  flavonone-3-hydroxylase             dihydroflavonol                    
7  flavonoid-3’-hydroxylase        8 
8  dihydroflavonol-4-reductase          leucoanthocyanidin 
9  anthocyanidin synthase        9 
10  flavonoid-3-glycosyltransferase              anthocyanidin 
                              10 

           anthocyanin 
 
 

ภาพที่ 3  วิถีการสังเคราะหแอนโธไซยานนิ                                         
ที่มา: Drumn-Herrel (1987) 
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5.  การสกัดแอนโธไซยานนิ 
 

Chiriboga and Francis (1970) สกัดแอนโธไซยานินจากกากผล cranberry ดวยตัวทําละลาย
ตางๆ พบวา เมทานอล (MeOH) และเอทานอล (EtOH) มีประสิทธิภาพในการสกัดมากกวาตัวทํา
ละลายชนิดอื่น เชน น้ํา, ethylene glycol, propylene glycol และ isopropanol การใช 0.03 % HCl ใน 
MeOH ใหประสิทธิภาพในการสกัดดีที่สุด หลังจากสกัดแลวทําสารละลายที่ไดใหเขมขนพรอม
กําจัด MeOH โดยระเหยภายใตระบบสูญญากาศ 
 
 Metivier et al. (1980)  ศึกษาชนิดของตัวทําละลายที่มีประสิทธิภาพในการสกัดแอนโธไซ
ยานินจากกากองุนที่เหลือจากการทําไวน ใชตัวทําละลาย 10 %  HCl ใน MeOH, น้ํา, MeOH และ 
EtOH  พบวา 10 %  HCl ใน MeOH เปนตัวทําละลายที่มีประสิทธิภาพในการสกัดดีที่สุด  รองลงมา
คือ MeOH นอกจากนี้การใชกรดอินทรียผสมใน MeOH ก็ใหผลดีเชนกัน จากการทดลองพบวา 
citric acid ใหผลดีที่สุด formic acid, acetic acid และ propionic acid ใหผลดีรองลงมาตามลําดับ 
 
 Bronnum-Hansen and Flink (1986) ศึกษาชนิดของตัวทําละลายที่มีประสิทธิภาพในการ
สกัดแอนโธไซยานินจากผล elderberry (Sambucus nigra Linn.) ตัวทําละลายที่ใชคือ 0.1 M HCl, 
HCl ใน alcohol และ 0.01-20 % citric acid พบวา 0.1 M HCl เปนตัวทําละลายที่มีประสิทธิภาพใน
การสกัดดีที่สุด นอกจากนี้ยังไดศึกษาระยะเวลาและจํานวนครั้งที่ใชในการสกัดพบวากระบวนการ
สกัดเกิดขึ้นอยางรวดเร็วและเขาสูสมดุลภายใน 10 นาที จํานวนครั้งในการสกัดไมควรเกิน 1 หรือ 2 
คร้ัง และการสกัดจากผลสดจะไดปริมาณแอนโธไซยานินมากกวาผลแชแข็งเล็กนอย 
  
 Harborne (1988) สกัดแอนโธไซยานินจากกลีบดอกไมโดยใชตัวทําละลายที่ประกอบดวย  
MeOH : น้ํา : acetic acid เทากับ 19: 19: 2  นําสารละลายมาเขยากับ ethyl acetate ที่อ่ิมตัวดวยน้ํา
เพื่อกําจัด flavonols 
 
 Mizukami et al. (1988)  สกัดแอนโธไซยานินจากพืช 0.5 กรัม โดยใช 1%  HCl ใน MeOH  
10 มิลลิลิตร เก็บไวในที่มืดอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวปนเหวี่ยงที่ 1,000 g 
เปนเวลา 10 นาที 
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 Renault et al. (1997) สกัดแอนโธไซยานินจากผล black currant (Ribes nigrum L.) โดยใช 
0.1 M HCl ใน MeOH   
 
 Galindo et al. (1999) สกัดแอนโธไซยานินจากผล capulin (Prunus serotina Enrh) โดยบด
ผลในไนโตรเจนเหลวแลวนําผงตัวอยาง 50 กรัมผสมกับ acetone 70 มิลลิลิตร เขยาที่อุณหภูมิ 5 
องศาเซลเซียสขามคืน นําสารละลายสวนบนมาเขยากับ chloroform ที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส
ขามคืน จะไดแอนโธไซยานินในสารละลายชั้นลาง 
 
 Ray et al. (2003) สกัดแอนโธไซยานินจากกลีบดอกไม โดยบดกลีบดอกในไนโตรเจนเหลว 
แลวนํามาบมใน 2 N HCl ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ทิ้งไวใหเย็น เก็บไวในที่
มืดอุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียสขามคืน หลังจากนั้นสกัดแอนโธไซยานินดวย 1 % HCl ใน MeOH 
นําสารละลายมาเขยากับ ethyl acetate ที่อ่ิมตัวดวยน้ําเพื่อกําจัด flavonols    
 
 Du et al. (2004) สกัดแอนโธไซยานินจากเปลือกผล bilberry (Vaccinium myrtillus) โดยใช 
0.5% HCl ใน MeOH   
 
 Awika  et al. (2005)  ศึกษาชนิดของตัวทําละลายที่มีประสิทธิภาพในการสกัดแอนโธไซยา
นินจากถั่วดํา ตัวทําละลายที่ใชคือ 1 % HCl ใน MeOH และ 70 % acetoneในน้ํา ใชตัวทําละลาย 10 
มิลลิลิตรตอตัวอยาง 0.5 กรัม เขยาเปนเวลา 2 ช่ัวโมง เก็บไวในที่มืดอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส
ขามคืน นํามาละลายที่อุณหภูมิหอง ปนเหวี่ยงที่ 7,000 g เปนเวลา 10 นาที ดูดสารละลายใสหลอด
ใหม เติมตัวทําละลาย 10 มิลลิลิตร เขยาเปนเวลา 5 นาที ปนเหวี่ยงที่ 7,000 g เปนเวลา 10 นาที 
ทําซ้ํา 2 คร้ัง พบวา 1 % HCl ใน MeOH มีประสิทธิภาพในการสกัดมากกวา 70 % acetoneในน้ํา 
 
6.  การวัดปรมิาณแอนโธไซยานินโดยวิธีสเปกโตรโฟโตเมตร ี
 
 Markakis (1982)  ศึกษาปรมิาณแอนโธไซยานินที่สกัดจากพืช 5 กรัมโดยใชสารละลาย        

1 % HCl ใน MeOH 100 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงที่ 10,000 g เปนเวลา 1 นาที เก็บไวในที่มืดอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียสขามคืน วัดปรมิาตรสารทั้งหมดที่กรองได (TEV) หลังจากนั้นดดูสารที่กรองได (SV) 
10 มิลลิลิตร มาปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวย 1 % HCl ใน MeOH (DV) นําสารละลาย
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สวนบนที่ใสมาวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร ดวยเครื่อง 
spectrophotometer เพื่อคํานวณหาปริมาณแอนโธไซยานนิ โดยใชสูตร 
 
 Tacy  =     OD x DV x (100/SV) x (TEV/SW) x (1/E1%) 
โดยที่    Tacy =     ปริมาณแอนโธไซยานนิ (มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัสดพืช) 
 OD =     คาการดูดกลืนแสงที่อานไดจากตัวอยางที่เจือจางแลว 
 DV (Dilution volumn) =      ปริมาตรของสารละลายที่เจือจางสําหรับวัด OD (มิลลิลิตร) 
 SV (Sample volumn) =      ปริมาตรสารละลายที่สกัดไดสําหรับเจือจาง (มิลลิลิตร)  
 SW (Sample weight) =      น้ําหนักของตัวอยางทีใ่ชสกัด (กรัม) 
 TEV (Total extract volumn)     =    ปริมาตรสารละลายทั้งหมดที่สกดัได (มิลลิลิตร) 
 E1% (Extinction coefficient)      =    ไดจากคาเฉลี่ยโดยน้ําหนกัของ E โดยแอนโธไซยานนิ 

  ทุกตัวที่มีอยูในพืชตวัอยางนั้นๆ คา E = 98.2 
 
 Mizukami et al. (1988) นําสารละลายที่สกัดจากกลีบดอกกุหลาบมาปนเหวี่ยงที่ 1,000 g 
เปนเวลา 10 นาที นําสารละลายสวนบนที่ใสมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 530 นาโน
เมตร ดวยเครื่อง spectrophotometer เพื่อคํานวณหาปริมาณแอนโธไซยานิน โดยใชสูตร 
 

AC  =  (27.208A + 0.0591) DF (10/1000xCFW) 
โดยที ่ AC  =  ปริมาณแอนโธไซยานิน (มิลลิกรัมตอกรัมน้ําหนกัสด) 

A  =  คาการดูดกลืนแสง (Absorbance) 
CFW  =  น้ําหนกัสด (กรัม) 
DF  =  คาการเจือจาง (dilution factor) 

 
Weiss and Halevy (1989) หาปริมาณแอนโธไซยานินในกลีบดอกพิทูเนียโดยใชสูตร 
AC  =  A530 – 0.25 x A657 
 
Reddy et al. (1994) หาปริมาณแอนโธไซยานินในตนออนขาวโดยใชสูตร 
AC  =  A530 
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7.  การแยกสารส ี
 

Froytlog (1998) สกัดแอนโธไซยานินจากผล blackcurrant (Ribes nigrum) โดยใช 0.1 % 
trifluoroacetic acid (TFA)ใน MeOH บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 6 ช่ัวโมง ทําซ้ํา 3 คร้ัง 
ระเหยจนเขมขนแลวปรับปริมาตรดวยน้ําเปน 250 มิลลิลิตร จากนั้นนํามาเขยากับ ethyl acetate 
แอนโธไซยานินละลายอยูในสวนของน้ํา ใหสารละลายผาน Amberlite XAD-7 column และ  
Sephadex LH 20 column หรือ Toyopearl HW-40F จากนั้นวิเคราะหชนิดของแอนโธไซยานินโดย 
วิธี HPLC, mass spectra และ nuclear magnetic resonance (NMR) แอนโธไซยานินทีพ่บคือ 
delphinidin 3-glucoside, delphinidin 3-rutinoside, cyanidin 3-glucoside, cyaniding 3-rutinoside, 
peonidin 3-o-rutinoside และ malvidin 3-o- rutinoside  
 
 Madhavi et al. (1998) สกัดแอนโธไซยานินจากผลและแคลลัสของ bilberry (Vaccinium 
myrtillus L.) โดยใช 1 % HCl ใน MeOH บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสขามคืน ระเหยที่ 30 องศา
เซลเซียสจนเขมขน นําสารละลายมาเขยากับ ethyl acetate (1:3 V/V) เพื่อกําจัด flavonols ใหสาร 
ละลายผาน Sephadex LH 20 column จากนั้นวิเคราะหชนิดของแอนโธไซยานินโดยวิธี high- 
performance liquid chromatography (HPLC) แอนโธไซยานินที่พบคือ cyanidin 3-galactoside, 
cyanidin 3-glucoside, cyanidin 3-arabinoside และ cyanidin 
 
 Narayan and Venkataraman (2000) สกัดแอนโธไซยานินจากแคลลัสแครอทโดยใช 1 % 
HCl ใน MeOH บมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสขามคืน ระเหยจนเขมขนแลวสกัดดวย chloroform 
และ diethylether ตามลําดับเพื่อขจัด chlorophyll และ lipid material ใหสารละลายผาน Dowex 50  
w-4x (H+type) resin column และ Sephadex LH 20 column จากนั้นวิเคราะหชนิดของแอนโธไซยา
นิน โดยวิธี mass spectra และ NMR แอนโธไซยานินที่พบคือ cyanidin-3-lathyroside และ 
cyanidian-3-β-D-glucopyranoside     
 
 Byamukama et al. (2005) สกัดแอนโธไซยานินจากผล Rubus pinnatus และ Rubus rigidus 
โดยใช 0.1 % TFAใน MeOH  ระเหยจนเขมขนแลวเขยากับ ethyl acetate หลายๆครั้ง ใหสารละลาย
ผาน Amberlite XAD-7 column และ Sephadex LH 20 column จากนั้นวิเคราะหชนิดของแอนโธไซ
ยานินโดยวิธี HPLC และ NMR แอนโธไซยานินที่พบคือ cyanidin 3-(6,-ο-α- rhamnopyranosyl-β-
glucopyranoside) และ cyanidin-3-ο-β-glucopyranoside)           
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Byamukama et al. (2006) สกัดแอนโธไซยานินจากดอก Hippeastrum โดยใช 0.1 %TFA
ใน MeOH ระเหยจนเขมขนแลวเขยากับ ethyl acetate หลายๆครั้ง ใหสารละลายผาน Amberlite 
XAD-7 column และ Sephadex LH 20 column จากนั้นวิเคราะหชนิดของแอนโธไซยานินโดยวิธี  
HPLC และ NMR แอนโธไซยานินที่พบคอื cyanidin 3-(6,-ο-α-rhamnopyranosyl-β- 
glucopyranoside) และ pelargonidin 3-(6,-ο-α-rhamnopyranosyl-β-glucopyranoside)  

 
8.  การทดสอบความเปนพษิของสารสดีวยการทดสอบไมโครนิวเคลียสจาก  reticulocyte  ใน
กระแสเลือด 
  

การทดสอบไมโครนิวเคลียส (micronucleus test) เปนวธีิการทดสอบระยะสั้นวิธีหนึ่งที่ใช
ในการทดสอบสารกอกลายและสารกอมะเร็ง ซ่ึงทําไดงาย รูผลเร็ว สะดวก ประหยัด และไมตองใช
เครื่องมือราคาแพง ในสัตวทดลองนั้นสามารถศึกษาไดจากเซลลที่ยังมีการแบงเซลล เชน เซลลไข
กระดกู (bone marrow) (Wild, 1988) และเซลลเม็ดเลือดแดงจากกระแสเลือด (peripheral 
erythrocyte) 

 
การทดสอบวิธีนี้เปนการดูความเสียหายของโครโมโซม เมื่อเซลลไดรับสารที่มีผลทําให

โครโมโซมเกิดการแตกหัก สวนที่แตกหักนี้ไมเชื่อมกับสวนของโครโมโซมเดิม ตอมาเมื่อมีการ
แบงเซลล ช้ินสวนโครโมโซมนี้จะหลุดลอยอยูในไซโตพลาสซึมของเซลลลูก หรืออาจเกิดจาก
สารเคมีไปมีผลตอเสนใยสปนเดิล ทําใหโครโมโซมบางแทงไมเคลื่อนไปยังขั้วเซลล หรือเคลื่อนไป
ชากวาปกติในขณะที่เซลลมีการแบงเซลลอยูในระยะแอนาเฟส โครโมโซมเหลานี้จึงลอยอยูใน    
ไซโตพลาสซึมของเซลลลูกไมเขาไปอยูในนิวเคลียสใหญ เห็นเปนกอนกลมเล็กๆมีขอบเขตชัดเจน
เชนเดียวกับนิวเคลียสใหญ  เรียกสวนของนิวเคลียสเล็กๆนี้วาไมโครนิวเคลียส  เซลลเม็ดเลือดแดง
ในระยะ polychromatic erythrocyte  ที่ไมมีนิวเคลียส ยังคงมีไมโครนิวเคลียสตกคางอยูภายในเซลล 
(ภาพที่ 4) ในหนูปกติจะพบไมโครนิวเคลียสไดประมาณ 0.12-0.41 % (Wild, 1988) ถาหนูไดรับ
สารที่ทําใหมีการแตกหักของโครโมโซม เมื่อนํา polychromatic erythrocyte มาตรวจจะพบวามี   
ไมโครนิวเคลียสมากกวาปกติ (Von Ledebur and Schmid, 1973; Schmid, 1975; Heddle et al., 
1991) 
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 ภาพที่ 4 การเกิดไมโครนิวเคลียสในเซลลเม็ดเลือดแดง 
ที่มา: เพ็ญศิริ (2539) 
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เพียงใจ และคณะ (2540) รายงานวา in vivo micronucleus test ที่ใชหนู mouse ในการ
ทดลอง เปนวิธีการทดสอบสารกอมะเร็งระยะสั้นในสัตวทดลองที่นิยมใชกันมากในปจจุบัน  การ
ทดสอบนี้พัฒนาโดย Schmid et al. (1975) ใหผลเร็ว ใชเวลาสั้นและมีความแมนยําสูง ใชตรวจสอบ
สารเคมีที่มีฤทธิ์ทําใหโครโมโซมแตกหัก นิยมตรวจไมโครนิวเคลียสโดยใชเซลลไขกระดูก ซ่ึงมี
เซลลเม็ดเลือดแดงออน (young erythrocyte หรือ polychromatic erythrocyte หรือ reticulocyte) มา
ยอมดวยสี giemsa หรือ acridine orange แลวนับจํานวนเซลลเม็ดเลือดแดงที่มีไมโครนิวเคลียส 
 
  Schmid et al. (1975) ศึกษาไมโครนิวเคลียสที่เกิดจากการเคลื่อนที่ชาหรือไมเคลื่อนที่ของ
โครมาติดในระยะแอนาเฟส โครมาติดเหลานี้ไมมีเซ็นโทรเมียรใหเสนใยสปนเดิลยึดจึงยังอยูลา
หลังในขณะที่โครโมโซมอื่นเคลื่อนที่ไปสูขั้วเซลลแลว ในระยะทีโลเฟสที่มีการสรางเยื่อหุม
นิวเคลียส สวนของโครโมโซมที่เคลื่อนที่ชานั้นอาจรวมอยูในนิวเคลียสลูกหรือหุมเปนนิวเคลียส
ขนาดเล็กมากเปนไมโครนิวเคลียส อาจมี 1 อัน หรือหลายอัน 
 

Parton et al. (1990) รายงานการเกิดไมโครนิวเคลียสในหนู Institute for Creation Research 
(ICR) เพศผูและเพศเมีย โดยใช HC Blue No.1 และ HC Blue No.2 ที่เปนสวนผสมในสียอมผม ให
หนูไดรับสีทั้งสองชนิดความเขมขน 250, 500 และ 1,000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม  พบวาหนูเพศเมียที่
ไดรับ HC Blue No.1 ความเขมขน 1,000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมกอใหเกิดไมโครนิวเคลียสที่ 24 
ช่ัวโมง สวน HC Blue No.2 ไมกอใหเกิดไมโครนิวเคลียสทั้งสองเพศ 
 

Hara et al. (1992) รายงานการเกิดไมโครนิวเคลียสในเซลลเม็ดเลือดแดงของหนู ICR โดย
การยอมสี acridine orange โดยใช mitomycin C (MMC) ที่ระดับความเขมขน 0.25, 0.5, 1 และ 2 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัม เก็บตัวอยางเลือดที่ 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมงหลังจากไดรับสาร พบวาจํานวน 
micronucleated reticulocytes (MNRETs) มากที่สุดที่ 48 ช่ัวโมง เมื่อความเขมขนของ MMC เพิ่มขึน้ 
จํานวน MNRETs ก็จะเพิ่มขึ้น 

 
Watanabe et al. (1993) รายงานการเกิดไมโครนิวเคลียสในเซลลเม็ดเลือดแดงของหนู  ICR 

และ BDF1 เพศผูโดยใช phenazine (pz), 1-aminophenazine (1-Apz), 2-aminophenazine (2-Apz) 
และ 2,7-diaminophenazine (2,7-dapz) ใหหนูไดรับสาร 1 หรือ 2 คร้ัง ตามคุณสมบัติของสารแตละ
ชนิด พบวาหนู ICR ที่ไดรับ 2-Apz  200 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม เกิด MNRETs เพิ่มขึ้นที่ 48 ช่ัวโมง 
และหนู BDF1 ที่ไดรับ 2-Apz 400 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม เกิด MNRETs เพิ่มขึ้นที่ 72 ช่ัวโมง 
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Suzuki et al. (1997) รายงานการเกิดไมโครนิวเคลียสในเซลลเม็ดเลือดแดงในไขกระดูก
และเซลลเม็ดเลือดแดงในกระแสเลือดของหนู BDF1 เพศผู โดยใช carbon tetrachloride (CCl4)  
ความเขมขน 500, 1,000 และ 2,000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม เพื่อศึกษาการเกิด micronucleated 
polychromatic erythrocytes (MNPCES) ในเซลลเม็ดเลือดแดงในไขกระดูก ความเขมขน 1,000,  
2,000 และ 3,000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมเพื่อศึกษาการเกิด MNRETs ในเซลลเม็ดเลือดแดงในกระแส
เลือด เก็บตัวอยางเลือดที่ 0, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมงหลังจากไดรับสาร พบวา CCl4 ไมกอใหเกิด 
MNPCES และ MNRETs 
 

Yamakoshi et al. (2002) พบวาโปรแอนโธไซยานิดิน (proanthocyanidins) ที่สกัดจากผล
องุนมีความปลอดภัยในการใชเปนสีผสมอาหาร หนูที่ไดรับโปรแอนโธไซยานิดินความเขมขน 2 
และ 4 กรัมตอกิโลกรัมไมกอใหเกิด MNRETs 
 

Erexson (2003) รายงานการเกิดไมโครนวิเคลียสในหนู ICR เพศผู โดยใชสารสกัดจาก
เมล็ดองุน และเปลือกองุนซึง่เปนสารพวกโปรแอนโธไซยานิดินทีพ่บไดมากในผัก ผลไม ชา 
และชอคโคเล็ต ในหนึ่งวนัคนปกติไดรับสารนี้ประมาณ 460-1,000 มิลลิกรัม หนูที่ไดรับสารสกัด
จากเมล็ดองุน และสารสกัดจากเปลือกองุน ความเขมขน 500, 1,000 และ 2,000 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม ไมกอใหเกดิ MNPCES 

 
9.  การทดสอบความเปนพษิของสารดวยการทดสอบโคเมท  
 

การทดสอบโคเมท (comet assay หรือ single cell gel electrophoresis assay) เปนการตรวจ 
สอบการแตกหักของ DNA ในแตละเซลล Ostling and Johanson (1984) รายงานการทดสอบโคเมท
ในสภาวะ ที่เปนกลาง ตอมา Singh et al. (1988) ทําการทดลองในสภาวะที่เปนเบสซึ่งทําใหการ
ทดสอบมีความไวขึ้น และมกีารปรับปรุงวิธีการเรื่อยมาจนปจจุบัน 
 
  การทดสอบโคเมทใชตรวจสอบสารเคมีที่มีผลในการทําลาย DNA เปนวิธีการตรวจสอบ
สารกอกลายและสารกอมะเร็ง ทําไดทั้งในหลอดทดลองและสัตวทดลอง ขอดีของการทดสอบ     
โคเมทคือ การทดลองไมยุงยาก ทําไดรวดเร็ว มีความไวสูง ใชตัวอยางเซลลเพียงเล็กนอยและ
สามารถทดสอบกับเซลลยูคาริโอตทุกชนิด (Fairbairn et al., 1995; Hellman et al., 1997; McCarthy 
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et al., 1997) หางของเซลลโคเมทเกิดจากการที่เซลลไดรับสารมีผลให DNA แตกหัก ความเสียหาย
ของ DNA เพิ่มขึ้น ความยาวหางเซลลโคเมทก็มากขึ้นดวย 
 
 Hellman et al. (1997) รายงานวาการทดสอบโคเมทเปนวิธีการตรวจสอบความเสียหายของ 
DNA ในแตละเซลลที่ใหผลการทดลองถูกตองแมนยํา ในการทดลองกับลิมโฟไซตของอาสาสมัคร
ผูชาย 5 คน เปรียบเทียบความเสียหายของ DNA จาก tail moment และ tail inertia ใหผลสอดคลอง
กับการทดลองในลิมโฟไซตของหนู ตัวอยางที่ใชในการทดลองนั้นตองสดใหมเพื่อไมใหผลการ
ทดลองผิดพลาด 
 
 McCarthy et al. (1997) เปรียบเทียบการวัดขนาดของเซลลที่ไดจากการทดสอบโคเมทดวย 
software image analysis และ manual image analysis โดยใส hydrogen peroxide ในเซลล 707 FEL 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เพื่อให DNA เกิดการแตกหัก แลวนํามาทดลองตาม
ขั้นตอนของการทดสอบโคเมท ตรวจวิเคราะห 50 เซลล ดวยกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต ใช  
(1) software  image analysis วิเคราะห % head DNA, % tail DNA, tail length, tail length/head 
radius (L/H) และ tail moment (2) manual image analysis ถายภาพเซลลแลวนํามาวัดเสนผาศูนย 
กลางของสวนหัวของเซลล ความยาวตั้งแตหัวจรดหาง และสวนหาง ผลปรากฏวาทั้งสองวิธีใหผลที่
ดี เชื่อถือไดและไมแตกตางกัน แตวิธี manual image analysis มีขอเสียคือการทํายุงยากและใชเวลา
มากกวา 

 
 ในการตรวจวิเคราะหเซลลที่ไดจากการทดสอบโคเมทดวยกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต
ที่มี excitation filter 515 นาโนเมตรและ barrier filter 590 นาโนเมตร ยอมนิวเคลียสของเซลลดวย
เอธิเดียมโบรไมดนั้น  ทําได 4 วิธี คือ (Speit et al., 1998) 

1. นับจํานวนเซลลที่มีหาง (tail) และเซลลที่ไมมีหาง 
2. ประเมินเซลลเปน 5 ระดับตามความยาวของหางคือ 0, 1, 2, 3 และ 4 โดย 0 หมายถึง เซลล

ที่ไมมีหาง และ 4 หมายถึง เซลลที่มีหางยาวที่สุด ทําการประเมินอยางนอย 50 เซลล และ
นับคะแนนจากระดับคูณดวยจํานวนเซลล นําคะแนนแตละระดับมารวมกันในการประเมิน 
50 เซลลจะไดคะแนนต่ําสุดเปน 0 และคะแนนสูงสุดเปน 200 

3. วัดความยาวของเซลลโดยใช eyepiece micrometer วัดความยาวของเซลลตั้งแตหัวจรดหาง 
โดยมีหนวยความยาวเปนไมโครเมตร วัดอยางนอย 50 เซลล แลวนํามาหาคาเฉลี่ย 
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4. ใชเครื่อง image analyzer ที่เชื่อมตอกับ CCD camera วัดเสนผาศูนยกลางของสวนหัวของ
เซลล (head diameter) ความยาวของหาง (tail length) ความเขมของหาง (tail intensity) 
และ tail moment (DNA migration x tail intensity) แตละ image analysis systems อาจใช
พารามิเตอรที่แตกตางกัน 

 
 Blasiak et al. (1999) รายงานการทดสอบโคเมทของเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหารและลิมโฟ
ไซตของคน โดยใช curcumin ซ่ึงเปนสารประกอบในขมิ้นที่มีรายงานวาเปนตัวยับยั้งการเกิดมะเร็ง
หลายชนิด จากการทดลองพบวาการบมใน curcumin ความเขมขน 15, 25 และ 50 ไมโครโมลารบม
เปนเวลา 120 นาทีเหนี่ยวนําให DNA เกิดความเสียหาย โดยผลการทดลองในเยื่อบุกระเพาะอาหาร
และลิมโฟไซตสอดคลองกัน 
 
 Laffon et al. (2001) รายงานการทดสอบโคเมท การแลกเปลี่ยนซิสเตอรโครมาติดและการ       
ทดสอบไมโครนิวเคลียสในลิมโฟไซตของคนโดยใช styrene-7,8-oxide (SO) ซ่ึงเปน styrene ที่ผาน 
กระบวนการเมทาบอลิซึมในตับ styrene พบในพลาสติก เรซิน และยาง จากการทดลองพบวา SO 
ความเขมขนมากกวา 50 ไมโครโมลาร มีผลให DNA เกิดความเสียหาย มีการแลกเปลี่ยนซิสเตอร
โครมาติด และเกิดไมโครนิวเคลียส 
 
 Rozgaj et al. (2002) รายงานการทดสอบโคเมท การทดสอบความผิดปกติของโครโมโซม 
การแลกเปลี่ยนซิสเตอรโครมาติดและการทดสอบไมโครนิวเคลียสในลิมโฟไซตของคนโดยใช 
cadmium chloride (CdCl2) ความเขมขน 10-4, 10-3 และ 5×10-3 โมลตอลิตร พบวาการทดสอบโค
เมทในอาสาสมัคร 4 คนใหผลแตกตางกัน ในคนที่ 1 การเพิ่มความเขมขน CdCl2  มีผลให DNA เกิด
ความเสียหายมากขึ้น คนที่ 2 CdCl2 ความเขมขน 10-4 โมลตอลิตรมีผลให DNA เกิดความเสียหาย 
สวนคนที่  3 และ 4 CdCl2 ความเขมขน 10-4, 10-3และ 5×10-3 โมลตอลิตรไมมีผลให DNA เกิดความ
เสียหาย ในการทดสอบความผิดปกติของโครโมโซมพบวา CdCl2 ทุกระดับความเขมขนกอใหเกิด
ความผิดปกติของโครโมโซมและการแลกเปลี่ยนซิสเตอรโครมาติดในอาสาสมัคร 2 คน สวนอีก 2 
คนเกิดการแลกเปลี่ยนซิสเตอรโครมาติดเทานั้น การทดสอบไมโครนิวเคลียสในอาสาสมัคร 4 คน
พบวา CdCl2 ความเขมขน 5×10-3 โมลตอลิตรกอใหเกิดไมโครนิวเคลียส 
 
 Kleinsasser et al. (2003) รายงานการทดสอบโคเมทในลิมโฟไซตและ upper aerodigestive 
tract epithelial cells ของคนโดยใช myosmine ซ่ึงเปนสารอัลคาลอยดที่พบในยาสูบ ความเขมขน 0, 
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5, 10, 25 และ 50 มิลลิโมลาร บมเปนเวลา 60 นาที Olive tail moment มีคา 1.29+0.13 ถึง 
18.25+1.59 ในลิมโฟไซตและ myosmine ความเขมขน 0, 10, 25, 50 และ 100 มิลลิโมลาร บมเปน
เวลา 60 นาที Olive tail moment มีคา 1.17+0.12 ถึง 21.67+2.97 ใน upper aerodigestive tract 
epithelial cells ในการบม myosmine ความเขมขน 10 มิลลิโมลารในลิมโฟไซตเปนเวลา 1, 3, 6 
และ 24 ช่ัวโมง พบวาความเสียหายของ DNA มากขึ้นเมื่อระยะเวลาในการบมมากขึ้น 
 
 Blasiak et al. (2004) รายงานการทดสอบโคเมทในลิมโฟไซตของคนโดยใช acrylamide 
ซ่ึงเปนสารเคมีในอุตสาหกรรมการทําเจลที่มีผลกระทบตอ DNA แตยังไมทราบกลไกที่ชัดเจน จาก
การทดลองพบวา acrylamide ความเขมขน 0.5-50 ไมโครโมลาร มีผลยับยั้งการซอมแซม DNA 
และเหนี่ยวนําการเกิด apoptosis ของเซลล 
 
 Kleinsasser et al. (2004) รายงานการทดสอบโคเมทในลิมโฟไซตและ nasal mucosal cell 
ของคนโดยใช mono (2-ethylhexy) phthalate (MEHP) ซ่ึงเปนสารที่ไดจากการ hydrolysis ของ  
di (2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) ที่พบในพลาสติก PVC ในปจจุบันใชพลาสติก PVC เปนสวน 
ประกอบในอุปกรณหลายชนิด เชน ถุงเก็บเลือด วัสดุหออาหาร และหลอดตางๆ จากการทดลอง
พบวา MEHP ความเขมขน 0.1, 1 และ 2.5 มิลลิโมลาร มีผลให DNA เกิดความเสียหายโดยสังเกต
จากคา Olive tail moment ที่มากขึ้นเมื่อความเขมขนของ MEHP มากขึ้น 
 
 Macioszek and Kononowicz (2004) รายงานการทดสอบโคเมทในลิมโฟไซตของคนโดย
ใช quinoline yellow (QY) และ brilliant black (BB) ซ่ึงเปนสีที่ใชในอุตสาหกรรมอาหาร QY ความ
เขมขน 86.7 และ 867 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร BB ความเขมขน 8.67, 86.7 และ 867 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร พบวาความเสียหายของ DNA มากขึ้นเมื่อความเขมขนของ QY และ BB มากขึ้น 

 
 Andersson and Hellman (2005) รายงานการทดสอบโคเมทในลิมโฟไซตของคนโดยใช  
Catechol (1,2-dihydroxybenzene) ซ่ึงเปนสารที่พบในอาหาร ควันบุหร่ี หมากฝรั่ง และพลาสติก  
ความเขมขน 0, 0.1, 0.5, 1.0 และ 3.0 มิลลิโมลาร พบวา Catechol ความเขมขน 0.5 มิลลิโมลาร 
เหนี่ยวนําให DNA เกิดความเสียหาย และความเสียหายมากขึ้นเมื่อเพิ่มความเขมขนของ Catechol 
 
 Aydin et al. (2005) รายงานการทดสอบโคเมทในลิมโฟไซตของคนโดยใชน้ํามันไทม 
(thyme) ซ่ึงเปนสวนประกอบในอาหารเพื่อเพิ่มรส กล่ิน และชวยถนอมอาหาร น้ํามันไทมมี
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สวนประกอบหลักคือ thymol, carvacrol และ γ-terpinene พบวา thymol และ γ-terpinene ความ
เขมขนนอยกวา 0.1 มิลลิโมลารไมทําให DNA เสียหาย แตความเขมขนมากกวา 0.2 มิลลิโมลาร 
เหนี่ยวนําให DNA เกิดความเสียหาย สวน carvacrol ความเขมขน 0.1 มิลลิโมลารเร่ิมเหนี่ยวนําให 
DNA เกิดความเสียหาย  
 
 Baum et al. (2005) รายงานการทดสอบโคเมทและการทดสอบไมโครนิวเคลียสในลิมโฟ
ไซตของคนโดยใช acrylamide (AA) ซ่ึงเปนสารกอมะเร็งในสัตวทดลอง แตยังไมทราบผลกระทบ
ในคน AA ผานกระบวนการเมทาบอลิซึมกลายเปน glycidamide (GA) ในการทดสอบโคเมท พบวา 
AA ความเขมขนมากกวา 6,000 ไมโครโมลาร และ GA ความเขมขน 300-3,000 ไมโครโมลาร มีผล
ให DNA เกิดความเสียหาย ในการทดสอบไมโครนิวเคลียสพบวา AA ความเขมขนมากกวา 5,000 
ไมโครโมลาร และ GAความเขมขนมากกวา 1,000 ไมโครโมลารเหนี่ยวนําใหเกิดไมโครนิวเคลียส 
 
 Abou-Eisha (2006) รายงานการทดสอบโคเมท การทดสอบความผิดปกติของโครโมโซม
และการทดสอบไมโครนิวเคลียสในลิมโฟไซตของคนโดยใช trimethoprim ซ่ึงเปนสารตานจุลชีพ 
ความเขมขน 1-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรสําหรับการทดสอบไมโครนิวเคลียส และการทดสอบ
ความผิดปกติของโครโมโซม ความเขมขน 0.5-150ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรสําหรับการทดสอบโค
เมท พบวาความเสียหายของ DNA มากขึ้น เมื่อความเขมขนของ trimethoprim มากขึ้น 
 
 Blaszczyk (2006) รายงานการทดสอบโคเมทในลิมโฟไซตของคนโดยใช ethoxyquin (1,2-
dihydro-6-ethoxy-2,2,4-trimethylquinoline) (EQ) ที่ใสในอาหารหลายชนิด เนื่องจากมีคุณสมบัติ
เปน antioxidant ทําใหอาหารเก็บไดนานขึ้น ชวยถนอมสีของพริกหวานและพริกใหอยูไดนาน โดย
การทดลองแบงเปน 2 กลุม กลุมแรกใส S-9 mix อีกกลุมไมใส S-9 mix ใส EQ ความเขมขน 1– 250 
ไมโครโมลาร พบวาความเสียหายของ DNA มากขึ้น เมื่อความเขมขนของ EQ มากขึ้น และความ
เสียหายของ DNA ของทั้งสองกลุมไมแตกตางกัน 
 
 Kleinsasser et al.(2006) รายงานการทดสอบโคเมทในเซลลตอมน้ําลายและลิมโฟไซตของ
คน โดยใช resin monomers ซ่ึงเปนวัสดุอุดฟนที่ประกอบดวยสารหลัก 3 ชนิด คือ triethyleneglycol 
dimethacrylate (TEGDMA), urethanedimethacrylate (UDMA) และ 2-hydroxyethylmethacrylate  
(HEMA) จากการทดลองพบวา TEGDMA ความเขมขน 2.5x10-2 โมลาร UDMA ความเขมขน 
6.4x10-2 โมลาร และ HEMA ความเขมขน 6.1x10-2 โมลาร มีผลให DNA เกิดความเสียหาย 
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 Lankoff et al. (2006) รายงานการทดสอบโคเมทในลิมโฟไซตของคนโดยใช aluminium 
chloride (AlCl3) ซ่ึงเปนโลหะหนักที่ปนเปอนในสิ่งแวดลอม ความเขมขน 1, 2, 5, 10 และ 25  
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร บมเปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวาเมื่อความเขมขนของ AlCl3 มากขึ้นทําใหความ
เสียหายของ DNA มากขึ้น 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1.  หัวรางเงิน รางทอง และรางนาก (Hippeastrum spp.) 
 
2.  อุปกรณและเครื่องมือสําหรับการเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

2.1  ภาชนะใสอาหาร ไดแก ขวด flask  
2.2  ภาชนะสําหรับตวง ไดแก กระบอกตวง volumetric flask ฯลฯ 
2.3  เครื่องวัดความเปนกรดดาง (pH meter)  
2.4  เครื่องชั่งหยาบและเครื่องชัง่ละเอียด 
2.5  เครื่องแกวตางๆ ไดแก ปเปต กรวยแกว แทงแกวคน ฯลฯ 
2.6  หมอนึ่งความดันไอน้ํา (autoclave)  และตูอบลมรอน (hot air oven) 
 

 3.  อุปกรณและเครื่องมือสําหรับการถายเนื้อเยื่อ 
3.1  ตูถายเนื้อเยื่อ (laminar air flow) 
3.2  ปากคีบ มีดผาตัด ตะเกียง แอลกอฮอล ฯลฯ   
3.3 จานแกว (petri dish) ฯลฯ 
 

4.  สารเคมี 
4.1 สารเคมีสําหรับการเตรียมอาหารสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) 
4.2 สารควบคุมการเจริญเติบโต ไดแก 1-naphthaleneacetic acid (NAA) และ                         

6-benzylaminopurine (BAP)                
4.3 สารเคมีสําหรับการศึกษาดานชีวเคมีของสารสี ไดแก hydrochloric acid (HCl), 

 formic acid (HCOOH), acetone, ethanol (EtOH), methanol (MeOH), cellulose microcrystalline 
สําหรับเคลือบแผน TLC (Merck) และ Sephadex LH20 (Sigma)      

4.4 สารเคมีสําหรับการทดสอบไมโครนิวเคลียส ไดแก สารกอกลาย mitomycin C 
(MMC) และ 9, 10-dimethyl-1,2-benzanthracene (DMBA), acridine orange และ propylene glycol 

4.5 สารเคมีสําหรับการทดสอบโคเมท ไดแก สารกอกลาย mitomycin C (MMC), 
dimethylformamide (DMFA), normal agarose gel (Sigma), sterile normal saline (NaCl 0.9 กรัม
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ผสมน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร), triton X-100 (Sigma), low melting point agarose (Sigma), phosphate 
buffer saline solution (PBS), trizma base, di-sodium ethylenediaminetetraacetic acid (Na2EDTA), 
N-laurylsarcosin Na-salt (Sigma), dimethyl sulfoxide (DMSO), sodium hydroxide, ammonium 
acetate, absolute ethanol, ethidium bromide 
 

5.  หองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืซ่ึงควบคุมอุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส พรอมชั้นวางขวด
สามารถเก็บขวดเพาะเลี้ยงในสภาพมืดและสภาพที่มแีสง และเครื่องเขยา 

 
6.  อุปกรณและเครื่องมือสําหรับการเก็บสารสี ไดแก หลอดขนาด 15 มิลลิลิตร และเครื่อง

ปนเหวี่ยงความเร็วรอบสูง 
 
7.  อุปกรณและเครื่องมือสําหรับการศึกษาดานชีวเคมีของสารสี ไดแก แผน TLC, TLC 

tank, column, เครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต (UV) ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร (Fotodyne 
incorporated), rotatory evaporator และ speed vacuum 

 
8.  อุปกรณและเครื่องมือสําหรับการทดสอบความเปนพิษของสารสี 

           8.1  การทดสอบความเปนพิษของสารสีดวยการทดสอบไมโครนิวเคลียส 
8.1.1  อุปกรณและเครื่องมือสําหรับการทดสอบไมโครนิวเคลียสใน  reticulocytes 

จากกระแสเลือดของหนู ไดแก stomach-tube สไลด หลอดเก็บตัวอยางเลือด เข็มฉีดยา กลอง
จุลทรรศนฟลูออเรสเซนตและอื่นๆ 

8.1.2  สัตวทดลอง ไดแก หนู mouse สายพันธุ Swiss albino (Mus musculus) อายุ 
7 สัปดาห เพศผูน้ําหนัก 35-40 กรัม จํานวน 48 ตัว เพศเมียน้ําหนัก 25-30 กรัม จํานวน 48 ตัว โดย
ซ้ือจากสํานักสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล ตําบลศาลายา จังหวัดนครปฐม หนูเล้ียงใน
กรงสเตนเลสมีกระดาษขาวตัดฝอยเปนวัสดุรอง ควบคุมอุณหภูมิของหองเล้ียงสัตวที่ 25+2 องศา
เซลเซียส ตลอด 24 ช่ัวโมง ใหดื่มน้ํากรองและกินอาหารเม็ด 

     8.2  การทดสอบความเปนพิษของสารสีดวยการทดสอบโคเมท 
8.2.1  อุปกรณและเครื่องมือสําหรับการทดสอบโคเมท ไดแก สไลดแกวที่มีฝาที่

ปลายดานหนึ่ง, cover slip, slide warmer, heat box, hotplate, coplin jars, ชุดอิเล็คโทรโฟรีซิส (ภาพ
ที่ 5), กลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต (ภาพที่ 6) และ อ่ืนๆ 
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8.2.2  กลุมประชากรที่ใชในงานวิจยั ไดแก อาสาสมัครของคนที่มีสุขภาพดี ผูชาย 
2 คน และ ผูหญิง 2 คน 

 

             
 

ภาพที่ 5  ชุดอิเล็คโทรโฟรีซิสประกอบดวย  power supply และ electrophoresis chamber 
 

              
 

ภาพที่ 6  ชุดการตรวจเซลลจากการทดสอบโคเมทประกอบดวยกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต   
               จอภาพและเครื่องคอมพิวเตอร 
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วิธีการ 
 
1.  การเตรียมพืชทดลอง 
 
 เพาะเลี้ยงหัวรางเงิน รางทอง และรางนาก ในอาหารแข็งสูตร MS ที่เติม BAP 2 มิลลิกรัม
ตอลิตร NAA 0.01 มิลลิกรัมตอลิตรและน้ําตาลทรายขาวบริสุทธิ์ (pure refined sugar) 60 กรัมตอ
ลิตร pH 5.8 (สุชาดา, 2542) ซ่ึงเปนอาหารสูตรควบคุมในสภาพที่มีแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 
25+2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-4 เดือน เพื่อเพิ่มปริมาณหัวใหไดหัวขนาดมาตรฐาน (เสนผาศูนย  
กลางประมาณ 1.0-1.5 เซนติเมตร) ไปใชในการศึกษาตอไป (ผกาเวียง, 2545) 
 
2.  การสรางสารสีของหัวท่ีเพาะเลี้ยง  
 
 เพาะเลี้ยงหวัในอาหารเหลวสูตรเหมาะสมปริมาตร 60 มิลลิลิตร โดยใสประมาณ 5-6 หัว
ในอาหารเหลว 1 ขวด ในสภาพที่มีแสง 16 ช่ัวโมงตอวนั (ผกาเวียง, 2545) ดังนี ้
 
 รางเงิน เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS + BAP 6 มิลลิกรัมตอลิตร + NAA 0.01  
มิลลิกรัมตอลิตร + น้ําตาลทรายขาวบริสุทธิ์ 60 กรัมตอลิตร pH 6.3 เปนเวลา 27 วนั 
 
 รางทอง เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS + BAP 5 มิลลิกรัมตอลิตร + NAA 0.01 
มลิลิกรัมตอลิตร + น้ําตาลกาแลคโตส 60 กรัมตอลิตร pH 6.8 เปนเวลา 30 วัน 
 
 รางนาก เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS + BAP 5 มิลลิกรัมตอลิตร + NAA 0.01 
มิลลิกรัมตอลิตร + น้ําตาลกลูโคส 60 กรัมตอลิตร pH 6.8 เปนเวลา 27 วัน 

 
3.  การสกัดสารสี 
 

3.1  การศึกษาดานชีวเคมี 
 

       แยกสารสีจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโดยปนเหวี่ยงอาหารเหลวที่เพาะเลี้ยงหัวรางเงิน 
รางทองและรางนากที่ 1,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที เพื่อแยกอาหารเหลวออก ดูดสวน
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ของเหลวใสสวนบน (supernatant) ทิ้ง ลางตะกอน (precipitant) ดวยน้ํากลั่น 1 คร้ัง ปนเหวี่ยงที่ 
1,500 รอบตอนาทีเปนเวลา 15 นาที และดูดสวนของเหลวใสทิ้ง จากนั้นละลายตะกอนสีดวย 1 % 
HCl ใน MeOH ในอัตราสวน 1 กรัมตอ 1 มิลลิลิตร จะไดสารละลายสารสีนําไปวิเคราะหตอไป 
(Francis, 1982) 

 
3.2  การศึกษาดานการทดสอบความเปนพิษ 

 
       แยกสารสีจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโดยปนเหวี่ยงอาหารเหลวที่เพาะเลี้ยงหัวรางเงิน 

รางทองและรางนากที่ 1,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที เพื่อแยกอาหารเหลวออก ดูดของเหลว
ใสสวนบนทิ้ง ลางตะกอนดวยน้ํากลั่น 1 คร้ัง ปนเหวี่ยงที่ 1,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที และ
ดูดสวนของเหลวใสทิ้ง อบตะกอนในตูอบอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2-3 วัน นําตะกอนที่
ไดมาบดในโกรงจนละเอียด ละลายตะกอนดวย acetone ในอัตราสวน 1 กรัมตอ 50 มิลลิลิตร นําไป
ระเหยตัวทําละลายออกภายใตอุณหภูมิที่เหมาะสมกับตัวทําละลายโดยใชเครื่อง rotatory evaporator 
จากนั้นนําสารละลายสารสีที่มีความเขมขนสูงนี้ไประเหยตัวทําละลายออกใหหมดภายใต
สูญญากาศโดยใชเครื่อง speed vacuum จะไดสารสีในรูปของผงสี (Farzad et al., 2002) 
 
4.  การศึกษาดานชีวเคมีของสารสี 
 

4.1  การแยกสารสีดวยวิธี Thin Layer Chromatography 
 

                    นําสารละลายสารสีรางเงิน รางทอง และรางนากจากขอ 3.1 มาอยางละ 4 ไมโครลิตร 
spot บนแผนกระจกเคลือบเซลลูโลส (2.5x7.5 เซนติเมตร) เพื่อแยกสารสีดวยเทคนิคโครมาโตกราฟ 
แบบแผนเคลือบ หรือ thin layer chromatography (TLC) โดยใช developing solvent ที่ประกอบ 
ดวย HCOOH , H2O และ HCl  ในอัตราสวนที่แตกตางกัน 12 ชนิดดังนี้  

HCOOH : H2O : HCl = 5 : 4.5 : 0.5  ,    HCOOH : H2O : HCl = 5 : 5 : 0.5   
                   HCOOH : H2O : HCl = 5 : 5.5 : 0.5  ,    HCOOH : H2O : HCl = 5 : 6 : 0.5  
                   HCOOH : H2O : HCl = 5 : 6.5 : 0.5  ,    HCOOH : H2O : HCl = 5 : 7 : 0.5  
                   HCOOH : H2O : HCl = 5 : 7.5 : 0.5  ,    HCOOH : H2O : HCl = 5 : 8 : 0.5   
                   HCOOH : H2O : HCl = 5 : 8.5 : 0.5  ,    HCOOH : H2O : HCl = 5 : 9 : 0.5     
                   HCOOH : H2O : HCl = 5 : 9.5 : 0.5  ,    HCOOH : H2O : HCl = 5 : 10 : 0.5  
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เลือก developing solvent ที่เหมาะสมไปใชในการทดลองตอไป  
 

4.2.  การแยกสารสีที่กําจัด flavonols ดวยวิธี Thin Layer Chromatography  
 

        นําสารละลายสารสีรางเงิน รางทอง และรางนากจากขอ 3.1 มากําจัด  flavonols โดย
ใช ethyl acetate ที่อ่ิมตัวดวยน้ํา (Heather et al., 2003) จากนั้นนําสารละลายสารสีมาอยางละ 4  
ไมโครลิตร spot บนแผนกระจกเคลือบเซลลูโลส (20x20 เซนติเมตร) เพื่อแยกสารสีดวยวิธี TLC 
โดยใช developing solvent ที่เหมาะสมจากผลการทดลองขอ 4.1 บันทึกสีที่เห็นและคา Rf x 100 ขูด
แถบสีมาละลายดวย 1% HCl ใน MeOH นําสารละลายมาวัดคาการดูดกลืนแสงสูงสุดในชวง 300-
600 นาโนเมตร (การดูดกลืนแสงสูงสุดของแอนโธไซยานินอยูในชวง 465-560 นาโนเมตร) 

 
4.3.  การแยกสารสีดวยวิธี Column Chromatography 
 

          นําสารละลายสารสีรางเงิน  รางทอง  และรางนากจากขอ 3.1 มาอยางละ  500 
ไมโครลิตร load ลงใน column ที่บรรจุ Sephadex LH 20 สูง 48 เซนติเมตร เสนผาศูนยกลาง 1.5  
เซนติเมตร โดยมี eluted solvent ที่เหมาะสมจากผลการทดลองขอ 4.1 มีอัตราการไหล 1 มิลลิลิตร
ตอนาที เก็บ fraction ที่แยกแถบสีได fraction ละ 0.5 มิลลิลิตร นําสารสีมาวัดคาการดูดกลืนแสง
สูงสุดในชวง 300-600 นาโนเมตร (การดูดกลืนแสงสูงสุดของแอนโธไซยานินอยูในชวง 465-560 
นาโนเมตร) 

 
5.  การทดสอบความเปนพษิของสารสดีวยการทดสอบไมโครนิวเคลียส (Micronucleus Test) 
  

5.1  แผนการทดลอง 
        

       ใหหนูปรับตัวเปนระยะเวลา 5 วันแลวจึงนํามาทดลอง หลังจากนั้นทดสอบไมโคร 
นิวเคลียสจาก reticulocyte ในกระแสเลือด แตละการทดลองใชหนูเพศผู 8 ตัว และหนูเพศเมีย 8 ตัว 
แบงการทดลองเปน 6 กลุม ดังนี้ 

กลุมที่ 1 positive control (direct mutagen) ฉีด MMC ปริมาณ 2 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมน้ําหนัก 
หนูเขาชองทอง เก็บเลือดที่ 0, 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมงหลังการฉีด 
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กลุมที ่2 positive control (indirect mutagen) ปอน DMBA ปริมาณ 40 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 
น้ําหนักหนู (ละลายสารในน้ํามันมะกอก) เก็บเลือดที่ 0, 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมงหลังการปอน  

กลุมที่ 3 negative control ปอน propylene glycol (ตัวทําละลายสารสีจากรางเงิน รางทอง 
และรางนาก) ปริมาณ 2 มิลลิลิตรตอกิโลกรัมน้ําหนักหนู เก็บเลือดที่ 0, 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง
หลังการปอน 

กลุมที่ 4 ปอนสารสีจากรางเงินปริมาณ 1 กรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักหนู (สารสี 500 มิลลิกรัม 
ละลายใน propylene glycol 1 มิลลิลิตร) เก็บเลือดที่ 0, 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมงหลังการปอน 

กลุมที่ 5 ปอนสารสีจากรางทองปริมาณ 1 กรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักหนู (สารสี 500 มิลลิกรัม 
ละลายใน propylene glycol 1 มิลลิลิตร) เก็บเลือดที่ 0, 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมงหลังการปอน 

กลุมที่ 6 ปอนสารสีจากรางนากปริมาณ 1 กรัมตอกิโลกรัมน้ําหนกัหน ู(สารสี 500 
มิลลิกรัม ละลายใน propylene glycol 1 มิลลิลิตร) เก็บเลือดที่ 0, 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมงหลังการ
ปอน 

 
5.2  การปอนสารใหหน ู
  
       ใชกระบอกฉีดยาปริมาตร 1 มิลลิลิตร ตอเขากับเข็มฉีดยาขนาด 20 G x 1.6 นิ้วที่ตัด

ปลายใหทู และทําใหโคงตามสวนโคงของปากและหลอดอาหารของหนู ตรงปลายสุดใชตะกั่วทํา
เปนปุมกลมเพื่อปองกันการระคายเคืองตอเยื่อบุทางเดินอาหารในขณะทําการปอน ดูดสารที่จะ
ปอนเขามาไวในกระบอกฉีดยา ปรับปริมาตรพรอมทั้งไลฟองอากาศออก ในการจับหนูใช
นิ้วหัวแมมือและนิ้วช้ีของมือซายจับหูหนู หนีบหางใหอยูระหวางนิ้วกอยและนิ้วนาง ตัวหนูอยูใน
อุงมือ จับหูหนูใหตึงจะทําใหหนูเงยหนาขึ้นและอาปากเล็กนอย มือขวาถือกระบอกฉีดยาที่ใชปอน 
นําเข็มมาแตะมุมปากแลวคอยๆสอดเขาไปตามหลอดอาหารใหลึกพอสมควร (ภาพที่ 7) กดกระบอก 
ฉีดยาเพื่อใหสารเขาไปในกระเพาะอาหารไดหมด ปองกันหนูคายออก แลวคอยๆถอนเข็มออกมา 
(เพ็ญศิริ, 2539) 
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ภาพที่ 7  การปอนสารใหหนู 

 
5.3  การฉีด MMC เขาชองทองหน ู

 
       ใชกระบอกฉีดยาปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่ตอกับเข็มฉีดยาสําเร็จรูป ดูดสารที่จะฉีดเขามา

ไวในกระบอกฉีดยา ปรับปริมาตรพรอมทั้งไลฟองอากาศออก ในการจับหนูใชนิ้วหัวแมมือและ
นิ้วช้ีของมือซายจับหูหนู หนีบหางใหอยูระหวางนิ้วกอยและนิ้วนาง ตัวหนูอยูในอุงมือ หงายอุงมือ
ใหหัวหนูต่ําลงเล็กนอย มือขวาถือกระบอกฉีดยาฉีดเขาชองทอง แทงเข็มเขาชองทอง ดึงกระบอก
ฉีดยาขึ้นเล็กนอยเพื่อตรวจดูวามีเลือดไหลตามกระบอกฉีดยาหรือไม ถามีเลือดไหลตามกระบอกฉดี
ยาเนื่องจากแทงเข็มโดนอวัยวะภายใน ใหถอนเข็มออกแลวแทงตําแหนงอื่น จากนั้นคอยๆกด
กระบอกฉีดยา เพื่อใหสารเขาในชองทองแลวคอยๆถอนเข็มออกมา (ภาพที่ 8)    

 
ภาพที ่8  การฉีด MMC เขาชองทองหน ู
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5.4  การเคลือบสไลดดวย acridine orange  
 
        ละลาย acridine orange ในน้ํากลั่นความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิ 

–20 องศาเซลเซียส บมสไลดที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30-60 นาที ดูด acridine orange 
7 ไมโครลิตร มาเคลือบบนสไลด จากนั้นใชแทงแกวถูไปมาบนสไลดจนกวาจะแหง (Hayashi, 
1990) 
 

5.5  การเตรียมตัวอยางเลือด 
 
        เก็บตัวอยางเลือดจาก orbital plexus ของหนูโดยใชหลอด hematocrit หยดเลือด 5 

ไมโครลิตรบนสไลดที่เคลือบดวย acridine orange ปด cover slip ขนาด 27x40 มิลลิเมตร วางสไลดไว
ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2-3 ช่ัวโมง เพื่อใหเลือดทําปฏิกิริยากับ acridine orange จากนั้นนับจํานวน 
reticulocyte ที่มีไมโครนิวเคลียสและไมมีไมโครนิวเคลียสดวยกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต 
(Vander et al., 1963) reticular structure มีสีแดงสม สวนไมโครนิวเคลียสเปนจดุกลมมีสีเขียว
เหลือง แตละการทดลองศึกษา reticulocyte 1,000 เซลลตอหนู 1 ตัว รวมศึกษา reticulocyte ทั้งหมด 
8,000 เซลลจากหนู 8 ตวั  
 

5.6  การวิเคราะหผลการทดลอง 
 
       นําคาที่ไดไปวิเคราะหทางสถิติดวยโปรแกรม SPSS version 12.0 for Windows และ

วิเคราะหความแตกตางทางสถิติของจํานวน reticulocyte ที่มีไมโครนิวเคลียสหรือ micronucleated 
peripheral reticulocytes (MNRETs) ตอ reticulocyte 1,000 เซลลดวยวิธีการของ Tukey 
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6.  การทดสอบความเปนพษิของสารสดีวยการทดสอบโคเมท (Comet Assay) 
  
 6.1  แผนการทดลอง 
 
        นําเลือดจากอาสาสมัครผูชาย 2 คน และผูหญิง 2 คน มาคนละ 2 มิลลิลิตร ใสหลอด
ขนาด 1.5 มิลลิลิตรจํานวน 16 หลอด โดยใสเลือดหลอดละ 125 ไมโครลิตร และเติมสารดังนี้ 

หลอดที่  1  positive control เติม MMC  0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
 หลอดที่  2  negative control-1 เติมน้ํากลั่น 1.5 ไมโครลิตร 
 หลอดที่  3  negative control-2 เติมน้ํากลั่น 3.5 ไมโครลิตร 

หลอดที่  4  negative control-3 เติมน้ํากลั่น 7.5 ไมโครลิตร 
หลอดที่  5  solvent control-1 เติม DMFA 1.5 ไมโครลิตร 
หลอดที่  6  solvent control-2 เติม DMFA 3.5 ไมโครลิตร 
หลอดที่  7  solvent control-3 เติม DMFA 7.5 ไมโครลิตร 
หลอดที่  8  เตมิสารสีจากรางเงิน 0.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
หลอดที่  9  เตมิสารสีจากรางเงิน 0.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
หลอดที่  10  เติมสารสีจากรางเงิน 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
หลอดที่  11  เติมสารสจีากรางทอง 0.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
หลอดที่  12  เติมสารสีจากรางทอง 0.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
หลอดที่  13  เติมสารสีจากรางทอง 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
หลอดที่  14  เติมสารสีจากรางนาก 0.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
หลอดที่  15  เติมสารสีจากรางนาก 0.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
หลอดที่  16  เติมสารสีจากรางนาก 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
 
หลอดที่ 2 และ 5 เปน control ของหลอดที่เติมสารสี 0.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด คือ  

หลอดที่ 8, 11 และ 14 
หลอดที่ 3 และ 6 เปน control ของหลอดที่เติมสารสี 0.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด คือ  

หลอดที่ 9, 12 และ 15 
หลอดที่ 4 และ 7 เปน control ของหลอดที่เติมสารสี 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด คือ  

หลอดที่ 10, 13 และ 16 
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นําหลอดไปใสตูอบอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมงและดําเนินการทดลอง
ในการทดสอบโคเมทตามวิธีการของ ชนิพร (2543) ;Ostling (1984) และ Wanvisa (2006) 
 
 6.2  การเคลือบสไลดดวยเจลอะกาโรส 
 
        ละลายอะกาโรส 1 กรัมใน 0.9 % sterile normal saline 100 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน
และอุนบน heat box จนกระทั่งเดือด ปรับปริมาตรของเจลใหมีปริมาตรเทาเดิมโดยใชน้ํากลั่น บม
สไลดที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30-60 นาที (ภาพที่ 9)  ดูดเจล 200 ไมโครลิตรเคลือบ
บนสไลด วางสไลดใหแหงในอุณหภูมิหอง  
 

                      
 
 ภาพที่ 9  การบมสไลดที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
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6.3  การเคลือบสไลดดวยตวัอยางเลือดทีอ่ยูในเจลอะกาโรสที่มีจุดหลอมเหลวต่ํา  
 

ละลายอะกาโรสที่มีจุดหลอมเหลวต่ํา 0.6 กรัมใน PBS 100 มิลลิลิตร (0.6% เจลอะกา
โรสที่มีจุดหลอมเหลวต่ํา) เขยาใหเขากัน และอุนบน heat box จนกระทั่งเดือด ปรับปริมาตรของเจล
ใหมีปริมาตรเทาเดิมโดยใชน้ํากลั่น ดูดเจล 200 ไมโครลิตรใสหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร บมที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ผสมตัวอยางเลือด 20 ไมโครลิตรในเจลอะกาโรสแลวหยดลงบนเจลชั้น
ที่ 1 ปดทับดวย cover slip นําไปวางบนถาดที่เย็นจัดเปนเวลา 2 นาที จึงแกะ cover slip ออก 
             
     6.4  การทําใหเซลลเมมเบรนของเซลลเม็ดเลือดขาวแตก 
 
                     นําสไลดไปใสใน lysing solution ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 20 นาที เพื่อให
เซลลเมมเบรนของเซลลเม็ดเลือดขาวแตก เมื่อครบเวลาเอาสไลดออกจาก lysing solution ไปวางใน 
electrophoresis chamber โดยให electrophoresis buffer ที่เย็นเปนเวลา 30 นาที เพื่อให DNA คลาย
เกลียว 
 
              6.5  การทําอิเล็คโทรโฟรีซิส 
 
                     เมื่อ DNA คลายเกลียวแลว นําสไลดมาทําอิเล็คโทรโฟรีซิสใน electrophoresis  
chamber ที่มี alkaline buffer pH 13 ใชกระแสไฟฟา 17 โวลท 300 มิลลิแอมแปร เปนเวลา 30 นาที 
 
              6.6  การ neutralization 
 
                     นําสไลดมาแชใน neutralization buffer ในที่มืดเปนเวลา 30 นาที 
 
              6.7  การยอมสี   
 
        หยด ethidium bromide ความเขมขน 75 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 35 ไมโคร-  
ลิตรลงบนเจล ปดทับดวย cover slip นําไปดูใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต กรณียังไมไดตรวจ
วิเคราะหทันที ใหเก็บสไลดใน moist chamber ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
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 6.8  การตรวจวิเคราะหผล 
 
              ใชกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต  excitation filter 515-560 นาโนเมตร barrier filter 

590 นาโนเมตร กําลังขยาย 100 เทา  ตรวจหาบริเวณที่เซลลมีการกระจายตัวพอดี หลังจากนั้นจึงดู
ดวยกําลังขยาย 400 เทา ใชกลองซีซีดี (charge-coupled device, CCD) รับสัญญาณภาพถายทอดไป
ยังจอคอมพิวเตอร (Monteith and Vanstone, 1995) แตละการทดลองทําการศึกษาลิมโฟไซต 100 
เซลล รวม 1,600 เซลลตออาสาสมัคร 1 คน ใชโปรแกรม Meta System ISS092 คํานวณคาตางๆของ
โคเมทตามวิธีของ McCarthy et.al. (1997) ดังนี้ (ภาพที่ 10) 

- HS (head size)  :  เสนผาศูนยกลางโคเมท 
- TL (tail length)  :  ความยาวหางของเซลลโคเมท 
- Intensity  :  ความสวาง 
- Tail Moment (โมเมนตหาง)  =  Tail Length  x  (% DNA) 
- % DNA =  [(Tail Intensity) / (Total Intensity)] x 100 

ศึกษาเสนผาศูนยกลางโคเมท ความยาวหางและโมเมนตหาง นําคาที่ไดไปคํานวณทางสถิติดวย
โปรแกรม SPSS version 12.0 for Windows 
       

ภาพที่ 10  การวัดความยาวของเซลลโคเมท 
                  ตัวยอ        HS (head size)  :  เสนผาศูนยกลางโคเมท 
                                   TL (tail length)  :  ความยาวหางของเซลลโคเมท 

HS TL 
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สถานที่ทําการทดลอง 
 
  

1.  หองปฏิบัติการวิจัย ภาควิชาพันธุศาสตร คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
วิทยาเขตบางเขน กรุงเทพมหานคร 

  
2. หองปฏิบัติการวิจัย ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยา

เขตบางเขน กรุงเทพมหานคร   
 
3.  หองปฏิบัติงานสัตวทดลอง สถาบันมะเร็งแหงชาติ กรุงเทพมหานคร 

 

ระยะเวลาในการทดลอง 
 

เร่ิมทําการทดลอง           เดือนตุลาคม    พ.ศ. 2546 
 

 ส้ินสุดการทดลอง            เดือนสิงหาคม    พ.ศ. 2549 
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ผลและวิจารณ 
 

1.  การเตรียมพืชทดลอง 
 
 การเพาะเลี้ยงหัวรางเงิน รางทอง และรางนากในอาหารแข็งสูตร MS ที่เติม BAP 2  
มิลลิกรัมตอลิตร NAA 0.01 มิลลิลิกรัมตอลิตร และน้ําตาลทรายขาวบริสุทธิ์ 60 กรัมตอลิตร pH 5.8 
(สูตรควบคุม) ในสภาพที่มีแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-4 เดือน 
ไดตนและหัวที่มีขนาดมาตรฐานเพื่อใชในการสรางสารสี หัวมีการสรางสารสีและปลอยสารสีลง
ในอาหารเปนสีมวงออน สีแดงอมสม และสีมวงตามลําดับ (ภาพที่ 11)  
 

 
                                 A                                  B                                 C 

 
ภาพที่ 11  การเพาะเลี้ยงหวัในอาหารแข็งสตูรควบคุม A. รางเงิน  B. รางทอง  C. รางนาก 
 
2.  การสรางสารสีของหัวท่ีเพาะเลี้ยง 
 
 เมื่อเพาะเลี้ยงชิ้นสวนหัวในอาหารเหลวสูตรตางๆ ในสภาพที่เหมาะสม (ผกาเวียง, 2545) 
คือ รางเงินเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS ที่เติม BAP 6  มิลลิกรัมตอลิตร NAA 0.01 มิลลิลิกรัม
ตอลิตร และน้ําตาลทรายขาวบริสุทธิ์ 60 กรัมตอลิตร pH 6.3 เปนเวลา 27 วัน รางทองเพาะเลี้ยงใน
อาหารเหลวสูตร MS ที่เติม BAP 5  มิลลิกรัมตอลิตร NAA 0.01 มิลลิลิกรัมตอลิตร และน้ําตาล     
กาแลคโตส 60 กรัมตอลิตร pH 6.8 เปนเวลา 30 วัน รางนากเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS ที่เติม 
BAP 5 มิลลิกรัมตอลิตร NAA 0.01 มิลลิลิกรัมตอลิตร และน้ําตาลกลูโคส 60 กรัมตอลิตร pH 6.8 
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เปนเวลา 27 วัน ในสภาพที่มีแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน อุณหภูมิ 25+2 องศาเซลเซียส พบวาหัวที่
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวมีการเจริญเติบโตเร็วกวาในอาหารแข็ง และสามารถสรางสารสีไดมากกวา 
สังเกตเห็นอาหารมีสีมวงออน สีแดงอมสม และสีมวง ตามลําดับ  (ภาพที่ 12)  
 

 
                                              A                                   B                                 C 
 
ภาพที่ 12  การเพาะเลี้ยงหวัในอาหารเหลว A. รางเงิน   B. รางทอง   C. รางนาก 
 
3.  การสกัดสารส ี 
 

เมื่อนําอาหารเหลวที่มีเซลลสะสมสารสีแขวนลอยอยูมาปนเหวี่ยง จะไดตะกอนเซลล
สะสมสารสี (ภาพที่ 13) ละลายตะกอนดวย 1 % HCl ใน MeOH ในอัตราสวน 1 กรัมตอ 1 มิลลิลิตร 
จะไดสารละลายสีเหลืองน้ําตาลเพื่อนําไปศึกษาดานชีวเคมีของสารสี (ภาพที่ 14A) แตถาละลาย
ตะกอนดวย acetone ในอัตราสวน 1 กรัมตอ 50 มิลลิลิตร จะไดสารละลายสีแดงเขมเพื่อนําไปศึกษา
ดานการทดสอบความเปนพิษของสารสี (ภาพที่ 14B)   
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                              A                                           B                                             C 
 

ภาพที่ 13  เซลลสะสมสารสีกอนและหลังการปนเหวี่ยงอาหารเหลวที่เพาะเลี้ยงหัว 
     A. รางเงิน   B. รางทอง   C. รางนาก 
 
      
 
                                       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                                    
                  รางเงิน              รางทอง               รางนาก                                                                                            รางเงิน                  รางทอง               รางนาก 

  
                      A                                                                                        B 

 
ภาพที่ 14  สารสีรางเงิน รางทอง และรางนาก ละลายใน A. 1 % HCl ใน MeOH  B. acetone  
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4.  การศึกษาดานชีวเคมีของสารส ี
 
 4.1  การแยกสารสีดวยวิธี Thin Layer Chromatography  
 

       จากการทาํ thin layer chromatography (TLC) ของสารสีที่ไดจากการเพาะเลี้ยงหวัราง
เงิน รางทอง และรางนาก โดยใช developing solvent ตางๆ 12 ชนิด ดังนี้ 

HCOOH : H2O : HCl = 5 : 4.5 : 0.5  ,   HCOOH : H2O : HCl = 5 : 5 : 0.5   
                   HCOOH : H2O : HCl = 5 : 5.5 : 0.5  ,   HCOOH : H2O : HCl = 5 : 6 : 0.5  
                   HCOOH : H2O : HCl = 5 : 6.5 : 0.5  ,   HCOOH : H2O : HCl = 5 : 7 : 0.5  
                   HCOOH : H2O : HCl = 5 : 7.5 : 0.5  ,   HCOOH : H2O : HCl = 5 : 8 : 0.5   
                   HCOOH : H2O : HCl = 5 : 8.5 : 0.5  ,   HCOOH : H2O : HCl = 5 : 9 : 0.5     
                   HCOOH : H2O : HCl = 5 : 9.5 : 0.5  ,   HCOOH : H2O : HCl = 5 : 10 : 0.5   
พบวา developing solvent ที่ประกอบดวย HCOOH, H2O และ HCl ในอัตราสวนที่แตกตางกันนั้น
สามารถแยกสารสีไดเปน 3 แถบ คือ สีเหลือง สีเหลืองสม และสีสม โดย developing solvent ที่มี 
HCOOH : H2O : HCl ในอัตรสวน 5 : 7 : 0.5 สามารถแยกสารสีไดดีที่สุด (ภาพที่ 15 และตารางที่ 4) 
 
 
 

                                                                                            รางเงิน       รางทอง      รางนาก                                 รางเงิน       รางทอง      รางนาก                                   รางเงิน       รางทอง      รางนาก             
 
 

                                                                      A                                       B                                        C                                        
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                                                 รางเงิน       รางทอง      รางนาก                                      รางเงิน       รางทอง      รางนาก                                   รางเงิน       รางทอง      รางนาก                                   
 
 

                                                                D                                         E                                        F         
 
                                 

                  

                                                                                              รางเงิน       รางทอง      รางนาก                                      รางเงิน       รางทอง      รางนาก                                     รางเงิน       รางทอง      รางนาก                                  
  
 

                                    G                                         H                                        I                                          
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                                                                                         รางเงิน       รางทอง      รางนาก                                   รางเงิน       รางทอง      รางนาก                                     รางเงิน       รางทอง      รางนาก                                  
  
  

                                     J                                         K                                        L                                          
 
 
ภาพที่ 15  โครมาโตแกรมจากการทํา thin layer chromatography ของสารสีจากรางเงิน รางทอง  

และรางนาก โดยใช developing solvent 12 ชนิด  
A. HCOOH : H2O : HCl = 5 : 4.5 : 0.5  
B. HCOOH : H2O : HCl = 5 : 5 : 0.5   
C. HCOOH : H2O : HCl = 5 : 5.5 : 0.5  
D.  HCOOH : H2O : HCl = 5 : 6 : 0.5 
E. HCOOH : H2O : HCl = 5 : 6.5 : 0.5 
F.  HCOOH : H2O : HCl = 5 : 7 : 0.5 
G. HCOOH : H2O : HCl = 5 : 7.5 : 0.5 
H.  HCOOH : H2O : HCl = 5 : 8 : 0.5 
I.  HCOOH : H2O : HCl = 5 : 8.5 : 0.5 
J.  HCOOH : H2O : HCl = 5 : 9 : 0.5 
K.  HCOOH : H2O : HCl = 5 : 9.5 : 0.5 
L.   HCOOH : H2O : HCl = 5 : 10 : 0.5   
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ตารางที่ 4  ผลจากการทํา thin layer chromatography ของสารสีจากรางเงิน รางทอง และรางนาก 
 โดยใช developing solvent 12 ชนิด  
 

  developing solvent อัตราสวนโดยปริมาตร ผลที่ได 

HCOOH : H2O : HCl 5 : 4.5 : 0.5 แยกสารสีได 3 แถบคือ สีเหลือง สีเหลือง
สม และสีสม แตยังมีบางสวนผสมกันอยู 

HCOOH : H2O : HCl 5 : 5 : 0.5 แยกสารสีได 3 แถบคือ สีเหลือง สีเหลือง
สม และสีสม แตยังมีบางสวนผสมกันอยู 

HCOOH : H2O : HCl 5 : 5.5 : 0.5 แยกสารสีได 3 แถบคือ สีเหลือง สีเหลือง
สม และสีสม แตยังมีบางสวนผสมกันอยู 
และบางสวนเริ่มแยกจากกนั 

HCOOH : H2O : HCl 5 : 6 : 0.5 แยกสารสีไดดขีึ้นเปน 3 แถบ คือ สีเหลือง 
สีเหลืองสม และสีสม 

HCOOH : H2O : HCl 5 : 6.5 : 0.5 แยกสารสีไดดขีึ้นเปน 3 แถบ คือ สีเหลือง 
สีเหลืองสม และสีสม 

HCOOH : H2O : HCl 5 : 7 : 0.5 แยกสารสีไดดทีี่สุดเปน 3 แถบ คือ สี
เหลือง สีเหลืองสม และสีสม 

HCOOH : H2O : HCl 5 : 7.5 : 0.5 แยกสารสีได 3 แถบ คือ สีเหลือง สีเหลือง
สม และสีสม โดยสีสมในแถบสุดทายมีสี
จางลง 

HCOOH : H2O : HCl 5 : 8 : 0.5 แยกสารสีได 3 แถบ คือ สีเหลือง สีเหลือง
สม และสีสม โดยสีเหลืองสมมีสีสมเขม
ขึ้นและสีสมในแถบสุดทายมีสีจางลง 

HCOOH : H2O : HCl 5 : 8.5 : 0.5 แยกสารสีได 3 แถบ คือ สีเหลือง สีเหลือง
สม และสีสม โดยสีเหลืองสมมีสีสมเขม
ขึ้น และสีสมในแถบสุดทายมีสีจางลง 

HCOOH : H2O : HCl 5 : 9 : 0.5 แยกสารสีได 3 แถบ คือ สีเหลือง สีเหลือง
สม และสีสม โดยสีเหลืองสมมีสีสมเขม
ขึ้น และสีสมในแถบสุดทายมีสีจางลง 
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ตารางที่ 4   (ตอ) ผลจากการทํา thin layer chromatography ของสารสีจากรางเงิน รางทอง และ 
รางนากโดยใช developing solvent 12 ชนิด  

 

  developing solvent อัตราสวนโดยปริมาตร ผลที่ได 

HCOOH : H2O : HCl 5 : 9.5 : 0.5 แยกสารสีได 3 แถบ คือ สีเหลือง สีเหลือง
สม และสีสม โดยสีเหลืองสมมีสีสมเขม
ขึ้น และสีสมในแถบสุดทายมีสีจางลง 

HCOOH : H2O : HCl 5 : 10 : 0.5 แยกสารสีได 3 แถบ คือ สีเหลือง สีเหลือง
สม และสีสม โดยสีเหลืองสมมีสีสมเขม
ที่สุด และสีสมในแถบสุดทายมีสีจางที่สุด 

   

 
หมายเหต ุ *TLC บนแผนเซลลูโลสผลึกละเอียด (solvent front เปน 5 เซนติเมตร) 
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4.2  การแยกสารสีที่กําจัด flavonols ดวยวิธี Thin Layer Chromatography  
 

       การทํา TLC ของสารสีที่ไดจากการเพาะเลี้ยงหัวรางเงิน รางทอง และรางนาก ซ่ึงผาน
กระบวนการกําจัด flavonols โดยใช developing solvent  ที่แยกสารสีไดดีที่สุดจากผลการทดลอง
ขอ 4.1 คือ HCOOH : H2O : HCl   = 5 : 7  : 0.5 พบวาสามารถแยกสารสีไดเปน 5 แถบ คือ สีเหลือง 
สีเหลืองสม สีชมพู สีสม และสีเหลือง โดยมีคา Rf x 100 เปน 53, 65, 72, 75 และ 81 ตามลําดับ 
(ภาพที่ 16) และมีคาการดูดกลืนแสงสูงสุดดังแสดงในตารางที่ 5 
                                     
 

                          Rfx100  
      รางเงิน                รางทอง                    รางนาก      
 
 
ภาพที่ 16  โครมาโตแกรมจากการทํา thin layer chromatography ของสารสีจากรางเงิน รางทอง  

 และรางนาก ซ่ึงผานกระบวนการกําจดั flavonols โดยใช HCOOH : H2O : HCl = 5 : 7 :  
 0.5 เปน developing solvent   

 

 

 

 

 

 

72 

81 

75 

65 

53 
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ตารางที่ 5  การดูดกลืนแสงของสารสีจากรางเงิน รางทอง และรางนาก ซ่ึงผานกระบวนการกําจัด  
 flavonols และทํา thin layer chromatography โดยใช HCOOH : H2O : HCl =                 
 5 : 7 : 0.5 เปน developing solvent   

 
  
   ตัวอยาง               สีที่เกิดขึ้น            Rfx100                  λmax (nm)      A          λmax (nm)      A        
 
 
   รางเงิน                 เหลือง                   53                          469.5    0.073     398.5         0.061 
                              เหลืองสม              65                           469.5    0.117         330         0.054 
                              ชมพู                      72                           472.5    0.053         420            0.049 
                              สม                         75                           468      0.114         366.5         0.058 
                              เหลือง                    81                           468.5    0.082         383            0.049 
 
   รางทอง                เหลือง                   53                           468       0.063         409            0.049 
                              เหลืองสม              65                           468      0.157         330            0.043 
                              ชมพู                      72                           473.5   0.046         426            0.043 
                              สม                         75                           469      0.051         395.5         0.041 
                              เหลือง                    81                           468     0.057         391.5         0.047 
 
   รางนาก                เหลือง                   53                           468.5    0.058         404.5         0.051 
                              เหลืองสม              65                           470       0.066         330            0.051 
                              ชมพู                      72                           470      0.058         419.5         0.054 
                              สม                         75                          468.5    0.130         365.5         0.054 
                              เหลือง                    81                          468.5    0.67           383.5         0.053 
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4.3  การแยกสารสีดวยวิธี Column Chromatography  
 
        ในการแยกสารสีที่ไดจากการเพาะเลี้ยงหัวรางเงิน รางทอง และรางนาก ดวยวิธี 
column chromatography โดยใช column ที่บรรจุ Sephadex LH20 และ solvent ที่ดีที่สุดจากผลการ
ทดลองขอ 4.1  คือ HCOOH : H2O : HCl = 5 : 7 : 0.5 พบวาสามารถแยกสารสีไดเปน 2, 2 และ 3 
แถบตามลําดับ (ภาพที่ 17) 
                                                                                                                                                                                         

                                                                                      
      A                                                         B                                                         C 
 
ภาพที่ 17   column chromatography ของสารสีจาก A. รางเงิน B. รางทอง C. รางนาก 
                  โดยใช Sephadex LH20; HCOOH : H2O : HCl  = 5 : 7 : 0.5    
     A. 1 =  แถบสีเหลือง    2  =  แถบสีเหลือง  
  B. 1 =  แถบสีเหลือง    2  =  แถบสีเหลือง  
  C. 1 =  แถบสีเหลือง    2  =  แถบสีเหลืองสม   3 = แถบสีเหลือสม  
  
 รวบรวมสารสีจากสวนของแถบสีที่มี flavonols ปริมาณนอยปนอยูใน anthocyanidin คือ 
แถบที่ 2 ของรางเงิน แถบที่ 2 ของรางทอง และแถบที่ 3 ของรางนาก นําสารสีนี้ไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงสูงสุด (ตาราที่ 6) พบวาสารสีจากรางเงิน รางทอง และรางนาก มีคาการดูดกลืนแสง 

2 

1 

2 

2 

1 
1 

3 
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λmax 469, 468.5 และ 468.5 นาโนเมตรตามลําดับ ซ่ึงเปนคาการดูดกลืนแสงของสารสีในกลุม  
anthocyanidin และ λmax  360, 359.5 และ 360.5 นาโนเมตรตามลําดับซึ่งเปนคาการดูดกลืนแสงของ
สารสีในกลุม flavonoids ชนิดอื่นนอกจาก anthocyanidin 
 
ตารางที่ 6  การดูดกลืนแสงของสารสีจากรางเงิน รางทอง และรางนาก ที่ไดจากการทํา column  
                  chromatography โดยใช Sephadex LH20; HCOOH : H2O : HCl  =  5 : 7 : 0.5 

 

สารสี แถบสี  λmax(nm) A  λmax(nm) A 
      

รางเงิน   2 469 0.617 360 0.021 
รางทอง   2 468.5 0.718 359.5 0.018 
รากนาก   3 468.5 0.704 360.5 0.030 

      

 
ในการทดลองหา developing solvent ที่เหมาะสมเพื่อแยกสารสีจากรางเงิน รางทอง และ

รางนากดวยวิธี TLC ที่เคลือบแผนกระจกดวย cellulose microcrystalline ของเจนจิรา (2548) พบวา 
developing solvent ที่ประกอบดวย HCOOH : H2O : HCl ในอัตราสวน 5 : 3 : 2 สามารถแยกสีออก
จากกันไดดีที่สุด งานวิจัยนี้จึงนํา developing solvent สูตรนี้มาปรับปรุงและลองแยกสารสีจากราง
นากโดยการทํา column chromatography บรรจุ column ดวย cellulose microcrystalline และปรับ 
เปลี่ยนองคประกอบใน solvent ใหมีอัตราสวนแตกตางกันหลายสูตร พบวา solvent ที่ดีที่สุดคือ 
HCOOH : H2O : HCl  เทากับ 5 : 4.5 : 0.5 ซ่ึงสามารถแยกสารสีจากรางนากเปน 3 แถบคือ สีเหลือง 
สีเหลืองสม และสีสมในแถบที่ 3 มีคาการดูดกลืนแสง λmax 468.5 นาโนเมตร เปนสาร anthocyanidins  
(Joseph et al., 2004) A เทากับ 1.625 และ λmax 359.5 นาโนเมตร เปนสาร flavonoids ชนิดอื่น
นอกจาก anthocyanidins (Markham, 1982) A เทากับ 0.3 ซ่ึงได anthocyanidins ปริมาณนอย จึง 
เปลี่ยนสารที่บรรจุใน column ใหมเปน cellulose microgranular ปรากฎวาสามารถแยกสารสีจาก
รางนากเปน 3  แถบ คือ สีเหลือง สีเหลืองสม และสีสมในแถบที่ 3 มีคาการดูดกลืนแสง λmax 468  
นาโนเมตร A เทากับ 0.583 และ λmax 360 นาโนเมตร A เทากับ 0.037 การแยกสารสีวิธีนี้จึงยังไมดี
เนื่องจากมี  anthocyanidins ปริมาณคอนขางนอย  (ขอมูลไมไดแสดง) ดังนั้นจึงทดลองหา 
developing solvent ที่เหมาะสมในการแยกสารสีใหมดวยวิธี TLC อีกครั้งโดย เลือก developing 
solvent จากการทํา column chromatography  คือ HCOOH : H2O : HCl เทากับ 5 : 4.5 : 0.5 และเพิ่ม
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ความมีขั้วของ developing solvent โดยการเพิ่มอัตราสวนของน้ําในสวนผสมทีละ 0.5 มิลลิลิตรตั้ง 
แตชนิดที่ 1 ถึงชนิดที่ 12 จากการทดลองพบวา developing solvent ชนิดที่ 6 ที่มี HCOOH : H2O : 
HCl ในอัตราสวน 5 : 7 : 0.5 สามารถแยกสารสีจากรางเงิน รางทอง และรางนากออกจากกันไดดี
ที่สุดเปน 3 แถบคือสีเหลือง สีเหลืองสม และสีสม (ภาพที่ 15 และตารางที่ 4) หลังจากนั้นทํา 
column chromatography โดยใช developing solvent ชนิดนี้และเปลี่ยนอนุภาคที่บรรจุใน column 
เปน Sephadex LH20 (Byamukama et al., 2006) ปรากฏวาสามารถแยกสารสีจากรางเงิน รางทอง 
และรางนากไดเปน 2, 2 และ 3 แถบตามลําดับ ซ่ึงไดปริมาณ anthocyanidins มากขึ้น (ภาพที่ 17 
และตารางที่ 6) การแยกสารสีดวยวิธีนี้จึงใหผลนาพอใจ นําสารสีที่รวบรวมไดไประเหย solvent   
ออกแลวแบงสารสีแตละชนิดเปน 3 สวน จากนั้นละลายสารสีสวนที่ 1 ดวย 1 % HCl ใน MeOH 

และละลายสวนที่ 2  ดวย 1 % HCl ใน EtOH พบวาสารสีจากรางเงินมีคาการดูดกลืนแสง λmax 475 
และ 480.5 นาโนเมตร สารสีจากรางทองมีคาการดูดกลืนแสง λmax 476.5 และ 481.5 นาโนเมตร สาร
สีจากรางนากมีคาการดูดกลืนแสง λmax 477.5 และ 482.5 นาโนเมตร คาการดูดกลืนแสงของสารสี
ทั้ง 3 ชนิดนี้มีคาใกลเคียงกับคาการดูดกลืนแสงของ apigeninidin ที่เปน anthocyanidins คือ 476 
และ 483 นาโนเมตร (Harborne, 1988) เมื่อนําสารสีในสวนที่ 3 มาละลายดวย EtOH พบวาคาการ
ดูดกลืนแสง λmax ของสารสีจากรางเงิน รางทอง และรางนากมีคา 373, 372 และ 372 นาโนเมตร
ตามลําดับ คาการดูดกลืนแสงนี้มีคาใกลเคียงกับคาการดูดกลืนแสงของ quercetin ที่เปน flavonols  
คือ 373 นาโนเมตร (Geissman, 1962) สารสีที่รวบรวมไดนี้สามารถนําไประบุชนิดและโครงสรางที่
ถูกตองดวยวิธี high performance liquid chromatography (HPLC), liquid chromatography-mass 
spectrometer (LC-MS) และ nuclear magnetic resonance (NMR) ตอไป  

ในงานวิจยันี้ทาํการกําจัด flavonols ที่ปนอยูในสารสีโดยใช ethyl acetate ที่อ่ิมตัวดวยน้ํา 
(Heather et al., 2003) แลวนาํผลที่ไดมาตรวจสอบดวยวิธี TLC และขูดแถบสีไปวัดคาการดูดกลืน
แสงสูงสุด (ตารางที่ 5) พบวาสารสีทั้ง 3 ชนิดแตละแถบสีมีคา λmax 2 ชวง คือ ชวงที่ 1 มีคาการ
ดูดกลืนแสง λmax  468-473.5 นาโนเมตรซึ่งเปนสารในกลุม anthocyanidins และชวงที่ 2 มีคาการ
ดูดกลืนแสง λmax  330-426 นาโนเมตรซึ่งเปนสาร flavonoids ชนิดอื่นนอกจาก anthocyanidins 
(Markham,1982) วิธีนี้จึงไมสามารถกําจัดสารอื่นที่ปนอยูในสารสีออก สันนิษฐานวา flavonols ที่
ปนอยูในสารสีนาจะเปนปจจัยหนึ่งที่ทําใหสารสีจากรางเงิน รางทอง และรางนากมสีีปรากฏออกมา
แตกตางกัน เนือ่งจาก anthocyanin และ flavonol เกิดเปน anthocyanin-flavonol complex (ภาพที่ 
18) ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Fossen et al. (2000) (ภาพที่ 19) 
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  A                                      
   

 

   B                                     
 
                              

   C                                    
   

ภาพที่ 18  สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของ anthocyanin-flavonol complex ในสารสีจาก 
                 A. รางเงิน   B. รางทอง   C. รางนาก 
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ภาพที่ 19 สเปกตรัมการดูดกลืนแสง UV-Visible ของ anthocyanin-flavonol complex  

ใน Chives (Allium schoenoprasu) (Fossen et al., 2000) 
  1.  (cyanidin 3-ο-β-glucoside)(kaempferol 3-ο-(2-ο-β-glucosyl-β- glucoside)-7-ο-β-  
  glucosiduronic acid) maonate  
  2.  the anthocyanin cyanidin 3-ο-β-glucoside  

 
 
5.  การทดสอบความเปนพษิของสารสดีวยการทดสอบไมโครนิวเคลียส (Micronucleus Test) 
 
  เมื่อศึกษา reticulocytes ของหนูดวยกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนตจะเห็น reticulocyte มี
สีแดงสม และไมโครนิวเคลียสมีสีเขียวเหลือง (ภาพที่ 20) หลังจากหนูไดรับสารสีจากรางเงิน ราง
ทอง และ รางนาก ปริมาณ 1 กรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักหนู พบวาจํานวน reticulocyte ที่มีไมโคร
นิวเคลียสหรือ micronucleated peripheral reticulocytes (MNRETs) ตอ reticulocyte 1,000 เซลล ใน
หนูเพศผูและหนูเพศเมียมีความแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ และระยะเวลาที่สารสีอยูในรางกายของ
หนูไมมีผลตอจํานวน MNRETs จากตารางที่ 7 จะเห็นวาหลังจากหนูไดรับสารสีเปนเวลา 0, 24, 48, 
72 และ 96 ช่ัวโมง หนูเพศผูที่ไดรับสารสีจากรางเงิน รางทอง และรางนากมี MNRETs  1.938 ถึง 
3.188, 2.643 ถึง 3.143 และ 2.938 ถึง 4.875  เซลลตอ reticulocyte 1,000 เซลลตามลําดับ สวนหนู
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เพศเมียมี MNRETs 2.625 ถึง 3.938, 2.188 ถึง 3.375 และ 2.438 ถึง 5.750 เซลลตอ reticulocyte 
1,000 เซลลตามลําดับ (ภาพที่ 21 และ 22) เมื่อเปรียบเทียบกับ propylene glycol (negative control) 
พบวาจํานวน MNRETs  มีความแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญโดยหนูเพศผูและหนูเพศเมียที่ไดรับ 
propylene glycol มี MNRETs 2.625 ถึง 5.375 และ 1.813 ถึง 3.375  เซลลตอ reticulocyte 1,000 
เซลลตามลําดับ ผลการทดลองนี้มีคาใกลเคียงกับที่  Wild (1988) ไดรายงานไววาโดยปกติหนู
ทดลองเกิด MNRETs ไดเองประมาณ 1.2 ถึง 4.1 เซลลตอ reticulocyte 1,000 เซลล จึงอาจสรุปวา
สารสีจากรางเงินและรางทองที่ปริมาณ 1 กรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักหนูไมมีผลตอจํานวน MNRETs 
ในหนูเพศผูและหนูเพศเมีย สวนสารสีจากรางนากนั้นการทดลองในหนูเพศผูและหนูเพศเมียใน
ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมงจํานวน MNRETs ที่เกิดขึ้นมีคานอยกวาหรือใกลเคียงกับคาที่เกิด
เองในหนูทดลอง สวนในระยะเวลา 96 ช่ัวโมงนั้นถึงแมจํานวน MNRETs มีคามากกวาที่เกิดเองใน
หนูทดลองก็ตาม แตเมื่อนํามาวิเคราะหทางสถิติแลวพบวาจํานวน MNRETs นี้แตกตางอยางไมมี
นัยสําคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับ propylene glycol (negative control) กรณีของ MMC และ DMBA 
(positive control) นั้นในระยะเวลา 24 ช่ัวโมง หนูเพศผูและหนูเพศเมียมี MNRETs 14.688 (MMC), 
12.500 (DMBA) และ 18.625 (MMC), 5.188 (DMBA) เซลลตอ reticulocyte 1,000 เซลลตามลําดับ 
ในระยะเวลา 48 ช่ัวโมงทั้งหนูเพศผูและหนูเพศเมียมีจํานวน MNRETs มากที่สุด คือ 21.750 
(MMC), 28.688 (DMBA) และ 26.313 (MMC), 34.438 (DMBA) เซลลตอ reticulocyte 1,000 เซลล
ตามลําดับ เมื่อวิเคราะหทางสถิติแลวพบวาจํานวน MNRETs มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ เมื่อ
เปรียบเทียบกับสารสีจากรางเงิน รางทอง รางนาก และ negative control อยางไรก็ตามในระยะเวลา 
72 และ 96 ช่ัวโมง ทั้งหนูเพศผูและหนูเพศเมียมีจํานวน MNRETs ลดลงจนมีความแตกตางอยางไม
มีนัยสําคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับสารสีทั้ง 3 ชนิด และ negative control โดยในระยะเวลา 72 ช่ัวโมง 
หนูเพศผูและหนูเพศเมียมี MNRETs 3.063 (MMC), 3.688 (DMBA) และ 2.688 (MMC), 4.688 
(DMBA) เซลลตอ reticulocyte 1,000 เซลลตามลําดับ ในระยะเวลา 96 ช่ัวโมง หนูเพศผูและหนูเพศ
เมียมี MNRETs 1.938 (MMC), 4.375 (DMBA) และ1.938 (MMC), 3.188 (DMBA) เซลลตอ 
reticulocyte 1,000 เซลลตามลําดับ การที่หนูไดรับสารกอกลาย MMC และ DMBA แลวพบ 
MNRETs จํานวนมากในระยะเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง และ MNRETs มีจํานวนลดลงในระยะเวลา 
72 และ 96 ช่ัวโมงนั้นอาจเนื่องจาก MNRETs ที่พบในระยะเวลา 24 และ48 ช่ัวโมงมีการพัฒนาไป
เปนเซลลเม็ดเลือดแดงเต็มวัย reticulocyte ที่พบในระยะเวลา 72 และ 96 ช่ัวโมงสวนใหญจึงเปน 
reticulocyte รุนใหมที่เพิ่งออกมาจากไขกระดูก ผลการทดลองนี้สอดคลองกับงานวิจัยอ่ืนที่ทดสอบ
ไมโครนิวเคลียสใน reticulocyte ของเลือดหนู (เฉลียว, 2540; เพียงใจและคณะ, 2540; Hara et al., 
1992; Suzuki et al., 1997) 
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จากตารางที่ 8 จะเห็นวาคาสัมประสิทธิความผันแปรจํานวน MNRETs ในหนูที่ไดรับสารสี
จากรางเงิน รางทอง และรางนากในระยะเวลาตางๆมีคานอยแสดงวา การเกิด MNRETs ในหนูแต
ละตัวมีจํานวนใกลเคียงกัน สารสีจากรางเงิน รางทอง และรางนากมีองคประกอบหลักเปนแอนโธ
ไซยานินไมมีผลในการเหนี่ยวนําใหเกิดไมโครนิวเคลียสเพิ่มขึ้น สอดคลองกับการทดลองของ 
Erexson (2003) ที่ศึกษาความเปนพิษและความปลอดภัยของสารสกัดจากเมล็ดองุนและเปลือกองุน
ซ่ึงมีสารพวกโปรแอนโธไซยานิดิน พบวาไมมีฤทธิ์ในการเหนี่ยวนําใหเกิดไมโครนิวเคลียส ซ่ึง
สอดคลองกับผลการทดลองของ Yamakoshi et al. (2002) ที่ศึกษาความปลอดภัยของโปรแอนโธ
ไซยานิดินจากผลองุนแลวพบวามีความปลอดภัยในการใชเปนสีผสมอาหาร เจนจิรา (2548) รายงาน
วาสารสีจากรางเงิน รางทอง และรางนากที่ความเขมขน 0.3125-1.25, 0.3125-0.625 และ 0.01-0.2 
มิลลิกรัมตอเพลท ตามลําดับ ไมมีฤทธิ์กอกลายตอแบคทีเรีย Salmonella typhimurium ทั้งสายพันธุ 
TA98 และ TA100 ทั้งในสภาวะที่มีและไมมี S-9 mix นอกจากนั้นยังไดศึกษาความผิดปกติของ
โครโมโซมคนในเซลลเม็ดเลือดขาวที่เพาะเลี้ยงภายหลังไดรับสารสีจากรางเงิน รางทอง และราง
นากในระดับความเขมขน 0.3 และ 1.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร พบวาสารสีจากรางเงินกอใหเกิดความ
ผิดปกติของโครโมโซมรอยละ 2.00 และ 4.25 ตามลําดับ สารสีจากรางทองกอใหเกิดความผิดปกติ
ของโครโมโซมรอยละ 4.50 และ 8.25 ตามลําดับ และสารสีจากรางนากกอใหเกิดความผิดปกติของ
โครโมโซมรอยละ 7.00 และ 11.50 ตามลําดับ ในขณะที่ negative control และ MMC ซ่ึงเปน 
positive control กอใหเกิดความผิดปกติของโครโมโซมรอยละ1.00 และ 30.09 ตามลําดับ ความ
เขมขนของสารสีจากรางเงิน รางทอง และรางนากมากขึ้นมีผลเหนี่ยวนําใหเกิดความผิดปกติของ
โครโมโซมในเซลลเม็ดเลือดขาวในระดับต่ําๆ แตจากการทดสอบไมโครนิวเคลียสในหนูทดลอง 
พบวาสารสีจากรางเงิน รางทอง และรางนากไมมีผลในการเหนี่ยวนําใหเกิดไมโครนิวเคลียส เมื่อ
เปรียบเทียบกับ negative control ทั้งนี้อาจเนื่องจากในรางกายของสิ่งมีชีวิตชั้นสูงมีกลไกมากมายที่
จะรักษาซอมแซมและปองกันเซลลตางๆโดยเฉพาะระบบกําจัดพิษ (detoxification) ซ่ึงไมมีใน
แบคทีเรียและเซลลเม็ดเลือดขาวที่เพาะเลี้ยงในหองทดลอง 
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ภาพที ่20 ไมโครนิวเคลียสเปนจุดกลมสีเขียวเหลือง (ลูกศรชี้) ใน reticulocyte สีแดงสมที่ไดจาก 
กระแสเลือดของหนูเมื่อดดูวยกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต 
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ตารางที่ 7 จํานวน reticulocyte ที่มีไมโครนิวเคลียสตอ reticulocyte 1,000 เซลลในหน ูหลังจากไดรับสารสีจากรางเงิน รางทอง และรางนาก โดย   
                 เปรียบเทียบกับ mitomycin C  และ DMBA (positive control), propylene glycol (negative control) 
 

Treatment จํานวน  reticulocyte  ที่มีไมโครนิวเคลยีสตอ reticulocyte 1,000 เซลล หลังจากไดรับสารเปนเวลา (ชม.) 
 0 24 48 72 96 

Male      
mitomycin C 2.500±0.7071a 14.688±2.5486c 21.750±4.0356b 3.063±1.2374a 1.938±1.0155a 

DMBA 3.000±1.5811a 12.500±4.8550b 28.688±9.5167c 3.688±1.6677a 4.375±2.0310a 

propylene glycol 2.750±1.2247a 2.625±1.3025a 3.625±0.9161a 5.375±1.3562a 4.688±1.2800a 

รางเงิน 1.938±0.6781a 3.188±0.5303a 2.688±0.5303a 2.375±1.0607a 2.813±0.2588a 

รางทอง 3.000±0.6547a 2.857±0.8997a 3.143±1.5736a 3.143±1.3452a 2.643±1.5736a 

รางนาก 2.938±1.4745a 3.875±1.4577a 4.125±0.9910a 3.649±1.5979a 4.875±2.2480a 

Female      
mitomycin C 2.750±1.3093a 18.625±2.4604c 26.313±5.4898b 2.688±1.9261a 1.938±0.9797a 

DMBA 1.813±0.5303a 5.188±2.2190b 34.438±9.4470c 4.688±3.3588a 3.188±1.6243a 

propylene glycol 1.813±0.6512a 2.313±1.0999a 3.250±1.2817a 3.375±1.3025a 2.875±1.3025a 

รางเงิน 2.625±0.9543a 2.750±1.3093a 3.938±1.7204a 3.000±0.9636a 3.000±0.9258a 

รางทอง 2.188±0.8425a 2.813±0.9234a 3.375±1.0607a 3.125±1.1573a 2.500±0.9258a 

รางนาก 2.438±1.2082a 3.125±1.8468a 2.938±1.4501a 3.375±1.9039a 5.750±1.7321a 

      

คาในตาราง คอื คาเฉลี่ย±สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ อักษรที่ตางกัน มคีวามแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ จากการคํานวณดวยวิธี Tukey 
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 55 
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ตารางที่ 8  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (SE) และสัมประสิทธิ์ความผันแปร (CV) ของจํานวน reticulocyte ที่มีไมโครนิวเคลียสตอ reticulocyte 1,000 เซลล 
    ในหนูหลังจากไดรับสารสีจากรางเงิน รางทอง และรางนาก โดยเปรียบเทียบกับ mitomycin C  และ DMBA (positive  control), propylene    

glycol (negative control)                  
 

Treatment                                                                                                             จํานวน  reticulocyte  ที่มีไมโครนิวเคลียสตอ reticulocyte 1,000 เซลล หลังจากไดรับสารเปนเวลา (ชม.) 

                                                                                     0                         24                         48                                                72                                                  96 
                                                                  SE          CV     SE          CV     SE          CV     SE         CV     SE          CV 
 
Male  
       mitomycin C                               0.2500    0.2828             0.9011    0.1735      1.4268     0.1855          0.4375     0.4039              0.5239 0.5239 
       DMBA                                            0.5590 0.5270  1.7165     0.3884         3.3647     0.3317             0.5896        0.4521              0.7181 0.4642 
       proprylene glycol   0.4330 0.4453  0.4605 0.4961  0.3239  0.2527  0.4795    0.2523    0.4525  0.2730 
       รางเงิน                                      0.2397    0.3498  0.1875     0.1663             0.1875     0.1972              0.3750    0.4466             0.0915 0.0920 
       รางทอง                                         0.2315     0.2182  0.3401     0.3149              0.5948    0.5006              0.5084     0.4279              0.5948 0.5953 
       รางนาก                                         0.5213    0.5018  0.5154    0.3761              0.3504     0.2402              0.4623     0.4379              0.7948 0.4611 
Female  
       mitomycin C                                 0.4629 0.4761            0.8699     0.1321   1.9410    0.2086                  0.6810 0.7165                   0.3464   0.5055 
       DMBA                                          0.1875 0.2924    0.7845    0.4277     3.3400   0.2743         1.1875    0.7164                   0.5743     0.5095 
       proprylene glycol                          0.2302 0.3591                 0.3889     0.4755         0.4532    0.3943         0.4605   0.3859                   0.4605     0.4530 
       รางเงิน                                         0.3374 0.3635         0.4629   0.4761             0.6083     0.4368                  0.3407    0.3212                  0.3273     0.3086 
       รางทอง                                          0.2979 0.3850        0.3265   0.3282           0.3750    0.3142                  0.4092     0.3703                  0.3273    0.3702 
       รางนาก                                         0.4272 0.4955    0.6529   0.5909              0.5127 0.4935                  0.6731   0.5641                  0.6124     0.3012 
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ภาพที่ 21 จํานวน reticulocyte ที่มีไมโครนิวเคลียสตอ reticulocyte 1,000 เซลลหลังจากหนูเพศผู 

ไดรับ mitomycin C และ DMBA (positive control), propylene glycol (negative control), 
 สารสีจากรางเงิน, รางทอง และรางนากเปนระยะเวลาตางๆ 
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ภาพที่ 22 จํานวน reticulocyte ที่มีไมโครนิวเคลียสตอ reticulocyte 1,000 เซลลหลังจากหนูเพศเมีย 

ไดรับ mitomycin C และ DMBA (positive control), propylene glycol (negative control), 
 สารสีจากรางเงิน, รางทอง และรางนากเปนระยะเวลาตางๆ 
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6.  การทดสอบความเปนพษิของสารสดีวยการทดสอบโคเมท (Comet Assay) 
 
 โปรแกรมที่ใชในการวิเคราะหผลการทดสอบโคเมทนั้นมีหลายแบบ แตละโปรแกรมก็ให
คาตัวเลขจากการทดลองแตกตางกัน สําหรับการทดลองนี้ไดวิเคราะหผลดวยโปรแกรม Meta 
System ISS092  ซ่ึงเปนโปรแกรมที่นยิมใชวิเคราะหความเสียหายของ DNA ในสัตวเล้ียงลูกดวย
นมหลายชนดิ เชน หมู หนู และคน (Schaeferhenrich et al., 2003; Zamorano et al., 2004; Wanwisa 
et al., 2006) ในการทดสอบโคเมทโดยใชตัวอยางเลือดนั้น ตรวจวิเคราะหโคเมทโดยใชกลอง
จุลทรรศนฟลูออเรสเซนต หาบริเวณที่มกีารกระจายของเซลลพอดดีวยกําลังขยาย 100 เทาแลวจงึวัด
เซลลดวยกําลังขยาย 400 เทา โดยมีกลองซีซีดีรับสัญญาณภาพและโปรแกรมแปลงสัญญาณออก
ทางจอคอมพิวเตอร (ภาพที่ 23 และ 24) จากนั้นคํานวณเสนผาศูนยกลางโคเมท ความยาวหางและ
โมเมนตหาง ในการทดลองนี้พบความเสยีหายของ DNA เปน 5 ระดับ โดยแบงตามคาโมเมนตหาง 
และรูปรางของเซลลโคเมท (ภาพที่ 25) โมเมนตหางมีคานอยกวา 2  จดัวา DNA ไมเสยีหาย (เซลล
โคเมทแบบที่ 1) โมเมนตหางมีคาเทากับ 2 หรือมากกวา จัดวา DNA เสียหาย (เซลลโคเมทแบบที่ 2, 
3, 4 และ 5) ถาโมเมนตหางมีคามากกวา 30 จัดเปนเซลล apoptotic (Genghini et al., 2006)   
 

 
 
ภาพที่ 23 ลิมโฟไซตที่ไมมีหาง เมื่อยอมดวยเอธิเดียมโบรไมดและดูใตกลองจุลทรรศน    
                ฟลูออเรสเซนต กําลังขยาย 400 X 
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ภาพที่ 24 ลิมโฟไซตที่มีหาง (comet tail) เมื่อยอมดวยเอธิเดียมโบรไมดและดูใตกลอง  
                จุลทรรศนฟลูออเรสเซนต กําลังขยาย 400 X 
 
   
   
 

                                                           
                                       
 

                                        
 
ภาพที่ 25 ระดบัความเสียหายของ DNA ที่เพิ่มขึ้นของเซลลโคเมทเมื่อลิมโฟไซตไดรับสารกอกลาย 
 

1 2 

4 5 

3 

4 5 
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 เมื่อทรีตเลือดดวยสารตางๆ ไดแก mitomycin C (positive control) น้ํากลั่น (negative 
control)  dimethylformamide (solvent control)  สารสีจากรางเงิน รางทอง และรากนากความ
เขมขน 0.3, 0.7 และ 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด ไดคํานวณเสนผาศนูยกลางโคเมท ความยาว
หางและโมเมนตหางของเซลลโคเมทความเขมขนละ 100 เซลลจากอาสาสมัคร 1 คน รวมทั้งหมด 
400 เซลลจากอาสาสมัครทั้ง 4 คน ซ่ึงเปนผูชาย 2 คน และผูหญิง 2 คน (ตารางที่ 9 และ ภาพที่ 26) 
หลังจากนัน้วิเคราะหผลทางสถิติของเสนผาศูนยกลางโคเมท (ตารางที่ 10-19) ความยาวหาง (ตาราง
ที่ 20-29) และโมเมนตหาง (ตารางที่ 30-39) 
 
ตารางที่ 9 คาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางโคเมท ความยาวหาง และโมเมนตหางของลิมโฟไซตในอาสา 
    สมัครทั้งหมดซึ่งทรีตดวยสารสีความเขมขน 0.3, 0.7 และ 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
 

สารที่ทดสอบ เสนผาศูนยกลางโคเมท   ความยาวหาง    โมเมนตหาง 
1. positive control (MMC 0.5 µg/ml) 14.7617+2.59592 8.5405+9.16006     2.4051+4.21739   
2. negative control-1 (น้ํากลั่น 1.5 µl) 11.6537+1.12923          2.8130+1.95527 0.2364+0.27488 
3. solvent control-1 (DMFA 1.5 µl) 11.2244+1.04724          2.1830+1.39584     0.2068+0.29076   
4. สารสีรางเงิน 0.3 mg/ml 11.3463+1.47314          2.8862+1.89048     0.2603+0.27085 
5. สารสีรางทอง 0.3 mg/ml 11.2586+1.04955          2.8101+1.89706     0.2464+0.26514 
6. สารสีรางนาก 0.3 mg/ml 11.0012+1.25653          2.7199+2.19838     0.2517+0.38771 
7. negative control-2 (น้ํากลั่น 3.5 µl) 11.5362+1.05628          2.8703+1.50028     0.3012+0.32510   
8. solvent control-2 (DMFA 3.5 µl) 11.5340+1.08408          3.2690+2.48389     0.3875+0.65995 
9. สารสีรางเงิน 0.7 mg/ml 11.0468+1.04302          2.1968+2.20465     0.2599+0.82050   
10. สารสีรางทอง 0.7 mg/ml 10.8474+0.97325          2.2155+2.22422     0.2556+1.12054   
11. สารสีรางนาก 0.7 mg/ml 11.4257+1.08805          3.4017+2.91183     0.3888+1.20778   
12. negative control-3 (น้ํากลั่น 7.5 µl) 11.5297+1.10637          2.5991+1.59041     0.2711+0.33774   
13. solvent control-3 (DMFA 7.5 µl) 13.3647+2.48764          15.8565+9.41128   5.9413+6.34462   
14. สารสีรางเงิน 1.4 mg/ml 13.3161+3.09639          16.3778+9.23786   6.0278+5.92040   
15. สารสีรางทอง 1.4 mg/ml 12.8949+2.55255          16.1312+9.13764   6.0870+5.87294 
16. สารสีรางนาก 1.4 mg/ml 13.3862+2.68697          17.3371+8.78100   7.1297+6.51454 

    
 
คาในตาราง คอื คาเฉลี่ย+สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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. 
ภาพที่ 26   ระดับความเสียหายของ DNA ในลิมโฟไซตของคนเมื่อไดรับสารสีจากราง 
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1. เสนผาศูนยกลางโคเมท 
 
 สารสีความเขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด (ตารางที่ 10-12) ทั้งรางเงิน รางทอง และ

รางนาก มีคาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางโคเมทในอาสาสมัครทั้งหมด อาสาสมัครผูชายและอาสาสมัคร
ผูหญิง แตกตางจาก solvent control อยางไมมีนัยสําคัญ และมีคาแตกตางจาก negative control อยาง
ไมมีนัยสําคัญเฉพาะในอาสาสมัครผูชายเทานั้น แตแตกตางจาก negative control อยางมีนัยสําคัญ
ในอาสาสมัครทั้งหมดและอาสาสมัครผูหญิง 
  สารสีความเขมขน 0.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด (ตารางที่ 13-15) รางเงิน และรางทอง มี
คาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางโคเมทในอาสาสมัครทั้งหมดแตกตางจาก solvent control และ negative 
control อยางมนีัยสําคัญ สวนรางนากมีคาแตกตางจาก solvent control และ negative control อยาง
ไมมีนัยสําคัญ ในอาสาสมัครผูชายนั้น รางเงินและรางทองมีคาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางโคเมทแตกตาง
จาก solvent control อยางมีนัยสําคัญ โดยรางเงินมีคาแตกตางจาก negative control อยางไมมี
นัยสําคัญ ในขณะที่รางทองมีคาแตกตางจาก negative control อยางมีนัยสําคัญ สวนรางนากมีคา
แตกตางจาก solvent control และ negative control อยางไมมีนัยสําคัญ สําหรับอาสาสมัครผูหญิงนั้น 
รางเงินและรางทองมีคาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางโคเมทแตกตางจาก solvent control และ negative 
control อยางมนีัยสําคัญ สวนรางนากมีคาแตกตางจาก solvent control และ negative control อยาง
ไมมีนัยสําคัญ 
  สารสีความเขมขน 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด (ตารางที่ 16-18) ทั้งรางเงิน รางทอง และ
รางนากมีคาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางโคเมทในอาสาสมัครทั้งหมดและอาสาสมัครผูหญิงแตกตางจาก 
solvent control อยางไมมีนยัสําคัญ แตแตกตางจาก negative control อยางมีนัยสําคัญ สวนใน
อาสาสมัครผูชายนั้น รางเงนิและรางนากมคีาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางโคเมทแตกตางจาก solvent 
control อยางไมมีนัยสําคัญ แตแตกตางจาก negative control อยางมีนัยสําคัญ ในขณะที่รางทองมีคา
แตกตางจาก solvent control และ negative control อยางมีนัยสําคัญ  
  จากตารางที่ 19 พบวา positive control (MMC 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเลือด) มีคาเฉลี่ย
เสนผาศูนยกลางโคเมทในอาสาสมัครทั้งหมดมากที่สุด รองลงมาอันดับ 2 คือ solvent control-3 
(DMFA 7.5 ไมโครลิตร) รองลงมาอันดับ 3 คือ negative control-1 (น้ํากลั่น 1.5 ไมโครลิตร) ทั้งนี้ 
solvent control-1 (DMFA 1.5 ไมโครลิตร) มีคาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางโคเมทนอยที่สุด สวน 
negative control-2 (น้ํากลั่น 3.5 ไมโครลิตร) negative control-3 (น้ํากลัน่ 7.5 ไมโครลิตร) และ 
solvent control-2 (DMFA 3.5 ไมโครลิตร) มีคาอยูระหวาง negative control-1 และ solvent control-
1 หรืออาจกลาววาแตกตางอยางไมมีนยัสําคัญ solvent control-3 ที่เปน DMFA 7.5 ไมโครลิตรเปน
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พิษตอลิมโฟไซต แตก็ยังนอยกวา positive control สวน solvent control ที่เปน DMFA 1.5 และ 3.5 
ไมโครลิตรไมเปนพิษตอลิมโฟไซตเชนเดยีวกับน้ํากลั่นที่เปน negative control ดังนัน้การที่สารสี
จากรางเงิน รางทอง และรางนาก ความเขมขน 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือดในอาสาสมัครทั้งหมด 
อาสาสมัครผูชายและอาสาสมัครผูหญิง (ตารางที่ 16-18) มีคาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางโคเมทนอยกวา
และแตกตางจาก solvent control-3 อยางไมมีนัยสําคัญ แตมคีามากกวาและแตกตางจาก negative 
control-3 อยางมีนัยสําคัญนัน้ จึงอาจสรุปวาความเสยีหายของ DNA หรือความเปนพษิตอลิมโฟ
ไซตนาจะเกิดจาก solvent เพียงอยางเดียว 
 

2. ความยาวหาง 
 
  สารสีความเขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด (ตารางที่ 20-22) ทั้งรางเงิน รางทอง และ
รางนาก มีคาเฉลี่ยความยาวหางในอาสาสมัครทั้งหมด อาสาสมัครผูชายและอาสาสมคัรผูหญิง 
แตกตางจาก solvent control และ negative control อยางไมมีนัยสําคัญ  
  สารสีความเขมขน 0.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด (ตารางที่ 23-25) รางเงิน และรางทอง มี
คาเฉลี่ยความยาวหางในอาสาสมัครทั้งหมดแตกตางจาก solvent control อยางมีนยัสําคัญ แต
แตกตางจาก negative control อยางไมมีนยัสําคัญ สวนรางนากมีคาแตกตางจาก solvent control 
และ negative control อยางไมมีนัยสําคัญ ในอาสาสมัครผูชายนั้น รางเงินและรางนากมีคาเฉลี่ย
ความยาวหางแตกตางจาก solvent control และ negative control อยางไมมีนัยสําคัญ ในขณะที่ราง
ทองมีคาแตกตางจาก solvent control อยางมีนัยสําคัญ แตแตกตางจาก negative control อยางไมมี
นัยสําคัญ สําหรับอาสาสมัครผูหญิง ทั้งรางเงิน รางทอง และรางนากมีคาเฉลี่ยความยาวหางแตกตาง
จาก solvent control และ negative control อยางไมมีนยัสําคัญ  
  สารสีความเขมขน 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด (ตารางที่ 26-28) ทั้งรางเงิน รางทอง และ
รางนากมีคาเฉลี่ยความยาวหางในอาสาสมัครทั้งหมดและอาสาสมัครผูชายแตกตางจาก solvent 
control อยางไมมีนัยสําคัญ แตแตกตางจาก negative control อยางมีนัยสําคัญ ในขณะที่ทั้งรางเงิน 
รางทอง และรางนากมีคาเฉลีย่ความยาวหางในอาสาสมัครผูหญิงแตกตางจาก solvent control และ 
negative control อยางมีนัยสําคัญ 
  จากตารางที่ 29 พบวา solvent control-3 (DMFA 7.5 ไมโครลิตร) มีคาเฉลี่ยความยาวหาง
ในอาสาสมัครทั้งหมดมากทีสุ่ด รองลงมาอันดับ 2 คือ positive control (MMC 0.5 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตรเลือด) รองลงมาอันดับ 3 คือ solvent control-2 (DMFA 3.5 ไมโครลิตร) ทั้งนี ้solvent 
control-1 (DMFA 1.5 ไมโครลิตร) มีคาเฉลี่ยความยาวหางนอยที่สุด สวน negative control-1      
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(น้ํากลั่น 1.5 ไมโครลิตร) negative control-2 (น้ํากลั่น 3.5 ไมโครลิตร) และ negative control-3 (น้ํา
กล่ัน 7.5 ไมโครลิตร) มีคาอยูระหวาง solvent control-1 และ solvent control-2 หรืออาจกลาววา
แตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ solvent control-3 ที่เปน DMFA 7.5 ไมโครลิตรเปนพิษตอลิมโฟไซต
มากกวา positive control สวน solvent control ที่เปน DMFA 1.5 และ 3.5 ไมโครลิตรไมเปนพิษตอ
ลิมโฟไซตเชนเดียวกับน้ํากลั่นที่เปน negative control ดังนั้นการที่สารสีจากรางเงิน รางทอง และ
รางนาก ความเขมขน 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือดในอาสาสมัครทั้งหมดและอาสาสมัครผูชาย 
(ตารางที่ 26 และ 27) มีคาเฉลี่ยความยาวหางแตกตางจาก solvent control-3 อยางไมมนีัยสําคัญ แตมี
คามากกวาและแตกตางจาก negative control-3 อยางมีนยัสําคัญนั้น จึงอาจสรุปวา ความเสียหายของ 
DNA หรือความเปนพิษตอลิมโฟไซตนาจะเกดิจาก solvent เพียงอยางเดียว สําหรับสารสีจากราง
เงิน รางทอง และรางนาก ความเขมขน 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือดในอาสาสมัครผูหญิง (ตาราง
ที่ 28) มีคาเฉลี่ยความยาวหางมากกวาและแตกตางจาก solvent control-3 และ negative control-3 
อยางมีนัยสําคญันั้นอาจสรุปวา ความเสยีหายของ DNA หรือความเปนพิษตอลิมโฟไซตนาจะเกิด
จาก solvent และสารสี 
  

3. โมเมนตหาง 
   
  สารสีความเขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด (ตารางที่ 30-32) ทั้งรางเงิน รางทอง และ
รางนาก มีคาเฉลี่ยโมเมนตหางในอาสาสมัครทั้งหมด อาสาสมัครผูชายและอาสาสมคัรผูหญิง
แตกตางจาก solvent control และ negative control อยางไมมีนัยสําคัญ  
  สารสีความเขมขน 0.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด (ตารางที่ 33-35) ทั้งรางเงิน รางทอง และ
รางนาก มีคาเฉลี่ยโมเมนตหางในอาสาสมัครทั้งหมด อาสาสมัครผูชาย และอาสาสมัครผูหญิง
แตกตางจาก solvent control และ negative control อยางไมมีนัยสําคัญ  
  สารสีความเขมขน 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด (ตารางที่ 36-38) รางเงิน และรางทองมี
คาเฉลี่ยโมเมนตหางในอาสาสมัครทั้งหมดแตกตางจาก solvent control อยางไมมีนยัสําคัญ แต
แตกตางจาก negative control อยางมีนยัสําคัญ สวนรางนากมีคาแตกตางจาก solvent control และ 
negative control อยางมีนัยสําคัญ ในอาสาสมัครผูชายนั้น ทั้งรางเงิน รางทอง และรางนากมีคาเฉลี่ย
โมเมนตหางแตกตางจาก solvent control อยางไมมีนยัสําคัญ แตแตกตางจาก negative control อยาง
มีนัยสําคัญ สําหรับอาสาสมัครผูหญิง ทั้งรางเงิน รางทอง และรางนากมคีาเฉลี่ยโมเมนตหาง
แตกตางจาก solvent control และ negative control อยางมีนัยสําคัญ 
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  จากตารางที่ 39 พบวา solvent control-3 (DMFA 7.5 ไมโครลิตร)  มีคาเฉลี่ยโมเมนตหาง
ในอาสาสมัครทั้งหมดมากทีสุ่ด รองลงมาอันดับ 2 คือ positive control (MMC 0.5 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตรเลือด) ทั้ง solvent control-3 และ positive control มีคาเฉลี่ยโมเมนตหางแตกตางจาก 
control อ่ืนอยางมีนัยสําคัญ ทั้งนี้ negative control-1 (น้ํากลั่น 1.5ไมโครลิตร) negative control-2 
(น้ํากลั่น 3.5 ไมโครลิตร) negative control-3 (น้ํากลั่น 7.5ไมโครลิตร) solvent control-1 (DMFA 
1.5 ไมโครลิตร) และ solvent control-2 (DMFA 3.5 ไมโครลิตร) มีคาเฉลี่ยโมเมนตหางนอยและ
แตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ solvent control-3 ที่เปน DMFA 7.5 ไมโครลิตรเปนพิษตอลิมโฟไซต
มากกวา positive control สวน solvent control ที่เปน DMFA 1.5 และ 3.5 ไมโครลิตรไมเปนพิษตอ
ลิมโฟไซตเชนเดียวกับน้ํากลั่นที่เปน negative contol ดังนั้นการที่สารสีจากรางเงิน และรางทอง
ความเขมขน 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือดในอาสาสมัครทั้งหมด (ตารางที่ 36) และสารสีจากราง
เงิน รางทองและรากนากความเขมขน 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือดในอาสาสมัครผูชาย (ตารางที่ 
37) มีคาเฉลี่ยโมเมนตหางแตกตางจาก solvent control-3 อยางไมมีนยัสําคัญ แตมีคามากกวาและ
แตกตางจาก negative control-3 อยางมีนยัสําคัญนั้น จึงอาจสรุปวา ความเสียหายของ DNA หรือ
ความเปนพษิตอลิมโฟไซตนาจะเกิดจาก solvent เพียงอยางเดยีว สวนสารสีจากรางนากความ
เขมขน 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือดในอาสาสมัครทั้งหมด (ตารางที ่36) และสารสีจากรางเงิน 
รางทอง และรางนากความเขมขน 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือดในอาสาสมัครผูหญิง (ตารางที่ 38) 
มีคาเฉลี่ยโมเมนตหางมากกวาและแตกตางจาก solvent control-3 และ negative control-3 อยางมี
นัยสําคัญนั้น อาจสรุปวา ความเสียหายของ DNA หรือความเปนพษิตอลิมโฟไซตนาจะเกิดจาก 
solvent และสารสี 
 จากการทรีตเลือดดวยสารสีจากรางเงิน รางทอง และรางนาก ความเขมขน 0.3, 0.7 และ 1.4 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือดเปนเวลา 3 ช่ัวโมง แลวทําการทดสอบโคเมทและพิจารณาพารามิเตอร 3 
คา คือ เสนผาศูนยกลางโคเมท ความยาวหาง และโมเมนตหาง เพื่อประเมินความเปนพิษของสารสี
จากความเสียหายของ DNA พบวาสารสีจากรางเงิน รางทอง และรางนาก ความเขมขน 1.4 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือดเปนพิษตอลิมโฟไซตในอาสาสมัครผูหญิง โดยมีคาเฉลี่ย ความยาวหาง
และโมเมนตหางของเซลลโคเมทมากกวาและแตกตางจาก solvent control และ negative control 
อยางมีนัยสําคญั แตไมเปนพษิตอลิมโฟไซตในอาสาสมัครผูชาย เมื่อศึกษาทั้งผูชายและผูหญิง
รวมกันก็ปรากฏวาในอาสาสมัครทั้งหมดมีเพียงสารสีจากรางนากความเขมขน 1.4 มลิลิกรัมตอ
มิลลิลิตรเลือดเทานั้นที่เปนพษิตอลิมโฟไซตโดยมีคาเฉลี่ยโมเมนตหางของเซลล             
โคเมทมากกวาและแตกตางจาก solvent control และ negative control อยางมีนัยสําคญั สวนการ
ทดลองอื่นๆในงานวจิัยนี้สารสีไมเปนพิษตอลิมโฟไซต ผูหญิงมีการตอบสนองตอสารสีไวและ
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แสดงความเปนพิษของสารสีออกมาไดมากกวาผูชายเนือ่งจาก อายุ เพศ และกิจวัตรประจําวนัของ
อาสาสมัคร มีผลตอกระบวนการซอมแซม DNA หลังจากไดรับสาร (Singh et al. , 1990; Singh et 
al., 1991; Hartmann et al., 1994) ในการทดลองพบวาสารสีจากรางนากเปนพษิมากกวาสารสีจาก
รางเงินและรางทอง (ตารางที่ 28, 36 และ 38) การที่สารสีจากรางเงินและรางทอง ความเขมขน 0.3, 
0.7 และ1.4 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด รางนากความเขมขน 0.3 และ 0.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด
ไมเหนีย่วนาํให DNA เกิดความเสียหาย จงึนาจะพัฒนาสารสีเหลานี้เปนสีผสมอาหารได คนปกติ
ไดรับสีผสมอาหารวันละ 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมน้ําหนกัตัว (จุไรรัตน, 2537) ความเขมขนของสาร
สีที่ใชในการทดลองนี้มีคามากกวาปริมาณสารสีที่คนปกติไดรับในแตละวัน ดังนั้นสารสีจากราง
นากความเขมขน 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด เปนความเขมขนที่สูงกวาปกติมากและเซลลเม็ด
เลือดขาวสัมผัสกับสารสีโดยตรงจนทําให DNA เกดิความเสียหาย ในขณะที่ความเขมขนระดับต่ํา
กวานีไ้มมีผลตอ DNA นอกจากนี้รางกายของคนก็มีระบบการกําจัดพษิ (detoxification) ดวยวิธีการ
ตางๆ ดังเห็นไดจากผลการทดลองที่ทดสอบความเปนพษิของสารสีดวยการทดสอบไมโคร
นิวเคลียสในหนู (ตารางที่ 7) ที่ปอนสารสีใหหนู 1 กรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักหนแูลวสารสียังมีความ
ปลอดภัย ผลการทดลองนี้สอดคลองกับการทดลองของ Azevedo (2003) ที่รายงานวาแอนโธไซ
ยานินซึ่งเปนองคประกอบหลักในถั่วดาํไมเหนีย่วนําให DNA เกดิความเสียหาย แอนโธไซยานินใน
พืชชนิดตางๆยังมีบทบาทในการปองกันความเสียหายของ DNA ดังการทดลองของ Lazze (2003) 
ที่รายงานวาแอนโธไซยานนิปองกัน DNA ไมใหเสยีหายในกลามเนือ้เรียบ และ hepatoma cell ของ
หนูที่ไดรับ tert-butyl-hydroperoxide  โดยใช delphinidin (DP), delphinidin-3-glycoside (D3G), 
delphinidin-3-rutinoside (D3R) และ cyanidin-3-rutinoside (C3R)  พบวา DP สามารถปองกันความ
เสียหายของ DNA ไดมากทีสุ่ดคือ 40-50 เปอรเซ็นตทั้งในกลามเนื้อเรียบ และ hepatoma cell สวน 
D3G, D3R และ C3R ปองกันความเสียหายของ DNA ได 20-30 เปอรเซ็นต แอนโธไซยานิน
ปองกัน DNA ไมใหเกิดความเสียหายโดยการกําจัดอนุมลูอิสระ  Russo (2005) รายงานวาแอนโธ
ไซยานิดนิ cyanidin 3-O-β-D-glucoside (C3G) ปองกัน DNA ที่ไดรับ Ochratoxin A (OTA) จาก
เชื้อรา Aspergillus ochraceus  ไดเนื่องจาก C3G สามารถตานการเกดิอนุมูลอิสระ procyanidins ที่
สกัดจากเมล็ดองุนมีคุณสมบตัิลดอนุมูลอิสระ ลดความเสยีหายของ DNA เมื่อเซลลไดรับสารกอ
กลาย  ชวยปองกันโรคและความออนเพลยี (Aldini et al., 2003; Shafiee et al., 2003; Shi et al., 
2003; Llopiz et al., 2004) 
 ในการทดสอบความเปนพษิของสารสีดวยการทดสอบโคเมทนี้ไดใชพารามิเตอร 3 คา คือ 
เสนผาศูนยกลางโคเมท ความยาวหาง และโมเมนตหางมาวิเคราะหผล พบวาคาความยาวหางและคา
โมเมนตหาง มีความไวและละเอียดในการตรวจสอบมากกวาคาเสนผาศูนยกลางโคเมท ทําใหตรวจ
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พบความเปนพิษของสารสีที่ความเขมขน 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือดได ในขณะที่คา
เสนผาศูนยกลางโคเมทตรวจไมพบความเปนพิษของสารสีเลย ในการทดสอบโคเมทจึงควรใช
พารามิเตอรหลายคามาชวยใหการสรุปผลมีความถูกตองมากขึ้น การทดลองนี้ไดเลือก 
dimethylformamide (DMFA) เปนตวัทําละลายสารสีเนือ่งจาก DMFA เปนตัวทําละลายชนิดหนึ่งที่
นิยมใชในงานดานทดสอบความเปนพษิและสามารถละลายสารสีไดดี จากตารางที่ 19, 29 และ 39 
พบวา DMFA 1.5 และ 3.5 ไมโครลิตรที่ใชละลายสารสีความเขมขน 0.3 และ 0.7 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตรเลือดตามลําดับนั้นไมเปนพษิตอลิมโฟไซตโดยมีคาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางโคเมท ความยาว
หาง และโมเมนตหางแตกตางจาก negative control (น้ํากลั่น 1.5 และ 3.5 ไมโครลิตร ตามลําดับ) 
อยางไมมีนยัสําคัญ สวน DMFA ปริมาณมากขึ้นเปน 7.5 ไมโครลิตรที่ใชละลายสารสีความเขมขน 
1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือดนั้น จะเปนพษิตอลิมโฟไซตโดยมีคาเฉลี่ยเสนผาศนูยกลางโคเมท 
ความยาวหาง และโมเมนตหางแตกตางจาก negative control (น้ํากลั่น 7.5 ไมโครลิตร) อยางมี
นัยสําคัญ  DMFA มีความเปนพิษและเปนสารกอกลายใน cell line บางชนิด นอกจากนี้ยังเปน
อันตรายตอตบั ไต ปอดในสัตวทดลอง (Koudela 1979; Spazier 1981; Bethesda, 1993)  
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ตารางที่ 10  คาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางโคเมทของลิมโฟไซตในอาสาสมัครทั้งหมดซึ่งทรีตดวยสารสี 
    ความเขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
 

สารที่ทดสอบ   คาเฉลี่ย 
    ( x ) 

สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml)     14.7617d 2.59592 0.12980 
negative control-1 (น้ํากลั่น 1.5 µl) 11.6537c 1.12923 0.05618 
solvent control-1 (DMFA 1.5 µl)     11.2244ab   1.04724 0.05236 
สารสีรางเงิน 0.3 mg/ml 11.3463b       1.47314 0.07366 
สารสีรางทอง 0.3 mg/ml 11.2586ab 1.04955 0.07412 
สารสีรางนาก 0.3 mg/ml 11.0012a 1.25653 0.08885 

หมายเหต ุ          อักษรที่เหมอืนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
                           อักษรที่ตางกัน มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
                           จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 

              ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
 

ตารางที่ 11 คาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางโคเมทของลิมโฟไซตในอาสาสมัครผูชายซ่ึงทรีตดวยสารสี  
                   ความเขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
 
สารที่ทดสอบ  คาเฉลี่ย 

   ( x ) 
สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 14.7277b 2.35222 0.16633 
negative control-1 (น้ํากลั่น 1.5 µl) 11.4927a 1.05777 0.07480 
solvent control-1 (DMFA 1.5 µl) 11.3912a 1.06985 0.07565 
สารสีรางเงิน 0.3 mg/ml 11.5106a 1.39352 0.09854 
สารสีรางทอง 0.3 mg/ml 11.4666a 0.97202 0.06873 
สารสีรางนาก 0.3 mg/ml 11.1781a 1.33190 0.09418 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
  ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
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ตารางที่ 12 คาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางโคเมทของลิมโฟไซตในอาสาสมัครผูหญิงซึ่งทรีตดวยสารส ี 
                   ความเขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
 
สารที่ทดสอบ 
  

 คาเฉลี่ย 
   ( x ) 

สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 14.7958c 2.82440 0.19972 
negative control-1 (น้ํากลั่น 1.5 µl) 11.8146b 1.20125 0.08494 
solvent control-1 (DMFA 1.5 µl) 11.0577a 0.99924 0.07066 
สารสีรางเงิน 0.3 mg/ml 11.1820a 1.13037 0.07993 
สารสีรางทอง 0.3 mg/ml 11.0505a 1.12709 0.07970 
สารสีรางนาก 0.3 mg/ml 10.8243a 1.18116 0.08352 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
  ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
 
ตารางที่ 13 คาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางโคเมทของลิมโฟไซตในอาสาสมัครทั้งหมดซึ่งทรีตดวยสารสี  
                   ความเขมขน 0.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
 
สารที่ทดสอบ  คาเฉลี่ย 

   ( x ) 
สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 14.7617c 2.59592 0.12980 
negative control-2 (น้ํากลั่น 3.5 µl) 11.5362b 1.05628 0.05230 
solvent control-2 (DMFA 3.5 µl) 11.5340b 1.08408 0.05760 
สารสีรางเงิน 0.7 mg/ml 11.0468a 1.04302 0.05648 
สารสีรางทอง 0.7 mg/ml 10.8474a 0.97325 0.04827 
สารสีรางนาก 0.7 mg/ml 11.4257b 1.08805 0.05300 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
  ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
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ตารางที่ 14  คาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางโคเมทของลิมโฟไซตในอาสาสมัครผูชายซ่ึงทรีตดวยสารสี  
                    ความเขมขน 0.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
 
สารที่ทดสอบ 
  

 คาเฉลี่ย 
   ( x ) 

สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 14.7277d 2.35222 0.16633 
negative control-2 (น้ํากลั่น 3.5 µl) 11.4623b 1.09629 0.07752 
solvent control-2 (DMFA 3.5 µl) 11.8755c 1.21159 0.08567 
สารสีรางเงิน 0.7 mg/ml 11.4507b 1.14813 0.08118 
สารสีรางทอง 0.7 mg/ml 10.8837a 0.92440 0.06536 
สารสีรางนาก 0.7 mg/ml 11.5529bc 1.01176 0.07172 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
  ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
 
ตารางที่ 15 คาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางโคเมทของลิมโฟไซตในอาสาสมัครผูหญิงซึ่งทรีตดวยสารส ี 
                   ความเขมขน 0.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
 
สารที่ทดสอบ  คาเฉลี่ย 

   ( x ) 
สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 14.7958d 2.82440 0.19972 
negative control-2 (น้ํากลั่น 3.5 µl) 11.6101c 1.01627 0.07186 
solvent control-2 (DMFA 3.5 µl) 11.1925bc 0.95657 0.06764 
สารสีรางเงิน 0.7 mg/ml 10.6430a 0.93791 0.06632 
สารสีรางทอง 0.7 mg/ml 10.8112ab 1.02211 0.07227 
สารสีรางนาก 0.7 mg/ml 11.2984c 1.11048 0.07852 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
  ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
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ตารางที่ 16 คาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางโคเมทของลิมโฟไซตในอาสาสมัครทั้งหมดซึ่งทรีตดวยสารสี  
                   ความเขมขน 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
 
สารที่ทดสอบ  คาเฉลี่ย 

  ( x ) 
สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 14.7617c 2.59592 0.12980 
negative control-3 (น้ํากลั่น 7.5 µl) 11.5297a 1.10637 0.05885 
solvent control-3 (DMFA 7.5 µl) 13.3647b 2.48764 0.12438 
สารสีรางเงิน 1.4 mg/ml 13.3161b 3.09639 0.15482 
สารสีรางทอง 1.4 mg/ml 12.8949b 2.55255 0.12763 
สารสีรางนาก 1.4 mg/ml 13.3862b 2.68697 0.13241 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
  ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
 
ตารางที่ 17 คาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางโคเมทของลิมโฟไซตในอาสาสมัครผูชายซ่ึงทรีตดวยสารสี  
                   ความเขมขน 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
 
สารที่ทดสอบ  คาเฉลี่ย 

  ( x ) 
สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 14.7277d 2.35222 0.16633 
negative control-3 (น้ํากลั่น 7.5 µl) 11.6914a 1.04512 0.07390 
solvent control-3 (DMFA 7.5 µl) 13.7431c 2.68649 0.18996 
สารสีรางเงิน 1.4 mg/ml 13.5227bc 2.57187 0.18186 
สารสีรางทอง 1.4 mg/ml 12.9746b 3.06215 0.21653 
สารสีรางนาก 1.4 mg/ml 13.3313bc 2.44416 0.17283 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
  ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
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ตารางที่ 18 คาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางโคเมทของลิมโฟไซตในอาสาสมัครผูหญิงซึ่งทรีตดวยสารส ี 
                   ความเขมขน 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
 
สารที่ทดสอบ  คาเฉลี่ย 

  ( x ) 
สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 14.7958c 2.82440 0.19972 
negative control-3 (น้ํากลั่น 7.5 µl) 11.3680a 1.16763 0.08256 
solvent control-3 (DMFA 7.5 µl) 12.9862b 2.23596 0.15811 
สารสีรางเงิน 1.4 mg/ml 13.1095b 3.54343 0.25056 
สารสีรางทอง 1.4 mg/ml 12.8151b 1.86601 0.13195 
สารสีรางนาก 1.4 mg/ml 13.4411b 2.92979 0.20717 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
  ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
 
ตารางที่ 19 คาเฉลี่ยเสนผาศูนยกลางโคเมทของลิมโฟไซตใน control ของอาสาสมัครทั้งหมด 
 
สารที่ทดสอบ  คาเฉลี่ย 

  ( x ) 
สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 14.7617d 2.59592 0.12980 
negative control-1 (น้ํากลั่น 1.5 µl) 11.6537b 1.12923 0.05618 
negative control-2 (น้ํากลั่น 3.5 µl) 11.5362ab 1.05628 0.05230 
negative control-3 (น้ํากลั่น 7.5 µl) 11.5297ab 1.10637 0.05885 
solvent control-1 (DMFA 1.5 µl) 11.2244a 1.04724 0.05236 
solvent control-2 (DMFA 3.5 µl) 11.5340ab 1.08408 0.05760 
solvent control-3 (DMFA 7.5 µl) 13.3647c 2.48764 0.12438 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
  ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
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ตารางที่ 20  คาเฉลี่ยความยาวหางของลิมโฟไซตในอาสาสมัครทั้งหมดซึ่งทรีตดวยสารสีความ 
      เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
 
สารที่ทดสอบ 
  

 คาเฉลี่ย 
  ( x ) 

สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 8.5405b 9.16006 0.45800 
negative control-1 (น้ํากลั่น 1.5 µl) 2.8130a 1.95527 0.09776 
solvent control-1 (DMFA 1.5 µl) 2.1830a 1.39584 0.06979 
สารสีรางเงิน 0.3 mg/ml 2.8862a 1.89048 0.09452 
สารสีรางทอง 0.3 mg/ml 2.8101a 1.89706 0.09485 
สารสีรางนาก 0.3 mg/ml 2.7199a 2.19838 0.10978 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 

ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
 
ตารางที่ 21 คาเฉลี่ยความยาวหางของลิมโฟไซตในอาสาสมัครผูชายซ่ึงทรีตดวยสารสีความเขมขน  

0.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
 
สารที่ทดสอบ 
  

 คาเฉลี่ย 
  ( x ) 

สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 5.9029b 7.35069 0.51977 
negative control-1 (น้ํากลั่น 1.5 µl) 2.6404a 1.83465 0.12973 
solvent control-1 (DMFA 1.5 µl) 2.5129a 1.37148 0.09698 
สารสีรางเงิน 0.3 mg/ml 3.0421a 2.08575 0.14749 
สารสีรางทอง 0.3 mg/ml 3.1567a 1.69282 0.11970 
สารสีรางนาก 0.3 mg/ml 3.1183a 1.59386 0.11270 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 

ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
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ตารางที่ 22 คาเฉลี่ยความยาวหางของลิมโฟไซตในอาสาสมัครผูหญิงซึ่งทรีตดวยสารสคีวามเขมขน 
0.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 

 
สารที่ทดสอบ 
  

 คาเฉลี่ย 
   ( x ) 

สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 11.1781b 10.01095 0.70788 
negative control-1 (น้ํากลั่น 1.5 µl) 2.9856a 2.06658 0.14613 
solvent control-1 (DMFA 1.5 µl) 1.8531a 1.34704 0.09525 
สารสีรางเงิน 0.3 mg/ml 2.7304a 1.62243 0.11472 
สารสีรางทอง 0.3 mg/ml 2.4635a 1.58999 0.11243 
สารสีรางนาก 0.3 mg/ml 2.3215a 2.61404 0.18484 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 

ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
 
ตารางที่ 23 คาเฉลี่ยความยาวหางของลิมโฟไซตในอาสาสมัครทั้งหมดซึ่งทรีตดวยสารสีความ 
      เขมขน 0.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
 
สารที่ทดสอบ 
  

 คาเฉลี่ย 
   ( x ) 

สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 8.5405c 9.16006 0.45800 
negative control-2 (น้ํากลั่น 3.5 µl) 2.8703ab 1.50028 0.07501 
solvent control-2 (DMFA 3.5 µl) 3.2690b 2.48389 0.12419 
สารสีรางเงิน 0.7 mg/ml 2.1968a 2.20465 0.11023 
สารสีรางทอง 0.7 mg/ml 2.2155a 2.22422 0.11121 
สารสีรางนาก 0.7 mg/ml 3.4017b 2.91183 0.14541 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 

ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
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ตารางที่ 24 คาเฉลี่ยความยาวหางของลิมโฟไซตในอาสาสมัครผูชายซ่ึงทรีตดวยสารสีความเขมขน  
0.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 

 
สารที่ทดสอบ 
  

 คาเฉลี่ย 
  ( x ) 

สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 5.9029c 7.35069 0.51977 
negative control-2 (น้ํากลั่น 3.5 µl) 3.1538ab 1.49744 0.10589 
solvent control-2 (DMFA 3.5 µl) 3.9367b 2.67587 0.18921 
สารสีรางเงิน 0.7 mg/ml 2.9914ab 1.35865 0.09607 
สารสีรางทอง 0.7 mg/ml 2.1909a 2.84434 0.20112 
สารสีรางนาก 0.7 mg/ml 3.8178b 3.28120 0.23202 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 

ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
 
ตารางที่ 25 คาเฉลี่ยความยาวหางของลิมโฟไซตในอาสาสมัครผูหญิงซึ่งทรีตดวยสารสคีวามเขมขน  

0.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
 
สารที่ทดสอบ 
  

 คาเฉลี่ย 
   ( x ) 

สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 11.1781c 10.01095 0.70788 
negative control-2 (น้ํากลั่น 3.5 µl) 2.5868ab 1.45366 0.10279 
solvent control-2 (DMFA 3.5 µl) 2.6013ab 2.07646 0.14683 
สารสีรางเงิน 0.7 mg/ml 1.4022a 2.57418 0.18202 
สารสีรางทอง 0.7 mg/ml 2.2402ab 1.35460 0.09578 
สารสีรางนาก 0.7 mg/ml 2.9856b 2.43480 0.17217 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 

ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
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ตารางที่ 26 คาเฉลี่ยความยาวหางของลิมโฟไซตในอาสาสมัครทั้งหมดซึ่งทรีตดวยสารสีความ 
      เขมขน 1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
 
สารที่ทดสอบ 
  

 คาเฉลี่ย 
  ( x )  

สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 8.5405b 9.16006 0.45800 
negative control-3 (น้ํากลั่น 7.5 µl) 2.5991a 1.59041 0.07952 
solvent control-3 (DMFA 7.5 µl) 15.8565c 9.41128 0.47056 
สารสีรางเงิน 1.4 mg/ml 16.3778c 9.23786 0.46189 
สารสีรางทอง 1.4 mg/ml 16.1312c 9.13764 0.45688 
สารสีรางนาก 1.4 mg/ml 17.3371c 8.78100 0.43905 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 

ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
 
ตารางที่ 27 คาเฉลี่ยความยาวหางของลิมโฟไซตในอาสาสมัครผูชายซ่ึงทรีตดวยสารสีความเขมขน  

1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
 
สารที่ทดสอบ 
  

 คาเฉลี่ย 
   ( x ) 

สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 5.9029b 7.35069 0.51977 
negative control-3 (น้ํากลั่น 7.5 µl) 2.7158a 1.71368 0.12118 
solvent control-3 (DMFA 7.5 µl) 18.1178c 9.04798 0.63979 
สารสีรางเงิน 1.4 mg/ml 17.1129c 8.61732 0.60934 
สารสีรางทอง 1.4 mg/ml 17.0853c 9.68611 0.68491 
สารสีรางนาก 1.4 mg/ml 18.1047c 8.73362 0.61756 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 

ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 



 77

ตารางที่ 28 คาเฉลี่ยความยาวหางของลิมโฟไซตในอาสาสมัครผูหญิงซึ่งทรีตดวยสารสคีวามเขมขน  
1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 

 
สารที่ทดสอบ 
  

 คาเฉลี่ย 
   ( x )  

สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 11.1781b 10.01095 0.70788 
negative control-3 (น้ํากลั่น 7.5 µl) 2.4824a 1.44917 0.10247 
solvent control-3 (DMFA 7.5 µl) 13.5952bc 9.24366 0.65363 
สารสีรางเงิน 1.4 mg/ml 15.6426cd 9.78573 0.69196 
สารสีรางทอง 1.4 mg/ml 15.1772cd 8.59406 0.60769 
สารสีรางนาก 1.4 mg/ml 16.5695d 8.79840 0.62528 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 

ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
 
ตารางที่ 29 คาเฉลี่ยความยาวหางของลิมโฟไซตใน control ของอาสาสมัครทั้งหมด 
 
สารที่ทดสอบ  คาเฉลี่ย 

  ( x )  
สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 8.5405c 9.16006 0.45800 
negative control-1 (น้ํากลั่น 1.5 µl) 2.8130ab 1.95527 0.09776 
negative control-2 (น้ํากลั่น 3.5 µl) 2.8703ab 1.50028 0.07501 
negative control-3 (น้ํากลั่น 7.5 µl) 2.5991ab 1.59041 0.07952 
solvent control-1 (DMFA 1.5 µl) 2.1830a 1.39584 0.06979 
solvent control-2 (DMFA 3.5 µl) 3.2690b 2.48389 0.12419 
solvent control-3 (DMFA 7.5 µl) 15.8565d 9.41128 0.47056 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
  ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
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ตารางที่ 30 คาเฉลี่ยโมเมนตหางของลิมโฟไซตในอาสาสมัครทั้งหมดซึ่งทรีตดวยสารสีความเขมขน  
0.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 

 
สารที่ทดสอบ 
  

 คาเฉลี่ย 
   ( x ) 

สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 2.4051b 4.21739 0.22532 
negative control-1 (น้ํากลั่น 1.5 µl) 0.2364a 0.27488 0.01374 
solvent control-1 (DMFA 1.5 µl) 0.2068a 0.29076 0.01454 
สารสีรางเงิน 0.3 mg/ml 0.2603a 0.27085 0.01354 
สารสีรางทอง 0.3 mg/ml 0.2464a 0.26514 0.01326 
สารสีรางนาก 0.3 mg/ml 0.2517a 0.38771 0.01909 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 

ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
 
ตารางที่ 31 คาเฉลี่ยโมเมนตหางของลิมโฟไซตในอาสาสมัครผูชายซ่ึงทรีตดวยสารสีความเขมขน  

0.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
 
สารที่ทดสอบ 
  

 คาเฉลี่ย 
  ( x )  

สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 1.2770b 3.06755 0.21691 
negative control-1 (น้ํากลั่น 1.5 µl) 0.2055a 0.24884 0.01760 
solvent control-1 (DMFA 1.5 µl) 0.2373a 0.28695 0.02029 
สารสีรางเงิน 0.3 mg/ml 0.2787a 0.30288 0.02142 
สารสีรางทอง 0.3 mg/ml 0.2545a 0.25529 0.01805 
สารสีรางนาก 0.3 mg/ml 0.2706a 0.28614 0.02023 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 

ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
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ตารางที่ 32 คาเฉลี่ยโมเมนตหางของลิมโฟไซตในอาสาสมัครผูหญิงซึ่งทรีตดวยสารสคีวามเขมขน 
0.3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 

 
สารที่ทดสอบ 
  

 คาเฉลี่ย 
   ( x ) 

สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 3.5332b 5.36723 0.37952 
negative control-1 (น้ํากลั่น 1.5 µl) 0.2673a 0.29596 0.02093 
solvent control-1 (DMFA 1.5 µl) 0.1763a 0.29212 0.02066 
สารสีรางเงิน 0.3 mg/ml 0.2419a 0.23414 0.01656 
สารสีรางทอง 0.3 mg/ml 0.2382a 0.27514 0.01946 
สารสีรางนาก 0.3 mg/ml 0.2329a 0.46771 0.03307 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 

ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
 
ตารางที่ 33 คาเฉลี่ยโมเมนตหางของลิมโฟไซตในอาสาสมัครทั้งหมดซึ่งทรีตดวยสารสีความเขมขน  

0.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
 
สารที่ทดสอบ 
  

 คาเฉลี่ย 
  ( x ) 

สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 2.4051b 4.21739 0.22532 
negative control-2 (น้ํากลั่น 3.5 µl) 0.3012a 0.32510 0.01683 
solvent control-2 (DMFA 3.5 µl) 0.3875a 0.65995 0.03415 
สารสีรางเงิน 0.7 mg/ml 0.2599a 0.82050 0.04597 
สารสีรางทอง 0.7 mg/ml 0.2556a 1.12054 0.06733 
สารสีรางนาก 0.7 mg/ml 0.3888a 1.20778 0.06540 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 

ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
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ตารางที่ 34 คาเฉลี่ยโมเมนตหางของลิมโฟไซตในอาสาสมัครผูชายซ่ึงทรีตดวยสารสีความเขมขน  
0.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 

 
สารที่ทดสอบ 
  

 คาเฉลี่ย 
  ( x )  

สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 1.2770b 3.06755 0.21691 
negative control-2 (น้ํากลั่น 3.5 µl) 0.3466a 0.40767 0.02883 
solvent control-2 (DMFA 3.5 µl) 0.5131a 0.92845 0.06565 
สารสีรางเงิน 0.7 mg/ml 0.3104a 0.36347 0.02570 
สารสีรางทอง 0.7 mg/ml 0.3114a 1.70316 0.12043 
สารสีรางนาก 0.7 mg/ml 0.4361a 0.93686 0.06726 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 

ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
 
ตารางที่ 35 คาเฉลี่ยโมเมนตหางของลิมโฟไซตในอาสาสมัครผูหญิงซึ่งทรีตดวยสารสคีวามเขมขน  

0.7 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
 
สารที่ทดสอบ 
  

 คาเฉลี่ย 
  ( x ) 

สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 3.5332b 5.36723 0.37952 
negative control-2 (น้ํากลั่น 3.5 µl) 0.2558a 0.29366 0.02076 
solvent control-2 (DMFA 3.5 µl) 0.2619a 0.39145 0.02768 
สารสีรางเงิน 0.7 mg/ml 0.2095a 1.27756 0.09034 
สารสีรางทอง 0.7 mg/ml 0.1998a 0.22123 0.01564 
สารสีรางนาก 0.7 mg/ml 0.3415a 0.56753 0.04013 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 

ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
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ตารางที่ 36 คาเฉลี่ยโมเมนตหางของลิมโฟไซตในอาสาสมัครทั้งหมดซึ่งทรีตดวยสารสีความเขมขน  
1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 

 
สารที่ทดสอบ 
  

 คาเฉลี่ย 
  ( x ) 

สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 2.4051b 4.21739 0.22532 
negative control-3 (น้ํากลั่น 7.5 µl) 0.2711a 0.33774 0.01680 
solvent control-3 (DMFA 7.5 µl) 5.9413c 6.34462 0.31770 
สารสีรางเงิน 1.4 mg/ml 6.0278c 5.92040 0.29603 
สารสีรางทอง 1.4 mg/ml 6.0870c 5.87294 0.28265 
สารสีรางนาก 1.4 mg/ml 7.1297d 6.51454 0.30273 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 

ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
 
ตารางที่ 37 คาเฉลี่ยโมเมนตหางของลิมโฟไซตในอาสาสมัครผูชายซ่ึงทรีตดวยสารสีความเขมขน  

1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 
 
สารที่ทดสอบ 
  

 คาเฉลี่ย 
   ( x )  

สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 1.2770b 3.06755 0.21691 
negative control-3 (น้ํากลั่น 7.5 µl) 0.2778a 0.35610 0.02518 
solvent control-3 (DMFA 7.5 µl) 7.3170c 6.67335 0.47188 
สารสีรางเงิน 1.4 mg/ml 6.2664c 5.29020 0.37407 
สารสีรางทอง 1.4 mg/ml 6.8819c 6.25138 0.44204 
สารสีรางนาก 1.4 mg/ml 7.6264c 6.92964 0.49000 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 

ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
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ตารางที่ 38 คาเฉลี่ยโมเมนตหางของลิมโฟไซตในอาสาสมัครผูหญิงซึ่งทรีตดวยสารสคีวามเขมขน  
1.4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือด 

 
สารที่ทดสอบ 
  

 คาเฉลี่ย 
  ( x ) 

สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 3.5332b 5.36723 0.37952 
negative control-3 (น้ํากลั่น 7.5 µl) 0.2643a 0.31987 0.02262 
solvent control-3 (DMFA 7.5 µl) 4.5656bc 5.71579 0.40417 
สารสีรางเงิน 1.4 mg/ml 5.7893cd 6.50506 0.45998 
สารสีรางทอง 1.4 mg/ml 5.2921cd 5.03831 0.35626 
สารสีรางนาก 1.4 mg/ml 6.6329d 6.09992 0.43133 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 

ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
 
ตารางที่ 39 คาเฉลี่ยโมเมนตหางของลิมโฟไซตใน control ของอาสาสมัครทั้งหมด 
 
สารที่ทดสอบ  คาเฉลี่ย 

  ( x )  
สวนเบี่ยงเบน 
มาตรฐาน (SD) 

ความคลาดเคลื่อน 
มาตรฐาน (SE) 

positive control (MMC 0.5 µg/ml) 2.4051b 4.21739 0.22532 
negative control-1 (น้ํากลั่น 1.5 µl) 0.2364a 0.27488 0.01374 
negative control-2 (น้ํากลั่น 3.5 µl) 0.3012a 0.32510 0.01683 
negative control-3 (น้ํากลั่น 7.5 µl) 0.2711a 0.33774 0.01680 
solvent control-1 (DMFA 1.5 µl) 0.2068a 0.29076 0.01454 
solvent control-2 (DMFA 3.5 µl) 0.3875a 0.65995 0.03415 
solvent control-3 (DMFA 7.5 µl) 5.9413c 6.34462 0.31770 

หมายเหต ุ อักษรที่เหมือนกัน มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคญัทางสถิติ 
  อักษรที่ตางกนั มีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
  จากการคํานวณดวยวิธี Tukey  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
  ตัวยอ µg = ไมโครกรัม   µl = ไมโครลิตร    ml = มิลลิลิตร 
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สรุป 
 

1.  การศึกษาดานชีวเคมีของสารสีที่ไดจากการเพาะเลีย้งหัวรางเงิน รางทอง และรางนาก
โดยการแยกสารสีดวยเทคนคิ column chromatography ที่บรรจุคอลัมนดวย Sephadex LH20 มี 
solvent  เปน HCOOH : H2O : HCl = 5 : 7 : 0.5  และจากคุณสมบัติการดูดกลืนแสงของสารพบวา
สารสีทั้ง 3 ชนิดมี  anthocyanin- flavonol complex เปนองคประกอบ 
 
 2.  การทดสอบความเปนพษิของสารสีที่ไดจากการเพาะเลี้ยงหวัรางเงนิ รางทอง และราง
นาก ดวยการทดสอบไมโครนิวเคลียส (micronucleus test) จาก reticulocyte ในกระแสเลือดของหนู 
mouse สายพนัธุ Swiss albino พบวาหลังจากหนูไดรับสารสีจากรางเงิน รางทอง และรางนาก 1 
กรัมตอกิโลกรัมน้ําหนกัหนเูปนเวลา 0, 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมงแลวจาํนวน reticulocyte ที่มี      
ไมโครนิวเคลียสตอ reticulocyte 1,000 เซลลแตกตางจาก negative control อยางไมมีนัยสําคัญ  
สารสีไมเปนพิษ 
  
 3.  การทดสอบความเปนพษิของสารสีที่ไดจากการเพาะเลี้ยงหวัรางเงนิ รางทอง และราง
นาก ดวยการทดสอบโคเมท (comet assay) จากลิมโฟไซตของคนที่ทรีตดวยสารสีความเขมขน 0.3, 
0.7 และ 1.4 มลิลิกรัมตอมิลลิลิตรเลือดเปนเวลา 3 ช่ัวโมง แลววเิคราะหคาเสนผาศนูยกลาง ความ
ยาวหาง และโมเมนตหางของเซลลโคเมท พบวามีเพยีงสารสีจากรางนากความเขมขน 1.4 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตรเลือดเทานั้นที่เปนพิษ ทําให DNA เสียหายโดยมีคาโมเมนตหางมากกวาและแตกตาง
จาก solvent control และ negative control อยางมีนัยสําคญั สวนทรีตเมนตอ่ืนสารสีไมเปนพิษตอ
ลิมโฟไซต 
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เอกสารและสิ่งอางอิง 
 
กนกกาญจน  ปนแสง. 2536. การตานการเกิดไมโครนิวเคลียสในหนูของสารสกัดจากตะไคร.  

วิทยานิพนธปริญญาโท, มหาวิทยาลัยเชียงใหม.  
 

จุไรรัตน เกดิดอนแฝก. 2537. ภัยมืดจากสารพิษ. เชษฐ สตูดิโอ แอน กราฟคดีไซน จํากัด,  
กรุงเทพฯ.  
 

เจนจิรา  สกุลคู. 2548. การทดสอบการเปนสารกอกลายและการแยกดวยทีแอลซีของสารสีท่ีได 
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การเตรียมสารละลาย 
 

1.  Lysing solution 
  
 มีสวนผสมดังนี้ 
 NaCl        146.1 กรัม 
 EDTA        37.2  กรัม 
 Tris base       1.2 กรัม 
 NaOH        8 กรัม 
 Na lauroyl sarcosinate      10 กรัม 
 
 ละลายสารตัวที่ 1ในน้ําประมาณ 500 มิลลิลิตร จนละลายหมด แลวจึงเติมสารตัวถัดไป
เร่ือยๆจนครบทุกตัวตามลําดบั จากนั้นปรับปริมาตรใหเปน 890 มิลลิลิตร เก็บไวที่อุณหภูมหิอง 
กอนนําไปใชตองเติม Triton X-100 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และ dimethyl sulfoxide(DMSO) ปริมาตร 
89 มิลลิลิตร แลวนําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที 
 
2.  Electrophoresis buffer 
 
 มีสวนผสมดังนี้ 
 NaOH        12 กรัม 
 EDTA        0.4464 กรัม 
  
 ละลายสารตัวที่ 1 ในน้ําประมาณ 500 มิลลิลิตรจนละลายหมด แลวจึงเตมิสารตัวถัดไป 
จากนั้นปรับปริมาตรใหเปน 1,000 มิลลิลิตร เตรียมสารกอนใช 45-60 นาที เก็บไวทีอุ่ณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส 
 
3.  Neutralization buffer 
 
 มีสวนผสมดงันี้ 
 Ammonium acetate      192.7  กรัม  
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 น้ํากลั่น        250 มิลลิลิตร 
 
ละลาย Ammonium acetate ในน้ํากลั่น 250 มิลลิลิตร เก็บไวที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส กอนใช 
นํามาแบงใส copling jar 5 มิลลิลิตร เติม ethanol 45 มิลลิลิตร 
 
4.  1% HCl ใน MeOH 
 
 มีสวนผสมดังนี้ 
 HCl        1 มิลลิลิตร 
 MeOH        99 มิลลิลิตร 
 
5.  Phosphate buffer saline solution (PBS) 
 
 มีสวนผสมดังนี้ 
 NaCl        8 กรัม  
 KCl        0.2 กรัม  
 Di-sodiumhydrogenphosphate dibasic    1.15 กรัม  
 Potassium dihydrogen phosphate     0.2 กรัม  
 น้ํากลั่น        1,000 มิลลิลิตร 
 
 ละลายสารตัวที่ 1 ในน้ําประมาณ 500 มิลลิลิตร จนละลายหมด แลวจึงเติมสารตัวถัดไป
เร่ือยๆจนครบทุกตัวตามลําดบั จากนั้นปรับปริมาตรใหเปน 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เก็บไวที่
อุณหภมูิหอง 
 
  
 
 
 
 



 101

 


