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RESEARCH AND DEVELOPMENT ON PRODUCTION OF STANDARDIZE 
BIOACTIVE EXTRACTS IN AUTONOMIC NERVOUS SYSTEM 

 
Sarunya Laovitthayanggoon, Amonrat Khayungarnnawee, Pongsatorn 

Limsiriwong, Ubon Rerk-am and Chuleratana Banchonglikitkul. 
 

ABSTRACT 
 

A study on cytoprotection or neuroprotection in an in vitro model of 
diabetes neuropathy of herbal extracts using PC12-AC which is pheochromocytoma 
(PC12) cell lines were differentiated by Nerve Growth Factor (NGF). These cell lines 
were then measured on the survival rate from glucose toxicity at low (1.1mmol/L) 
and high (150 mmol/L) concentration levels and mulberry (Morus alba Linn.) leave 
extract after 96 hours exposure. The result revealed that at low glucose level with 
varied concentration of mulberry leave extract at 0.25, 0.5, 0.75 and 1 mg/ml, the 
survival rate could be significantly increased (p<0.05) at the percentage of 84.21 ± 
1.23, 84.91 ± 1.15, 95.16 ± 0.99 and 98.67 ± 1.23 % respectively in comparison with 
positive control (vehicle + low glucose). Meanwhile, the study of mulberry leave 
extract at doses of  0.25, 0.5 and 0.75  mg/ml in the high glucose level (150 mmol/L) 
showed that the survival rate was  increased significantly (p<0.05)  at  67.18 ± 0.98% 
, 73.12 ± 0.23% and 74.86 ± 0.89%, respectively. These results indicated that 
mulberry leave extract showed a potential as the protective effect at the range of 
concentration of 0.25, 0.5, 0.75 and 1 mg/ml on both glucose concentration levels. 

 
In conclusion, the mulberry leave extract has a potential to be used in 

diabetes neuropathy treatment. However, further studied of the effect of blood 
sugar reduction in both an animal model and a clinical trial are needed.  
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วิจัยและพฒันาการผลิตสารสกัดปรับมาตรฐานทีมี่ฤทธ์ิต่อระบบ
ประสาทอตัโนมัต ิ

 
ศรัญญา  เหลา่วิทยางค์กูร1, อมรรัตน์ ขยันการนาวี1, พงศธร หลิมศริวิงษ์1,  

อุบล ฤกษ์อํ่า1 และ ชุลีรัตน์ บรรจงลิขิตกุล1 
 

บทคัดย่อ 
 
การศึกษาฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของสารสกัดสมุนไพร โดยทดสอบผลการปกป้องเซลล์ประสาท

เพาะเลี้ยง PC12-AC (ชนิด Pheochromocytoma (PC12) ที่ได้รับการกระตุ้นหรือ differentiate 
ด้วย Nerve growth factor ) ที่มีคุณสมบัติคล้ายเซลล์ประสาทอัตโนมัติ ถูกทําลาย และยับย้ังการ
เจริญเติบโต จากระดับผิดปกติของน้ําตาลกลูโคส (Cytoprotective effect on glucose level หรือ 
neuroprotective effect) ดําเนินการเพาะเล้ียงเซลล์ PC12-AC บนจานเพาะเลี้ยงเพื่อดูการ
ตอบสนองต่อระดับนํ้าตาลในปริมาณที่สูงและตํ่ากว่าปกตินาน 96 ช่ัวโมง ผลการทดสอบ พบว่า 
ภายใต้สภาวะนํ้าตาลที่ตํ่ากว่าปกติ (1.1 มิลลิโมลต่อลิตร) สารสกัดใบหม่อนที่ความเข้มข้น  0.25, 
0.5, 0.75 และ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถช่วยให้การรอดชีวิตของเซลล์เพ่ิมมากขึ้นจากกลุ่ม
ควบคุมอย่างมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05)   ดังน้ี คือ ร้อยละ  84.21 ± 1.23, 84.91 ± 1.15, 95.16 ± 
0.99 และ 98.67 ± 1.23 ตามลําดับ ส่วนสารสกัดใบหม่อนที่  0.25, 0.5 และ 0.75  มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร พบว่า เพ่ิมอัตราการรอดชีวิตของเซลล์มากขึ้นจากกลุ่มควบคุม (Vehicle + High glucose) 
ดังน้ีคือ ร้อยละ  67.18 ± 0.98, 73.12 ± 0.23 และ 74.86 ± 0.89  ตามลําดับ. ในสภาวะนํ้าตาลท่ี
สูงกว่าปกติ (150 มิลลิโมลต่อลิตร) ผลการทดลองบ่งช้ีว่าสารสกัดใบหม่อนมีฤทธ์ิในการปกป้องเซลล์
จากการถูกทําลายด้วยระดับนํ้าตาลทั้ง 2 ระดับ ตามความเข้มข้นที่เพ่ิมขึ้น (0.25, 0.5, 0.75 และ 1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p ≤ 0.05). 

   
สรุปผลจากการทดลองคร้ังน้ีสารสกัดใบหม่อนมีศักยภาพเบ้ืองต้นในการต้านโรคเบาหวาน 

อย่างไรก็ตาม จําเป็นต้องมีการศึกษาผลเพ่ิมเติมในการลดระดับนํ้าตาลในเลือดสัตว์ทดลองหรือทาง
คลินิกต่อไป. 

 
------------------------------- 
1ฝ่ายเภสัชและผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ, สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) 
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1. บทนํา 
 
1.1 ความเป็นมาและความสําคัญของปัญหา 

พืชสมุนไพร เป็นสิ่งที่อยู่คู่คนไทยมานาน แต่เมื่อการแพทย์แผนปัจจุบันเริ่มเข้ามามีบทบาท
ในประเทศ สรรพคุณและคุณค่าของสมุนไพรอันเป็นสิ่งที่เรียกได้ว่าภูมิปัญญาโบราณก็เริ่มถูกลด
ความสําคัญไปเร่ือยๆ  จนพืชสมุนไพรหลายชนิดต้องสูญพันธ์ไปในที่สุด เป็นที่ทราบกันว่า สมุนไพร
ไทยเป็นสิ่งที่มีคุณค่าใช้ประโยชน์ได้จริง และใช้ได้อย่างกว้างขวาง คนไทยใช้สมุนไพรบําบัดรักษาโรค, 
ใช้เป็นอาหารและเคร่ืองประทินผิวกันมานานต้ังแต่อดีตจนถึงปัจจุบัน อีกทั้งประเทศไทยยังมีความ
หลากหลายของพันธ์ุพืช และภูมิปัญญาของบรรพบุรุษไทยตกทอดกันมา ในปัจจุบันวิวัฒนาการของ
เทคโนโลยีต่างๆ ประกอบกับการศึกษาวิจัยของมนุษย์ทําให้เกิดผลิตภัณฑ์ที่ตอบสนองความต้องการ
มากข้ึน ส่งผลให้ประชาชนทั่วไป, หน่วยงานของรัฐ และหน่วยงานเอกชน หันมาสนใจใช้ประโยชน์
จากสมุนไพรกันมากขึ้นเช่นกัน โดยเฉพาะอย่างย่ิงในปัจจุบันน้ี มีการพัฒนาเทคโนโลยีเพ่ือการสกัดให้
ได้สารที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพที่สําคัญ เช่น สารฟินอลิก (phenolics) หรือพอลิฟินอล (polyphenol), 
สารซาโปนิน, สารเพปไทด์ และสารกลุ่มพอลิแซ็กคาไลด์ เป็นต้น โดยที่สารต่างๆ เหล่าน้ีมีฤทธ์ิทาง
ชีวภาพที่สําคัญหลายชนิด. 

  
นอกจากน้ี การศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดโดยทําการทดสอบกับเซลล์เป้าหมายที่

แยกได้จากเซลล์มนุษย์ หรือจากสัตว์ เป็นเทคนิคหน่ึงที่มีการนํามาใช้ในการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ
และความเป็นพิษของสารสกัดในเบ้ืองต้นก่อนนําไปทําการทดสอบในสัตว์ทดลองต่อไป ทั้งน้ี ประโยชน์ที่ได้
จะสามารถลดปริมาณการใช้สัตว์ทดลอง และสารทดสอบ รวมทั้งสามารถทดสอบสารตัวอย่างหลาย
ชนิดในครั้งเดียวกัน. 

  
ทั้งน้ี สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย ได้จัดต้ังโครงการ “วิจัย

พัฒนาการผลิตสารสกัดปรับมาตรฐานที่มีฤทธ์ิต่อระบบประสาทอัตโนมัติ” ขึ้นภายใต้ชุดโครงการ 
วิจัยพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตสารสกัดปรับมาตรฐานจากผลิตภัณฑ์ธรรมชาติระดับอุตสาหกรรม เพ่ือ
ทําการคัดเลือก สารสกัดพืชภายใต้โครงการชุด  เพ่ือดําเนินการศึกษาการออกฤทธ์ิต่อระบบประสาท
อัตโนมัติในหนูทดลองและพัฒนาสารสกัดเหล่าน้ันไปสู่ผลิตภัณฑ์เพ่ือสุขภาพ, ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร, 
เครื่องสําอาง หรือยาจากสมุนไพรต่อไป (โดยโครงการน้ีไม่มีวัตถุประสงค์ในการผลิตสารสกัดตามช่ือ
โครงการแต่อย่างใด ผิดพลาดจากการพิมพ์ช่ือโครงการผิด). 
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แต่เน่ืองจากเคร่ืองมือสําหรับการทดลองขาดความพร้อมในปีแรกประกอบกับประสบกับ
เหตุการณ์อุทกภัยครั้งย่ิงใหญ่ทําให้ไม่สามารถดําเนินการทดสอบได้ พออย่างเข้าสู่ปีที่สองหัวหน้า
โครงการดังกล่าวเดินทางไปศึกษาต่อต่างประเทศ จึงขอเปลี่ยนแปลงวิธีการศึกษาผลของสารสกัดต่อ
ระบบประสาทอัตโนมัติเป็นวิธีการศึกษาผลต่อเซลล์ประสาทเพาะเลี้ยงแทน. 
 
1.2 วรรณกรรม แนวความคิด ทฤษฎีและงานวจิัยท่ีเก่ียวข้อง 

การศึกษาฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของสารตัวอย่าง ต่อร่างกายท้ังทางชีววิทยาและทางสรีรวิทยา 
จะหมายรวมถึงกลไกการออกฤทธ์ิ, การดูดซึม, การกระจายตัว,  การเปล่ียนแปลงของสารในร่างกาย 
และการขับถ่ายออกจากร่างกาย  ดังน้ัน การศึกษาผลต่อการทํางานของระบบประสาทอัตโนมัติ  
(Electrophysiological measurement of autonomic nerve activity) เป็นเทคนิคหน่ึงใน
การศึกษาฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาทั้งการออกฤทธ์ิทางตรงและทางอ้อม การออกฤทธ์ิทางตรงพิจารณา
จากผลการเปลี่ยนแปลงการทํางานของระบบประสาทอัตโนมัติที่ไปควบคุมการทํางานของอวัยวะและ
เน้ือเย่ือเป้าหมาย ซึ่งอวัยวะและเน้ือเย่ือน้ันจะถูกกระตุ้นได้โดยการฉีด, การทา,  การสูดดมหรือการ
ป้อนสารทดสอบต่างๆ ให้กับสัตว์ทดลองและวัดการตอบสนองต่อการทํางานของระบบประสาท
อัตโนมัติ เพ่ือทราบว่าสารทดสอบมีผลต่อระบบใดในร่างกาย. สําหรับการศึกษาผลทางอ้อมในหลอด
ทดลอง (In-vitro) โดยการทดสอบผลต่อเซลล์เพาะเลี้ยงที่มีต้นกําเนิดมาจากปมประสาทอัตโนมัติของ 
sympathetic nervous system ซึ่งเป็นที่ทราบกันดีว่าการเกิดพยาธิสภาพของเซลล์ประสาทจะมี
สาเหตุทําให้เกิดภาวะนํ้าตาลในเลือดสูง (hyperglycemia) ตัวอย่างเช่น  จากการศึกษาเซลล์
เพาะเล้ียงชนิด Pheochromocytoma ( PC12) ซึ่งเป็นเซลล์เน้ืองอกที่เจริญในเซลล์ chromaffin 
นอกต่อมหมวกไตของหนูที่หลั่งสารสื่อประสาท  catecholamine จํานวนสูงกว่าปกติ โดย PC12 
cell line น้ันได้รับการยอมรับว่าสามารถนํามาใช้ศึกษาเก่ียวกับระบบประสาทอัตโนมัติ, การขาด
เลือดในสมอง,  การทํางานที่ผิดปกติของระบบประสาท และโรคเบาหวาน. 

  
นอกจากน้ี นักเภสัชวิทยา พบว่า การศึกษาเบ้ืองต้นเก่ียวกับผลกระทบต่อระดับการขนส่ง

กลูโคสในระบบประสาท (neuronal glucose transporters) และยังพบอีกว่าการตอบสนองของ 
PC12 ต่อ agonist และ antagonist ต่อ D1 และ D2 dopamine receptor เช่น การกระตุ้น Ca2+ 
influx โดย ATP (Inoue et al. 1992), voltage-gated K+ current (Nakazawa et al. 1995) 
และการหลั่ง dopamine (Courtney et al. 1991),  ส่วนเซลล์ PC12 ที่ได้รับการกระตุ้น หรือ 
differentiate ด้วย Nerve growth factor ยังสามารถใช้เป็นตัวแทนในการศึกษาความผิดปกติของ
เซลลใ์นระบบประสาทอ่ืนๆ โดยเฉพาะอย่างย่ิงการศึกษาความผิดปกติของเซลล์ประสาทที่เก่ียวข้อง
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กับระดับนํ้าตาลกลูโคส (Cytoprotective effect on glucose level หรือ neuroprotective 
effect) ซึ่งจากข้อมูลก่อนหน้าน้ี พบว่า การศึกษาในลักษณะน้ีจักเป็นประโยชน์สําหรับการศึกษาฤทธ์ิ
ที่เก่ียวข้องกับระดับนํ้าตาลในเลือด. 

  
ดังน้ัน ในการศึกษาครั้งน้ีจึงได้นําเซลล์ PC12 มาใช้ในการทดสอบ   เพ่ือดูผลในการปกป้อง

การถูกทําลายและการเจริญเติบโตของ PC12 (เซลล์เพาะเลี้ยง)  โดยการทดสอบน้ีจะดําเนินการเพาะ 
เลี้ยงเซลล์บนจานเพาะเลี้ยงเพ่ือดูการตอบสนองต่อระดับนํ้าตาลในปริมาณที่แตกต่างกัน ผลจากการ
ทดสอบจะเป็นข้อมูลเบ้ืองต้นในการศึกษาหาสารสกัดพืชสมุนไพรที่มีประโยชน์อย่างย่ิงสําหรับการลด
ระดับนํ้าตาลในเลือด ซึ่งจะได้ดําเนินการพัฒนาเป็นยาหรอืผลิตภัณฑ์สําหรับผู้ป่วยเบาหวานในอนาคต. 
 
1.3 วัตถุประสงค์ของการวิจัย   

1. เพ่ือศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากสมุนไพร โดยใช้เซลล์ประสาทเพาะเล้ียง 
PC12-AC ดูผลการออกฤทธ์ิป้องกันเซลล์ถูกทําลายในภาวะที่มีระดับนํ้าตาลตํ่าและสูงกว่าปกติ.  

2.  เพ่ือใช้วิธีการทดสอบจากการใช้เซลล์ประสาทเพาะเล้ียง PC12-AC ในการสํารวจสาร
สกัดที่ออกฤทธ์ิป้องกันโรคเบาหวานและสําหรับการให้บริการทดสอบต่อไปในอนาคต.    

 
1.4  ขอบเขตการศึกษา  

การวิจัยเรื่องน้ีได้กําหนดขอบเขตของการศึกษาไว้ ดังน้ี 
1. ดําเนินการเพาะเลี้ยงเซลล์ประสาท PC 12-AC  ในเพลต  96 หลุม 24 ช่ัวโมง.     
2. ศึกษาการออกฤทธ์ิของสารสกัดจากสมุนไพรต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ประสาท PC 

12-AC ในสภาวะที่มีนํ้าตาลเข้มข้นสูงและตํ่ากว่าปกติ.  
3. สรุปผลการทดลองและเขยีนรายงานฉบับสมบูรณ์. 

 
1.5 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รบั 

1. ได้ข้อมูลทางวิทยาศาสตร์เพ่ือใช้สนับสนุนการออกฤทธ์ิของสารสกัดสมุนไพรต่อระบบ
ประสาทอัตโนมัติ.  

2. เพ่ือทําการคัดเลือกพืชสมุนไพรที่มีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาและมีศักยภาพเชิงพาณิชย์.  
3. ลดการใช้สัตว์ทดลองโดยการหาวิธีทดสอบอ่ืนที่เป็นที่ยอมรับมาทดแทน เพ่ือรองรับการไม่

ใช้สัตว์ทดลองในอนาคต. 
4. ได้วิธีการทดลองใหม่ๆ ที่สามารถให้บริการวิจัยการศึกษาการออกฤทธ์ิของสมุนไพรต่อ

เซลล์ประสาท. 
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2.  วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการ 
 

2.1 วัสดุและสารเคมี 
1. สารสกัด “ใบหม่อน” ภายใต้ชุดโครงการ วิจัยพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตสารสกัดปรับ

มาตรฐานจากผลิตภัณฑ์ธรรมชาติระดับอุตสาหกรรม ของฝ่ายเภสัชและผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ. 
2.    Pheochromocytoma murine cell line (PC 12 : ATCC CRL-1721) บริษัท ATCC, 

ประเทศสหรัฐอเมริกา. 
3. di -Sodium hydrogen phosphate dihydrate (Na2HPO4.2H2O), GR grade, 

บริษัท MERCK, ประเทศเยอรมนี. 
4. Sodium dihydrogen phosphate dehydrate (NaH2PO4.2H2O), GR grade, บริษทั 

MERCK, ประเทศเยอรมนี. 
5. L-tyrosine, บริษัท SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, ประเทศเยอรมนี 
6. Tyrosinase from mushroom , บริษัท Fluka, ประเทศสวิตเซอร์แลนด์. 
7. D-glucose, บริษัท Fluka, ประเทศสวิตเซอร์แลนด์. 
8. 3,4-Dihydroxy-L-phenylalanine (L-Dopa), AR grade, บริษัท SIGMA-ALDRICH 

CHEMIE GmbH, ประเทศเยอรมนี. 
9. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ปราศจากเช้ือ (Steriled PBS), บริษัท GIBCO, ประเทศ

สหรัฐอเมริกา. 
10. Minimum essential media (MEM), บริษัท GIBCO, ประเทศสหรฐัอเมริกา. 
11. Dubelco’s Minimal Essential Medium (DMEM), บริษัท GIBCO, ประเทศ

สหรัฐอเมริกา.  
12. Fetal Bovine serum, บริษัท GIBCO, ประเทศสหรัฐอเมริกา. 
13. Horse serum, บริษัท GIBCO, ประเทศสหรัฐอเมริกา. 
14. Penicillin/streptomycin, บริษัท GIBCO, ประเทศสหรฐัอเมริกา. 
15. Foetal Bovine serum, บริษัท GIBCO, ประเทศสหรฐัอเมริกา. 
16. 0.25% Trypsin-versine (trypsin / EDTA), บริษัท GIBCO, ประเทศแคนาดา. 
17. 0.05% Trypsin-versine (trypsin / EDTA), บริษัท GIBCO, ประเทศแคนาดา. 
18.  2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA), บริษัท GIBCO, ประเทศ

สหรัฐอเมริกา. 
19. สีย้อมทริปแพนบลู (Tryphan blue 0.4%), บริษัท GIBCO, ประเทศสหรัฐอเมริกา. 
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20. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), บริษัท 
GIBCO, ประเทศสหรัฐอเมรกิา. 

21. สารละลายซิงก์แอซีเทต, บริษัท Fluka, ประเทศสหรัฐอเมริกา. 
22. Dimethyl sulfoxide (DMSO), บริษัท Sigma Chemical, ประเทศสหรัฐอเมริกา. 
23. Nerve Growth Factor -7S (NGF-7S), บริษัท Sigma Aldrich, ประเทศสหรัฐอเมริกา. 
24. Triton X-100, บริษัท Sigma Chemical, ประเทศสหรัฐอเมริกา. 
25. Human Collagen Type I ELISA  (Kit) จากบริษัท Cosmo Bio Co.LTD ประเทศ

ญี่ปุ่น. 
26. Pepsin (powder) Sigma Chemical, ประเทศสหรัฐอเมริกา. 
27. Tris (Hydroxymethyl) Aminomethane, บริษัท Fluka Chemical, ประเทศ

สหรัฐอเมริกา. 
28. สารละลาย Hydrogenperoxide (H2O2) บริษัท Sigma Aldrich, ประเทศ

สหรัฐอเมริกา. 
29. Tween 80 บริษัท Sigma Chemical Co. Ltd. ประเทศสหรัฐอเมริกา. 
30. Methanol AR grade, บริษัท Lab Scan ประเทศไทย. 
31. Ethanol (95 %) (EtOH), commercial grade, บริษัท องค์การสุรามหาชน จํากัด,  

ประเทศไทย. 
 

2.2 อุปกรณ์ 
1. เครื่องเขย่า (Vortex-Genie2)  รุ่น G-560E, บริษัท Scientific industries, ประเทศ 
      สหรัฐอเมริกา. 
2. เครื่องช่ังละเอียด รุ่น AG 204, บริษัท Mettler Toledo ประเทศสวิตเซอร์แลนด์. 
3. เครื่องเขย่าคลื่นความถี่สูง (Ultrasonic bath), บริษัท Astrason ประเทศ

สหรัฐอเมริกา. 
4. ปิเปตต์อัตโนมัติขนาด10, 20, 50, 200, และ 1,000 ไมโครลิตร, บริษัท Gilson, 

ประเทศฝร่ังเศส. 
5. กระดาษกรอง เบอร์ 4, บริษัท Whatman International, ประเทศอังกฤษ. 
6. Syringe filter PTFE  0.2  และ 0.45 ไมโครเมตร, บริษัท Vertical Chromatography, 

ประเทศไทย. 
7. Ultrasonic bath, Astrason® ประเทศสหรัฐอเมริกา. 
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8. Autoclave, Sanyo Electric Biomedical Co., Ltd. ประเทศญี่ปุ่น. 
9. Balance AG204, Mettler-Toledo International Inc., ประเทศสวิตเซอร์แลนด์. 
10. กระดาษ 75 Blue Wipers บริษัท คิมเบอร์ลี่ย์-คล๊าค ประเทศไทย. 
11. Allegra X-I5R Centrifuge, Beckman Coulter, ประเทศสหรัฐอเมริกา. 
12. เครื่องช่ัง Ohaus Europe GmbH, รุ่น E 02140, ประเทศสวิตเซอร์แลนด์. 
13. กระบอกฉีดยาขนาด 1-5 มิลลิลิตร, Nipro(Thailand) Co., Ltd, จังหวัดอยุธยา. 
14. Microtube ขนาด1.5 มิลลิลิตร, Sarstedt Co., Ltd, ประเทศเยอรมนี. 
15. ตู้ปลอดเช้ือ ระดับ   2 ( Laminar   Air    Flow    Class   II), Hereus, ประเทศเยอรมนี. 
16. เครื่องช่ังความละเอียด  ทศนิยม  2  ตําแหน่ง, AND, รุ่น  EK120 i  ประเทศญี่ปุ่น. 
17. Multiskan Go  Microplate reader, Thermo Fisher Scientific,  ประเทศ

ฟินแลนด์. 
18. เครื่อง CO2  Incubator, Hera Cell 150, Thermo electron corporation,  

 ประเทศเยอรมนี. 
19. เครื่อง Centrifuge, Allegra X-15R, Beckman Coulter, ประเทศสหรฐัอเมริกา. 
20.  กล้อง Invert Microscopic ชนิด Phase contrast, NIKON TS100F, Nikon  

           Corporation, ประเทศญี่ปุ่น. 
21. นาฬิกาจับเวลา, บริษัท Canon, ประเทศไทย. 
22. Sonicator, Elma S60H, ประเทศเยอรมนี. 
23. ตู้อบลมร้อน, Memmert, ULM 400, ประเทศเยอรมนี. 
 

 
2.3  วิธีการทดลอง 

การทดสอบฤทธ์ิต้านความเป็นพิษตอ่เซลล์จากสารสกัด และจากการเหนี่ยวนํา
ด้วยระดับน้าํตาลท่ีสูงและต่ํากว่าปกติ  ในการเพาะเลี้ยงชนิด Pheochromocytoma 
โดยวิธีการของ  Despina  2009 

 
1. การเตรียมเซลล์ Pheochromocytoma murine cell line ( PC 12 : ATCC CRL 

1721)  
1.1 เตรียมเซลล์ PC12  ที่ความเข้มข้น 1 × 105 เซลล์ต่อมิลลลิิตร ใน flask ขนาด 

25 ตารางเซนติเมตร บ่มในตู้บ่มเซลล์ 72 ช่ัวโมง ที่ 5% CO2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส.  
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1.2 เมื่อครบ 48-72 ช่ัวโมง ทําการดูดและเป่าอาหารเลี้ยงเซลล์ภายใน flask ให้เป็น
ลักษณะ cell suspension. 

1.3 จากน้ัน นํา cell suspension ที่กระจายตัวหลุดออกจากกันเป็นเซลล์เด่ียวๆ 
อย่างสมํ่าเสมอ นําไปป่ันที่ความเร็วรอบ 2,000 rpm เป็นเวลา  5 นาที เพ่ือทําการขจัดอาหารเลี้ยง
เซลล์เก่าทิ้ง เติม DMEM medium (+ serum) เพ่ือเตรียมพร้อมเซลล์ให้กลายเป็น Differentiated 
cell. 

 
2.   การ Differentiated cell โดยใช้ Nerve growth factor (NGF) เพื่อให้ได้เป็น 

PC12-AC Cell 
 นําเซลลท์ี่เลี้ยงไว้มาปรับเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ โดยการเพ่ิม 100 นาโนกรัมต่อ

มิลลลิิตร ลงในอาหารเลี้ยงเซลล ์ เพ่ือใช้กระตุ้นให้เซลล์เกิดการ Differentiation ตลอดการทดสอบ 
โดยทําการสับเปลี่ยนอาหารทุกๆ 2 -3 วัน.  

 
3. การเตรียมเซลล์เพื่อการทดสอบ 

2.1 เตรียมเซลล์ PC12-AC ที่ความเข้มข้น 6.25 × 103 เซลล/์มิลลลิติร ใน flask 
ขนาด 25 ตารางเซนติเมตร  บ่มในตู้บ่มเซลล ์ นาน 24 ช่ัวโมง ที่ 5% CO2 อุณหภูมิ 37 องศา-
เซลเซียส.  

2.2 เมื่อครบ 24 ช่ัวโมง นับจํานวนเซลล์ที่ได้ จากน้ัน เจือจางเซลล์ให้ได้ความ
เข้มข้น 6.25 × 103  เซลล์/มิลลลิิตร  ใน well plate ชนิด 96 หลุม บ่มในตู้บ่มเซลล์ 24 ช่ัวโมง ที่ 
5% CO2 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส. 

 
4. การทดสอบ  ประยุกต์ใช้วิธีของ Despina  et al. (2009) 

4.1 การเตรียมสารทดสอบ  
สารตัวอย่าง “สารสกัดใบหม่อน” นํามาละลายด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์โดยใช้ 

เครื่อง sonicate หลังจากน้ันนํามา dilute แต่ละความเข้มข้นที่ 5, 10, 25 และ 50 มิลลิกรมั/
มิลลลิิตร และ 5, 10, 25 และ 50 ไมโครกรัม/มิลลลิิตร  ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์. 

สารละลาย  “glucose”  ความเข้มข้นที่ 1.1 และ 150 มิลลิโมลต่อลิตร 
4.2 วิธีการทดสอบ   

4.2.1 Cytotoxicity   การทดสอบฤทธ์ิต้านความเป็นพิษของเซลล์จากการสาร
สกัดใบหม่อนในเซลล์เพาะเลี้ยงชนิด Pheochromocytoma  โดยประยุกต์ใช้วิธีการของ  Freshney, 
2005 และ Despina, 2009.  
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            นํา PC12-AC ใน  96 well plate   จํานวน  200  ไมโครลิตร มาเติมสาร
สกัดใบหม่อน ที่ความเข้มข้น ( 0.005, 0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2.5, 
5, 7.5 และ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)  บ่มในตู้บ่มเซลล์นาน 96 ช่ัวโมง ที ่ 5% CO2 อุณหภูมิ 37 
องศา-เซลเซียส เมื่อครบตามเวลาที่กําหนด ประเมินผลโดยวิธี MTT assay.  
 4.2.2 Cytoprotective effect on glucose level หรือ neuroprotective 
effect (Low glucose)  ประยุกต์ใช้วิธีการของ  Despina H, 2009. 

               นํา PC12-AC ใน  96 well plate   จํานวน  200  ไมโครลิตรมาเติมด้วย
สารละลาย ระดับนํ้าตาลตํ่ากว่าปกติ (Low glucose :glucose toxicity) และสารสกัดใบหม่อน ที่
ความเข้มข้น (0.1, 0.25, 0.5, 0.75 และ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) บ่มในตู้บ่มเซลล ์ ที ่ 5% CO2 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 96 ช่ัวโมง วัดผลอัตราการรอดชีวิตของเซลล์โดยวิธี MTT assay.  

      4.2.3 Cytoprotective effect on glucose level หรือ neuroprotective 
effect (High glucose)  ประยุกต์ใช้วิธีการของ  Despina, 2009.  

              นํา PC12-AC ใน  96 well plate   จํานวน  200  ไมโครลิตร มาเติมด้วย
สารละลาย ระดับนํ้าตาลสูงกว่าปกติ (Low glucose :glucose toxicity) และสารสกัดใบหม่อน ที่
ความเข้มข้น (0.1, 0.25, 0.5, 0.75 และ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) บ่มในตู้บ่มเซลล ์ ที ่ 5% CO2 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 96 ช่ัวโมง วัดผลอัตราการรอดของเซลล์โดยวิธี MTT assay.  

 
5. การประเมินผลการทดสอบ 

5.1 หลังจากปล่อยให้เซลล์สมัผัสกับสารทดสอบที่ความเข้มขน้ต่างๆ เป็นเวลา 96 
ช่ัวโมงแล้ว จากน้ัน ทําการวัดร้อยละของเซลลท์ี่มีชีวิตโดย MTT assay. 

5.2 ดูด media เก่าทิ้ง และเติมสารละลาย MTT ขนาด 5 มิลลิกรมัต่อมิลลลิิตร 
MTT บ่มทิ้งไว้ในตู้บ่มเซลล์ทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  และ  5% CO2 นาน 4 ช่ัวโมง. 

5.3 เมื่อครบเวลา ดูดสารละลายทิ้ง ล้างตะกอนด้วย DMSO 200 ไมโครลิตร ต้ังทิ้ง
ไว้ 15 นาที. 

5.4 นําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที ่ 540 นาโนเมตร นําค่าที่ได้มาคํานวณหาร้อยละ
ของเซลล์ทีม่ีชีวิตเทียบกับกลุ่มควบคุม. 
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3.  ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 
การทดสอบฤทธิ์ต้านความเป็นพิษต่อเซลล์เพาะเลี้ยงชนิด Pheochromocytoma  จากการ
เหนี่ยวนําด้วยระดับน้าํตาลที่ตํ่าและสูงกว่าปกติ   
3.1  Cytotoxicity    การทดสอบฤทธิ์ต้านความเป็นพิษของเซลลจ์ากสารสกัดใบหม่อนในเซลล์
เพาะเลี้ยงชนดิ Pheochromocytoma  ประยุกต์ใช้วิธีการของ  Freshney RI 2005 และ 
Despina H 2009  

ผลการศึกษา พบว่า ร้อยละของเซลล์เพาะเลี้ยง  PC12-AC เมื่อได้รับการสัมผสัสารสกัดใบ
หม่อนที่ความเข้มข้นแตกต่างกันนาน 96 ช่ัวโมง พบว่า ที่ความเข้มข้นสูงสุดทีส่ารสกัดใบหม่อน
สามารถละลายได้ในอาหารเลี้ยงเช้ือ คือ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลลิิตร อัตราการรอดชีวิตของเซลล์มีความ
เปลี่ยนแปลงเล็กน้อย แต่เมื่อเทียบกับกลุม่ควบคุม (Blank) แล้ว พบว่า ไม่มีการลดลงอย่างมี
นัยสําคัญทางสถิติ คือ มีอัตราร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์เท่ากับ 99.96±0.79  โดยระยะเวลา
ดังกล่าวเป็นช่วงระยะเวลาที่เหมาะสมเพ่ือนํามาเปรียบเทียบกับการทดสอบที่ประยุกต์ตามวิธีการของ 
Despina  2009  ต่อไป ดังแสดงในตารางที่ 1 และรูปที่ 1. 

 
รูปที ่1.  ร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยง PC12-AC เม่ือสัมผสัสารสกัดใบหม่อน 
           ที่มีความเข้มขน้แตกต่างกันในช่วงระยะเวลา 96 ชั่วโมง.  

ความเข้มข้นของสารสกัดใบหม่อน (มก.ต่อมล.) 
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ตารางที่ 1. รอ้ยละการรอดชีวิตของเซลลเ์พาะเลี้ยง PC12-AC เม่ือสมัผัสสารสกัดใบหม่อนที่มี 
              ความเข้มขน้แตกต่างกันในช่วงระยะเวลา 96 ชั่วโมง  

ความเข้มข้นของสารสกัดใบหม่อน (มก.ต่อมล.) ร้อยละอัตราการรอดชีวิตของเซลล ์
Blank ( Media + normal glucose) 100.00 ±  0.00 

10 99.96  ±  0.79 
7.5 102.55 ± 1.64 
5 101.75 ± 0.95 

2.5 103.17 ± 1.02 
1 99.96 ±  0.79 

0.75 103.45 ± 0.64 
0.5 105.35 ± 0.85 
0.25 102.16 ± 0.97 
0.1 100.32 ± 1.33 
0.08 102.46 ± 1.95 
0.06 101.41 ± 0.57 
0.04 101.85 ± 0.79 
0.02 101.96 ±  0.43 
0.01 102.54 ± 0.68 
0.005 102.25 ± 0.65 

Positive control (10%DMSO) 32.57 ± 0.99 
 

เซลล์เพาะเลี้ยงชนิด PC12-AC เมื่อได้รับสารสกัดใบหม่อนที่ความเข้มข้นทีแ่ตกต่างกันที่
ระยะเวลา 96 ช่ัวโมง พบว่า ปริมาณความเข้มข้นสูงสุดทีส่ารสกัดดังกล่าวสามารถละลายได้น้ัน ไมม่ี
ผลต่ออัตราการรอดชีวิตของเซลล์ชนิดน้ันๆ เลย เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (Blank) สรุปได้ว่า อัตรา
การรอดชีวิตของเซลล์ที่ความเข้มข้นสูงสุดที่ทําให้เซลลล์ดลงก่ึงหน่ึงของสารสกัดใบหม่อน (IC50)  เมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม คือ มากกว่า 10 มิลลกิรัมต่อมิลลลิิตร.  
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3.2   Cytoprotective effect on glucose level หรือ neuroprotective effect (Low 
glucose)  ประยุกต์ใช้วิธีการของ  Despina  2009 

จากผลการศึกษา พบว่า สภาวะระดับนํ้าตาลที่ตํ่ากว่าปกติในอาหารเลี้ยงเซลล์ปกติน้ันพบว่า
ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ PC12-AC เน่ืองจากทําให้ร้อยละการมชีีวิตของเซลล์ลดลงเหลือเพียง 
ร้อยละ 64.54±0.54  เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคมุที่มีสภาวะอาหารปกติ และเมื่อทําการศึกษา
ต่อเน่ืองกับการสัมผสัสารสกัดที่ความเข้มขน้ต่างๆ ภายใต้สภาวะน้ําตาลที่ตํ่ากว่าปกตินาน 96 ช่ัวโมง 
พบว่า ที่ความเข้มข้นของสารสกัดใบหม่อนที่  0.25, 0.5, 0.75 และ 1 มิลลิกรัมต่อมลิลิลิตร พบว่า
อัตราการรอดชีวิตของเซลล์เพ่ิมมากขึ้นจากกลุ่มควบคุมบวก (Vehicle + Low glucose) แบบ dose 
response  อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p ≤ 0.05 ) ดังน้ี คือ ร้อยละ  84.21 ± 1.23, 84.91 ± 1.15, 
95.16 ± 0.99 และ 98.67 ± 1.23 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 2 และรูปที่  2. 

 
ตารางที่ 2.  ร้อยละการรอดชีวิตของเซลลเ์พาะเลี้ยง PC12-AC เม่ือสมัผัสสารสกัดใบหม่อน 
               ที่มีความเข้มขน้แตกต่างกันในช่วงระยะเวลา 96 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะท่ีใช้อาหาร 
               เลี้ยงเซลล์ที่มีระดับน้าํตาลตํ่ากว่าปกติ (Low glucose : glucose toxicity:  
               1.1 mmol/L) 
 

ความเข้มข้นของสารสกัดใบหม่อน (มก.ต่อมล.) ร้อยละอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ 
Blank ( Vehicle + normal glucose) 100.00 ±  2.34 

Blank ( Vehicle + Low glucose) 64.54  ±  0.54 
0.1 63.57 ±  1.43  
0.25 84.21 ± 1.23* 
0.5 84.91 ± 1.15* 
0.75 95.16 ± 0.99* 

1 98.67 ± 1.23* 
หมายเหตุ:  *Mean±SE; p ≤ 0.05 กับกลุ่มควบคุม (Vehicle + Low glucose)  

               ; by ANOVA and  post hoc Fisher LSD 
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หมายเหตุ:  *Mean±SE ; p ≤ 0.05 กับกลุ่มควบคุมบวก (Vehicle + Low glucose)  

                ; by ANOVA and  post hoc Fisher LSD 

รูปที ่2. ร้อยละการรอดชีวิตของเซลลเ์พาะเลีย้ง PC12-AC เม่ือสัมผัสสารสกัดใบหม่อนที่มี 
          ความเข้มขน้แตกต่างกันในช่วงระยะเวลา 96 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะท่ีใช้อาหารเลี้ยง 
          เซลลท์ี่มีระดับน้ําตาลตํ่ากว่าปกต ิ(Low glucose :glucose toxicity: 1.1 mmol/L). 
 

จะเห็นได้ว่าเมื่อนํามาเปรียบเทียบกันโดยใช้สถิติ ONE WAY ANOVA พบว่า ค่าความเข้มข้น
ของสารสกัดที่ช่วยปกป้องเซลล ์ PC12-AC จากสภาวะที่มีระดับนํ้าตาลตํ่ากว่าปกติอย่างมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ คือ ค่าความเข้มขน้ของสารสกัดใบหม่อนที่ความเข้มข้น 0.25, 0.5, 0.75 และ 1 มิลลิกรมั
ต่อมิลลิลิตร โดย พบว่า ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลลิิตร มีประสิทธิภาพสูงสุดในการปกป้อง
เซลล ์PC12-AC ภายใต้สภาวะที่มีระดับนํ้าตาลตํ่ากว่าปกติ นอกจากน้ัน ประสิทธิภาพของการปกป้อง
เซลล์ยังแปรผันตรงกับระดับความเข้มข้นของสารสกัดใบหมอ่นที่เพ่ิมมากขึน้อีกด้วย (Dose-response). 

  
ดังน้ัน แสดงว่าสารสกัดใบหม่อนมีฤทธ์ิในการปกป้องเซลล์ PC12-AC ภายใต้สภาวะที่มีระดับ

นํ้าตาลตํ่ากว่าปกติ ตามความเข้มข้นของสารสกัดใบหม่อนที่เพ่ิมขึ้น.  
 
 

*            * 

    *            * 

ความเข้มข้นของสารสกัดใบหม่อน (มก.ต่อมล.) 
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3.3  Cytoprotective effect on glucose level หรือ neuroprotective effect (High 
glucose)  ประยุกต์ใช้วิธีการของ  Despina H 2009  

 
ผลการศึกษา พบว่า ร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยง PC12-AC เมื่อสัมผสัสารสกัดใบ

หม่อนที่มีความเข้มข้นแตกต่างกันในช่วงระยะเวลา 96 ช่ัวโมง ภายใต้สภาวะที่ใช้อาหารเลี้ยงเซลล์ทีม่ี
ระดับนํ้าตาลสูงกว่าปกติ (High glucose :glucose toxicity: 150  mmol/L) ดังแสดงในตารางที่ 3 
และรูปที่ 3. 

 
ตารางที่ 3.  ร้อยละการรอดชีวิตของเซลลเ์พาะเลี้ยง PC12-AC เม่ือสมัผัสสารสกัดใบหม่อน 
               ที่มีความเข้มขน้แตกต่างกันในช่วงระยะเวลา 96 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะท่ีใช้อาหาร 
               เลี้ยงเซลล์ที่มีระดับน้าํตาลสูงกว่าปกติ (High glucose :glucose toxicity: 150  
               mmol/L) 

ความเข้มข้นของสารสกัดใบหม่อน (มก.ต่อมล.) ร้อยละอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ 
Blank (Vehicle + normal glucose) 100.00 ±  2.34  

Blank (Vehicle + High glucose) 61.48  ±  0.14 
0.1 60.98 ±  0.98 
0.25 67.18 ± 0.98* 
0.5 73.12 ± 0.23* 
0.75 74.86 ± 0.89* 

1 66.59 ± 0.54* 
หมายเหตุ: *Mean±SE ; p ≤ 0.05 กับกลุ่มควบคุม (Vehicle + High glucose)  

               ; by ANOVA and  post hoc Fisher LSD 

 
จากผลการศึกษา พบว่า สภาวะระดับนํ้าตาลที่สูงกว่าปกติในอาหารเลี้ยงเซลล์ปกติน้ัน พบว่า

ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ PC12-AC เน่ืองจากทําให้ร้อยละการมชีีวิตของเซลล์ลดลงเหลือเพียง 
ร้อยละ 61.48± 0.14  เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่มีสภาวะอาหารปกติ และเมื่อทําการศึกษา
ต่อเน่ืองกับการสัมผสัสารสกัดที่ความเข้มขน้ต่างๆ ภายใต้สภาวะนํ้าตาลที่สูงกว่าปกตินาน 96 ช่ัวโมง 
พบว่า ที่ความเข้มข้นของสารสกัดใบหม่อนที่   0.25, 0.5 และ 0.75  มิลลิกรมัต่อมลิลิลิตร มีอัตรา
การรอดชีวิตของเซลล์เพ่ิมมากขึ้นจากกลุ่มควบคุม (Vehicle + High glucose) ดังน้ี คือ ร้อยละ  
67.18 ± 0.98, 73.12 ± 0.23 และ 74.86 ± 0.89  ตามลาํดับ ดังแสดงในตารางที่ 2. 
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หมายเหตุ: *Mean±SE ; p ≤ 0.05 กับกลุ่มควบคุมบวก (Vehicle + High glucose)  
               ; by ANOVA and  post hoc Fisher LSD 

รูปที่ 3.  ร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์เพาะเลี้ยง PC12-AC เม่ือสัมผสัสารสกัดใบหม่อนที่มี 
           ความเข้มข้นแตกต่างกันในช่วงระยะเวลา 96 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะท่ีใช้อาหารเลีย้ง 
           เซลล์ที่มีระดับน้าํตาลสูงกว่าปกติ (High glucose: glucose toxicity: 150 mmol/L). 
 

จะเห็นได้ว่าเมื่อนํามาเปรียบเทียบกันโดยใช้สถิติ ONE WAY ANOVA พบว่า ค่าความเข้มข้น
ของสารสกัดที่ช่วยปกป้องเซลล์ PC12-AC จากสภาวะที่มีระดับนํ้าตาลสูงกว่าปกติอย่างมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ คือ ค่าความเขม้ขน้ของสารสกัดใบหม่อนที่ความเข้มข้นระหว่างช่วง  0.25, 0.5 และ 0.75  
มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร  มีประสทิธิภาพในการปกป้องเซลล ์PC12-AC ภายใต้สภาวะที่มีระดับนํ้าตาลสูง
กว่าปกติ อย่างมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) แบบ dose response.  
 
 
 

    *            *            *             * 

ความเข้มข้นของสารสกัดใบหม่อน (มก.ต่อมล.) 
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4. สรุปผลการทดลอง 
 

จากการทดสอบความเป็นพิษในเซลล์เพาะเลี้ยงชนิด Pheochromocytoma (PC12) ที่
ได้รับการกระตุ้นหรือ differentiation ด้วย Nerve growth factor ให้กลายเป็นเซลล์เพาะเลี้ยงชนิด 
PC12-AC ของสารสกัดใบหม่อน ที่ความเข้มข้น (0.005, 0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.1, 0.25, 
0.5, 0.75, 1, 2.5, 5, 7.5 และ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)  โดยวิธี MTT assay พบว่า ร้อยละของ
เซลล์เพาะเลี้ยงของเซลล์ PC12-AC เมื่อได้รับการสัมผัสสารสกัดใบหม่อนที่ความเข้มข้นแตกต่างกันที่
ช่วงเวลา 96 ช่ัวโมง ความเข้มข้นสูงสุดที่สารสกัดใบหม่อนสามารถละลายได้ในอาหารเลี้ยงเช้ือ คือ 
10 mg/ml อัตราการรอดชีวิตของเซลล์มีความเปลี่ยนแปลงเล็กน้อย แต่เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
(Blank) แล้วพบว่า ไม่มีการลดลงอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ คือ มีอัตราร้อยละการรอดชีวิตของเซลล์
เท่ากับ 99.96  ± 0.79  ดังน้ัน อัตราการรอดชีวิตของเซลล์ที่ความเข้มข้นสูงสุดที่ทําให้เซลล์ลดลงก่ึง
หน่ึงของสารสกัดใบหม่อน (IC50)  เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมมีค่ามากกว่า 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
และเมื่อทําการทดสอบในภาวะที่ระดับนํ้าตาลที่ตํ่ากว่าปกติที่สภาวะอาหารเล้ียงเซลล์ปกติน้ัน พบว่า 
ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ PC12-AC โดย พบว่า ที่สภาวะอาหารที่มีระดับนํ้าตาลตํ่ากว่าปกติ 
คือ 1.1 มิลลิโมลต่อลิตร ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ลดลงเหลือเพียง  64.54±0.54  เมื่อเปรียบเทียบ
กับกลุ่มควบคุมที่มีสภาวะอาหารปกติ และภายใต้สภาวะเดียวกัน ทําการทดสอบโดยให้เซลล์สัมผัส
สารสกัดใบหม่อนที่ความเข้มข้น 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 และ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ที่ความเข้มข้น
ต่างๆ พบว่า อัตราการรอดชีวิตของเซลล์เพ่ิมมากข้ึนจากกลุ่มควบคุม (Vehicle + Low glucose) 
ดังน้ี คือ ร้อยละ 63.57 ±  1.43, 84.21 ± 1.23, 84.91 ± 1.15, 95.16 ± 0.99 และ 98.67 ± 1.23 
ตามลําดับ จะเห็นได้ว่าเมื่อนํามาเปรียบเทียบกันโดยใช้สถิติ ONE WAY ANOVA พบว่า ค่าความ
เข้มข้นของสารสกัดที่ช่วยปกป้องเซลล์ PC12-AC จากสภาวะท่ีมีระดับนํ้าตาลตํ่ากว่าปกติอย่างมี
นัยสําคัญทางสถิติ คือ ค่าความเข้มข้นของสารสกัดใบหม่อนที่ความเข้มข้น 0.25, 0.5, 0.75 และ 1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากผลการทดสอบที่ได้แสดงให้เห็นว่าประสิทธิภาพในการปกป้องเซลล์ PC12-
AC ภายใต้สภาวะที่มีระดับน้ําตาลตํ่ากว่าปกติ แปรผันตรงกับความเข้มข้นของสารสกัดใบหม่อน 
(Dose-response effect). 

   
จากการศึกษาและทดสอบในภาวะระดับนํ้าตาลที่สูงตํ่ากว่าปกติจากสภาวะอาหารเลี้ยงเซลล์

ปกติน้ัน พบว่า ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ PC12-AC โดย พบว่า ที่สภาวะอาหารที่มีระดับ
นํ้าตาลสูงกว่าปกติ ทําให้ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ลดลงเหลือเพียง 61.48±0.14  เมื่อเปรียบเทียบ
กับกลุ่มควบคมุที่มีสภาวะอาหารปกติ และเมื่อทําการศึกษาต่อเน่ืองกับการสัมผัสสารสกัดที่ความ
เข้มข้นต่างๆ ภายใต้สภาวะนํ้าตาลที่สูงกว่าปกติ พบว่า ที่ความเข้มข้นของสารสกัดใบหม่อนที่  0.25, 
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0.5 และ 0.75  มิลลิกรมัต่อมิลลลิิตร พบว่า อัตราการรอดชีวิตของเซลล์เพ่ิมมากขึ้นจากกลุ่มควบคุม 
(Vehicle + High glucose) ดังน้ี คือ ร้อยละ  67.18 ± 0.98, 73.12 ± 0.23 และ 74.86 ± 0.89   
ตามลําดับ และเมื่อนํามาเปรียบเทียบกันโดยใช้สถิติ ONE WAY ANOVA พบว่า ค่าความเข้มข้นของ
สารสกัดที่ช่วยปกป้องเซลล ์ PC12-AC จากสภาวะที่มีระดับนํ้าตาลสูงกว่าปกติอย่างมีนัยสําคัญทาง
สถิติ คือ ค่าความเข้มข้นของสารสกัดใบหม่อนที่ความเขม้ข้น 0.25, 0.5 และ 0.75  มิลลิกรมัต่อ
มิลลลิิตร โดย พบว่า ที่ความเข้มข้น 0.75 มิลลิกรัมต่อมลิลิลิตร มีประสิทธิภาพในการปกป้องเซลล์ 
PC12-AC ภายใต้สภาวะที่มีระดับนํ้าตาลสูงกว่าปกติ ดีที่สุด ดังน้ัน แสดงว่าสารสกัดใบหม่อนมีฤทธ์ิใน
การปกป้องเซลล์ PC12-AC ภายใต้สภาวะที่มีระดับนํ้าตาลสูงกว่าปกติเพ่ิมขึ้นตามความเข้มข้น ช่วง
ระหว่าง 0.25 ถึง 0.75 มลิลกิรัมต่อมิลลลิิตร. 

  
สรุปผลการทดลอง พบว่า สารสกัดใบหม่อน (ร้อยละ 95 เอทานอล) ที่ขนาดความเข้มข้น

ระหว่าง 0.5 ถึง 0.75 มิลลกิรัมต่อมิลลลิิตร มีศักยภาพในการออกฤทธ์ิต้านอาการเซลล์ประสาทถูก
ทําลายในโรคเบาหวาน. 
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5. ข้อเสนอแนะ  
 
จากการทดลองในคร้ังน้ีจะดําเนินการทดสอบสารสกัดที่ได้จากโครงการภายใต้ชุดโครงการวิจัย

พัฒนาเทคโนโลยีการผลิตสารสกัดปรับมาตรฐานจากผลิตภัณฑ์ธรรมชาติระดับอุตสาหกรรม  จึงมี
ข้อเสนอแนะ ดังน้ี 

1. สารสกัดที่ได้จากโครงการมีเพียง 1 สารเท่าน้ันที่ถูกนํามาทดสอบ เน่ืองจากโรงงานสกัดสาร
ยังอยู่ระหว่างการปรับปรุง. 

2. การทดสอบคร้ังนี้มีสารตัวอย่างเพียงสารเดียว จึงยังไม่สามารถเปรียบเทียบกับสารที่ไม่มีฤทธ์ิ
ต่อเซลล์เพาะเลี้ยงดังกล่าว ดังน้ัน ควรจะมีการศึกษาเพ่ิมเติมหลังจากโรงงานสกัดสาร
ดําเนินการได้อย่างสมบูรณ์. 

 
ผลการศึกษาเบื้องต้นทางด้านตลาดและผลกระทบของโครงการ 
5.1  การนําผลงานวิจัยไปใช้ในทางปฏิบัติ 
 ผลงานวิจัยมีผู้ใช้ประโยชน์/มีตลาดรองรับที่แน่นอนชัดเจน 

ผลจากงานวิจัยที่ได้จัดเป็นการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพเบ้ืองต้นของสารสกัดก่อนที่จะนําไป
ศึกษาฤทธ์ิทางเภสัชวิทยากับสัตว์ทดลอง ข้อมูลที่ได้จะมีประโยชน์ สําหรับใช้คัดเลือกสารว่ามีความ
เป็นพิษหรือมีประสิทธิภาพในการจะนําไปศึกษาต่อในสัตว์ทดลองหรือไม่  เพ่ือเป็นการลดการใช้
สัตว์ทดลองในเบ้ืองต้นแล้วยังช่วยประหยัดงบประมาณและเวลาในการทําการวิจัย นอกจากน้ี ยัง
สามารถนําข้อมูลหรือฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดที่ได้นําไปพัฒนาต่อยอดหรือศึกษาในเชิงลึก หรือ
พัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์เพ่ือสุขภาพต่อไป. 

 
ดังน้ัน องค์ความรู้ที่ได้จากการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพจักเป็นประโยชน์และสร้างความเช่ือมั่น

ของนักวิจัย, นักทดลอง, ผู้ประกอบการ รวมถึงเกษตรกรที่ต้องการเพ่ิมมูลค่าของพืชสมุนไพรว่าพืช
สมุนไพรดังกล่าวมีคุณประโยชน์สามารถนําไปพัฒนาต่อยอดเป็นผลิตภัณฑ์ได้. 

 
ภาคเอกชน/ชุมชน/สังคมสามารถนําผลงานวิจัยไปต่อยอดให้เกิดมูลค่าเพิ่ม/หรือนําไปใช้

ประโยชน์ได้จริง 
ภาคเอกชน/สังคม สามารถนําองค์ความรู้ที่ได้เพ่ือไปใช้ต่อยอดในการศึกษาวิจัย โดยใช้เป็น

แนวทางในการวิจัย เพ่ือเพ่ิมมูลค่าวัตถุดิบ และสารสกัดรวมถึงใช้เป็นข้อมูลสนับสนุนการพัฒนา
ผลิตภัณฑ์.  
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นอกจากน้ัน ความรู้ที่ได้ยังใช้เป็นข้อมูลทางวิทยาศาสตร์ เพ่ือให้ประชาชนหรือสังคมรับรู้ถึง
คุณประโยชน์และโทษของพืชสมุนไพรเหล่าน้ัน และสร้างความเช่ือมั่นให้ภาคอุตสาหกรรมผลิตภัณฑ์
เพ่ือสุขภาพจากพืชสมุนไพร.   

 
มีทรัพยากร/วัตถุดิบที่หาได้ง่ายและเพียงพอ สําหรับให้ภาคเอกชน/ชุมชน/สังคม นํา

ผลงานวิจัยไปใช้ได้ในทางปฏิบัติ 
สืบเน่ืองจากโครงการนี้เป็นโครงการเพ่ือสนับสนุนโครงการอ่ืนๆ ภายในชุดโครงการ ผลที่ได้

คือ การได้องค์ความรู้ ที่นําไปใช้เพ่ือสนับสนุนผลผลิตหรือสารสกัดจากโครงการย่อยอ่ืนๆ ในชุด
โครงการว่าผลผลิตที่ได้จากโครงการน้ันๆ มีฤทธ์ิทางชีวภาพและมีคุณประโยชน์อย่างไร, ดังน้ัน ข้อมูล
จากโครงการน้ีสามารถใช้ลดขั้นตอนในการศึกษาหรือสํารวจประสิทธิภาพของสมุนไพรที่จะนํามาใช้
เป็นวัตถุดิบ. 

 
5.2 ผลกระทบท่ีได้รับจากการใช้ผลงานวิจัย 
 มูลค่าทางเศรษฐกิจ (ลดต้นทุนการผลิต, เพิ่มรายได้, ลดการนําเข้า และเพิ่มการส่งออก 
ฯลฯ) 

องค์ความรู้ที่ได้เมื่อนําไปต่อยอดจะทําให้เพ่ิมมูลค่าการตลาดของพืชสมุนไพร และสารสกัด
จากสมุนไพรภายในประเทศ หากสามารถนําผลที่ได้ไปต่อยอด และศึกษาฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาเพ่ิมเติม
เพ่ือพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ได้  สามารถลดการนําเข้ายาสังเคราะห์จากต่างประเทศ และผลิตภัณฑ์
ดังกล่าวอาจเป็นตัวเลือกสําหรับผลิตภัณฑ์เพ่ือสุขภาพจากสมุนไพรที่สามารถส่งออกไปยังต่างประเทศ
ได้ในอนาคต. 

 
คุณค่าเชิงสังคม (คุณค่าชีวิตที่ดีขึ้น, เสริมสร้างสุขภาพอนามัย และกระจายรายได้สู่

ชุมชน ฯลฯ) 
ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการพัฒนาผลิตภัณฑ์พืชสมุนไพรสามารถนําไปเพ่ิมรายได้รวมถึงลด

ค่าใช้จ่ายในการนําเข้าหรือใช้ยาจากต่างประเทศได้ ทั้งน้ี ผลิตภัณฑ์ที่ได้ใช้วัตถุดิบหลักเป็นพืช
สมุนไพร  จึงลดผลข้างเคียงหรือการตกค้างของสารภายในร่างกายเมื่อเทียบกับสารสังเคราะห์ ทําให้
ผู้บริโภคมีสุขภาพอนามัยที่แข็งแรงจากประโยชน์ของพืชสมุนไพรดังกล่าว,  รวมทั้งการส่งเสริมการ
ปลูกพืชดังกล่าวเพ่ือใช้เป็นวัตถุดิบย่อมมีประโยชน์ย่ิงในการเพ่ิมรายได้ เมื่อประชาชนในชุมชนมี
รายได้มากขึ้น ย่อมส่งผลถึงคุณภาพชีวิตที่เพ่ิมมากขึ้นเช่นกัน. 
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สามารถสร้างองค์ความรู้ใหม่เพื่อต่อยอดทางเทคโนโลยี 
วิธีการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพต่อระบบประสาทอัตโนมัติที่มีส่วนในการทําให้เกิดโรค ดังน้ัน

วิธีการศึกษาที่ใช้ในการศึกษาในโครงการนี้สามารถนํามาใช้ต่อยอดสําหรับงานวิจัยทางด้านการ
ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสมุนไพรหรือพืชตัวอ่ืนๆ  ทั้งน้ี สามารถพัฒนาเป็นวิธีการทดสอบเบ้ืองต้น
และนําไปอ้างอิงเพ่ือใช้เป็นแหล่งข้อมูลทางวิทยาศาสตร์สําหรับการวิจัยด้านอ่ืนที่ทดแทนการใช้
สัตว์ทดลองและเป็นที่ยอมรับ.  
 
5.3 ความคุ้มค่าของโครงการวิจัยในภาพรวม 

5.3.1 ได้องค์ความรู้เก่ียวกับฤทธ์ิทางชีวภาพของการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เพาะเลี้ยง.  
5.3.2 ได้องค์ความรู้เก่ียวกับฤทธ์ิทางชีวภาพเบ้ืองต้นของสารสกัดต่อการป้องกันเซลล์ถูก

ทําลายจากภาวะระดับนํ้าตาลสูง. 
5.3.3  ได้เรียนรู้วิธีการทดสอบใหม่ๆ ที่เป็นที่ยอมรับจากการใช้เซลล์เพาะเลี้ยง. 
5.3.4   สามารถสร้างรายได้จากการรับบริการวิจัยเพ่ือทดสอบฤทธ์ิเบ้ืองต้นในการรักษา

โรคเบาหวานด้วยวิธีการใช้เซลล์เพาะเลี้ยง PC 12. 
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