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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญ 

จากพืน้ฐานทีป่ระเทศไทยมคีวามหลากหลายทางชวีภาพสงู จงึท าใหม้คีวามหลากชนิดของ
สารเคมจีากพืชซึ่งเป็นปัจจยัส าคญัที่สามารถใช้เพื่อการด ารงชีวิตของมนุษย์มาตัง้แต่สมยั
โบราณ จงึมกีารน าพชืมาเป็นอาหาร ยาสมุนไพร สกดัสารบรสิุทธิ ์ศกึษาโครงสรา้งและการท า
หน้าทีข่องสารนัน้ จนกระทัง่ช่วงเวลาทีม่คีวามก้าวหน้าทางด้านเทคโนโลยีสูงและเมื่อไดศ้กึษา
แล้วว่าพบสารใด มปีระโยชน์อย่างไรและท าหน้าที่ส าคญัอย่างไรในร่างกายมนุษย ์จงึศกึษาว่า
พชืนัน้มพีษิต่อมนุษยใ์นระดบัเซลล์และโมเลกุลหรอืไม่ แล้วจงึผลติเป็นผลติภณัฑธ์รรมชาติที่
ต้องการการทดสอบในอาสาสมคัรเพื่อทราบฤทธิท์างชวีภาพและผลขา้งเคยีง ในแนวทางนี้กจ็ะ
ได้ผลติภณัฑธ์รรมชาตทิี่อาจจดทะเบยีนเป็นผลติภณัฑเ์สรมิอาหาร หรอื ทะเบยีนยาได้ขึน้กบั
ฤทธิท์างชวีภาพของผลติภณัฑน์ัน้ๆ ซึง่เป็นแนวทางทีด่กีบัสุขภาพเทยีบเท่ากบัการรบัประทาน
ผกั หรอืได้สารจากธรรมชาติมาเป็นส่วนผสมในผลิตภณัฑ์ใหม่ที่น่าจะปลอดภยักับร่างกาย
มนุษย ์หรอือกีแนวทางหนึ่งคอืเมือ่พบสารส าคญัในปรมิาณสูง สามารถสกดัสารทีต่้องการนัน้ให้
บรสิุทธิแ์ล้วน ามาใช้ในกระบวนการผลติผลติภณัฑ์ หรอืยา ในรูปแบบต่างๆดงัที่ใช้กันอยู่ใน
ปัจจบุนั ทัง้วธิกีารฉีด ทา และบรโิภค นอกจากนี้หากมสีารชนิดใดจากพชืทีม่ปีรมิาณน้อยท าให้
มีราคาแพง วิธีการทางวิทยาศาสตร์อาจช่วยให้มีการสังเคราะห์สารประกอบนั ้น หรือ
สารประกอบที่มสีูตรโครงสรา้งใกล้เคยีงและมคีุณสมบตัิเช่นเดยีวกนัขึน้มาเพื่อใช้ประโยชน์ใน
มนุษยไ์ด้มากและอย่างพอเพยีงและทัว่ถึง ลดการน าเขา้ยา/สารเคมจีากต่างประเทศที่มรีาคา
แพง โดยเฉพาะประเทศไทยสามารถท าไดง้่ายกว่าเนื่องจากสามารถศกึษาการใชป้ระโยชน์พชื
สมุนไพรจากภูมิปัญญาท้องถิ่น แล้วจึงน าไปสู่กระบวนการวิทยาศาสตร์ที่ต้องศึกษาทัง้
ประโยชน์และโทษต่อมนุษย ์สารเคมจีากพชืที่สามารถน ามาใช้ประโยชน์ในการด ารงชวีติได้มี
มากมายดงัทีไ่ดก้ล่าวมาแลว้ เช่น เบต้าซิโตสเตอรอล (-sitosterol) ลดไขมนัในเลอืด บรรเทา
อาการต่อมลูกหมากโต หยุดผมร่วงและกระตุ้นการเจรญิของผม แกมม่าซโิตสเตอรอล (-
sitosterol) ลดน ้าตาลในเลอืดต้านโรคเบาหวาน โอลเีอไมด ์(oleamide) ต้านอลัไซเมอร ์ชกัน า
ให้หลบัและอยากอาหารในผู้สูงวยั อาร์บูทิน (arbutin) ใช้ผสมในเครื่องส าอางที่ท าให้ผวิขาว 
และใชใ้นการเกบ็รกัษาผลไมไ้มใ่หเ้กดิสนี ้าตาลหลงัจากเกบ็เกี่ยว แอลโดปา (L-dopa) รกัษาโรค
พารค์นิสนั และสารอื่นๆอกีมากมาย เช่น ยจูนีอล (eugenol) คาวคิอล (chavicol) คารโีอฟีลลนี 
(caryophyllene) ซารบ์นิีน (sabinene) และอกีมากมายทีไ่มไ่ดก้ล่าวในทีน่ี้ 

พชืเป้าหมายทีต่้องการศกึษาในครัง้นี้คอืใบพชืสกุลหมามุ่ย : Mucuna ทัง้นี้เนื่องจากใบพชื
เป็นแหล่งสรา้งสารส าคญัมากมาย และเพื่อการใช้ประโยชน์อย่างคุ้มค่าและยัง่ยนืเนื่องจากใบ
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สามารถเจรญิเตบิโตใหม่ไดเ้สมอ นอกจากนี้ยงัมผีลการวจิยัยนืยนัว่า แหล่งของแอลโดปาจาก
พืชให้ผลการรักษาโรคพาร์คินสันได้ดีกว่าสารแอลโดปาบริสุทธิท์ี่ได้จากการสังเคราะห ์
(Katzenschlageet al., 2004) พชืสกุลนี้ในประเทศไทยม ี 13 ชนิด (Wilmot-Dear, 2008) แต่
ชนิดทีรู่จ้กัใชป้ระโยชน์เป็นยาสมนุไพรมากมชีนิดเดยีวคอืหมามุ่ย (M. pruriens) โดยใชเ้มลด็ทีม่ ี
สารแอลโดปา แต่ชนิดอื่นๆโดยเฉพาะชนิดที่มใีนประเทศไทยยงัไม่มกีารศึกษาและยงัไม่มี
การศึกษาในใบเลยในทุกชนิด ดังนัน้กระบวนการศึกษาจงึต้องครอบคลุมทุกๆด้าน ได้แก่ 
การศกึษาจ านวนชนิด ศกึษาพนัธุกรรมในกลุ่มพชืนัน้ ศกึษาปรมิาณและชนิดสารเคมทีี่มโีดย
วธิกีาร gas chromatography mass-spectrometry (GC-MS) และ high performance liquid 
chromatography (HPLC) ซึง่อาจมชีนิดของสารหลากหลาย สารการออกฤทธิท์างชวีภาพ การ
ทดสอบความเป็นพษิด้วยทัง้ระดบัเซลล์และโมเลกุล หากมสีารส าคญัในปรมิาณที่ใชป้ระโยชน์
ได้ ก็จะน าไปสู่การผลติภณัฑธ์รรมชาตต่ิอไป แล้วจงึสร้างเครื่องหมายโมเลกุลประจ าชนิดพชื
เพื่อแสดงความเป็นชนิดของพชืในประเทศไทย 

 
วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 

เพ่ือศึกษาคุณสมบัติทางยาสมุนไพรจากใบของพืชสกุล Mucuna จากชุมชนที่เก็บตัวอย่าง
พืช สารเคมี และทดสอบความเป็นพษิในระดบัเซลลแ์ละโมเลกุลดว้ย 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) tetrazolium reduction (MTT) และ comet assaysในพืช 

 
ขอบเขตกำรวิจัย 

ศึกษาประวัติการใช้เป็นยาสมุนไพร ศึกษาสารในพืชสกุล Mucunaด้วยวิธี Gas 
Chromatography-Mass Spectrometryทดสอบหาสารสารแอล-โดปาด้วยวิธี High 
Performance Liquid Chromatography (HPLC) และทดสอบความเป็นพิษของพืชในระดับเซลล์
และดีเอ็นเอในเซลล์เม็ดเลือดขาวคน  
 
ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

เกดิความรูไ้ดแ้ก่ คุณสมบตัทิางยาสมนุไพรของพชืแต่ละชนิดจากชาวบา้น ชนิดของสาร
พร้อมหน้าที่และคุณสมบตัิของสาร เพื่อเป็นแนวทางการน าพืชไปใช้ประโยชน์ทางด้าน
สมุนไพรได้ตรงกับ พร้อมทัง้ทราบความเป็นพิษในระดับเซลล์และโมเลกุลของพืชสกุล 
Mucunaทีเ่กบ็ตวัอยา่งได ้
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บทที่ 2 
แนวคิด ทฤษฎี เอกสำรและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
จากการทบทวนวรรณกรรมทีเ่กี่ยวขอ้งพบว่างานวจิยัในต่างประเทศและในประเทศไทยได้

ศกึษากบัเมลด็ของหมามุย่ (M. pruriens) เท่านัน้ 
พชืสกุล Mucuna อยูใ่นวงศ ์Leguminosae มกีารทบทวนจ านวนชนิดโดย Wilmot-Dear, 

2008 และรายงานไวไ้ดแ้ก่ 1. สะบา้ลงิ (M. macrocarpa Wall.) 2. พวงมรกต (M. thailandica 
Niyomdham & Wilmot-Dear) 3. หมามุ่ยชา้ง หรอืสะบา้ลงิลาย (M. gigantea (Willd.) DC.) 4. 
M. oligoplax Niyomdham & Wilmot-Dear 5. หมามุย่ใหญ่ หรอื ต าแยใหญ่ หรอื สะบา้ลงิลาย 
(M. monosperma DC.) 6. M. stenoplax Wilmot-Dear 7. กล๊ะอื๊อซา (M. hainanensis 
Hayata) 8. สะบา้ลาย (M. revoluta Wilmot-Dear) 9. สะบา้ลาย (M. interrupta Gagnep.) 10. 
M. gracilipase Craib. 11. หมามุย่ (M. pruriens (L.) DC.) 12. หมาเยือ่ง (M. bracteata DC.) 
13. พวงโกเมน (M. warburgii K. Schum.) 

ส่วน เตม็ สมตินินัท์, 2557 ไดร้ายงานไว ้13 ชนิดเช่นเดยีวกนั แต่ม ี1 ชนิดทีม่ ี3 สายพนัธุ์
คอื M. pruriens var. pruriens, M. pruriens var. hirsutaและ M. pruriens var. utilis 

มรีายงานการสกดัสารแอลโดปาในเมลด็ของพชืสกุล Mucunaเพื่อใชใ้นการรกัษาโรคพารค์นิ
สนั ไดแ้ก่ M. cochinchinensis, M. deeringiana, M. gigantea, M. monosperma, M. pruriens 
and M. utilis (Ingle, 2003) 

ผงเมลด็ของหมามุ่ยใชเ้พื่อการรกัษาโรคพารค์นิสนัมานานแลว้ Katzenschlageet al. (2004) 
จงึไดศ้กึษาเปรยีบเทยีบการให ้mucuna preparation(seed) และ standard L-dopa/carbidopa 
(LD/CD) กบัคนไขโ้รคพารค์นิสนั 8 คนโดยใหแ้บบสุ่ม และใหย้าหลอก (ในคนไขท้ัง้ 8 คนนี้) 
คนไขจ้ะไดร้บัยาแบบสุ่มเป็นระยะภายในสปัดาห ์ความเขม้ขน้เดยีวคอื 200/50 mg LD/CD และ 
15/30 g mucuna preparation ผลการทดสอบสรปุไดว้่าแอลโดปาจากแหล่งธรรมชาตคิอื 
mucuna preparation อาจใหป้ระโยชน์ในการรกัษาโรคพารค์นิสนัในระยะยาวมากกว่าวธิกีารให้
ยา 

Suresh and Prakash (2012) ไดศ้กึษาเมลด็ของหมามุ่ยกบัพฤตกิรรมความเป็นเพศ
หญงิ และปรมิาณอสุจ ิในระยะยาวกบัหนูตวัผูท้ีม่ปีรมิาณน ้าตาลในเลอืดสงู (hyperglycemia)  
ผลการศกึษาพบว่าในกลุ่มหนูทีช่กัน าใหเ้กดิโรคเบาหวานมพีฤตกิรรมทางเพศและอสุจลิดลง
อยา่งมนียัส าคญั นอกจากนี้ยงัพบว่ามรีะดบัของฮอรโ์มนเพศไดแ้ก่ follicular stimulating 
hormone, luteinizing hormone และ testosterone ลดลงอยา่งมนียัส าคญัเช่นกนั ในขณะทีห่นู
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ทีเ่ป็นโรคเบาหวานและไดร้บัสารสกดัเมลด็หมามุย่ดว้ยเอทานอลโดยให้ 200 mg/kg น ้าหนกั
ตวั พบว่าพฤตกิรรมทางเพศ สมรรถภาพทางเพศ ปรมิาณอสุจ ิการสรา้งสเปิรม์ต่อวนั และ
ระดบัฮอรโ์มนเพศทัง้สามชนิดดขีึน้/เพิม่ขึน้อย่างมนียัส าคญั สรปุไดว้่าสารสกดัเมลด็หมามุย่ดว้ย
เอทานอลท าใหพ้ฤตกิรรมทางเพศดขีึน้โดยมผีลกบัลกัษณะของความเป็นเพศผูแ้ละตา้น
เบาหวานแบบทีช่กัน าใหเ้กดิขึน้ การศกึษาครัง้นี้สนบัสนุนการใชป้ระโยชน์ของหมามุย่ใน
สรรพคุณทางยาดา้นทีท่ าใหค้วามเป็นเพศชายดขีึน้ในชายทีเ่ป็นโรคเบาหวาน  

Patil et al. (2013) ไดก้ล่าวว่าแอลโดปาใชส้ าหรบัรกัษาโรคพารค์นิสนั โดยแต่ละปีมี
ความตอ้งการใชถ้งึ 250 ตนั คดิเป็นมลูค่า 101 พนัลา้นเหรยีญดอลลาร ์มแีหล่งทีม่าของสาร
เพื่อการผลติแอลโดปาหลากหลายต่างกนั ในหลายๆกระบวนการผลติเหล่านี้กระบวนการผลติ
แอลโดปาทางชวีภาพใหป้ระโยชน์เหนือกว่าวธิกีารทางเคมคีอืการสงัเคราะหแ์ละท าใหบ้รสิุทธิ ์
ใชเ้วลาน้อยกว่า และราคาไมแ่พง สารแอลโดปา พบในพชือาหารโดยเฉพาะอย่างยิง่พวกถัว่ 
(broad bean) ซึง่พบว่าการบรโิภคพชืกลุ่มนี้จะใหแ้อลโดปากบัสมองไดเ้รว็กว่าและเป็นช่วงเวลา
ทีย่าวนานกว่าวธิกีารใหย้า พชืทีม่สีาระส าคญันี้คอืเมลด็ของหมามุย่, M. holtoniiและM. 
monosperma 

แอลโดปาซึง่พบว่ามใีนเมลด็ของหมามุ่ยและใชใ้นการรกัษาโรคพารค์นิสนันัน้ ยงัพบว่า
สารนี้เป็นสารตัง้ตน้ในกระบวนการสงัเคราะหอ์ลัคาลอยดอ์ื่นหลายชนิดเช่น catecholamine และ 
melanin และสารเหล่านี้ทีอ่ยู่ในดนิ (พชืนัน้ตายและเน่าสลาย) จะไปห้ามการเจรญิของพชืที่
เจรญิอยูบ่รเิวณรอบ ๆ (Soares et al., 2014) 

 
กรอบแนวคิดในกำรวิจัย 

การศึกษาสารเคมีในพืชเป็นวิธีการที่จะท าให้ทราบว่าควรน าพืชนั้นไปใช้เป็นยารักษาโรคใดที่
ตรงกับคุณสมบัติของสารที่พบในพืชนั้นๆ พร้อมทั้งศึกษาถึงความปลอดภัยต่อคนทั้งในระดับเซลล์และ
ดีเอ็นเอ เพ่ือการใช้ประโยชน์จากพืชอย่างปลอดภัย 

 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 3 
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

1.ประชากรกลุ่มตวัอย่าง และการเกบ็รวบรวมข้อมูล 
       เก็บพชืสกุล Mucuna ระบุชนิดให้ถูกต้องโดยใช้เอกสาร Thai Forest Bulletin โดย 
Wilmot-Dear, 2008 แลว้น าใบที่เจรญิเต็มที่น ามาล้างให้สะอาด ผึ่งลมให้แห้ง บดเป็นผงด้วย
เครือ่งปัน่ไฟฟ้าเพื่อทีจ่ะใชใ้นการสกดัสารน าไปทดสอบหาชนิดและปรมิาณสารทีน่่าสนใจและใช้
เพื่อการทดสอบความเป็นพษิในระดบัเซลลแ์ละดเีอน็เอ 
 

2. เตรียมสารสกดัเพ่ือศึกษาหาปริมาณและชนิดของสารด้วยวิธีGas 
Chromatography – Mass Spectrometry (GC-MS) 

น าผงพชืตวัอย่างมาสกดัดว้ยตวัท าละลายสองชนิดคอื เอทานอล และเฮกเซน อตัราส่วน
ระหว่างผงใบไมต่้อตวัท าละลาย 1 กรมัต่อ 5 มลิลลิติร หมกัในขวดดเูรนในทีม่ดืเป็นเวลา 3 วนั 
หลงัจากนัน้กรองดว้ยกระดาษกรองวตัแมน(whatman no.1) น าสารสกดัทีไ่ดป้รมิาตร 2 
มลิลลิติร ไปวเิคราะหช์นิดของสารดว้ยวธิ ีGC-MS 

 
3. เตรียมสารสกดัเพ่ือศึกษาปริมาณสาร L-dopaด้วยวิธี High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) 
น าผงพชืตวัอย่างท าให้เป็นสารละลายและสกดัสารด้วยเฮกเซน อตัราส่วนของสารละลาย 

และเฮกเซน 1:1 มล. เกบ็หอ้งอุณหภูมปิกต ิในทีม่ดืเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้น าสารละลาย
ไปละเหยเฮกเซนดว้ย rotary evaporator แลว้ละลายกลบัดว้ย 100% DMSO ปรมิาตรเท่าเดมิ 
จากนัน้เจอืจางสารสกดัใหม้ ีDMSO เป็น 10% ดว้ยน ้าดไีอ (DI: deionized water)เพื่อน าไปหา
ปรมิาณสาร สารแอล-โดปาดว้ยเครือ่ง HPLC ต่อไป 

 
4. การเตรียมสารสกดั และการทดสอบความเป็นพิษในระดบัเซลลแ์ละดีเอน็เอ 

4.1 การเตรยีมสารสกดั 
น าสารละลายส่วนทีเ่หลอืจากขอ้ 2 ไประเหยตวัท าละลายออกดว้ยเครือ่งเครือ่งกลัน่ระเหยระบบ
สญูญากาศ (rotary evaporator) จากนัน้ละลายกลบัดว้ยไดเมทลิซลั-ฟอกไซด ์(DMSO: 
dimethyl sulfoxide) ในปรมิาตรเท่ากบัตวัท าละลายทีล่ะเหยออกไป ท าการเจอืจางสารเป็น 5 
ความเขม้ขน้ 0.00001x 0.0001x 0.001x 0.01x และ 0.1x จากความเขม้ขน้เริม่ตน้ของสารสกดั 
เพื่อใชใ้นการทดสอบพษิในระดบัเซลล ์

 4.2 การเตรยีมอาหาร 
      1. เตมิยาปฎชิวีนะในอาหารสตูร RPMI-1640 อตัราส่วน 1 ต่อ 100 มลิลลิติร  
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 2. เตมิ FBS (fetal brovin serum) 1 มลิลลิติรต่อ RPMI-1640 9 มลิลลิติรหรอืรอ้ยละ 
10 เตรยีมใหมทุ่กครัง้ในวนัทีท่ าการทดลอง 
 4.3 การแยกเมด็เลอืดขาวชนิด peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) ของคน  
 1. เตมิไฟคอลล ์(ficoll) และเลอืดลงในหลอดขนาด 15 มลิลลิติร ในอตัราส่วนของไฟ
คอลล:์ เลอืด 3: 4 แลว้น าน าไปปัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็ 3,300 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 40 นาท ีใน
หลอดจะแบ่งออกเป็น 3 ชัน้ ชัน้ล่างสุดจะเป็นเมด็เลอืดแดง ชัน้กลางเมด็เลอืดขาว ชัน้บนสุด
เป็นพลาสมา ดดูเอาชัน้กลางไปใส่ในหลอดขนาด 15 มลิลลิติร 
            2. เตมิฟอตเฟตบฟัเฟอร ์(phosphate buffer saline, PBS) 2 เท่าของปรมิาตรของชัน้
กลางทีไ่ดน้ าไปปัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็ 3,000 รอบต่อนาทเีป็นเวลา 10 นาท ีจากนัน้เทส่วนใสทิง้
แล้วเตมิอาหารเลี้ยงเซลล์ปรมิาตร 1 มลิลลิติร ท าการนับเซลล์โดยใช้ Hemocytometer โดย
เซลลท์ีม่ชีวีติจะมลีกัษณะทีเ่ป็นวงกลม ใสไมม่สี ี 

3. แลว้เตรยีมอาหารทีม่เีซลลเ์มด็เลอืดขาว 1 ลา้นเซลลต่์อมลิลลิติร 
4.4 การทดสอบความเป็นพษิในระดบัเซลล ์

 1. น าถาด 96 หลุมมาเตมิอาหารทีไ่ม่มเีซลลเ์มด็เลอืดขาวปรมิาตร 125 ไมโครลติรใน
ช่อง A1-12และ H 1-12(ภาพที ่4.3 .2 .1) 
   2. เตมิอาหารทีม่เีซลลเ์มด็เลอืดขาวปรมิาตร 125 ไมโครลติรในช่อง B 1-12 จนถงึ G 
1-12 
 3. เตมิสารสารสกดัทีท่ าการเจอืจางแลว้ 5 ความเขม้ขน้ปรมิาตร 10 ไมโครลติร โดย
เตมิสารสกดัจากเฮกเซนในช่อง A2-H2 ถงึ A6-H6 โดยช่อง A2 ถงึ H2 เตมิสารสกดัเขม้ขน้ 
0.00001x ช่อง A3 ถงึ H3 เตมิสารสกดัเขม้ขน้ 0.0001x ช่อง A4 ถงึ H4 เตมิสารสกดัเขม้ขน้ 
0.001x ช่อง A5 ถงึ H5 เตมิสารสกดัเขม้ขน้ 0.01x และช่อง A6 ถงึ H6 เตมิสารสกดัเขม้ขน้ 
0.1x 
 4. เตมิสารสกดัจากเอทานอลในช่อง A7-H7 ถงึ A11-H11 โดยช่อง A7 ถงึ H7 เตมิ
สารสกดัเขม้ขน้ 0.00001x ช่อง A8 ถงึ H8 เตมิสารสกดัเขม้ขน้ 0.0001x ช่อง A9 ถงึ H9 เตมิ
สารสกดัเขม้ข้น 0.001x ช่อง A10 ถงึ H10 เตมิสารสกดัเขม้ขน้ 0.01x และช่อง A11 ถึง H11 
เตมิสารสกดัเขม้ขน้ 0.1x 
 5. น าไปบ่มในตู้บ่มเชื้อที่ 37 องศาเซลเซยีส ปรมิาณคารบ์านไดออกไซด์รอ้ยละ 5 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
 6. น าไปปัน่หวีย่งที่ความเรว็ 1500 รอบต่อนาท ีแล้วท าการดูดอาหารออกปรมิาตร 
130 ไมโครลติร  
 7. เตมิ MTT ปรมิาตร 10 ไมโครลติรต่อช่อง น าไปบ่มต่อเป็นเวลา 4 ชัว่โมง  
 8. เตมิ DMSO ช่องละ 100 ไมโครลติรเพื่อละลายผลกึฟอรม์าเซน (formazan cystal) 
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 9. น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง 570 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง 
Fluorescence Microplate Reader 
 

 
 

ภาพท่ี 3.1 ถาด 96 หลุมในการทดสอบความเป็นพษิระดบัเซลล ์
 

 4.5 การตรวจสอบผลความเป็นพษิระดบัเซลล ์
น าค่าการดูดกลนืแสงทีไ่ดข้องสารสกดัเทยีบกบั negative control (หลุมทีไ่ม่มกีารเตมิสาร

ใดๆ) เป็นรอ้ยละ 100 โดยน าค่ารอ้ยละทีไ่ดไ้ปสรา้งกราฟอตัราการรอดชวีติของเซลลต่์อความ
เขม้ขน้ของสารทีท่ดสอบ เพื่อหาค่าการรอดชวีติของเซลลร์อ้ยละ 50 (inhibition concentration, 
IC50) จากสมการ 

% inhibition = { 
OD.  sample

OD.control
} X 100 

เมือ่ OD. Control คอื ค่าการดดูกลนืคลื่นแสงทีว่ดัไดข้อง negative control ทีค่วามยาวคลื่น 
570 นาโนเมตรOD. Sample คอื ค่าการดดูกลนืคลื่นแสงทีว่ดัไดข้องสารสกดัตวัอยา่งพชืทีค่วาม
ยาวคลื่น 570 นาโนเมตร 

4.6 การทดสอบความเป็นพษิระดบัดเีอน็เอ 
1. เตรยีมเจล (low melting agarose, LMA) ความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.5 

2. ดูดอาหารที่มเีซลล์เมด็เลอืดขาวความเขม้ข้น 5×105 เซลล์ต่อมลิลลิติร ปรมิาตร 100 
ไมโครลติร ลงในหลอดขนาด 1.5 มลิลลิติร ผสมให้เขา้กบั LMA ปรมิาตร 100 ไมโครลติร 
(อตัราส่วน 1:1) 

3. หยดส่วนผสมในขอ้ 2 ปรมิาตร 100 ไมโครลติร ลงใหท้ัว่แผ่นสไลดท์ีเ่ตรยีมไว ้จากนัน้
ปิดดว้ยกระจกปิดสไลด ์เกบ็ไวท้ีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ี

                                 1      2      3      4      5     6     7     8     9    10    11    12  
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4. น ากระจกปิดสไลดอ์อก และแช่สไลดใ์นสารละลาย lysis solution buffer ค่าพเีอช 10 ให้
ท่วมสไลด ์เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

5. ยา้ยสไลด์ลงในสารละลาย phoresis buffer เป็นเวลา 40 นาที่ ทีอุ่ณหภูม ิ4 องศา
เซลเซยีส 
6. น าแผ่นสไลด์วางบน electrophoresis chamber แล้วค่อยๆ เตมิสารละลาย phoresis 

buffer ใหท้่วมทัง้แผ่นสไลด ์ใหก้ระแสไฟฟ้า 300 มลิลแิอมแปร ์26 โวลต ์เป็นเวลา 25 นาท ี
7. น าแผ่นสไลดม์าแช่ในสารละลาย 0.4 M tris solution เพื่อท าความสะอาด เป็นเวลา 5 

นาท ีท าซ ้า 3 ครัง้8) หลงัจากนัน้ย้อมสสีไลด์ด้วย ethidium bromide (EtBr) ปรมิาตร 40 
ไมโครลติร ใหท้ัว่ทัง้แผ่นสไลด ์ปิดกระจกสไลด ์เกบ็ไวท้ีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส 
4.7 การตรวจสอบผลความเป็นพษิระดบัดเีอน็เอ 

1. น าแผ่นสไลดไ์ปตรวจผลดว้ยกลอ้งจลุทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนต์ ทีก่ าลงัขยาย 200 เท่า 
โดยตรวจสอบจ านวนเซลล ์150 เซลลต่์อการทดลอง 

2. ถ่ายรปูผลการทดลองดว้ยโปรแกรม LUCIA จ านวน 150 เซลลต่์อการทดลอง โดยผล
ความเป็นพษิ ประเมนิจากความยาวของหาง ซึง่คอืดเีอน็เอทีแ่ตกหกัเทยีบกบัปรมิาณดเีอน็เอที่
ไม่มกีารแตกหกั ซึ่งคอืส่วนหวั ด้วยโปรแกรม CASP และวเิคราะห์ค่าทางสถิตดิ้วยโปรแกรม 
GraphPad Prism 

 
5. การวิเคราะหช์นิดสาร และหาปริมาณสาร 
  5.1 การวเิคราะหช์นิดสารดว้ย gas chromatography – mass chromatography (GC-
MS) 
น าสารสกดัที่ได้ปรมิาตร 2 มลิลลิติร น าส่งวเิคราะห์ชนิดของสารด้วย GC-MS (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, USA) ดงัสภาวะต่อไปนี้ คอลมัน์ Agilent 122-5532 DB-
5ms capillary column (ยาว 30 เมตร เสน้ผ่าศูนยก์ลาง 250 ไมโครเมตร ความหนาฟิลม์ 0.25 
ไมโครเมตร) กบัโปรแกรมอุณหภูมเิตาอบเริม่จาก 80 องศาเซลเซยีส 3 นาท ีหลงัจากนัน้เพิม่
อุณหภูมเิป็น 240 องศาเซลเซยีส หลงัจากนัน้เพิม่เป็น 280 องศาเซลเซยีส โดยอตัราการเพิม่
ของอุณหภูม ิ20 องศาต่อนาท ีเวลาทัง้หมดที่ใช้ในการเคลื่อนทีข่องสารทัง้หมด 55.83 นาท ี
โหมดเครือ่งฉีดสาร : ไมแ่ยก เมือ่อุณหภมูอิยูท่ี ่290 องศาเซลเซยีส ฉีดสารปรมิาตร 2 มลิลลิติร 
สภาวะของ MS ประกอบด้วยส่วนของการเคลื่อนที่ของความรอ้น 290 องศาเซลเซยีส MS 
quad : 15 องศาเซลเซยีส แหล่ง MS : 230 องศาเซลเซยีส โหมดเพิม่เติม การตรวจ
รายละเอยีด สารละลายชา้ 3 นาท ีค่าแรงดนัไฟฟ้า 1318 โวลต ์

5.2 การหาปรมิาณสารแอล-โดปา(L-Dopa) ดว้ยเทคนิคโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะ
สงู (HPLC: High Performance Liquid Chromatography) 

1. การเตรยีมสารละลายมาตรฐานแอล-โดปา 
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ละลายสารมาตรฐานแอล-โดปา1 มลิลกิรมั ดว้ยน ้า DI  1 มลิลลิติร แลว้เจอืจาง
เป็น 3 ความเขม้ขน้ 0.0005 0.01 0.00005 และ 0.000005 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร ฉีดปรมิาตร 
100 ไมโครลติร  

 2.ขัน้ตอนการตรวจสอบหาปรมิาณสารแอล-โดปา  
สารสกดัหยาบจากตวัอย่างจะถูกวเิคราะหด์ว้ยเทคนิค HPLC ใชเ้ครือ่ง HPLC ยีห่อ้

Shimadzu รุน่ LC-20AD (Japan) พรอ้มกบัปัม๊ส าหรบัสารละลายตวัพารุ่น SPD-M20Aคอลมัน์
วเิคราะหค์อื Inertsil ODS-3, 5 ไมโครลติร (4.6 มล. x 250 มล.) ฉีดสารสกดัพชื 100 
ไมโครลติร ตรวจจบัทีค่วามยาวคลื่น 280, 8  นาโนเมตร เฟสเคลื่อนทีเ่ป็นสารผสมประกอบดว้ย
0.1 mM formic acid และ 0.2 mM EDTA pH 3.1 ทีอ่ตัราการไหล 1 มล. ต่อนาท ีผลทีไ่ดจ้ะถูก
น าไปเปรยีบเทยีบกบักราฟจากสารมาตรฐาน 

5.3 การวเิคราะหส์ารมาตรฐาน และสรา้งกราฟมาตรฐาน 
ฉีดสาร standardL-dopa ความเขม้ขน้ 0.0005 0.00005 และ 0.000005 มลิลกิรมั ต่อ

มลิลลิติรปรมิาตร100 ไมโครลติรโดยการฉีดความเขม้ขน้ละ 2 ซ ้า เพื่อสรา้งกราฟมาตรฐาน 
(standard curve) พบว่า ได้กราฟเส้นตรงที่มคี่าสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ์(R2) เท่ากบั 0.9991
แสดงในภาพที ่1 จากกราฟดงักล่าวค านวณหาความเขม้ขน้ของสาร L-dopa ในสารสกดัพชืที่
ฉีดปรมิาตร100 ไมโครลติร 
 
 
 
 
 
 
 



บทท่ี 4 
ผลการวิจยั 
  

 ในการเกบ็ตวัอยา่งพชืสกุล Mucuna เพื่อน าไปศกึษาในขัน้ตอนต่างๆต่อไปนัน้ ได้
ศกึษาคุณสมบตัขิองประวตัขิองการใชเ้ป็นยาสมนุไพรตามชุมชนทีเ่กบ็ตวัอย่างพชืทีศ่กึษาไดแ้ก่ 
อ. โนนสะอาด อ. หนองววัซอ จ. อุดรธานี อ. โกสุมพสิยั จ. มหาสารคาม อ. เมอืง จ. เลย พบว่า
ไมม่ปีระวตักิารน าใบมาใชเ้ป็นยาสมุนไพรรกัษาโรคใดๆ ใชเ้ฉพาะเมลด็มาประกอบอาหารเมือ่
แก่ (แต่ยงัไมแ่หง้) เท่านัน้ ไดแ้ก่เมลด็ของถัว่ขอ (M. pruriens var. pruriens) อยา่งไรกต็าม 
เมลด็ของถัว่ขอ และหมามุย่นัน้ไดม้กีารศกึษาทัง้วชิาการและการใชเ้ป็นยาสมุนไพรไทยในการ
ช่วยส่งเสรมิสมรรถภาพทางเพศของชายไทยมาแต่สมยัโบราณ   
         จากการส ารวจและเกบ็ตวัอยา่งพชืสกุล Mucunaในพืน้ทีอ่ าเภอและจงัหวดัต่างๆดงักล่าว
มา ไดจ้ านวน 20 ตวัอยา่ง แต่ตรวจสอบชนิดแลว้ไดท้ัง้หมด 4 ชนิด 2 สายพนัธุไ์ดแ้ก่หมามุย่ 2 
สายพนัธุค์อื M. pruriens var. pruriensและถัว่ขอ M. pruriens var. utilisพวงหยก (M. 
thailandica) พวงโกเมน (M. warburgii) และหมามุ่ยน้อย (M. bracteata) ใบของพชืทัง้ 4 ชนิด
และ 2 สายพนัธุน์ี้น าไปศกึษาตามกระบวนการต่อไปคอื การศกึษาสารเคมใีนพชืดว้ยวธิกีาร 
GC-MS และศกึษาปรมิาณของสาร L-dopa ดว้ยวธิ ีHPLC และการทดสอบความเป็นพษิของ
พชืทัง้ระดบัเซลลแ์ละโมเลกุลไดผ้ลการวจิยัดงัต่อไปนี้ 
 การศกึษาสารเคมใีนพชืดว้ยวธิ ีGC-MS นัน้แสดงโครมาโทแกรม (chromatogram)ชนิด
ของสารดว้ย ดงัภาพที ่4.1 พบสารจ านวนมากและสามารถจดัแบ่งสารทีพ่บออกเป็น 2 กลุ่มตาม
ปรมิาณเปอรเ์ซน็ตส์ารสมัพทัธ ์(คอืปรมิาณสารทีพ่บเป็นเปอรเ์ซน็ตจ์ากปรมิาณสารทัง้หมด) ที่
พบคอืกลุ่มทีพ่บใหป้รมิาณสูงตัง้แต่ 10% ขึน้ไปไดแ้ก่53.04% mome inositolในสารสกดัเอทา
นอลพวงมรกต16.96%, 10.66%, 20.41% และ 22.03% phytol acetate ในสารสกดัเอทานอล 
หมามุย่น้อย หมามุ่ย ถัว่ขอ และพวงโกเมน 16.86%, 20.89% และ 15.46% headecanal ใน
สารสกดัเฮกเซน หมามุ่ยน้อย หมามุย่ และถัว่ขอ 17.25% n-hexadeanoic acid ในสารสกดัเอ
ทานอลหมามุย่ 15.63%, 11.23% และ 11.69% 1-hexacosanol ในสารสกดัเฮกเซนของหมามุย่
น้อย หมามุ่ย และถัว่ขอ 15.25% squalene จากสารสกดัเฮกเซนพวงมรกต 14.71% phytol ใน
สารสกดัเฮกเซนถัว่ขอ 13.51% hentriacontane 10.19%, 10.50% และ 10.60% dl-α -
tocopherol ในสารสกดัเอทานอลถัว่ขอ และสารสกดัเฮกเซนและเอทานอลของพวงโกเมน ส่วน
สารทีพ่บในปรมิาณต ่ากว่า 10% มเีป็นจ านวนมากดงัแสดงรายละเอยีดไวใ้นตารางที ่4.1 
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ภาพท่ี 4.1 โครมาโทแกรมจากวธิกีาร GC-MS ของสารสกดัใบหมามุย่น้อย (M. bracteata)  
หมามุย่ (M. pruriens var. pruriens) ถัว่ขอ (M. pruriens var. utilis)พวงมรกต (M.   
   thailandica)และพวงโกเมน (M. warburgii) ทีใ่ชเ้อทานอล (ethanol) และ เฮกเซน (hexane)  
   เป็นตวัท าละลาย 
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ตารางท่ี 4.1สารองคป์ระกอบจากสารสกดัดว้ยเอทานอล (ethanol) และเฮกเซน (hexane)จากใบพชืหมามุย่น้อย (Mucuna bracteata)หมามุย่(M.  
pruriens var. pruriens)ถัว่ขอ (M. pruriens var. utilis)พวงมรกต (M. thailandica)และพวงโกเมน(M. warburgii) 
 

Compound Formula 

Relative content (%) 

หมามุย่น้อย  
M. bracteata 

หมามุย่  
M. pruriens  
var. pruriens 

ถัว่ขอ 
M. pruriens  
var. utilis 

พวงมรกต 
M. thailandica 

พวงโกเมน 
M. warburgii 

Hexane Ethanol Hexane Ethanol Hexane Ethanol Hexane Ethanol Hexane Ethanol 
Mome inositol C7H14O6 - - - - - - - 53.04 - - 
Phytol acetate C22H42O2 1.12 16.96 2.62 10.66 3.77 20.41 3.57 - 1.76 22.03 
Hexadecanal C16H32O 16.86 - 20.89 - 15.46 - 1.46 - - - 

n-Hexadecanoic acid C16H32O2 2.85 9.89 5.36 17.25 1.00 8.46 6.14 3.85 0.70 1.20 
1-Hexacosanol C26H54O 15.63 9.93 11.23 5.97 11.69 4.23 - - - 2.01 

Squalene C30H50 1.62 1.94 3.14 2.56 7.84 8.25 15.25 6.83 6.69 4.36 
Phytol C20H40O 6.67 8.69 3.21 5.46 14.71 9.27 5.73 5.75 1.89 3.89 

Hentriacontane C31H64 2.14 - 2.56 - 1.94 - 4.29 - 13.51 - 
Nonacosane C29H60 3.50 3.39 5.37 2.55 3.52 2.61 2.80 - 12.21 7.25 

dl-α -Tocopherol C31H52O3 1.51 1.98 3.03 2.34 7.27 10.19 1.14 0.63 10.50 10.60 
Simiarenol C30H50O 5.01 5.07 9.89 5.72 3.96 3.82 - - - - 

3,7,11,15-Tetramethyl-2- C20H40O - 7.99 0.62 4.71 1.48 8.55 0.94 2.10 - 8.96 
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Compound Formula 

Relative content (%) 

หมามุย่น้อย  
M. bracteata 

หมามุย่  
M. pruriens  
var. pruriens 

ถัว่ขอ 
M. pruriens  
var. utilis 

พวงมรกต 
M. thailandica 

พวงโกเมน 
M. warburgii 

Hexane Ethanol Hexane Ethanol Hexane Ethanol Hexane Ethanol Hexane Ethanol 
hexadecen-1-ol 
Stigmasterol C29H48O 5.42 8.86 6.96 6.59 3.84 5.15 7.28 3.92 6.17 5.63 

1-Dotriacontanol C32H66O 8.20 - 4.49 - 3.27 - - - - - 
Octadecanal C18H36O 8.16 - - - - - - - - - 
Lupenone C30H48O 2.00 2.06 - - - - 7.72 4.63 - - 
α-Amyrin C30H50O - - 7.24 3.43 - - - - - - 

Linoleic acid, ethyl ester C20H36O2 - - 1.94 7.17 - - - - - - 
Oleic Acid C18H34O2 - 4.52 - 7.14 - 3.06 0.87 1.72 - 1.12 
γ -Sitosterol C29H50O - - - - - - 2.67 2.90 6.52 6.91 

Lupeol C30H50O 0.68 2.33 - - - - 6.53 4.49 3.06 2.25 
Glycerol 1,3-dipalmitate C35H68O5 - 1.07 0.38 0.85 3.73 1.26 5.88 0.44 6.46 1.85 

Lanost-7-en-3-one C30H50O - - - - - - - - 5.89 5.60 
2-Pentadecanone, 
6,10,14-trimethyl- 

C18H36 1.24 4.00 - - 1.33 - 1.57 4.83 1.26 3.05 

cis,cis,cis-7,10,13- C16H26O - - - 4.12 - 1.26 - - - - 
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Compound Formula 

Relative content (%) 

หมามุย่น้อย  
M. bracteata 

หมามุย่  
M. pruriens  
var. pruriens 

ถัว่ขอ 
M. pruriens  
var. utilis 

พวงมรกต 
M. thailandica 

พวงโกเมน 
M. warburgii 

Hexane Ethanol Hexane Ethanol Hexane Ethanol Hexane Ethanol Hexane Ethanol 
Hexadecatrienal 

9,12-Octadecadienal C18H32O - - - 0.77 1.18 - 3.92 0.49 2.62 0.59 
9,12,15-Octadecatrienal C18H30O - - - 1.67 3.29 1.27 3.36 0.63 3.62 1.26 

9-Octadecenal C18H34O - - - 3.51 - 1.23 - - - - 
Heptacosane C27H56 3.17 1.29 3.36 - 2.49 - 3.05 - 2.74 0.89 
Pentacosane C25H52 2.17 0.76 1.44 - 1.20 - 3.23 - 3.17 1.73 

1-Tetracosanol C24H50O 3.07 - - - - - - - - - 
Hexacosane C26H54 2.00 0.69 1.04 0.50 0.75 - 2.80 - 2.67 - 

9,19-Cycloergost-24(28)-
en-3-ol,4,14-dimethyl-, 

acetate, 
C32H52O2 - - - - 2.53 2.78 - - - - 

Octacosane C28H58 1.71 0.71 0.91 - 0.66 - 2.30 - 2.05 - 
Glycerol β-palmitate C19H38O4 - 0.60 - 0.93 - 2.26 - - - 1.63 

Vitamin E C29H50O2 - 2.22 - 1.76 - 1.43 1.89 0.90 2.08 1.48 
9-Octadecenamide C18H35N 0.42 0.83 - - - - 0.80 - 2.08 1.40 
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Compound Formula 

Relative content (%) 

หมามุย่น้อย  
M. bracteata 

หมามุย่  
M. pruriens  
var. pruriens 

ถัว่ขอ 
M. pruriens  
var. utilis 

พวงมรกต 
M. thailandica 

พวงโกเมน 
M. warburgii 

Hexane Ethanol Hexane Ethanol Hexane Ethanol Hexane Ethanol Hexane Ethanol 
O 

Hexadecanoic acid, 
ethyl ester 

C18H36O2 - 0.55 0.70 1.86 - - - - - 0.27 

Olean-12-ene C30H50 - - - - 1.77 1.46 - - - - 
β -Tocopherol C28H48O2 - - - - 0.88 1.09 1.16 1.00 1.46 1.76 

Linolenic acid, methyl 
ester 

C19H32O2 - - 1.67 - - - - - - - 

Dotriacontane C32H66 0.88 - - - - - 1.56 - - - 
γ -Tocopherol C29H50O2 0.31 0.77 - - 0.46 0.79 0.35 0.31 0.95 1.50 
Triacontane C30H62 1.21 - 0.71 - - - - - - - 

Octadecanoic acid, ethyl 
ester 

C20H40O2 - - - 0.97 - - - - - - 

Octadecanoic acid C18H36O2 0.37 0.86 - - - 0.87 0.93 - - - 
Tetracosane C24H50 0.77 - - - - - 0.85 - - - 

α -Tocopherolquinone C29H50O3 0.81 - - - - - - - - - 
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Compound Formula 

Relative content (%) 

หมามุย่น้อย  
M. bracteata 

หมามุย่  
M. pruriens  
var. pruriens 

ถัว่ขอ 
M. pruriens  
var. utilis 

พวงมรกต 
M. thailandica 

พวงโกเมน 
M. warburgii 

Hexane Ethanol Hexane Ethanol Hexane Ethanol Hexane Ethanol Hexane Ethanol 
Tetradecanoic acid C14H28O2 - 0.68 - 0.73 - - - - - - 
Linoleic acid, methyl 

ester 
C19H34O2 - - 0.66 - - - - - - - 

-Tocopherol C27H46O2 - 0.46 - - - 0.58 - - - - 
Pentadecanoic acid, 14-

methyl-, methyl ester 
C17H34O2 - - 0.53 - - - - - - - 

2-Methoxy-5-vinylphenol C9H10O2 - - - 0.51 - - - - - - 
1,2-Benzenedicarboxylic 

acid 
C8H6O4 0.48 0.49 - - - - - - - - 

Loliolide C11H16O3 - 0.44 - - - - - - - - 
Heptadecanoic acid C17H34O2 - - - 0.31 - - - - - - 

Unknown - - - - - - - - 1.23 - 0.84 
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การศกึษาสาร L-dopa จากใบของถัว่ขอ และหมามุย่ตอ้งเริม่ดว้ยการฉีดสารละลาย
มาตรฐานสารแอล-โดปาเพื่อสรา้งกราฟมาตรฐาน (standard curve) พบว่าไดก้ราฟเสน้ตรงทีม่ ี
ค่าสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ ์(correlation coefficient values:R2)มคี่าเท่ากบั0.9991 ดงัแสดงใน
ภาพที4่.2และไดส้มการเสน้ตรง y = 5x107x-460.47 เมื่อสมการมาตรฐาน (calibration 
equation) คอื y= mx+c, ซึง่ y คอืพืน้ทีใ่ตก้ราฟ m คอืความลาดเอยีง และ c คอือนิเทอเซปท ์
(intercept) ของกราฟเสน้ตรงแลว้ค านวณหาปรมิาณสารดว้ยการแทนค่าในสมการ y = 5x107x-
460.47 นี้โดยใชพ้ืน้ทีใ่ตก้ราฟทีไ่ดม้าแทนค่าในสมการ 
        ต่อมาจงึไดผ้ลจากการฉีดสารตวัอย่างทีต่อ้งการศกึษาและไดก้ราฟของสารละลายควบคุม  
10% DMSO สารละลายมาตรฐานสารแอล-โดปาและสารสกดัพชืตวัอย่างดงัภาพที ่4.3 และ 4.4 
โดยแสดงเป็นเสน้กราฟสต่ีางๆไดแ้ก่ เสน้กราฟสดี า คอื สารสกดัจากพชืตวัอยา่ง สแีดงคอื สาร 
DMSO 10%และสนี ้าเงนิคอื สารละลายมาตรฐานความเขม้ขน้ 0.0005 mg/ml 
        น าพืน้ทีใ่ตก้ราฟจากภาพที ่4.4ของสารสกดัจากพชืตวัอยา่งมาค านวณโดยแทนค่าใน
สมการ   y = 5x107x-460.47 พบปรมิาณสารในพชืตวัอยา่งดงัต่อไปนี้คอื ใบถัว่ขอ เมลด็ถัว่ขอ 
ใบหมามุย่ เมลด็  หมามุย่ มปีรมิาณสารแอล-โดปา 4.53,9.47, 2.68, และ 15.54 มก. จากใบพชื 
100 ก. ตามล าดบั ส่วนความเขม้ขน้ได ้0.1450.3600.040.202มก./มล. ตามล าดบัดงัตารางที ่
4.2 
การทดสอบความเป็นพษิระดบัเซลลข์องสารสกดัดว้ยเฮกเซน(hexane) ของเมลด็และใบของถัว่
ขอหมามุย่และดว้ยวธิ ีMTT พบว่าสารสกดัมคีวามเขม้ขน้สงูสุด 20 มก./มล. เมลด็ถัว่ขอ, 23 
มก./มล.เมลด็หมามุย่, 21 มก./มล. ใบหมามุ่ย, 0.07 มก./มล. ใบถัว่ขอ จากนัน้น ามาเจอืจาง 10 
เท่าเป็น 5ความเขม้ขน้ โดยความเขม้ขน้เริม่แรกจนถงึสุดทา้ยใหม้สีาร DMSO เป็น 10% ทีไ่ม่
เป็นพษิต่อเซลล ์ไดค้วามเขม้ขน้ของสารสกดั0.1x, 0.01x, 0.001x,0.0001% และ 0.00001x 
ตามล าดบั ผลการทดสอบพบว่าสารสกดัพชืทุกชนิดไม่มคี่า IC50 (ค่าความเขม้ขน้ของสารที่
ยบัยัง้การตายหรอืการรอดชวีติของเซลล ์50%)และมคี่าการรอดชวีติสงูตัง้แต่ 57.63±0.26-
73.92±0.33% ในใบถัว่ขอ ถงึ 75.99±0.14-83.87±0.22 ในเมลด็ถัว่ขอ และ 76.41±0.14-
81.73±0.24 ดงัผลในตารางที ่4.3ซึง่แสดงใหเ้หน็ว่าไม่มคี่า IC50และมคี่าเปอรเ์ซน็ตเ์ซลลร์อด
ชวีติ (% cell viability)สงูจากการสรา้งกราฟดว้ยค่าความเขม้ขน้ของสาร (concentration: 
mg/ml) ดงัภาพที ่4.5 

การทดสอบความเป็นพษิระดบัโมเลกุลของพชื3 ตวัอยา่งดว้ย come assay พบว่าสาร
สกดัเฮกเซนเมลด็ถัว่ขอเมลด็หมามุย่ และ ใบถัว่ขอมพีษิต่อสารพนัธุกรรมอย่างมนีัยส าคญั(P< 
0.05) ทีร่ะดบัความเชื่อมัน่ 95%แสดงใหเ้หน็ดว้ยมคี่าเฉลี่ยolive tail moment สงูคอืเท่ากบั 
0.0070±0.0315 ในใบถัว่ขอ ถงึ 0.60±0.43 ในเมลด็หมามุ่ย ส่วนใบหมามุ่ย ไม่มพีษิต่อสาร
พนัธุกรรมอย่างมนียัส าคญัมคี่าเท่ากบั 0.2136 หรอื (P> 0.05) ทีร่ะดบัความเชื่อมัน่ 95%คอืมี
ค่า olive tail moment เท่ากบั 0.18±0.17ดงัตารางที ่4.4และภาพที ่4.6 
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ภาพท่ี 4.2 กราฟเส้นตรงสร้างจากความเข้มข้นและพื้นที่ใต้กราฟ แสดงสมการอของกราฟ
เส้นตรงและ ค่าสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ ์(correlation coefficient values:R2) ของสารละลาย
มาตรฐาน L-dopa 
 
 

 
 
ภาพท่ี 4.3 โครมาโตแกรมของสารต่างๆทีน่ ามาศกึษาเพื่อหาสาร L-dopa ในสารสกดัจากใบ 
และเมลด็ถัว่ขอ (Mucuna pruriens var. utilis) ใบ และเมลด็หมามุ่ย (M. pruriens var. 
pruriens)ดว้ยเครือ่ง HPLC โดยเสน้กราฟสดี า คอื สารสกดัจากพชืตวัอยา่ง สแีดง คอื สาร 
DMSO 10%และสนี ้าเงนิ คอื สาร standard L-dopa ความเขม้ขน้ 0.0005 mg/ml 
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ภาพท่ี 4.4 โครมาโตแกรมแสดงพืน้ทีใ่ต้กราฟของสาร L-dopa ในสารสกดัจากใบและเมลด็ถัว่
ขอ (Mucuna pruriens var. utilis) ใบและเมลด็หมามุย่ (M. pruriens var. pruriens) 

 
 
ตารางท่ี 4.2 ปรมิาณ(กรมั) และความเขม้ขน้ (มก./มล.) ของสาร L-dopaจากปรมิาณพชืทีใ่ชใ้นการ
สกดั และปรมิาตรทีก่รองไดห้ลงัจากสกดั รวมทัง้แสดงพืน้ทีใ่ตก้ราฟเมือ่ศกึษาดว้ย HPLC  

 

พชื 
นน. พชื 
(กรมั) 

ปรมิาตร
ทีก่รอง
ได ้(มล.) 

พืน้ทีใ่ต้
กราฟ 

ความ
เขม้ขน้  

(มก./มล.) 

สารL-dopa (มก.) 
จาก 100 กรมัพชื 

ใบถัว่ขอ  
(Mucuna pruriens var. utilis) 

32 90 80069 0.145 4.53 

เมลด็ถัว่ขอ 
(M. pruriens var. utilis) 

38 80 224530 0.360 9.47 

ใบหมามุย่ 
(M. pruriens var. pruriens)  

15 34 58599 0.04 2.68 

เมลด็หมามุ่ย  
(M. pruriens var. pruriens)  

13 23 440484 0.202 15.54 

ตารางท่ี 4.3 ผลการทดสอบความเป็นพษิในระดบัเซลลข์องสารสกดัเฮกเซนเมลด็ถัว่ขอเมลด็หมามุย่ 
ใบหมามุย่ และใบถัว่ขอ ทีม่เีปอรเ์ซน็ตเ์ซลลร์อดชวีติสงู 
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พชื สารสกดั 
ความเขม้ขน้แรก
ของสารสกดั (มก./

มล.) 
เปอรเ์ซน็ตเ์ซลลร์อดชวีติ 

เมลด็ถัว่ขอ  
(Mucunapruriens var. utilis) 

เฮกเซน 2.0 75.99±0.14 - 83.87±0.22 

เมลด็หมามุ่ย 
(M. pruriens var. pruriens) 

เฮกเซน 2.3 76.41±0.14 - 81.73±0.24 

ใบหมามุย่ 
(M. pruriens var.pruriens) 

เฮกเซน 2.1 70.81±0.18 - 77.49±0.21 

ใบถัว่ขอ  
(M. pruriens var. utilis) 

เฮกเซน 0.077 57.63±0.26 - 73.92±0.33 
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ภาพท่ี 4.5 กราฟแสดงผลการทดสอบความเป็นพษิระดบัเซลลด์ว้ย MTT assay ของสารสกดัเฮ
กเซน 
เมลด็ถัว่ขอ (M. pruriens var. utilis), เมลด็หมามุย่ (M. pruriens var. pruriens), ใบหมามุย่ (M. 
pruriens var. pruriens)และใบถัว่ขอ (M. pruriens var. utilis) ไมม่คี่า IC50และมเีปอรเ์ซน็ต์
เซลลร์อดชวีติสงู  
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ตารางท่ี 4.4 ค่าเฉลีย่ Olive tail moment และขอ้มลูทางสถติคิวามเป็นพษิระดบัโมเลกุลของ
สารสกดัเฮกเซนเมลด็ถัว่ขอ เมลด็หมามุย่ ใบหมามุย่ และใบถัว่ขอ  

 
พชื สารสกดั ความเขม้ขน้สาร

สกดัแรก (มก./
มล.) 

ตวัควบคุมลบ
(negative 
control) 

Olive tail 
moment 

ค่าความ
เชื่อมัน่  

(p value) 
เมลด็ถัว่ขอ 
Mucuna 
pruriens var. 
utilis 

เฮกเซน 2.0 0.16±0.15 0.32±0.27 <0.05 

เมลด็หมามุ่ย 
M. pruriens var. 
pruriens 

เฮกเซน 2.3 0.16±0.15 0.60±0.43 <0.05 

ใบหมามุย่ 
M. pruriens var. 
pruriens 

เฮกเซน 2.1 0.16±0.15 0.18±0.17 >0.05 

ใบถัว่ขอ 
M.  pruriens var. 
utilis 
 

เฮกเซน 0.077 0.0013±0.00
02 

0.0070±0.0
315 

<0.05 
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ภาพท่ี 4.6 ผลการทดสอบความเป็นพษิในระดบัโมเลกุลของแสดงผลการทดสอบความเป็นพษิ
ในระดบัโมเลกุลกบัเซลลเ์มด็เลอืดขาวชนิด peripheral blood mononuclear cells (PBMCs, 
200x) ของสารสกดัเมลด็ถัว่ขอ (M. pruriens var. utilis seed extract) สารสกดัเมลด็หมามุย่ 
(M. pruriens var. pruriens seed extract) สารสกดัใบหมามุย่ (M. pruriens var. pruriens leaf 
extract) สารสกดัใบถัว่ขอ (M. pruriens var. utilis  extract) พรอ้มดว้ย negative controlและ
positive control 
 

การทดสอบพิษระดับเซลล์ของหมามุ่ยน้อย พวงมรกต และพวงโกเมน พบว่าความเข้มข้นสูงสุด
ของสารสกัดเฮกเซนและเอทานอลคือ 51.40 และ 36.50 มก./มล. ในพวงมรกต 36.50 และ67.50 
มก./มล. ในพวงโกเมน 47.50 และ 29.20 มก./มล. ในหมามุ่ยน้อย จากนั้นน ามาเจือจาง 10 เท่าให้
ได้ 5 ความเข้มขึ้นของสารสกัดคือ 0.1x, 0.01x, 0.001x, 0.0001x, 0.00001x โดยใช้ความเข้มข้น
เริ่มแรกท่ีใช้เป็น 0.1x เพ่ือให้มีความเข้มข้นของ DMSO เป็น 10%ที่ไม่มีพิษต่อเซลล์ ผลการทดสอบ
พบว่าพืชจากทุกสารสกัดไม่มีค่า IC50และมีค่าเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์สูง คือตั้งแต่



25 
 

75.55±0.25 - 83.27±0.27 ในสารสกดัเฮกเซนพวงโกเมน ถงึ 80.75±0.26 - 89.53±0.27 ในสาร
สกดัเอทานอลพวงมรกต ดงัตารางที ่4.5 และกราฟภาพที ่4.7 

ทดสอบหาความเป็นพษิในระดบัโมเลกุลของสารสกดัใบพชืจากตวัท าละลายเฮกเซน 
และเอทานอล(เอทานอล) ดว้ยวธิ ีcomet assay โดยใชค้วามเขม้ขน้ทีเ่จอืจางใหส้าร DMSO 
เป็น 10%เมือ่น าสารต่างๆ มาทดสอบ พบว่า สารสกดัเอทานอลของพวงหยก สารสกดัเฮกเซน
และเอทานอลของพวงโกเมน สารสกดัเฮกเซนและเอทานอลของหมาหมามุ่ยน้อยมพีษิต่อสาร
พนัธุกรรมอย่างมนียัส าคญั(P< 0.05) ทีร่ะดบัความเชื่อมัน่ 95%ส่วนสารสกดัเฮกเซนของ
พวงหยก ไมม่พีษิต่อสารพนัธุกรรมอย่างมนีัยส าคญัมคี่าเท่ากบั 0.1811 หรอื (P> 0.05) ทีร่ะดบั
ความเชื่อมัน่ 95% ดงัตารางที ่4.6และภาพที ่4.8 

 
 

ตารางท่ี 4.5 ผลการทดสอบความเป็นพษิในระดบัเซลลข์องสารสกดัใบพชืจากตวัท าละลายเฮ
กเซนและเอทานอลพวงมรกต (Mucuna thailandica) พวงโกเมน (M. warburgii) และ
หมามุย่น้อย (M. bracteata)ไมม่คี่า IC50และมเีปอรเ์ซน็ตก์ารรอดชวีติสงู  

 

พชื สารสกดั 
ความเขม้ขน้แรกทีใ่ช ้ 
(ม ี10% DMSO)(มก./มล.) 

เปอรเ์ซน็ตก์ารรอดชวีติ 

พวงมรกต 
Mucuna thailandica 

เฮกเซน 51.40 77.70±0.24 - 82.39±0.24 
เอทานอล 36.50 80.75±0.26 - 89.53±0.27 

พวงโกเมน 
M. warburgii 

เฮกเซน 21.25 75.55±0.25 - 83.27±0.27 
เอทานอล 67.70 76.23±0.24 - 83.23±0.25 

หมามุย่น้อย 
M. bracteata 

เฮกเซน 47.50 80.40±0.20 - 89.56±0.21 
เอทานอล 29.20 78.34±0.19 - 89.52±0.27 
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ภาพท่ี 4.7 กราฟแสดงผลการทดสอบความเป็นพษิในระดบัเซลล์ของสารสกดัใบพชืจากตวัท า
ละลาย 
เฮกเซนและเอทานอลของพวงหยก (Mucuna thailandica) พวงโกเมน (M. warburgii) และ
หมามุย่น้อย(M. bracteata)ทีไ่มม่คี่า IC50 
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ตารางท่ี 4.6 ค่าเฉลีย่ Olive tail moment และขอ้มลูทางสถติคิวามเป็นพษิระดบัโมเลกุลของ
สารสกดัใบพวงมรกต (Mucuna thailandica) พวงโกเมน (M. warburgii) และหมามุ่ยน้อย (M. 
bracteata)จากตวัท าละลายเฮกเซน และเอทานอล  
 

พชื สารสกดั 

ความเขม้ขน้
ของสาร

ทดสอบ (มก./
มล.) 

ตวัควบคุมลบ 
(negative 
control) 

Olive tail 
moment 

ค่าความ
เชื่อมัน่ 

(p value) 

พวงมรกต 
Mucuna 
thailandica 

เฮกเซน 51.40 0.0012±0.0009 0.0014±0.0013 0.1811 
เอ
ทานอล 

36.50 0.0012±0.0009 0.0185±0.0179 <0.0001 

พวงโกเมน 
M. warburgii 

เฮกเซน 21.25 0.0012±0.0009 0.0012±0.0003 0.0196 
เอ
ทานอล 

67.70 0.0012±0.0009 0.0271±0.0268 <0.0001 

หมามุย่น้อย 
M. bracteata 

เฮกเซน 47.50 0.0003±0.0002 0.0010±0.0003 <0.0001 
เอ
ทานอล 

29.20 0.0003±0.0002 0.1693±0.1048 <0.0001 
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ภาพท่ี 4.8 แสดงผลการทดสอบความเป็นพษิในระดบัโมเลกุลกบัเซลลเ์มด็เลอืดขาวชนิด
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs, 200x) ของสารสกดัใบพชื สารสกดัเฮกเซน
และเอทานอลของพวงหยก (Mucuna thailandica,C และ D) สารสกดัเฮกเซนและเอทานอลของ
พวงโกเมน (M. warburgii,Eและ F) สารสกดัเฮกเซนและเอทานอลของหมามุย่น้อย(M. 
bracteata, Gและ H)พรอ้มดว้ยnegative control(A), และ positive control(B) 
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บทที่ 5 
สรุปผลกำรวิจัย อภิปรำยผล และข้อเสนอแนะ 

 
สรุปผลกำรวิจัย และ อภิปรำยผล 

สารส าคญัจากการศกึษาดว้ยวธิ ีGC-MS คอื mome inositol ปรมิาณสงูถงึ 53.04%ใน
สารสกดัเอทานอลของใบพวงมรกต ซึง่กลุ่มสาร inositol นี้เป็นสารทีม่โีครงสรา้งคลา้ยวติามนิ
พบไดใ้นพชืและสตัว ์และรา่งกายคนสามารถสรา้งได ้สารinositolมหีลายฟอรม์ ฟอรม์ทีพ่บไดง้่าย
ทัว่ไปคอื myo-inositol และ D-chiro-inisitol มปีระโยชน์ส าหรบัคนทีม่ปัีญหาโรคเบาหวาน 
เกีย่วกบัเสน้ประสาททีม่สีาเหตุจากโรคเบาหวาน เบาหวานส าหรบัคนทีต่ ัง้ครรภ ์โรคซมึเศรา้ 
อลัไซเมอร ์และโรคอื่น ๆ อกี หลายโรค  

อยา่งไรกต็ามในพชืกลุ่มสกุล Mucuna นี้มรีายงานสารส าคญัทีใ่ชเ้พื่อเสรมิสรา้ง
สมรรถภาพทางเพศคอื l-dopa ในเมลด็หมามุ่ย (Both et al., 2005; Suresh et al., 2012) 
การศกึษาในครัง้นี้จงึไดศ้กึษาสารนี้ดว้ย จะเหน็ว่าจากการศกึษาปรมิาณสาร L-dopa เมลด็
หมามุย่มปีรมิาณสงูทีสุ่ดถงึ15.54 มก. จาก100 กรมัเมลด็พชื แต่ปัญหาของการน ามาใชค้อืผล
ของหมามุย่มขีนชนิดทีค่นัมากเมอืสมัผสักบัผวิหนงั ดงันัน้อาจใช้ประโยชน์ไดจ้ากเมลด็ถัว่ขอที่
มปีรมิาณสาร L-dopa รองลงมาคอื 9.47มก. จาก100 กรมัเมลด็พชื ส่วนใบนัน้มปีรมิาณต ่ามาก
ดงัตารางที ่2 

ก่อนน าพชืไปใชใ้นคนควรมกีารทดสอบในระดบั preclinical trial ทีใ่ชไ้ดแ้ทนสตัวท์ดลอง
ซึง่มอียูห่ลายวธิทีีเ่ป็นทีย่อมรบั ไดแ้ก่ epidemiology, computer-based methods models, in 
vitro and human cell and tissue cultures และอกีหลายๆวธิดีงัที ่Rollin, 2003; Doke and 
Dhawale, 2015; Physicians Committee for Responsible Medicine, 2013ไดก้ล่าวไว ้และวธิี
ทีท่มีวจิยัเลอืกมาใชใ้นการศกึษาครัง้นี้คอื in vitro and human cell and tissue culturesจาก
การทดสอบความเป็นพษิจากสารสกดัในระดบัเซลลข์องทัง้เมลด็และใบของพชืทัง้ 2 ชนิดคอื
หมามุย่และถัว่ขอ โดยใชเ้ซลลเ์มด็เลอืดขาวของคนพบว่าสารสกดัเฮกเซนของเมลด็และใบถัว่ขอ
และเมลด็และใบหมามุย่ไมม่พีษิต่อเซลลเ์พราะไมพ่บค่า IC50 ซึง่เป็นค่าความเขม้ขน้ของสาร
สกดัทีท่ าใหเ้ซลลเ์มด็เลอืดขาวของคนตาย 50% แต่ในการทดสอบความเป็นพษิระดบัโมเลกุล
พบว่าสารสกดัเฮกเซนเมลด็ถัว่ขอ เมลด็หมามุ่ย และใบถัว่ขอมพีษิต่อดเีอน็เออยา่งมนีัยส าคญั
ในความเขม้ขน้ 2.0, 2.3 และ 0.77 มก./มล. ส่วนใบหมามุย่ไมม่พีษิต่อดเีอน็เอในความเขม้ขน้ที่
ทดสอบคอื 2.1 มก./มล. ดงันัน้ในการน าไปใชป้ระโยชน์ในส่วนของเมลด็พชืถัว่ขอและหมามุย่
ตอ้งใชใ้นความเขม้ขน้ต ่ากว่า 2.0 และ 2.3 มก./มล. ส่วนใบของถัว่ขอนัน้แมค้วามเขม้ขน้ต ่า
เพยีง 0.77 มก./มล. กย็งัมพีษิต่อดเีอน็เอ จงึไมค่วรน ามาใช ้และในกรณีนี้การสกดัพชืทัง้ 4 
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ตวัอยา่งใชเ้ฉพาะตวัท าละลายเฮกเซนอย่างเดยีวเพราะมุง่ไปทีก่ารศกึษาปรมิาณสาร l-dopa ที่
ละลายในตวัท าละลายทีไ่ม่มขี ัว้คอืเฮกเซน  

ต่อมาไดท้ าการทดสอบพษิทัง้ระดบัเซลลแ์ละดเีอน็เอในสารสกดัใบของพชืสกุล Mucuna
อกี 3 ชนิดไดแ้ก่ พวงมรกต พวงโกเมน และหมามุย่น้อยโดยใชต้วัท าละลายทัง้ชนิดมขีัว้คอืเอ
ทานอลและตวัท าละลายไม่มขี ัว้คอืเฮกเซน พบว่าในการทดสอบพษิระดบัเซลลข์องสารสกดัทุก
ชนิดพชืไม่มพีษิต่อเซลล ์คอืไมพ่บค่า IC50 ส่วนการทดสอบพษิระดบัดเีอน็เอพบว่าสารสกดัเอ
ทานอลพวงมรกต สารสกดัเฮกเซนและเอทานอลของพวงโกเมนและหมามุ่ยน้อยมพีษิต่อดเีอน็
เออยา่งมนีัยส าคญัดว้ยความเขม้ขน้ทีใ่ชใ้นการทดสอบคอื 36.50 มก./มล.;21.25 และ 67.70 
มก./มล.; และ 47.50 และ 29.20 มก./มล. ส่วนสารสกดัเฮกเซนพวงมรกตไม่มพีษิต่อดเีอน็เอ
ดว้ยความเขม้ขน้ 51.40 มก./มล.  
 
ข้อเสนอแนะในการน าผลการวิจยัไปใช้ 
ควรระวงัเรือ่งความเขม้ขน้ หรอืปรมิาณทีใ่ชใ้นแต่ละครัง้  

 
 

 

 
 

 



1 
 

บรรณำนุกรม 

เตม็ สมตินินัท.์ 2557. ชื่อพรรณไมแ้ห่งประเทศไทย (ฉบบัแกไ้ขเพิม่เตมิ). ส่วนพฤกษศาสตรป่์า
ไม ้ส านกัวชิาการป่าไม ้กรมป่าไม.้ 

Both, S., Everaerd, W., Laan, E. and Gooren, L. 2005. Effect of a single dose of 
levodopa on sexual response in men and women. Neuropsychopharmacology. 30: 
173-183.  

Doke, S.K. and Dhawale, S.C. 2015. Alternatives to animal testing: A review. Saudi 
Pharmaceutical Journal. 23: 223-229. 

Ingle, P.K. 2003. L-DOPA bearing plants. Natural Product Radiance 2(3): 126-133. 
Katzenschlager, R., Evans, A., Manson, A., Patsalos, P.N., Ratnaraj, N., Watt, H., 

Timmermann, L., Giessen, R.V., and Lees, A.J. 2004. Mucuna pruriens in 
Parkinson’s disease: a double blind clinical and pharmacological study. Journal of 
Neurology, Neurosurgery, and Psychiatry75: 1672–1677.   

Patil, S.A., Apine, O.A., Surwase, S.N. and Jadhav, J.P. 2013. Biological sources of L-
DOPA: an alternative approach. Advances in Pakinson’s Disease 2(3): 81-87. 

Physicians Committee for Responsible Medicine. 2013. Wisconsin, Washington DC. 
http://www.pcrm.org/sites/default/files/pdfs/research/research/Problems-
Associated-with-Animal-Experimentation.pdf (10 November 2016). 

Rollin, B.E. 2003. Toxicology and new social ethics for animals. Toxicologic Pathology. 
31: 128-131. 

Soares, A.R., Marchiosi, R. and Siqueira-Soares, R. de C. 2014. The role of L-DOPA in 
plants. Plant Signalling & Behavior 9: e28275-1-e28275-7. 

Suresh, S. and Prakash, S.2012. Sperm parameters in streptozotocin‐induced diabetic 
male rat. The Journal of Sexual Medicine 9(12): 3066-3078.  

Wilmot-Dear, C.M. 2008. Mucuna Adans (Leguminosae) in Thailand. Thai Forest 
Bulletin 36: 114-139.  

 
 
 
 
 

ประวัติผู้วิจัย 

 
  

 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=8&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjb-aj0jJHPAhUJHJQKHWeGD-0QFggwMAc&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FJournal_of_Neurology%2C_Neurosurgery%2C_and_Psychiatry&usg=AFQjCNGs8tWlg7e3e0WJ3LMgdbmA9SiwwA&sig2=8jL9g4bf71uiR2xyVyXwDA
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=8&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjb-aj0jJHPAhUJHJQKHWeGD-0QFggwMAc&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FJournal_of_Neurology%2C_Neurosurgery%2C_and_Psychiatry&usg=AFQjCNGs8tWlg7e3e0WJ3LMgdbmA9SiwwA&sig2=8jL9g4bf71uiR2xyVyXwDA


2 
 

 
หัวหน้ำโครงกำรวิจัย 
 
 1.  (ชื่อ - สกุล ไทย) ผศ.ดร.พรณรงค์  สิริปิยะสิงห์ 
              (ชื่อ – สกุล อังกฤษ) Assistant Professor Dr. Pornnarong Siripiyasing 

2.  ต าแหน่งปัจจุบัน ผู้ช่วยศาสตราจารย์ 
3. ประวัติการศึกษา 
 

ปีที่จบการศึกษา ระดับการศึกษา วุฒิ สาขา ชื่อสถาบันการศึกษา 
2558 ปริญญาเอก ปร.ด. ชีววิทยา มหาวิทยาลัยขอนแก่น 
2543 ปริญญาโท วท.ม. พันธุศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
2539 ปริญญาตรี วท.บ. เทคโนโลยีชีวภาพ สถาบันเทคโนโลยีราช

มงคล คณะเกษตรศาสตร์
บางพระ ชลบุรี 

 
4.  สถานที่ท างาน   

   สาขาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฎมหาสารคาม 
อ าเภอเมือง  จังหวัดมหาสารคาม 44000 

    โทรศัพท์: 043-742620 โทรสาร: 043-742620 

     e-mail: Siripiyasing@thaimail.com 

โทรศัพท์มือถือ: 081-6871124  

 
 
 
 
 

 
 



 
ก 
 

ชื่อเรื่อง :  การวเิคราะหพ์นัธุกรรม สารเคม ีฤทธิท์างชวีภาพ ความเป็นพษิใน
ระดบั 
   เซลลแ์ละโมเลกุลของพชืสกุล Mucuna 
ผู้วิจัย :  พรณรงค์ สิริปิยะสิงห์ และคณะ 
หน่วยงานคณะ :  มหาวิทยาลัยราชภัฏมหาสารคาม 
ปีที่ได้รับทุน :              2561  
ปีที่เสร็จแล้ว :  2562 
 

 
บทคดัย่อ 

พชืสกุล Mucunaหลายชนิดใชป้ระโยชน์มาแต่สมยัโบราณ ดงันัน้การวจิยัในครัง้นี้จงึได้
เกบ็พชืสกุลนี้จากหลายจงัหวดั ตรวจสอบชนิดไดท้ัง้หมด 4 ชนิด 2 สายพนัธุไ์ดแ้ก่หมามุย่ 2 
สายพนัธุค์อื   M. pruriens var. pruriensและถัว่ขอ M. pruriens var. utilisพวงหยก (M. 
thailandica) พวงโกเมน (M. warburgii) และหมามุ่ยน้อย (M. bracteata) น ามาศกึษาสารเคมี
ดว้ยวธิ ีgas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) หาปรมิาณสารสารแอล-โดปา(L-
dopa)ดว้ยวธิ ีhigh performance liquid chromatography (HPLC) ทดสอบพษิระดบัเซลลแ์ละดี
เอน็เอดว้ยวธิ ี3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) tetrazolium 
reduction  (MTT) และ comet assaysผลการวจิยัพบว่า สารเคมใีนพชืทีพ่บปรมิาณสงูสุดคอื 
53.04% mome inositolในสารสกดัเอทานอลของใบพวงมรกต  ส่วนสารสารแอล-โดปานัน้พบ
ปรมิาณสงูสุด15.54 มก. จาก 100 กรมัเมลด็หมามุย่ รองลงมาคอื 9.47 มก. จาก100 กรมัเมลด็
ถัว่ขอ ในการทดสอบพษิระดบัเซลลด์ว้ยสารสกดัไม่มขี ัว้คอืเฮกเซนกบัใบและเมลด็หมามุย่และ
ถัว่ขอ พบว่าสารสกดัเฮกเซนของเมลด็และใบถัว่ขอและเมลด็และใบหมามุย่ไมม่พีษิต่อเซลลแ์ต่
สารสกดัเฮกเซนเมลด็ถัว่ขอ เมลด็หมามุย่ และใบถัว่ขอมพีษิต่อดเีอน็เออยา่งมนีัยส าคญั (p< 
0.05) ในความเขม้ขน้ 2.0, 2.3 และ 0.77 มก./มล. ส่วนใบหมามุย่ไม่มพีษิต่อดเีอน็เอในความ
เขม้ขน้ทีท่ดสอบคอื 2.1 มก./มล.ต่อมาไดท้ าการทดสอบพษิทัง้ระดบัเซลลแ์ละดเีอน็เอในสาร
สกดัใบของพชืสกุล Mucunaอกี 3 ชนิดไดแ้ก่ พวงมรกต พวงโกเมน และหมามุย่น้อยโดยใชต้วั
ท าละลายเอทานอลและเฮกเซน พบว่าสารสกดัทุกชนิดพชืไม่มพีษิต่อเซลล ์ส่วนสารสกดัเอทา
นอลพวงมรกต สารสกดัเฮกเซนและเอทานอลของพวงโกเมนและหมามุย่น้อยมพีษิต่อดเีอน็เอ
อยา่งมนียัส าคญั (p< 0.05) ดว้ยความเขม้ขน้ทีใ่ชใ้นการทดสอบคอื 36.50 มก./มล.;21.25 และ 
67.70 มก./มล.; และ 47.50 และ 29.20 มก./มล. ส่วนสารสกดัเฮกเซนพวงมรกตไม่มพีษิต่อดี
เอน็เอดว้ยความเขม้ขน้ 51.40 มก./มล.  
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    ABSTRACT 

Mucuna species have been used for aged, therefore many species were collected 
for researching including four species and two varieties as M. pruriens var. pruriens, M. 
pruriens var. utilis, M. thailandica, M. warburgii and M. bracteata. These plants were 
further studied in phytochemicals by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS), 
L-dopa quantifying by high performance liquid chromatography (HPLC), toxicity testing 
both in cytotoxicity and genotoxicity by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) tetrazolium reduction  (MTT) and comet assays. The 
results revealed that the major phytochemical is 53.04% mome inositol in ethanol M. 
thailandica extract. The high amount L-dopa is 15.54 and 9.47 mg in 100 g M. pruriens 
var. pruriensand M. pruriens var. utilis seeds. Cytotoxicity of the hexane seeds and 
leaves of M. pruriens var. pruriensand M. pruriens var. utilishad no IC50values, but the 
three hexane extracts as M. pruriens var. pruriensseeds, and M. pruriens var. utilis 
seeds and leaves had significant DNA damage (p< 0.05) compared to negative control 
with the concentrations of 2.0 and 0.77 mg/ml, and 2.3 mg/ml while as M. pruriens var. 
pruriens leaves did not damage DNA with concentration of 2.1 mg/ml. Toxicity testing 
was worked on more three species ethanol and hexane extracts naming M. thailandica, 
M. warburgii and M. bracteata. There were not IC50 values of all extracts species. In 
depth of genotoxicity testing reported that ethanolM. thailandica extract, ethanol and 
hexaneM. warburgii and M. bracteata extracts had significant (p< 0.05) DNA damage 
compared to negative control with concentrations of 36.50 mg/ml,21.25 
and67.70mg/ml,and 47.50 and29.20 mg/ml. HexaneM. thailandica extract did not 
damage with concentration of 51.40 mg/ml.                               
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และพัฒนา ในการติดต่อประสานงานในการด าเนินการวิจัย  
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ท าวิจัย  

 ขอบคุณทีมวิจัยทุกท่าน ในความเสียสละในการท างานวิจัยในครั้งนี้ให้ส าเร็จลุล่วง
ไปดว้ยดี 
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สารบัญตาราง 
 

ตารางที่   หน้า 
4.1 สารองค์ประกอบจากสารสกัดด้วยเอทานอล (ethanol) และเฮกเซน (hexane) 

จากใบพืชหมามุ่ยน้อย (Mucuna bracteata) หมามุ่ย (M.     
  pruriens var. pruriens) ถั่วขอ (M. pruriens var. utilis) พวงมรกต (M. 
thailandica) และพวงโกเมน (M. warburgii) 
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4.2 ปริมาณ (กรัม) และความเข้มข้น (มก./มล.) ของสาร L-dopa จากปริมาณพืชที่ใช้
ในการสกัด และปริมาตรที่กรองได้หลังจากสกัด รวมทั้งแสดงพ้ืนที่ใต้กราฟเมื่อ
ศึกษาด้วย HPLC   
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4.3 ผลการทดสอบความเป็นพิษในระดับเซลล์ของสารสกัดเฮกเซนเมล็ดถั่วขอ เมล็ด
หมามุ่ย ใบหมามุ่ย และใบถั่วขอ ที่มีเปอร์เซ็นต์เซลล์รอดชีวิตสูง 
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4.4 ค่าเฉลี่ย Olive tail moment และข้อมูลทางสถิติความเป็นพิษระดับโมเลกุลของ
สารสกัดเฮกเซนเมล็ดถั่วขอ เมล็ดหมามุ่ย ใบหมามุ่ย และใบถั่วขอ   
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4.5 ผลการทดสอบความเป็นพิษในระดับเซลล์ของสารสกัดใบพืชจากตัวท าละลายเฮ
กเซนและเอทานอลพวงมรกต (Mucuna thailandica) พวงโกเมน (M. 
warburgii) และหมามุ่ยน้อย  (M. bracteata) ไม่มีค่า IC50 และมีเปอร์เซ็นต์การ
รอดชีวิตสูง 
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4.6 ค่าเฉลี่ย Olive tail moment และข้อมูลทางสถิติความเป็นพิษระดับโมเลกุลของ
สารสกัดใบพวงมรกต (Mucuna thailandica) พวงโกเมน (M. warburgii) และ
หมามุ่ยน้อย (M. bracteata)   จากตัวท าละลายเฮกเซน และเอทานอล   
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สารบัญภาพ 
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ภาพที่  หน้า 

3.1 ถาด 96 หลุมในการทดสอบความเป็นพิษระดับเซลล์ 7 
4.1 โครมาโทแกรมจากวิธีการ GC-MS ของสารสกัดใบหมามุ่ยน้อย (M. bracteata)    

หมามุ่ย (M. pruriens var. pruriens) ถั่วขอ (M. pruriens var. utilis) พวง
มรกต (M.   thailandica) และพวงโกเมน (M. warburgii) ที่ใช้เอทานอล 
(ethanol) และ เฮกเซน (hexane)    เป็นตัวท าละลาย 
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4.2 กราฟเส้นตรงสร้างจากความเข้มข้นและพ้ืนที่ใต้กราฟ แสดงสมการอของกราฟ
เส้นตรงและ ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (correlation coefficient values: R2) 
ของสารละลายมาตรฐาน L-dopa 
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4.3 โครมาโตแกรมของสารต่างๆที่น ามาศึกษาเพ่ือหาสาร L-dopa ในสารสกัดจากใบ 
และเมล็ดถั่วขอ (Mucuna pruriens var. utilis) ใบ และเมล็ดหมามุ่ย (M. 
pruriens var. pruriens) ด้วยเครื่อง HPLC โดยเส้นกราฟสีด า คือ สารสกัดจาก
พืชตัวอย่าง สีแดง คือ สาร DMSO 10% และสีน้ าเงิน คือ สาร standard L-
dopa ความเข้มข้น 0.0005 mg/ml 
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4.4 โครมาโตแกรมแสดงพ้ืนที่ใต้กราฟของสาร L-dopa ในสารสกัดจากใบและเมล็ด
ถั่วขอ (Mucuna pruriens var. utilis) ใบและเมล็ดหมามุ่ย (M. pruriens var. 
pruriens) 
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4.5 กราฟแสดงผลการทดสอบความเป็นพิษระดับเซลล์ด้วย MTT assay ของสารสกัด
เฮกเซน   เมล็ดถั่วขอ (M. pruriens var. utilis), เมล็ดหมามุ่ย (M. pruriens 
var. pruriens), ใบหมามุ่ย (M. pruriens var. pruriens) และใบถั่วขอ (M. 
pruriens var. utilis) ไม่มีค่า IC50 และมีเปอร์เซ็นต์เซลล์รอดชีวิตสูง 
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4.6 ผลการทดสอบความเป็นพิษในระดับโมเลกุลของแสดงผลการทดสอบความเป็น
พิษในระดับโมเลกุลกับเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด peripheral blood 
mononuclear cells (PBMCs, 200x) ของสารสกัดเมล็ดถั่วขอ (M. pruriens 
var. utilis seed extract) สารสกัดเมล็ดหมามุ่ย (M. pruriens var. pruriens 
seed extract) สารสกัดใบหมามุ่ย (M. pruriens var. pruriens leaf extract) 
สารสกัดใบถั่วขอ (M. pruriens var. utilis  extract) พร้อมด้วย negative 
control และ positive control    
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4.7 กราฟแสดงผลการทดสอบความเป็นพิษในระดับเซลล์ของสารสกัดใบพืชจากตัวท า
ละลายเฮกเซนและเอทานอลของพวงหยก (Mucuna thailandica) พวงโกเมน 

 
 



 
ฌ 

 

(M. warburgii) และหมามุ่ยน้อย (M. bracteata) ที่ไม่มีค่า IC50 26 
 
 

 
สารบัญภาพ (ต่อ) 

 
ภาพที่  หน้า 
4.8 แสดงผลการทดสอบความเป็นพิษในระดับโมเลกุลกับเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด 

peripheral blood mononuclear cells (PBMCs, 200x) ของสารสกัดใบพืช 
สารสกัดเฮกเซนและเอทานอลของพวงหยก (Mucuna thailandica, C และ D) 
สารสกัดเฮกเซนและเอทานอลของพวงโกเมน (M. warburgii, E และ F) สารสกัด
เฮกเซนและเอทานอลของหมามุ่ยน้อย (M. bracteata, G และ H) พร้อมด้วย 
negative control (A), และ positive control (B) 
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