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บทคัดยอ 

สารสกัดรากพุดซอน (Tabernaemontana divaricata root extract) ถูกนํามาใชทาง
การแพทยพื้นบานเพื่อรักษาโรคหรือภาวะตางๆ มาเปนเวลานาน การศึกษาวิจัยในครั้งนี้มีวัตถุประสงค
เพื่อศึกษาถึงผลของสารสกัดหยาบจากรากพุดซอนตอระบบสืบพันธุ และฮอรโมนเพศของหนูเพศเมีย
และเพศผู การทดลองทําโดยแบงหนู ICR mice อายุ 6 สัปดาห ทั้งเพศเมียและเพศผูออกเปน 4 กลุม 
กลุมละ 10 ตัว โดยหนูแตละกลุมไดรับสารสกัดรากพุดซอนที่ละลายใน propylene glycol โดยการ
ปอนทางปากในขนาด 0, 125, 250 และ 500 มก./กก.น้ําหนักตัว/วัน ตามลําดับ ติดตอกันเปนเวลา 4 
และ 8 สัปดาห หลังสิ้นสุดการทดลองในแตละชวงระยะเวลา หนูทุกกลุมถูกนํามาศึกษาโดยการเก็บ
เลือดจากหัวใจเพื่อนําไปตรวจวัดระดับฮอรโมน testosterone ในหนูเพศผูและ estradiol และ 
progesterone ในหนูเพศเมีย  ตรวจนับความเขมขนและเปอรเซ็นตการเคลื่อนไหวของตัวอสุจิ  ชั่ง
น้ําหนัก testis, epididymis และ seminal vesicle ในหนูเพศผูและ ovary และ uterus ในหนูเพศเมีย 
และศึกษาลักษณะทางจุลกายวิภาคของอวัยวะในระบบสืบพันธุ  ผลการทดลองพบวาหนูเพศผูที่ไดรับ
สารสกัดรากพุดซอนในปริมาณ 125 และ 250 มก./กก.น้ําหนักตัว/วัน เปนเวลา 4 สัปดาหมีความ
เขมขนของตัวอสุจิเพิ่มข้ึนกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) แตเมื่อไดรับสารสกัด
ติดตอกันเปนเวลานาน 8 สัปดาหกลับไดผลตรงกันขามคือความเขมขนของตัวอสุจิมีแนวโนมลดลง
เล็กนอยแตไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  สวนเปอรเซ็นตการเคลื่อนไหวของตัวอสุจิใน
กลุมควบคุมและกลุมทดลองไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ในทั้ง 2 ชวงระยะเวลาที่
ศึกษา สําหรับผลตอน้ําหนักตัว น้ําหนักของอวัยวะในระบบสืบพันธุ รวมทั้งการเปลี่ยนแปลงโครงสราง
ทางจุลกายวิภาคและระดับฮอรโมนเพศพบวาการไดรับสารสกัดรากพุดซอนทุกขนาดไมมีผลใหเกิด
การเปลี่ยนแปลงใดๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม จากการทดลองนี้สามารถ
สรุปไดวาการไดรับสารสกัดรากพุดซอนในขนาด 125, 250 และ 500 มก./กก.น้ําหนักตัว/วัน ไมทําให
เกิดผลกระทบขางเคียงตอระบบสืบพันธุของหนูทั้งสองเพศ และยังสามารถเพิ่มปริมาณอสุจิไดอยางมี
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นัยสําคัญทางสถิติ เมื่อใหสารสกัดในขนาด 125 และ 250 มก./กก.น้ําหนักตัว/วัน เปนระยะเวลา 4 
สัปดาห  
 
คําสําคัญ สารสกัดรากพุดซอน  ระบบสืบพันธุ  ฮอรโมนเพศ ตัวอสุจ ิ 
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Abstract  
 
Project Code : MRG5180271 
 
Project Title : Effect of Tabernaemontana divaricata root extract on mice reproductive 
system after long-term exposure 
 
Investigator : Dr. Hathairat Kruevaisayawan 
 
E-mail Address : hathairatk@hotmail.com 
 
Project Period : 2 years (15 May 2008 – 14 May 2010) 
 
Abstract 
Tabernaemontana divaricata root extract (TDE) has been used as traditional medicine for 
prevention and treatment of many diseases or conditions for a long time. The objective of 
this study was to investigate the effect of TDE on reproductive system and sex hormones in 
female and male mice. Adult female and male mice were divided into 4 groups (10 mice / 
group). Mice were fed daily with TDE suspended in propylene glycol at the dose of 0, 125, 
250 and 500 mg/kg BW/day for 4 and 8 weeks. After treatment of each period, blood 
samples were collected by cardiac puncture for measurement of serum testosterone levels 
in male mice and measurement of serum estradiol and progesterone in female mice. Sperm 
concentration and motility from cauda epididymis was determined. The testis, epididymis, 
seminal vesicle, ovary, and uterus were dissected and weighed. The histopathological 
examination of reproductive organs was performed. The results showed that the treatment of 
125 and 250 mg/kg BW/day of TDE for 4 weeks significantly increased sperm concentration 
(P < 0.05) when compared to the control group but no significant differences when 
treatment for 8 weeks. There were no significant differences in sperm motility, serum 
testosterone, estradiol and progesterone levels between each group. TDE treatment did not 
significantly change the body weights and the relative weights of reproductive organs when 
compared to the control group. Histology of reproductive organs was normal in all groups. 
These results demonstrated that the oral administration of TDE at the dose of 125, 250 and 
500 mg/kg BW/day had no adverse effects on reproductive system of both male and female 
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mice; moreover, sperm concentration after treatment for 4 week at the dose of 125 and 250 
mg/kg BW/day was significantly increased. 

 
Keywords: Tabernaemontana divaricata, reproductive system, sex hormones, sperm 
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หนาสรุปโครงการ (Executive Summary) 
 
1. ชื่อโครงการ 
(ภาษาไทย):      ผลของสารสกดัรากพุดซอนตอระบบสืบพนัธุของหนเูพศเมียและเพศผู 
(ภาษาอังกฤษ): Effect of Tabernaemontana divaricata root extract on mice reproductive 

system after long-term exposure 
 
2. รหัสโครงการ: MRG5180271 
 
3. ชื่อหัวหนาโครงการ 

นางสาว หทยัรัตน เครือไวศยวรรณ 
 ภาควิชากายวภิาคศาสตร คณะวิทยาศาสตรการแพทย มหาวิทยาลยันเรศวร  

จังหวัด พิษณุโลก รหัสไปรษณีย 65000 
 โทรศัพท 055-964673       โทรสาร  055-964770 
 e-mail: hathairatk@hotmail.com  
 
4. สาขาที่ทาํการวิจัย:  

สมุนไพรและชวีวทิยาระบบสบืพันธุ 
 

5. งบประมาณทั้งโครงการ 
480,000 บาท 
 

6. ระยะเวลาดาํเนินงาน 
2 ป 
 

7. ความสาํคัญและที่มาของปญหาในการทําวจิัย 
โรคอัลไซเมอร (Alzheimer's Disease) เปนโรคความเสื่อมทางระบบประสาทที่พบมากใน

กลุมประชากรผูสูงอาย ุ โดยประมาณ 24 ลานคนทัว่โลกที่เปนโรคความจําเสื่อม  สวนใหญ (ประมาณ 
60%) เปนอัลไซเมอร (Ferri et al., 2005)  โดยผูทีม่ีอายุต้ังแต 60 ปข้ึนไปจะมีความเสี่ยงสงูขึ้น และจะ
ยิ่งมีอัตราเสีย่งสูงขึ้นในชวงอายุระหวาง 75 – 84 ป โรคนี้นบัวนัจะเปนปญหาเพิ่มข้ึน เนื่องจาก
ประชากรผูสูงอายุมีมากขึ้นในทุกประเทศรวมทัง้ประเทศไทยดวย นอกเหนือจากอายุแลวยงัเกีย่วพนั
กับเพศดวยโดยเพศหญิงจะมีโอกาสเปนอลัไซเมอรมากกวาเพศชาย (Jorm et al., 1987) ซึ่งไมมีใคร

supawan
Text Box
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ทราบสาเหต ุ ลักษณะเดนของพยาธสิภาพทีพ่บในสมองของผูปวยอัลไซเมอร คือมีการสะสมของ 
amyloid β-peptide (Aβ) ในรูปของ amyloid plague และ neurofibrillary tangles ในปริมาณมาก 
(Selkoe, 2001) และการตายของเซลลประสาทโดยเฉพาะในสมองสวน cerebral cortex และ 
hippocampus (West et al., 1994; Gomerz-Isala et al., 1996)  นอกจากนีย้ังพบวาเซลลประสาท 
cholinergic ของผูปวยอัลไซเมอรมีการถูกทําลายมากขึ้น ทําใหมีการลดระดับของสารสื่อประสาท 
acetylcholine ในสมอง ซึง่เปนสัดสวนโดยตรงกับระดับความรุนแรงของความเสื่อมในสมอง  (Coyle 
et al., 1983; Perry et al., 1999)  ในปจจุบันนีจ้ึงไดมแีนวทางการรกัษาผูปวยอัลไซเมอร โดยพยายาม
เสริมการทาํงานดาน cholinergic ในหลายๆ รูปแบบ กลยุทธที่ประสบความสาํเร็จมากที่สุดคือ การใช
สารยับยัง้เอนไซม acetylcholinesterase (AChE) ซึ่งชวยลดการยอย acetylcholine และเปนการ
รักษาระดับของ actelylcholine ในผูปวยอลัไซเมอร (Giacobini, 2003; Liston et al., 2004)  ถึงแมวา
การใชยาที่ยับยั้งเอนไซม acetylcholinesterase เชน donezepil, rivastigmine และ galantamine จะ
ไดผลอยางมากในการรักษาผูปวยอัลไซเมอร แตก็มีผลขางเคียงตอระบบตางๆ เชนระบบทางเดิน
อาหาร ระบบหัวใจ ระบบหายใจ และระบบกลามเนื้อ (Liston et al., 2004; Thompson et al., 2004)  
ดังนัน้จึงไดมีการพยายามคนควาเพื่อหาสารที่มีฤทธิย์ับยั้ง AChE ที่ไดผลดีแตมีผลขางเคียงนอย 
โดยเฉพาะอยางยิง่จากสารสกัดธรรมชาต ิเชนสมุนไพร 

จากผลการวิจัยที่ผานมาพบวาสารสกัดแอลกอฮอลจากรากพุดซอน (Tabernaemontana 
divaricata) มีฤทธิ์ตาน AChE ไดดีในหลอดทดลอง โดยสามารถยับยั้งเอนไซม AChE ไดดีกวา 
galanthamine ซึ่งเปนสารตาน AChE ที่รูจักกันดี (Ingkaninan et al. 2003) การวิจัยยังไดขยายผลไป
ถึงการยับยั้ง AChE ของสารสกัดจากรากพุดในสัตวทดลอง ซึ่งพบวาสารสกัดจากรากพุดสามารถ
ยับยั้งการทํางานของ AChE ในสมองของหนู rat ไดดี (Chattipakorn et al., 2007) นอกจากนีย้งัพบวา
สารสกัดแอลกอฮอลจากรากพุดยังชวยปองกันการสูญเสียความจําและการเรียนรูในหนูที่ถูกชักนําให
สูญเสียความจําโดยสาร amyloid β-peptide 25-23 ซึ่งจะมีลักษณะการสูญเสียความจําและการ
ดําเนินของโรคคลายคลึงกับผูปวยโรคอัลไซเมอร (unpublished data) ขอมูลดังกลาวแสดงถึง
ประสิทธิภาพของสารสกัดจากรากพุด ในการออกฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่เกี่ยวของกับการตาน AChE ซึ่ง
อาจจะนําไปพัฒนาเปนสารบํารุงสมองในอนาคต เพื่อปองกันการเกิดอัลไซเมอรหรือบรรเทาอาการใน
ผูปวยอัลไซเมอร  

ในการพัฒนาสารสกัดจากสมุนไพรเพื่อนําไปใชประโยชนในทางการปองกัน หรือรักษาโรค
ตางๆ นั้น จําเปนตองศึกษาถึงผลขางเคียงของสมุนไพรเหลานั้นกอน จากการวิจัยที่ผานมา ไดมี
การศึกษาเบื้องตนถึงผลของการไดรับสารสกัดรากพุดตอระบบอวัยวะตางๆ ในสัตวทดลองเชน ระบบ
ประสาท ระบบกลามเนื้อ ระบบหลอดเลือด และระบบไต (unpublished data) แตยังไมเคยมี
การศึกษาถึงผลกระทบตอระบบสืบพันธุ ดังนั้นผูวิจัยจึงเล็งเห็นวา การศึกษาผลของสารสกัดจากราก
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พุดตอระบบอวัยวะสืบพันธุของทั้งเพศผูและเพศเมีย จะมีประโยชนอยางยิ่งในการบงบอกถึงความ
ปลอดภัยหรือความเสี่ยงของการนําสมุนไพรดังกลาวไปใช เพื่อเปนทางเลือกหนึ่งสําหรับคนทั่วไปใน
การนําสมุนไพรรากพุดไปใชในเชิงของการปองกันการเกิดอัลไซเมอร 

 
8. วัตถุประสงคของโครงการ 

8.1 เพื่อศึกษาผลของสารสกดัหยาบจากรากพุดซอนตออวัยวะในระบบสืบพันธุของหนูเพศเมีย 
8.2 เพื่อศึกษาผลของสารสกดัหยาบจากรากพุดซอนตออวัยวะในระบบสืบพันธุและเซลลสืบพันธุ

ของหนเูพศผู 
8.3 เพื่อศึกษาผลของสารสกดัหยาบจากรากพุดซอนตอการเปลี่ยนแปลงระดับฮอรโมนที่เกี่ยวของ

กับระบบสืบพนัธุในหนูทัง้สองเพศ 
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4. สาขาที่ทําการวิจัย  
สมุนไพรและชวีวทิยาระบบสบืพันธุ 
 

5. ความสําคัญและที่มาของปญหาในการทาํวิจยั 
โรคอัลไซเมอร (Alzheimer's Disease) เปนโรคความเสื่อมทางระบบประสาทที่พบมากใน

กลุมประชากรผูสูงอาย ุ โดยประมาณ 24 ลานคนทัว่โลกที่เปนโรคความจําเสื่อม  สวนใหญ (ประมาณ 
60%) เปนอัลไซเมอร (Ferri et al., 2005)  โดยผูทีม่ีอายุต้ังแต 60 ปข้ึนไปจะมีความเสี่ยงสงูขึ้น และจะ
ยิ่งมีอัตราเสีย่งสูงขึ้นในชวงอายุระหวาง 75 – 84 ป โรคนี้นบัวนัจะเปนปญหาเพิ่มข้ึน เนื่องจาก
ประชากรผูสูงอายุมีมากขึ้นในทุกประเทศรวมทัง้ประเทศไทยดวย นอกเหนือจากอายุแลวยงัเกีย่วพนั
กับเพศดวยโดยเพศหญิงจะมีโอกาสเปนอลัไซเมอรมากกวาเพศชาย (Jorm et al., 1987) ซึ่งไมมีใคร
ทราบสาเหต ุ ลักษณะเดนของพยาธสิภาพทีพ่บในสมองของผูปวยอัลไซเมอร คือมีการสะสมของ 
amyloid β-peptide (Aβ) ในรูปของ amyloid plague และ neurofibrillary tangles ในปริมาณมาก 
(Selkoe, 2001) และการตายของเซลลประสาทโดยเฉพาะในสมองสวน cerebral cortex และ 
hippocampus (West et al., 1994; Gomerz-Isala et al., 1996)  นอกจากนีย้ังพบวาเซลลประสาท 
cholinergic ของผูปวยอัลไซเมอรมีการถูกทําลายมากขึ้น ทําใหมีการลดระดับของสารสื่อประสาท 
acetylcholine ในสมอง ซึง่เปนสัดสวนโดยตรงกับระดับความรุนแรงของความเสื่อมในสมอง  (Coyle 
et al., 1983; Perry et al., 1999)  ในปจจุบันนีจ้ึงไดมแีนวทางการรกัษาผูปวยอัลไซเมอร โดยพยายาม
เสริมการทาํงานดาน cholinergic ในหลายๆ รูปแบบ กลยุทธที่ประสบความสาํเร็จมากที่สุดคือ การใช
สารยับยัง้เอนไซม acetylcholinesterase (AChE) ซึ่งชวยลดการยอย acetylcholine และเปนการ
รักษาระดับของ actelylcholine ในผูปวยอลัไซเมอร (Giacobini, 2003; Liston et al., 2004)  ถึงแมวา
การใชยาที่ยับยั้งเอนไซม acetylcholinesterase เชน donezepil, rivastigmine และ galantamine จะ
ไดผลอยางมากในการรักษาผูปวยอัลไซเมอร แตก็มีผลขางเคียงตอระบบตางๆ เชนระบบทางเดิน
อาหาร ระบบหัวใจ ระบบหายใจ และระบบกลามเนื้อ (Liston et al., 2004; Thompson et al., 2004)  
ดังนัน้จึงไดมีการพยายามคนควาเพื่อหาสารที่มีฤทธิย์ับยั้ง AChE ที่ไดผลดีแตมีผลขางเคียงนอย 
โดยเฉพาะอยางยิง่จากสารสกัดธรรมชาต ิเชนสมุนไพร 

 
จากผลการวิจัยที่ผานมาพบวาสารสกัดแอลกอฮอลจากรากพุดซอน (Tabernaemontana 

divaricata) มีฤทธิ์ตาน AChE ไดดีในหลอดทดลอง โดยสามารถยับยั้งเอนไซม AChE ไดดีกวา 
galanthamine ซึ่งเปนสารตาน AChE ที่รูจักกันดี (Ingkaninan et al. 2003) การวิจัยยังไดขยายผลไป
ถึงการยับยั้ง AChE ของสารสกัดจากรากพุดในสัตวทดลอง ซึ่งพบวาสารสกัดจากรากพุดสามารถ
ยับยั้งการทํางานของ AChE ในสมองของหนู rat ไดดี (Chattipakorn et al., 2007) นอกจากนีย้งัพบวา
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สารสกัดแอลกอฮอลจากรากพุดยังชวยปองกันการสูญเสียความจําและการเรียนรูในหนูที่ถูกชักนําให
สูญเสียความจําโดยสาร amyloid β-peptide 25-23 ซึ่งจะมีลักษณะการสูญเสียความจําและการ
ดําเนินของโรคคลายคลึงกับผูปวยโรคอัลไซเมอร (unpublished data) ขอมูลดังกลาวแสดงถึง
ประสิทธิภาพของสารสกัดจากรากพุด ในการออกฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่เกี่ยวของกับการตาน AChE ซึ่ง
อาจจะนําไปพัฒนาเปนสารบํารุงสมองในอนาคต เพื่อปองกันการเกิดอัลไซเมอรหรือบรรเทาอาการใน
ผูปวยอัลไซเมอร  

 
ในการพัฒนาสารสกัดจากสมุนไพรเพื่อนําไปใชประโยชนในทางการปองกัน หรือรักษาโรค

ตางๆ นั้น จําเปนตองศึกษาถึงผลขางเคียงของสมุนไพรเหลานั้นกอน จากการวิจัยที่ผานมา ไดมี
การศึกษาเบื้องตนถึงผลของการไดรับสารสกัดรากพุดตอระบบอวัยวะตางๆ ในสัตวทดลองเชน ระบบ
ประสาท ระบบกลามเนื้อ ระบบหลอดเลือด และระบบไต (unpublished data) แตยังไมเคยมี
การศึกษาถึงผลกระทบตอระบบสืบพันธุ ดังนั้นผูวิจัยจึงเล็งเห็นวา การศึกษาผลของสารสกัดจากราก
พุดตอระบบอวัยวะสืบพันธุของทั้งเพศผูและเพศเมีย จะมีประโยชนอยางยิ่งในการบงบอกถึงความ
ปลอดภัยหรือความเสี่ยงของการนําสมุนไพรดังกลาวไปใช เพื่อเปนทางเลือกหนึ่งสําหรับคนทั่วไปใน
การนําสมุนไพรรากพุดไปใชในเชิงของการปองกันการเกิดอัลไซเมอร 

 
6. ผลงานวิจยัที่เกี่ยวของ (Literature review) และเอกสารอางอิง  

พุดซอนหรือพดุจีบเปนพชืทีพ่บไดทั่วไปในประเทศเขตรอน ทั้งในทวีปอเมริกา แอฟริกา 
เอเชีย และออสเตรเลีย (Leeuwenberg, 1991) พุดจีบมีชื่อวทิยาศาสตรวา Tabernaemontana. 
divaricata (L.) R. Br. ex Roem et Schult. [Ervatamia coronaria (Jacq) Stapf., E. divaricata (L.) 
Burkill, T. coronaria (Jacq) Willd] เปนพืชในวงศ Apocynaceae  ในประเทศไทยพบไดทัว่ไปบริเวณ
ภาคเหนือและภาคกลาง ลักษณะทัว่ไป เปนไมพุม สูง 1.5 – 3 เมตร ทุกสวนมีน้าํยางสีขาว ใบเดี่ยว 
ออกตรงขาม รูปใบหอก กวาง 3 – 5 ซม. ยาว 8 – 12 ซม. ปลายและโคนแหลม ดานบนสีเขยีวแก 
ดานลางสีออนกวา ผิวใบเปนมนั ดอกสขีาว กลิน่หอมออน ๆ ออกเปนชอตามซอกใบบริเวณปลายกิ่ง 2 
– 3 ดอก กลีบดอกโคนเชื่อมกัน ยาว 1.5 – 2.5 ซม. ปลายแยกเปน 5 – 10 อัน ผลเปนฝก ยาว 2.5 – 5 
ซม. ปลายแหลมและโคง (สมสุข มัจฉาชีพ, 2541)  ในทางการแพทยพืน้บาน รากพุดซอนมีสรรพคุณ
แกทองเสยี  ขับพยาธิ แกปวดฟน ระงับปวด ขับประจําเดือน ยาบาํรุง ใชเปนยาถาย และรักษาโรคตา
เจ็บ (นันทวัน บุณยะประภัศร, 2542) นอกจากนี้ ในการแพทยอายุรเวทของอนิเดยี มีการใชรากพุด
ซอนเพื่อขับประจําเดือน เสริมสมรรถภาพทางเพศ บํารุงสมอง ตับ และมาม และชวยบรรเทาอาการ
กลามเนื้อออนแรง (van Beek et al., 1985)   จากการศึกษาโดยวิธ ี Hippocratic screening พบวา 
สารสกัดแอลกอฮอลจากสวนตางๆ ของพุด เชน ราก ลําตน ใบ และดอก มีฤทธิท์างเภสัชวทิยาหลาย
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อยาง เชนกดการทาํงานของระบบประสาทสวนกลาง, บรรเทาความเจ็บปวด (antinociceptive) และมี
ผลในการคลายกลามเนื้อ (Taesotikul et al., 1989) 

 

จากผลการวิจยัที่ผานมาพบวา สารสกัดหยาบจากพุดประกอบดวย alkaloids อยางต่ํา 44 
ชนิด (Rastogi, 1980; Sharma and Cordell, 1988; Van Der Heijden, 1989) และ non-alkaloid 
ไดแก triterpenoids (Rastogi, 1980; Sharma and Cordell, 1988; Van Der Heijden, 1989), 
steroids (Sharma and Cordell, 1988; Dagino, 1991), flavonoids (Henriques et al., 1996), 
phenyl propanoids (Henriques et al., 1996) และ phenolic acids (Henriques et al., 1996)  
นอกจากนีย้ังพบวา สารสกดัแอลกอฮอลจากรากพุด (0.1 mg/ml) มีฤทธิ์ตาน AChE ไดดี (มากกวา 
90%) ในหลอดทดลอง (Ingkaninan et al. 2003)  โดยพบวา สารตาน AChE ในรากพุดนั้น เปนสาร
กลุม bisindole alkaloids ไดแก 19, 20 dihydrotabernaemine และ 19, 20 dihydroervahanine A 
โดยสามารถยบัยั้งเอนไซม AChE ไดดีกวา galanthamine ซึ่งเปนสารตาน AChE ทีรู่จักกันดีถงึ 2 และ 
8 เทาตามลาํดับ (Ingkaninan et al. 2006) ซึง่เอ็นไซม AChE นีท้ําหนาที ่ hydrolyze โมเลกลุของ 
acethylcholine (ACh) ใหแตกออกเปน choline และ acetic acid ที ่cholinergic synapse ดังนัน้ ผล
การยับยัง้การทํางานของเอน็ไซม AChE จะสงผลให ACh ที่ถูกหลัง่ออกจากปลายประสาท 
cholinergic ออกฤทธิย์าวนานขึ้นที่บริเวณ synaptic cleft  การวิจัยยงัไดขยายผลไปถึงการยับยั้ง 
AChE ของสารสกัดจากรากพุดในสัตวทดลอง ซึ่งพบวาสารสกัดจากรากพุดสามารถยับยัง้การทํางาน
ของ AChE ในสมองของหน ูrat ไดดี (Chattipakorn et al., 2007)  

 
สวนผลการศึกษาดานพิษวทิยาของสารสกัดแอลกอฮอลจากรากพุดพบวา การใหสารสกัด

ปริมาณ 500 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของน้าํหนักตวัหน ู ทําใหมีผลตอการทํางานของระบบประสาท 
parasympathetic เชนทาํใหหลอดเลือดขยายตัว (vasodilation) และมีผลกดการหายใจแตเพียง
เล็กนอยในสัตวทดลอง (Taesotikul et al., 1989) นอกจากนี้ยังพบวาปริมาณของสารสกัดจากรากพุด
ที่ฉีดเขาทางชองทองและมีผลทําใหหนูเสียชีวิต (lethal dose) คือ 2000 มิลลิกรัมตอกิโลกรมัของ
น้ําหนกัตัวหน ู โดยทาํใหหนูตายไดภายในเวลา 8 – 25 นาทหีลงัฉีดสาร ซึง่อาการที่เกิดขึ้นไดแก 
กลามเนื้อลายเปนอัมพาต การหายใจผิดปกติ ตัวเขียว (cyanosis) ขาดออกซิเจน (asphyxia) มีอาการ
ส่ัน (tremor) ชัก (clonic convulsion)  โคมา และตายในที่สุด (Taesotikul et al., 1989) 

 
จากการศึกษาถึงผลของการไดรับสารสกัดรากพุดตอระบบไหลเวียนโลหิตในหน ู rat พบวา

คา systolic and diastolic blood pressure และ mean arterial blood pressure มีคาลดลง ในหนทูี่
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ไดรับสารสกัดทางหลอดเลือดดําเปนปริมาณ 5, 10, 20 และ 25 mg/kg body weight โดยคาที่ลดลง
แปรผันตรงกับปริมาณสารทีไ่ดรับ นอกจากนี้ยงัพบวาหนูที่ไดรับสารสกัดในปริมาณสูง (20 และ 25 
mg/kg BW) ทาํใหอัตราการเตนของหัวใจลดลง ซึง่คาดวาผลที่เกิดขึ้นนาจะเกิดจากการกระตุนผาน
ทาง muscarinic cholinergic receptors มากกวาเกดิจากการกระตุนการสรางหรือหลั่ง nitric oxide 
(Yoysungnoen et al., In press)  นอกจากนี้ยงัมีการศึกษาถึงผลของสารสกัดรากพุดตอกลามเนื้อ
ลายในกบ พบวา สารสกัดรากพุดสามารถเพิ่มความสามารถในการหดตัวของกลามเนื้อลาย โดยการ
กดการทาํงานของ acetylcholinesterase (AChE) ที่ neuromuscular junction (Khongsombat et 
al., unpublished data) 

 
โรคอัลไซเมอร (Alzheimer's Disease) เปนโรคความเสื่อมทางระบบประสาทที่พบมากใน

กลุมประชากรผูสูงอาย ุ การตรวจชิ้นเนื้อของสมองในผูปวยอัลไซเมอรหลังเสียชีวิต มักพบการสะสม
ของ senile plagues และ neurofibrillary tangles ในปริมาณที่มากกวาผูสูงอายุที่ไมเปนโรคอัลไซ
เมอร และการตายของเซลลประสาทโดยเฉพาะในสมองสวน cerebral cortex และ hippocampus 
(West et al., 1994; Gomerz-Isala et al., 1996) neurofibrillary tangles ทีพ่บมาจากความผิดปกติ
ในกระบวนการ phosphorylation ของ tau protein ในเซลลประสาท สวนการเกิด senile plagues มัก
เกิดการรวมกลุมกันของ Aβ peptide และเชื่อวาเกี่ยวของกับการเกดิ neurodegeneration และโรคอัล
ไซเมอร (Selkoe, 1994; Yan et al., 2004) และจากการศึกษาในกลุมผูปวยโรคอัลไซเมอรและ
สัตวทดลองทีถู่กชักนําใหสูญเสียความจาํดวย amyloid β-peptide จะมกีารสะสมของ Aβ protein ที่
เปนสาเหตทุําใหมีการตายของเซลลและมคีวามสัมพันธกับการสูญเสยีหนาที่และการทําลายของเซลล
ประสาท cholinergic และการลดของ  acetylcholine ในสมองเปนสัดสวนโดยตรงกับระดับความ
รุนแรงของความเสื่อมในสมอง  ตลอดจนการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิประสาทวิทยาในผูปวยอัลไซเมอร 
(Atack et al., 1983; Perry, 1986) ความรูนี้ไดกอใหเกิดแนวทางการรักษาในแงประคับประคอง 
(Palliative therapy) โดยพยายามเสริมการทาํงานดาน cholinergic ในหลายๆ รูปแบบ กลยุทธที่
ประสบความสําเร็จมากที่สุดก็คือ การใชสารยับยัง้เอนไซม acetylcholinesterase (AChE) (Enz et al, 
1993; Growdon, 1992) 

 
นอกจากการรักษาผูปวยอัลไซเมอรดวยสารที่มีฤทธิย์ับยั้ง AChE แลว จากการศกึษาทาง

ระบาดวิทยาพบวา การใชฮอรโมนเอสโตรเจนสามารถปองกนัหรือลดอัตราการเกิดโรคอัลไซเมอรใน
ผูหญิงได (Henderson et al., 1994; Yaffe et al., 1998; Morinaga et al., 2007)  แตการไดรับ
ฮอรโมนเอสโตรเจนชนิดเดยีวเปนระยะเวลานาน จะมคีวามเสีย่งตออวัยวะในระบบสืบพันธุ ทําใหเกิด
มะเร็งชนิดตางๆ ไดเพิ่มมากขึ้น เชนมะเรง็เตานม (Colditz et al., 1995; Weiss et al., 2002) มะเร็งรัง
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ไข (Riman et al., 2002) หรือมะเร็งเยื่อบุโพรงมดลูก (Ziel, 1982; Horn et al., 2005) ดังนัน้การนาํ
สมุนไพรมาใชอาจเปนทางเลือกหนึ่งนอกเหนือจากการใชฮอรโมน ในการปองกนัอาการอัลไซเมอร 

 

จะเหน็ไดวา จากการศึกษาที่ผานมา เปนการศึกษาฤทธิ์ของสารสกดัรากพุดในการยับยั้ง
การทาํงานของ AChE ซึ่งมีผลตอระบบประสาทและระบบกลามเนือ้ แตเนื่องจากสารสกัดรากพุดที่
นํามาใชในการทดลองนี้เปนสารสกัดหยาบ ซึ่งอาจจะมฤีทธิ์ดานอืน่ๆ อีก ที่ยงัไมเคยมกีารศึกษา เชน
ฤทธิ์ตอระบบสืบพันธุ จงึเปนทีน่าสนใจที่ผูวิจยัจะทําการศึกษาถึงผลของสารสกัดรากพุดตอระบบลืบ
พันธุ เพื่อเปนขอมูลพื้นฐานในการนําสมนุไพรชนิดนี้ไปใชประโยชนในทางการแพทยตอไป 
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7. วัตถุประสงค 

7.1 เพื่อศึกษาผลของสารสกดัหยาบจากรากพุดซอนตออวัยวะในระบบสืบพันธุของหนูเพศ
เมีย 

7.2 เพื่อศึกษาผลของสารสกดัหยาบจากรากพุดซอนตออวัยวะในระบบสืบพันธุและเซลล
สืบพันธุของหนูเพศผู 

7.3 เพื่อศึกษาผลของสารสกดัหยาบจากรากพุดซอนตอการเปลี่ยนแปลงระดับฮอรโมนที่
เกี่ยวของกับระบบสืบพนัธุในหนูทัง้สองเพศ 

 
8. วิธีทดลอง 

8.1 Animals 
หน ู ICR mice เพศผูและเพศเมีย อายุ 4 สัปดาห จากสํานกัสัตวทดลองแหงชาต ิศาลายา 

มหาวิทยาลยัมหิดล จะถูกนาํมาเลี้ยงภายในหองเลีย้งสัตวทดลอง คณะวทิยาศาสตรการแพทย 
มหาวิทยาลยันเรศวร ที่ควบคุมแสง light-dark cycle เทากับ 12:12 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 25±1 °C เปน
เวลา 2 สัปดาหกอนเริ่มทาํการทดลอง โดยหนูทกุตัวจะไดรับอาหารเม็ดและน้ําอยางบริบูรณตลอดการ
ทดลอง โดยระเบียบวิธีการวิจัยในโครงการวิจยันี้ไดผานการพิจารณาและรับรองจากคณะกรรมการ
จรรยาบรรณการใชสัตว มหาวทิยาลยันเรศวร 

 
8.2 Preparation of Tabernaemontana divaricata extract (TDE) 
นํารากพุดซอนมาหัน่เปนชิน้เล็กๆ และอบแหงที่อุณหภูมิ 55 °C  นํามาบด และสกัดโดย

การหมกัสมนุไพรแหงดวย 95% ethanol จากนัน้ระเหยใหแหงภายใตความดันต่ํา และเก็บไวที่
อุณหภูมิ 4 °C จนกระทั่งนาํมาใช  โดยสารสกัดหยาบ (crude extract) จากรากพดุซอนทีน่ํามาใชใน
การทดลองนี้ไดมาจากหองปฏิบัติการของ รศ.ดร.กรกนก อิงคนินนัท คณะเภสัชศาสตร มหาวทิยาลัย
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นเรศวร สารสกัดแอลกอฮอลจากรากพุดซอนถูกนํามาละลายใน propylene glycol ในปริมาณตางๆ 
กัน เพื่อนําไปปอนใหสัตวทดลองทางปาก  โดยตลอดการทดลองใชสารสกัดที่เตรียมในคราวเดียวกัน 

 
8.3 Experimental design 
หนู ICR mice เพศผู ถกูแบงออกโดยการสุมเปน 4 กลุม กลุมละ 10 ตัว โดยกลุมที่ 1 ซึ่ง

เปนกลุมควบคุม (control) ไดรับ propylene glycol (PG) ในปริมาตรเทากับปริมาตรของสารสกัดที่
ปอน (0.15-0.2 ml ตอวัน) สวนกลุมที่ 2-4 ไดรับสารสกัดรากพุดซอนที่ละลายใน PG โดยการปอนทาง
ปาก ในขนาด 125, 250 และ 500 มิลลิกรัมตอกิโลกรมัตอวัน โดยจะใชตัวยอเปน TDE-0, TDE-125, 
TDE-250 และ TDE-500 ตามลําดับ  ทําการชั่งน้ําหนักหนทูุกสัปดาห เมื่อใหสารเปนระยะเวลา 4 
สัปดาหแลว หนกูลุมละ 5 ตัว ถูกนํามาศกึษา โดยทาํใหสลบดวยการฉีด pentobarbital (80 mg/kg) 
เขาทางชองทอง หลังจากหนูสลบแลว ทาํการเกบ็เลือดจากหัวใจเพื่อนาํไปตรวจวัดระดับฮอรโมน 
testosterone จากนั้นทาํการชําแหละอวยัวะในระบบสบืพันธุ ไดแก testes, epididymides และ 
seminal vesicle ออกมาชั่งน้ําหนกัและนําไปแชในน้ํายาตรึงสภาพเพื่อนําไปศึกษาลักษณะทางจุล
กายวิภาค และตัดสวนของ cauda epididymis ขางหนึ่งออกมาเพื่อนาํไปตรวจนับปริมาณอสจุิและ
เปอรเซ็นตการเคลื่อนไหวของตัวอสุจิโดยวธิีดังกลาวขางลาง  สําหรบัหนทูี่เหลือใหปอนสารสกดัตอไป
อีก 4 สัปดาห รวมเปนระยะเวลาที่ไดรับสารสกัดทั้งหมด 8 สัปดาห จากนัน้นาํมาศกึษาเชนเดียวกบัหนู
ที่ไดรับสารสกัดเปนเวลา 4 สัปดาห  

 

สําหรับหนูเพศเมียทกุตัว กอนการทดลองตองถูกนาํมาตรวจสอบ estrous cycle โดยวิธี 
vaginal smear โดยหนทูีน่าํมาใชในการทดลองตองมีรอบระยะ estrous cycle ที่ปกติ คือประมาณ 4-
5 วัน อยางนอย 3 cycles แบงหนูออกโดยการสุมเปน 4 กลุม กลุมละ 10 ตัวเชนเดียวกับหนูเพศผู 
กลุมที่ 1 ซึ่งเปนกลุมควบคุม (control) ไดรับ propylene glycol (PG) ในปรมิาตรเทากับปริมาตรของ
สารสกัดที่ปอน (0.15-0.2 ml ตอวัน) สวนกลุมที ่ 2-4 ไดรับสารสกัดรากพุดซอนทีล่ะลายใน PG โดย
การปอนทางปาก ในขนาด 125, 250 และ 500 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวัน โดยจะใชตัวยอเปน TDE-0, 
TDE-125, TDE-250 และ TDE-500 ตามลําดับ ตรวจสอบระยะ estrous cycle ในหนทูุกตวั โดยการ
ทํา vaginal smear ทุกวัน ตลอดชวงการทดลอง ทําการชั่งน้ําหนักหนทูุกสัปดาห เมื่อใหสารเปน
ระยะเวลา 4 สัปดาหหรือประมาณ 7 cycles  ทาํการเก็บเลือดจากหวัใจหนูกลุมละ 5 ตัว เพื่อนําไป
ตรวจวัดระดับฮอรโมน estrogen และ progesterone สําหรับหนทูี่เหลือทาํการปอนสารสกัดตอไปอีก 
4 สัปดาห รวมเปนระยะเวลาที่ไดรับสารสกัดทั้งหมด 8 สัปดาห หรือประมาณ 14 cycles  เมือ่ส้ินสุด
การทดลอง ทาํการสลบหนดูวยการฉีด pentobarbital (80 mg/kg) เขาทางชองทอง และเก็บเลือดจาก
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หัวใจ จากนัน้ทําการชําแหละอวัยวะในระบบสืบพันธุ ไดแก uterus, ovary, oviduct, vagina, และ 
breast tissue ออกมานาํไปแชในน้ํายาตรึงสภาพ เพือ่นําไปศึกษาลักษณะทางจลุกายวิภาค โดยทํา
การชั่งน้ําหนักของ uterus และ ovary กอนนาํไปแชในน้าํยาตรึงสภาพ  

 
8.4 Vaginal smear checks 

การตรวจเช็คระยะ estrous cycle ทาํในชวงเวลาประมาณ 8.00-10.00 น. ทุกวัน โดยใช
เทคนิค pipette smear โดยนํา pipette แกวขนาดเล็ก ดูด normal saline ปริมาณเล็กนอย แลวสอด
เขาไปใน vagina ของหน ู และคอยๆ  flush saline เขาไปและดูดกลับประมาณ 1-2 คร้ัง จากนัน้นาํ 
cell suspension ที่ไดไปหยดลงบนสไลดแกวและปดดวย cover slip นํามาศึกษาใตกลองจุลทรรศน 
โดยจําแนกเซลลออกเปน 3 ชนิดคือ leukocyte, nucleated cell และ cornified cell จากนั้นทาํการ
จําแนกระยะ estrous cycle โดยดูจากชนิดของเซลลทีพ่บ โดยแบงออกเปนระยะ proestrus, estrus, 
metestrus และ diestrus 

 
8.5 Sperm analysis 
หลังสิน้สุดการทดลองในหนเูพศผู ทําการตัด epididymis สวนปลาย (caudal 

epididymis) ของหนูแตละตัวออกมาวางใน phosphate buffer saline (PBS) ปริมาณ 1 ml  และหัน่ 
epididymis ออกเปนชิน้เลก็ๆ ต้ังทิ้งไวทีอุ่ณหภูมิ 37 °C ประมาณ 10 – 15 นาที จากนัน้ทาํการนับ
จํานวน sperm เปรียบเทียบในแตละกลุม โดยใช Makler counting chamber  โดยทาํการนับทั้งหมด 
3 คร้ัง และนาํมาหาคาเฉลีย่  สวนเปอรเซ็นตการเคลื่อนไหว (% motility) ของตัวอสุจิ  ทําโดยนับ
จํานวนอสุจทิี่เคลื่อนไหวตอจํานวนตวัอสจุิทั้งหมด และคํานวณออกมาเปนเปอรเซ็นต โดยใชสูตรดังนี ้

  จํานวนตัวอสุจิที่เคลื่อนไหว X 100% 

 จํานวนตวัอสจุิทั้งหมดที่เคลื่อนไหวและไมเคลื่อนไหว 

 
8.6 Hormonal analysis 
การตรวจระดบัฮอรโมนในเลือด ทําโดยเก็บเลือดจากหวัใจ (cardiac puncture) โดยใช

หน ู 5 ตัวตอกลุมทดลองแตละกลุมและในแตละระยะเวลา โดยทําการตรวจวัดที่ระยะเวลาตางๆ กนั 
คือ 0, 4, และ 8 สัปดาห ในหนูเพศผู สวนในหนูเพศเมยี ทาํการตรวจวัดระดับฮอรโมนจากหนทูีอ่ยูใน
ระยะเดียวกัน คือระยะ proestrus และตรวจวัดที่ cycle ที่ 0, 7 และ 14   
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ภายหลงัจากเก็บเลือดจากหวัใจแลว นําเลอืดไปปนเหวีย่งที่ความเรว็ 3,000 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที เพื่อแยกเม็ดเลือดแดงและ serum ออกจากกัน และเก็บ serum ไวที่
อุณหภูมิ -20°C จนกวาจะนําไปวัดระดับฮอรโมน โดยจะทาํการตรวจวัดระดับของ estradiol และ  
progesterone ในหนูเพศเมีย และระดับของ testosterone ในหนูเพศผู โดยใชวิธ ี
electrochemiluminescence immunoassay (ECLIA)  ดวยเครื่อง Elecsys 2010 automated 
analyzer (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) ที่คณะแพทยศาสตร 
มหาวิทยาลยัเชียงใหม 

 
8.7 Histological examination 
หลังจากที่ตรึงสภาพชิ้นเนื้อในอวัยวะสืบพันธุดังกลาวขางตนแลวในน้ํายาตรึงสภาพชิ้นเนื้อ 

(10% neutral buffer formalin) เปนเวลาอยางนอย 24 ชั่วโมง จากนั้นจึงนําชิ้นเนื้อมาผานการกําจัด
น้ําออก (dehydration) ใน ethanol ที่มีความเขมขนเพิ่มข้ึนตามลําดับ และนําไปแชใน xylene ซึ่งทํา
หนาที่เปน clearing reagent จากนั้นจึงนําชิ้นเนื้อไปฝงใน paraffin block   นําชิ้นเนื้อมาตัดที่ความ
หนาประมาณ 5 ไมโครเมตร และยอมดวย hematoxylin และ eosin จากนั้นนํามาศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงทางโครงสรางของเซลลและเนื้อเยื่อภายใตกลองจุลทรรศนและถายภาพโดยใชกลอง
ถายรูป Nikon digital camera DXM 1200 C ที่ติดอยูกับกลองจุลทรรศน Nikon microscope 
ECLIPSE 80i 

 
8.8 Statistical analysis 
ผลการทดลองที่ไดทั้งหมดแสดงเปนคา mean ± SEM  การวิเคราะหขอมูลทางสถิติทํา

โดยใชโปรแกรม SPSS version 11.5  การเปรียบเทยีบความแตกตางของคา mean ระหวางกลุม 
control กับกลุม treatment ในแตละชวงของการทดลอง ใช one-way analyses of variance 
(ANOVA) โดยใช post-hoc test แบบ Dunnett test. การเปรียบเทยีบความแตกตางของขอมูลในหนู
แตละกลุมระหวางระยะเวลา 4 และ 8 สัปดาหของการทดลอง ทําโดยใช paired-sample t test โดยตั้ง
คานัยสาํคัญที ่p < 0.05 
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9. ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
9.1 ผลของการไดรับสารสกัดหยาบจากรากพุดซอนในหนูเพศผู 

 1) Body and organ weights 
  น้ําหนักตัวของหนูที่ไดรับสารสกัดรากพุดซอนทุกขนาด ไมมีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุมควบคุมในแตละสัปดาหตลอดชวงการทดลอง ดังแสดงใน Fig. 1   
 

 
Fig. 1 Body weights of male mice treated with Tabernaemontana divaricata extract at 0, 
125, 250 and 500 mg/ kg BW/ day (TDE-0, TDE-125, TDE-250 and TDE-500, respectively). 
The data are expressed as the mean ± SEM. 
 

แตเมื่อเปรียบเทียบดูน้ําหนักตัวที่เพิ่มข้ึน (body weight gain)  พบวาน้ําหนักตัวของ
หนูทั้ง 4 กลุมกอนเริ่มทดลองมีคาเทากับ  34.58 ± 0.71, 34.91 ± 1.04, 34.95 ± 0.68 และ 34.34 
± 0.32 กรัม ซึ่งไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  แตเมื่อส้ินสุดการทดลอง  (8 สัปดาห) 
หนูมีน้ําหนักตัวเทากับ 39.54 ± 1.02, 39.26 ± 0.84, 40.69 ± 1.11 และ 41.74 ± 1.20 กรัมในกลุม
ที่ไดรับสารสกัดปริมาณ 0, 125, 250 และ 500 มก./กก.น้ําหนักตัว/วัน ตามลําดับ  จะเห็นไดวาน้ําหนัก
ตัวที่เพิ่มข้ึนภายหลังสิ้นสุดการทดลองในหนูกลุมที่ไดรับสารสกัดขนาด 500 มก./กก.น้ําหนักตัว/วัน มี
คามากกวาหนูกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) ดังแสดงใน Table 1   
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Table 1  Effect of the 0, 125, 250 and 500 mg/kg Tabernaemontana divaricata extract (TDE-
0, TDE-125, TDE-250 and TDE-500, respectively) on body weight gain after 8 week of 
treatment 
 

 
 Each value is expressed as the mean ± SEM 
 * p < 0.05 as compared with TDE-0 
 
  ผลของสารสกัดรากพุดซอนตอน้ําหนักของอวัยวะสืบพันธุเพศชาย ดังแสดงใน Table 
2  พบวาน้ําหนักของ testes เมื่อคิดเปนอัตราสวนตอน้ําหนักตัวหนู มีคาลดลงเล็กนอยในกลุมที่ไดสาร
สกัดเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม แตอยางไรก็ตามพบวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
ระหวางกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับสารสกัดทุกขนาด ในทั้ง 2 ระยะของการทดลอง และไมพบความ
แตกตางเมื่อเปรียบเทียบระหวาง 2 ชวงระยะเวลาที่ทดลอง ในขณะที่น้ําหนักของ epididymides มีคา
ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม ในหนูที่ไดรับสารสกดัขนาด 125  
มก./กก.น้ําหนักตัว/วัน เปนเวลา 4 สัปดาห และในหนูที่ไดรับสารสกัดขนาด 250 (p < 0.05) และ 500 
(p < 0.01) มก./กก.น้ําหนักตัว/วัน เปนระยะเวลา 8 สัปดาห นอกจากนี้ยังพบวาหนูที่ไดรับสารสกัด
ขนาด 250 และ 500 มก./กก.น้ําหนักตัว/วัน เปนเวลา 8 สัปดาห มีน้ําหนัก epididymides ลดลงอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับหนูที่ไดรับสารเปนเวลา 4 สัปดาห สําหรับน้ําหนักของ seminal 
vesicle  พบวามีคาเพิ่มข้ึนเล็กนอยแตไมมีนัยสําคัญทางสถิติในกลุมที่ไดสารสกัดทุกขนาดเมื่อเทียบ
กับกลุมควบคุม ในทั้ง  2 ระยะของการทดลอง แตเมื่อเปรียบเทียบระหวาง 2 ชวงระยะเวลาที่ทดลอง 
พบวาหนูกลุมที่ไดรับสารสกัดขนาด 125 และ 500 มก./กก.น้ําหนักตัว/วัน เปนเวลา 8 สัปดาห มี
น้ําหนักของ seminal vesicle เพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับหนูที่ไดรับสารเปนเวลา 4 
สัปดาห 
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Table 2  Relative organ weights (organ weight/body weight) of male mice treated with 0, 125, 250 or 500 mg/kg BW/day of 
Tabernaemontana divaricata extract (TDE-0, TDE-125, TDE-250 and TDE-500, respectively) at 4 and 8 week of treatment 
 
 Testes weight (mg/g) Epididymides weight (mg/g) Seminal vesicle weight (mg/g) 
Group At 4 wk  

of treatment 
At 8 wk 

of treatment 
At 4 wk 

of treatment 
At 8 wk 

of treatment 
At 4 wk 

of treatment 
At 8 wk 

of treatment 
 
TDE-0 

 
8.264 ± 0.189  

 
7.735 ± 0.490 

 
1.614 ± 0.111 

 
1.485 ± 0.076 

 
7.350 ± 0.746 

 
9.357 ± 0.349 

TDE-125 7.191 ± 0.364 7.026 ± 0.541   1.324 ± 0.071* 1.290 ± 0.053 7.553 ± 0.387   9.986 ± 0.552# 
TDE-250 7.983 ± 0.428 6.468 ± 0.653 1.361 ± 0.029    1.218 ± 0.055*# 7.617 ± 0.853     10.944 ± 0.705 
TDE-500 7.853 ± 0.435 6.428 ± 0.673 1.405 ± 0.035     1.173 ± 0.048**# 8.111 ± 0.556   9.927 ± 0.436# 
 
Each value is expressed as the mean ± SEM of 5 animals 
* p < 0.05, ** p < 0.01 as compared with TDE-0 
# p < 0.05  as compared with 4 week treatment 
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  2) Histology of testis, epididymis, and seminal vesicle 
  ลักษณะทางจลุกายวิภาคของ testis ในหนูทกุกลุมแสดงลักษณะทางโครงสรางที่
ปกติ (Fig. 2) คือประกอบไปดวย seminiferous tubule ที่ถูกตัดตามขวางจํานวนมาก ภายในแตละ 
seminiferous tubule พบเซลลสืบพนัธุในหลายๆ ระยะ ไดแก spermatogonia, spermatocyte, 
spermatid  และ spermatozoa นอกจากนี้ยงัพบ Sertoli cell แทรกอยูระหวางเซลลสืบพันธุ และพบ
กลุมของ Leydig cell ในเนื้อเยื่อระหวาง seminiferous tubule   และไมพบความแตกตางกนัของ
ลักษณะทางโครงสรางในหนูแตละกลุม  
   

ลักษณะทางจลุกายวิภาคของ epididymis ในหนูกลุมควบคุม (TDE-0) แสดง
ลักษณะทางโครงสรางทีป่กต ิ คือเปนทอถูกตัดตามขวางจํานวนมาก ภายในทอบุดวย 
pseudostratified columnar epithelium ที่มี stereocilia ยื่นเขาไปใน lumen  ภายใน lumen ของทอ
เต็มไปดวยกลุมของ sperm จํานวนมาก โดย sperm มีความหนาแนนเพิ่มมากขึน้ในระยะ 8 สัปดาห 
เมื่อเทียบกับระยะ 4 สัปดาห  (Fig. 3a และ 3A)  สวนลักษณะของ epididymis ในหนูกลุมทดลองทุก
กลุมในชวงระยะ 4 สัปดาห ไมพบการเปลี่ยนแปลงใดๆ ยกเวนความหนาแนนของ sperm ใน lumen  
พบวาหนูกลุมที่ไดรับสารสกัดขนาด 250 มก./กก.น้ําหนักตัว/วนั มีความหนาแนนของ sperm มาก
ที่สุด (Fig. 3c)  สําหรับชวงระยะเวลา 8 สัปดาห ไมพบความแตกตางทางโครงสรางระหวางกลุม
ควบคุมและกลุมทดลอง (Fig. 3 A-D) 
 
  สําหรับ seminal vesicle ในหนูทกุกลุมแสดงลักษณะทางโครงสรางที่ปกติเชนกนั 
(Fig. 4) คือมลัีกษณะเปน mucosal fold ยื่นเขาไปใน lumen บุดวย simple columnar epithelium 
ภายใน lumen เต็มไปดวย secretion ติดสี eosinophilic เขม 
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Fig. 2  Histological comparison of testis at the 4 week (a-d) and 8 week (A-D) of treatment 
period of mice treated with Tabernaemontana divaricata extract at 0, 125, 250 and 500 mg/ kg 
BW/ day (TDE-0, TDE-125, TDE-250 and TDE-500, respectively). Scale bars = 50 µm. 
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Fig. 3  Histological comparison of epididymis at the 4 week (a-d) and 8 week (A-D) of treatment 
period of mice treated with Tabernaemontana divaricata extract at 0, 125, 250 and 500 mg/ kg 
BW/ day (TDE-0, TDE-125, TDE-250 and TDE-500, respectively). Scale bars = 50 µm. 
 



 

 

 

26

 
 
Fig. 4  Histological comparison of seminal vesicle at the 4 week (a-d) and 8 week (A-D) of 
treatment period of mice treated with Tabernaemontana divaricata extract at 0, 125, 250 and 
500 mg/ kg BW/ day (TDE-0, TDE-125, TDE-250 and TDE-500, respectively).  
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  3) Serum testosterone levels 
  ระดับฮอรโมน testosterone ใน serum ของหนูทกุกลุมที่ไดรับสารสกัดไมแตกตางกนั
อยางมีนยัสําคัญทางสถิติกบักลุมควบคุมตลอดชวงการทดลอง ดังแสดงใน Table 3 
 
Table 3  Serum testosterone levels in male mice treated with 0, 125, 250 or 500 mg/kg 
BW/day of Tabernaemontana divaricata extract (TDE-0, TDE-125, TDE-250 and TDE-500, 
respectively) at 4 and 8 week of treatment 
 

 Testosterone levels (ng/ml) 
At 0 week (basal levels) 1.44 ± 0.86 
At 4 week of treatment  
    TDE-0 0.73 ± 0.19 
    TDE-125 1.75 ± 0.81 
    TDE-250 1.06 ± 0.34 
    TDE-500 2.85 ± 1.23 
At 8 week of treatment  
    TDE-0 0.46 ± 0.22 
    TDE-125 22.29 ± 13.15 
    TDE-250 1.63 ± 1.36 
    TDE-500 4.59 ± 1.48 

           Each value is expressed as the mean ± SEM of five animals 
 
  จากผลการทดลองนี้แสดงวาสารสกัดรากพดุซอนไมมีผล androgenic effect  และ 
anti-androgenic effect เนือ่งจากไมพบการเปลี่ยนแปลงของระดับฮอรโมน testosterone รวมทัง้ไม
พบการเปลีย่นแปลงของน้ําหนกั testis  
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  4) Sperm concentration and motility 
  เมื่อส้ินสุดระยะ 4 สัปดาหของการทดลอง พบวาหนูกลุมที่ไดรับสารสกัดขนาด 125 
และ 250 มก./กก.น้าํหนักตัว/วนั มีความเขมขนของตวัอสุจิเพิม่ข้ึนอยางมีนยัสําคญัทางสถิติ (p < 
0.05 และ p < 0.01 ตามลําดับ) เมื่อเทยีบกับกลุมควบคุม (Fig. 5)  โดยความเขมขนของตัวอสุจิใน
กลุมควบคุมเทากบั 26.72 ± 6.91 ลานตัวตอมิลลิลิตร  ในขณะทีห่นูกลุมที่ไดรับสารสกัดขนาด 125 
และ 250 มก./กก.น้าํหนักตวั/วนั มีความเขมขนของตัวอสุจิเทากับ 48.34 ± 2.88 และ 59.38 ± 5.17 
ลานตัวตอมิลลิลิตร ตามลาํดับ แตเมื่อใหสารสกัดขนาด 500 มก./กก.น้ําหนกัตวั/วนั พบวาความ
เขมขนของตัวอสุจิกลับลดลง (40.14 ± 8.65 ลานตวัตอมิลลิลิตร) และไมมีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทยีบกับกลุมควบคมุ   

เมื่อส้ินสุดระยะ 8 สัปดาหของการทดลอง พบวาความเขมขนของตัวอสุจิในกลุม
ควบคุมมีคาเพิ่มข้ึนอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเทยีบกับระยะ 4 สัปดาห และในกลุมที่
ไดรับสารสกัด พบวาความเขมขนของตัวอสุจิมีแนวโนมลดลงตามปริมาณสารที่เพิม่ข้ึน แตอยางไรก็
ตามพบวาไมมีความแตกตางอยางมีนยัสาํคัญกับกลุมควบคุม 
  การเพิม่ข้ึนของความเขมขนของตัวอสุจิในหนกูลุมที่ไดรับสารสกัดขนาด 125 และ 
250 มก./กก.น้ําหนกัตัว/วนั เปนเวลา 4 สัปดาหนี้ ไมนาเกิดจากผลของ androgenic activity ในสาร
สกัดเพราะไมพบการเปลีย่นแปลงของระดับฮอรโมน testosterone แตนาจะเกดิจากผลเฉพาะที่ของ 
anti-oxidative activity ของสาร alkaloid ที่พบในสารสกัดหยาบรากพุดซอน โดยทําใหเกิดการเพิ่มข้ึน
ของระดับ glutathione หรือ superoxide dismutase เชนเดียวกับรายงานของ Gupta และคณะ 
(2004) 
  สวนการศึกษาผลของสารสกัดรากพุดซอนตอความสามารถในการเคลื่อนไหวของตัว
อสุจิพบวา เปอรเซ็นตการเคลื่อนไหวของตัวอสุจิในหนูกลุมควบคุมและกลุมทดลองที่ไดรับสารสกัดทุก
ขนาดไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ทั้งในชวงระยะเวลา 4 และ 8 สัปดาหของการ
ทดลอง (Fig. 5)  และพบวาเมื่อเปรียบเทียบเปอรเซ็นตการเคลื่อนไหวของอสุจิในระยะ 8 สัปดาหมีคา
ลดลงกวาในชวงระยะ 4 สัปดาหของการทดลองในหนูทุกกลุม โดยเฉพาะในกลุมที่ไดรับสารสกัดขนาด 
125 และ 250 มก./กก.น้ําหนักตัว/วัน มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวาง 2 ชวงเวลาที่
ทดลอง 
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Fig. 5   Sperm concentration and motility of male mice treated with Tabernaemontana 
divaricata extract at 0, 125, 250 and 500 mg/ kg BW/ day (TDE-0, TDE-125, TDE-250 and 
TDE-500, respectively) at 4 week (white column) and 8 week (black column) of treatment. 
The data are expressed as the mean ± SEM of five animals. * p < 0.05, ** p < 0.01 as 
compared with TDE-0, # p < 0.05, ## p < 0.01 as compared with 4 week treatment. 
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9.2 ผลของการไดรับสารสกัดหยาบจากรากพุดซอนในหนูเพศเมีย 
 1) Body weight 

  น้ําหนักตัวของหนูที่ไดรับสารสกัดรากพุดซอนทุกขนาด ไมมีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุมควบคุมในแตละสัปดาหตลอดชวงการทดลอง ดังแสดงใน Fig. 6   
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Fig. 6  Body weights of female mice treated with Tabernaemontana divaricata extract at 0, 
125, 250 and 500 mg/ kg BW/ day (TDE-0, TDE-125, TDE-250 and TDE-500, respectively). 
The data are expressed as the mean ± SEM. 
 

แตเมื่อเปรียบเทียบดูน้ําหนักตัวที่เพิ่มข้ึน (body weight gain)  พบวาน้ําหนักตัวของ
หนูทั้ง 4 กลุมกอนเริ่มทดลองมีคาเทากับ  30.73 ± 0.54, 28.06 ± 0.88, 29.42 ± 1.04 และ 29.82 
± 1.16 กรัม ซึ่งไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  แตเมื่อส้ินสุดการทดลอง  (8 สัปดาห) 
หนูมีน้ําหนักตัวเทากับ 29.86 ± 1.01, 29.54 ± 1.45, 32.04 ± 1.51 และ 32.31 ± 1.72 กรัมในกลุม
ที่ไดรับสารสกัดปริมาณ 0, 125, 250 และ 500 มก./กก.น้ําหนักตัว/วัน ตามลําดับ  จะเห็นไดวาน้ําหนัก
ตัวที่เพิ่มข้ึนภายหลังสิ้นสุดการทดลองในหนูกลุมที่ไดรับสารสกัดขนาด 250 และ 500 มก./กก.น้ําหนัก
ตัว/วัน มีคามากกวาหนูกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) ดังแสดงใน Table 4   
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Table 4  Effect of the 0, 125, 250 and 500 mg/kg Tabernaemontana divaricata extract (TDE-
0, TDE-125, TDE-250 and TDE-500, respectively) on body weight gain after treatment for 8 
week 
 

     Group         Body weight gain (g) 

TDE-0         -0.87 ± 0.69 

TDE-125          1.48 ±  0.75 

TDE-250           2.63 ± 0.70 * 

TDE-500           2.50 ± 0.83 * 

 Each value is expressed as the mean ± SEM 
 * p < 0.05 as compared with TDE-0 
 

 2) Relative weights of reproductive organs 
ผลของสารสกดัรากพุดซอนตอน้ําหนักของอวัยวะในระบบสืบพันธุเพศหญิง ไดแก 

มดลูก (uterus) และรังไข (ovary) เมื่อส้ินสุดการทดลอง พบวาน้ําหนกัของ uterus เมื่อคิดเปน
อัตราสวนตอน้ําหนกัตัวหน ู มีคาเพิ่มข้ึนในหนูกลุมที่ไดรับสารสกัดขนาด 125 และ 250 มก./กก. 
น้ําหนกัตัว/วนั เมื่อเทยีบกับกลุมควบคุม ในขณะทีห่นกูลุมที่ไดรับสารสกัดขนาด 500 มก./กก. น้าํหนกั
ตัว/วนั มีคาลดลงกวากลุมควบคุมเล็กนอย (Fig. 7) แตอยางไรก็ตามพบวาน้าํหนกัของ uterus ในหนูที่
ไดรับสารสกัดทุกขนาด ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม  

 
สวนน้ําหนกัของ ovary เมือ่คิดเปนอัตราสวนตอน้าํหนกัตัวหนู มีคาเพิ่มข้ึนเลก็นอย

ในหนูกลุมที่ไดรับสารสกัดขนาด 125 มก./กก. น้ําหนกัตัว/วนั เมื่อเทยีบกับกลุมควบคุม ในขณะที่หนู
กลุมที่ไดรับสารสกัดขนาด 250 และ 500 มก./กก. น้าํหนกัตัว/วัน มคีาลดลงกวากลุมควบคุมเลก็นอย 
(Fig. 8) แตอยางไรก็ตามพบวาน้ําหนักของ ovary ในหนทูี่ไดรับสารสกัดทุกขนาด ไมมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม  
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Fig. 7  Relative weights (organ weight/body weight) of uterus of female mice treated with 0, 
125, 250 or 500 mg/kg BW/day of Tabernaemontana divaricata extract (TDE-0, TDE-125, 
TDE-250 and TDE-500, respectively) after treatment for 8 week 
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Fig. 8  Relative weights (organ weight/body weight) of ovary of female mice treated with 0, 
125, 250 or 500 mg/kg BW/day of Tabernaemontana divaricata extract (TDE-0, TDE-125, 
TDE-250 and TDE-500, respectively) after treatment for 8 week 
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 3) Estrous cycles 
 หนูสวนใหญในทกุกลุมมีรอบระยะ estrous cycle ปกติตลอดชวงการทดลอง โดยมี

คาเฉลี่ยประมาณ 4 – 6 วัน  โดยแบงออกไดเปนระยะ proestrus, estrus, metestrus และ diestrus 
และไมพบความผิดปกติของเซลลชนิดตางๆ ใน vagina มีหนูสวนนอยที่มีรอบระยะ estrous cycle 
นานกวาปกต ิคือประมาณ 7 – 8 วนั แตมคีวามสม่าํเสมอของการเกิด cycle เปนปกติ  

 
  4) Histology of reproductive organs and breast tissue 
  ลักษณะทางจลุกายวิภาคของ ovary ในหนูทกุกลุม ไมพบความผิดปกติทางโครงสราง
(Fig. 9) โดยภายใน ovary ประกอบไปดวย ovarian follicles ในระยะตางๆ ไดแก primary, secondary 
และ Graafian follicles จํานวนมาก และไมพบความแตกตางระหวางหนูแตละกลุม 
 

ลักษณะทางจลุกายวิภาคของ uterus เมือ่ส้ินสุดการทดลองพบวา uterus ของหนทูุก
กลุมแสดงลักษณะทางโครงสรางที่ปกติ (รูปที่ 10) คือผนังของมดลูกประกอบดวยชั้น 3 ชั้นคือ 
endometrium, myometrium และ perimetrium โดยชั้น endometrium บุดวย simple columnar 
epithelium และพบ uterine gland จํานวนมาก ไมพบความแตกตางของจาํนวน uterine gland, 
ความหนาของ endometrium และ myometrium ในหนแูตละกลุม  

 
  ลักษณะทางจลุกายวิภาคของ vagina ในหนูทกุกลุม แสดงลักษณะของ epithelium 
ที่อยูในระยะ proestrus (รูปที่ 11) คือ เปนชั้น stratified squamous epithelium คอนขางบางและมี
การหลุดลอกของ nucleated cell เขามาใน lumen พบชั้นของ keratin เกิดขึ้นที่ surface epithelium   
 
  สําหรับอวยัวะอื่นๆ เชนทอนาํไข (oviduct) และเนื้อเยื่อเตานม (breast tissue) ก็ไม
พบความผิดปกติใดๆ ทางโครงสราง ทัง้ในระดับมหกายวิภาค (gross anatomy) และจุลกายวภิาค 
(microscopic anatomy) 
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Fig. 9  Histological comparison of ovary at the end of treatment period for mice treated with 
Tabernaemontana divaricata extract at 0 (A), 125 (B), 250 (C) and 500 (D) mg/ kg BW/ day. 
Scale bars = 200 µm. 
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Fig. 10  Histological comparison of uterus at the end of treatment period for mice treated 
with Tabernaemontana divaricata extract at 0 (A), 125 (B), 250 (C) and 500 (D) mg/ kg BW/ 
day. C = uterine cavity, E = endometrium, G = uterine gland, and M = myometrium. Scale 
bars = 200 µm. 
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Fig. 11  Histological comparison of vagina at the end of treatment period for mice treated 
with Tabernaemontana divaricata extract at 0 (A), 125 (B), 250 (C) and 500 (D) mg/ kg BW/ 
day. 
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5) Levels of serum estradiol and progesterone 
  ระดับฮอรโมน estradiol ใน serum ของหนูที่ไดรับสารสกัดทุกขนาดไมมีความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญกับกลุมควบคุมตลอดชวงการทดลอง คือตรวจวัดที่ cycle ที่ 7 และ 14 แต
เมื่อเปรียบเทียบระดับ serum estradiol ของหนูทุกกลุมที่ระยะ cycle ที่ 7 และ 14  กับ cycle 0 หรือ
กอนเริ่มการทดลอง (basal level) พบวาหนูในกลุมควบคุมมีระดับ serum estradial ที่ cycle ที่ 14 มี
คาลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ในขณะที่หนูกลุมที่ไดรับสารสกัดทุกขนาด ไมพบความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติทั้งในระยะ cycle ที่ 7 และ 14 (รูปที่ 12)  

  สวนระดับฮอรโมน progesterone ใน serum ของหนูทุกกลุมที่ไดรับสารสกัดไมมี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมตลอดชวงการทดลอง (รูปที่ 
13) 

 

 
Fig. 12  Serum estradiol levels in female mice treated with 0, 125, 250 or 500 mg/kg BW/day 
of Tabernaemontana divaricata extract (TDE-0, TDE-125, TDE-250 and TDE-500, 
respectively). The blood samples were collected on the proestrous phase of 0, 7, and 14 
cycles. *p<0.05 as compared with the basal level at 0 cycle. The data are expressed as the 
mean ± SEM of 5 animals.  
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Fig. 13  Serum progesterone levels in female mice treated with 0, 125, 250 or 500 mg/kg 
BW/day of Tabernaemontana divaricata extract (TDE-0, TDE-125, TDE-250 and TDE-500, 
respectively). The blood samples were collected on the proestrous phase of 0, 7, and 14 
cycles. The data are expressed as the mean ± SEM of 5 animals. 
 
10. สรุปผลการทดลอง 
  จากผลการทดลองที่ไดสามารถสรุปไดวาการไดรับสารสกัดรากพุดซอนทางการกินใน
ปริมาณ 125, 250 และ 500 มก./กก.น้ําหนักตัว/วัน เปนเวลาตอเนื่องกันนาน 8 สัปดาห ไมมี
ผลขางเคียงตออวัยวะในระบบสืบพันธุทั้งในหนูเพศผูและเพศเมีย รวมทั้งไมมีผลตอระดับฮอรโมนเพศ
ในหนูทั้งสองเพศ ดังนั้นการนําสารสกัดหยาบจากรากพุดไปใชบริโภคเพื่อปองกันหรือรักษาโรคตางๆ 
เชนอัลไซเมอร ไมกอใหเกิดผลเสียตอระบบสืบพันธุ นอกจากนี้ยังอาจมีผลในการเพิ่มความเขมขนของ
ตัวอสุจิเมื่อใชในปริมาณต่ําเชน 125 หรือ 250 มก./กก.น้ําหนักตัว/วัน เปนระยะเวลา 4 สัปดาห 
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