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บทคัดย่อ 

 
 ไมเกรน (Migraine) เป็นโรคปวดศีรษะชนิดหน่ึงที่เกิดจากความผิดปกติของระบบประสาท
ที่หลอดเลือดแดงบริเวณศีรษะโดยมีกลุ่มเซลล์ประสาทจ้าเพาะเจาะจงเรียกว่า Trigeminal nucleus ซึ่ง
เป็นศนูย์กลางของการปวดไมเกรนจะปล่อยสารกลุ่ม Neuropeptide ได้แก่ Serotonin มีผลท้าให้หลอด
เลือดขยายตัวและอักเสบจึงท้าให้เกิดอาการปวดไมเกรน ดังนั นการศึกษาครั งนี จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อ
ศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของน ้ามันและสารสกัดจากดอกกานพลูในการบรรเทาอาการปวดและอาการ
ข้างเคียงที่เกิดจากไมเกรนได้แก่ การผ่อนคลาย นอนหลับ ต้านการอักเสบ รวมถึงศึกษาระดับของสาร
สื่อประสาท Serotonin ในเซรั่มและสมองของสัตว์ทดลอง  
 ในการศึกษาครั งนี ท้าการกลั่นน ้ามันกานพลูจากดอกกานพลูแห้งด้วยเคร่ืองกลั่นด้วยน ้า
ส่วนสารสกัดดอกกานพลูท้าการสกัดด้วยเอทานอล จากนั นน้าไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพใน
สัตว์ทดลองได้แก่ ทดสอบฤทธิ์บรรเทาอาการปวดด้วยวิธี Tail flick test และ Hot plate test ทดสอบ
ฤทธิ์ในการนอนหลับและผ่อนคลายด้วยวิธี Sleeping time และ Muscle relaxant activity ทดสอบฤทธิ์
ต้านการอักเสบด้วยวิธี EPP-induced rat ear edema และ Carrageenan-induced rat paw edema 
ทดสอบฤทธิ์ต่อระดับของสารสื่อประสาท Serotonin ด้วยวิธี Reserpine-induced low serotonin level
รวมถึงการวิเคราะห์หาระดับของสารสื่อประสาท Serotonin ด้วยวิธี Enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) และติดตามโปรตีน Serotonin ชนิด 1B receptor (5-HT1BR) ด้วยวิธี Western blotting 
technique ผลการทดลองพบว่าน ้ามันดอกกานพลู 5% น ้าหนัก/น ้าหนัก ใน Gel base และสารสกัดดอก
กานพลูขนาด 500 มิลลิกรัม/กิโลกรัมต่อน ้าหนักตัว มีฤทธิ์บรรเทาอาการปวดได้ เมื่อทดสอบด้วยวิธี 
Tail flick test และเมื่อทดสอบด้วยวิธี Hot plate test โดยใช้ Serotonin และ Capsaicin ที่เหนี่ยวน้าให้
เกิดความเจ็บปวดจากความร้อนที่มากกว่าปกติ พบว่าเมื่อใช้ Serotonin ความเข้มข้น 0.1 นาโนโมล/
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ไมโครลิตร ในการเหนี่ยวน้า สารสกัดดอกกานพลูขนาด 500 มิลลิกรัม/กิโลกรัมต่อน ้าหนักตัว มีฤทธิ์
บรรเทาอาการปวดได้เช่นเดียวกับยา Sumatriptan ขนาด 100 มิลลิกรัม/กิโลกรัมต่อน ้าหนักตัว และ
เมื่อน้าเซรั่มของสัตว์ทดลองมาวิเคราะห์หาระดับของสารสื่อประสาท Serotonin โดยวิธี ELISA พบว่า
สารสกัดดอกกานพลูขนาด 500 และ 750 มิลลิกรัม/กิโลกรัมต่อน ้าหนักตัว สามารถลดระดับของสาร
สื่อประสาท Serotonin ที่บริเวณระบบประสาทส่วนปลายได้ เช่นเดียวกับยา Sumatriptan ส่วนการใช้ 
Capsaicin ในการเหนี่ยวน้า สารสกัดดอกกานพลูขนาด 500 มิลลิกรัม/กิโลกรัมต่อน ้าหนักตัว สามารถ
ออกฤทธิ์บรรเทาอาการปวดได้เช่นเดียวกับยา Ibuprofen ขนาด 100 มิลลิกรัม/กิโลกรัมต่อน ้าหนักตัว 
โดยที่ยา Sumatriptan ไม่สามารถออกฤทธิ์บรรเทาอาการปวดที่เกิดจาก Capsaicin ได้ แสดงให้เห็นว่า
กลไกของ Sumatriptan และ Capsaicin อาจจะไม่มีความเกี่ยวข้องกัน ส่วนการศึกษาหาระดับของสาร
สื่อประสาท Serotonin ในสมองของหนูทดลองที่ได้รับ Reserpine ขนาด 0.25 มิลลิกรัม/กิโลกรัมต่อ
น ้าหนักตัว เป็นเวลา 9 วัน เพื่อเหนี่ยวน้าให้ระดับของ Serotonin ลดลง พบว่าสารสกัดดอกกานพลู
ขนาด 500 และ 750 มิลลิกรัม/กิโลกรัมต่อน ้าหนักตัว สามารถช่วยเพิ่มระดับของสารสื่อประสาท 
Serotonin ได้เช่นเดียวกับยา Sumatriptan และเมื่อตรวจหาโปรตีน 5-HT1BR ที่มีขนาด 47 กิโลดาลตัน 
ด้วยวิธี Western blotting technique ยังพบว่าสารสกัดดอกกานพลูขนาด 500 และ 750 มิลลิกรัม/
กิโลกรัมต่อน ้าหนักตัว มีขนาดความเข้มและความหนาของ band มากกว่ากลุ่มควบคุม อีกทั งยังพบว่า
น ้ามันดอกกานพลูทุกความเข้มข้น (1%, 7.5% และ 15% ปริมาตร/ปริมาตร ในอะซีโตน) มีฤทธิ์ต้าน
การอักเสบโดยสามารถลดการบวมของใบหูหนูทดลองได้ เมื่อทดสอบด้วยวิธี EPP-induced rat ear 
edema ในขณะที่สารสกัดจากดอกกานพลูขนาด 250, 500 และ 750 มิลลิกรัม/กิโลกรัมต่อน ้าหนักตัว 
แสดงฤทธิ์ต้านการอักเสบโดยสามารถลดการบวมของอุ้งเท้าหนูได้ เมื่อทดสอบด้วยวิธี Carrageenan-
induced rat paw edema นอกจากนี ยังมีฤทธิ์ท้าให้เกิดอาการง่วง หลับ และคลายกล้ามเนื อ เมื่อท้าการ
ทดสอบด้วยวิธี Sleeping time และ Muscle relaxant activity  
 ดังนั น ผลการศึกษาวิจัยครั งนี ท้าให้ทราบถึงประสิทธิภาพและกลไกการออกฤทธิ์ของ
น ้ามันและสารสกัดจากดอกกานพลูที่เกี่ยวข้องกับอาการปวดไมเกรนและอาการข้างเคียง ซึ่งสามารถ
น้าไปประยุกต์ใช้ในการรักษาโรคอื่นๆ ที่เกี่ยวข้องได้ เช่น ฤทธิ์ในการนอนหลับและผ่อนคลาย  
 
ค าส าคัญ: ฤทธิ์ทางชีวภาพ, กานพลู, ไมเกรน, สัตว์ทดลอง, ซีโรโทนิน 
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ABSTRACT 
  
 Migraine is a neurovascular disorder. Trigeminal nucleus in trigeminal nerve release 
neuropeptide such as serotonin. An increase in serotonin levels causes vasodilation and neurogenic 
inflammation leading to migraine. Therefore, the objectives of this research were to determine the 
bioactivity of clove flower bud oil and its extract on relieving migraine and related symptoms such 
as relaxation, hypnosis, anti-inflammation, and to evaluate serotonin levels in serum and brain of 
laboratory animals.  
 In this study, clove oil obtained from dry of clove flower buds by hydro-distillation. 
Clove flower bud extract was extracted with ethanol. The bioactivities of clove flower bud oil and 
its extract was tested in laboratory animals such as analgesic effect were treated with tail flick test 
and hot plate test. Hypnotic and muscle relaxant effect were treated with sleeping time and muscle 
relaxant activity methods. Anti-inflammatory effects were treated with EPP-induced rat ear edema 
and carrageenan-induced rat paw edema methods. Reserpine-induced low serotonin level method 
was used for determination of serotonin levels. An examination of 5-HT1BR expression used western 
blotting technique. The results showed that 5% w/w clove flower bud oil in gel base and 500 mg/kg/ 
body weight (bw) clove flower bud extract had high potency in analgesic activity evaluated by tail 
flick test. In serotonin and capsaicin-evoked thermal hyperalgesia experiments using hot plate test, it 
was found that 500 mg/kg/bw clove flower bud extract showed analgesic activity as well as 100 
mg/kg/bw sumatriptan when animal were injected with 0.1 nmol/l of serotonin. Serotonin levels 
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were determined in the serum with ELISA technique. 500 and 750 mg/kg/bw clove flower bud 
extract decreased the levels of serotonin in peripheral nervous system, as well as sumatriptan. While 
inducing thermal hyperalgesia with capsaicin, 500 mg/kg/bw clove flower bud extract and 100 
mg/kg/bw ibuprofen exhibited analgesic effect, but sumatriptan did not. In addition, it was found 
that the mechanism of sumatriptan may not be related to capsaicin. In order to induce low serotonin 
level, rats were treated with 0.25 mg/kg/bw reserpine for 9 days. 500 and 750 mg/kg/bw of clove 
flower bud extract increased serotonin level, as well as sumatriptan did. The examination of  
5-HT1BR expression at 47 kDa using western blotting technique revealed darker and thicker band 
from 500 and 750 mg/kg/bw clove flower bud extract than the control group. All concentrations of 
clove flower bud oil (1%, 7.5%, and 15% v/v in acetone) showed that it activated an anti-
inflammatory effect in ear thickness tested on EPP-induced rat ear edema method was decreased. In 
addition, 250, 500, and 750 mg/kg/bw clove flower bud extract showed the anti-inflammatory effect 
by decreased in paw volume tested on carrageenan-induced rat paw edema method. Moreover, all 
doses of the extracts revealed the effects of sedation, hypnotic, and muscle relaxation tested by 
sleeping time and muscle relaxant activity methods.  
 Therefore, these results suggest that the bioactivities and mechanisms of action of clove 
flower bud oil and its extract related to migraine and associated symptoms. This plant can be useful 
to treat in a variety of disease such as hypnotic and relaxant effects.  
 
Keywords: bioactivity, clove, migraine, laboratory animals, serotonin 
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 วิทยานิพนธ์นี้ประสบความส าเร็จลุล่วงไปได้อย่างสมบูรณ์ด้วยความเมตตาช่วยเหลืออย่าง
ดียิ่งของ ดร.ดลนภา แก้วภา ประธานกรรมการที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ และรองศาสตราจารย์ สพญ.ดร.
ศจีรา คุปพิทยานันท์ กรรมการที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ ที่ได้กรุณาเสียสละเวลา ให้ค าปรึกษา ค าแนะน า
และให้ข้อเสนอแนะ เพื่อให้วิทยานิพนธ์ฉบับนี้มีความสมบูรณ์ยิ่งขึ้น รวมทั้งให้ก าลังใจและความ
ห่วงใยตลอดระยะเวลาการศึกษาวิจัย 
 ขอกราบขอบพระคุณ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.นพรัตน์ พุทธกาล ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ และ
ดร.กฤติยา ทิสยากร ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม ผู้ซึ่งกรุณาให้ความรู้ ค าปรึกษา ค าแนะน า ในทุกๆ เร่ือง 
สอนทักษะการปฏิบัติงานกับสัตว์ทดลอง แก้ไขปัญหาต่างๆ ที่เกิดขึ้นระหว่างการท าวิจัย ตลอดจน
ตรวจสอบความถูกต้องและแก้ไขวิทยานิพนธ์ฉบับนี้จนเสร็จสมบูรณ์ รวมทั้งดูแล ให้ก าลังใจและ
ความห่วงใยตลอดระยะเวลาการศึกษาวิจัยด้วยดีเสมอมา 
 ขอขอบพระคุณ คณาจารย์สาขาวิชาชีววิทยาทุกท่าน ที่ประสิทธิ์ประสาทวิชาให้กับผู้วิจัย  
 ขอขอบคุณ โครงการการสร้างภาคีในการผลิตบัณฑิตระดับปริญญาโท-เอก และฝ่ายเภสัช
และผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) ที่ให้ทุน
สนับสนุนในการท าวิจัย รวมทั้งอ านวยความสะดวกทั้งด้านสถานที่และเคร่ืองมือในการท าวิจัยคร้ังนี ้
 ขอขอบคุณ คุณวิเชียร เขยนอก คุณกาญจนา สีแย้ม คุณดรุนี ปะหุสี คุณปณิดา ชมะวรรณ์ 
และคุณยุทธนา ทิพาพงษ์ผกาพันธ์ ที่คอยช่วยเหลือในการท าวิจัย ให้ค าปรึกษา ค าแนะน า รวมทั้ง
ก าลังใจและให้ความห่วงใยตลอดระยะเวลาการท าวิจัย 
 ขอขอบคุณส านักบัณฑิตศึกษา ที่ให้ค าแนะน าและอ านวยความสะดวกในด้านเอกสารต่างๆ 
 ขอกราบขอบพระคุณ คุณพ่อนิพัทธ์ คุณแม่ส านวล ศึกษากิจ และญาติพี่น้องผู้เป็นที่รัก  
ผู้ซึ่งคอยห่วงใย ให้ก าลังใจ ให้โอกาสและสนับสนุนทุนในการศึกษาอันมีค่ายิ่ง 
 ความดีอันเกิดจากการศึกษาวิจัยคร้ังนี้ ผู้วิจัยขอมอบแด่บิดา มารดา ครูอาจารย์ ญาติพี่น้อง 
ผู้มีพระคุณทุกท่าน สถาบันการศึกษาทุกระดับที่ประสิทธิ์ประสาทวิชาซึ่งมีส่วนร่วมในการ
วางรากฐานการศึกษา อบรม ให้การสนับสนุนผู้วิจัยตลอดมา และขออุทิศแด่สัตว์ทดลองทุกชีวิตที่มี
ส่วนส าคัญต่อการศึกษาวิจัยในคร้ังนี้ ผู้วิจัยมีความซาบซึ้งในความกรุณาอันดียิ่งจากทุกท่านที่กล่าว
นามมาและขอกราบขอบพระคุณมา ณ โอกาสนี้ 
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บทที ่1 
บทน ำ 

 

1.1  ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 
 ไมเกรน (Migraine) เป็นโรคปวดศีรษะชนิดหนึ่ง อาการของโรคเกิดจากความผิดปกติของ 
ระบบประสาทที่หลอดเลือดแดงบริเวณศีรษะ ซึ่งเป็นโรคเร้ือรังไม่หายขาดและเป็นโรคที่ซับซ้อนของ 
สมองที่ต้องแก้ไขในระดับกลไก [1]  ส่วนใหญ่ที่พบเป็นการปวดไมเกรนแบบเร้ือรัง [2,3] ท าให้มี  
ผลกระทบต่อกิจกรรมในชีวิตประจ าวัน เนื่องจากมีอิทธิพลต่อคุณภาพชีวิตและการท างาน [4] ซึ่งใน  
ทางพยาธิสรีรวิทยาของไมเกรนยังไม่ทราบสาเหตุที่แน่ชัด แต่จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าเกี่ยวข้อง 
กับการร่ัวไหลของไอออนบริเวณก้านสมองน าไปสู่การลดลงของเลือดในสมองและเกิดการปล่อยสาร 
กลุ่ม Neuropeptides เช่น Calcitonin gene related peptide (CGRP) [5] และ Serotonin (5-hydroxy-
tryptamine; 5-HT) [6] ออกมาจากปลายประสาท Trigeminal ซึ่งหากในสมองมีระดับของ Serotonin
น้อยจะก่อให้เกิดการขยายตัวของหลอดเลือดนอกกะโหลกศีรษะและหลอดเลือดแดงใหญ่ในกะโหลก 
ศีรษะ การขยายตัวของหลอดเลือดนี้จะช่วยกระตุ้น Trigeminovascular system ซึ่งเป็นระบบที่มีความ 
ส าคัญน าไปสู่การเกิดอาการปวดศีรษะและอาการที่เกี่ยวข้อง (Associated symptoms) อ่ืนได้ [7] 
 วิธีการรักษาทางคลินิกของอาการปวดศีรษะไมเกรนหากเป็นรุนแรงและบ่อยคร้ังแพทย์จึง
แนะน ายาที่มีเป้าหมายเพื่อลดอาการ ความรุนแรง และระยะเวลาของอาการปวด โดยการรักษาด้วยยา 
แผนปัจจุบันมี 2 ประเภท คือ 1) ยารักษาอาการปวดในระยะเฉียบพลันได้แก่ ยาแก้อักเสบชนิดที่ไม่ใช่ 
สเตียรอยด์ (Non-steroidal anti-inflammatory drugs ; NSAIDs) ซึ่งจะออกฤทธิ์โดยยับยั้งเอนไซม์ 
Cyclooxygenase (COX) ส่งผลให้ไม่สามารถสร้างสาร Prostaglandin ที่เป็นสารสื่อการอักเสบ จึงลด 
การอักเสบได้, Ergot เป็นยาชนิด Nonselective 5-HT receptor agonists ท าให้หลอดเลือดในสมองเกิด
การหดตัว และ Triptans เป็นยาชนิด Selective 5-HT receptor agonists ท าให้หลอดเลือดในสมองหด
ตัว เน่ืองจากเป็น Selective จึงไม่ไปกระตุ้น Receptor อ่ืนที่ท าให้เกิดการคลื่นไส้ อาเจียน เป็นต้น และ 
2) ยาป้องกันการปวดไมเกรน ได้แก่ ยากลุ่ม Antidepressant จะยับยั้งการคืนกลับของ Norepinephrine 
และ Serotonin ส่งผลให้เพิ่มระดับของสารสื่อประสาททั้งสองตัวนี้ [8], Beta-blockers ช่วยปรับสมดุล
ของ Catecholamine ป้องกันโดยการลดความถี่ ความรุนแรง และระยะเวลาปวด [9], Calcium channel 
blockers ช่วยปรับการท างานของสารสื่อประสาท ลดความถี่ของการเกิดอาการปวดไมเกรน [10], 
Serotonin antagonists โดยยาในกลุ่มนี้จะออกฤทธิ์ที่ Serotonin receptor มากกว่าต าแหน่งอ่ืน [11] 
และกลุ่ม Anticonvulsants เป็นยาต้านและป้องกันอาการชัก ช่วยคลายกล้ามเนื้อ เพิ่มการท างานของ 
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Gamma amino butyric acid (GABA) [12] จะออกฤทธิ์โดยตรงที่ GABA receptor-chloride channel 
complex และออกฤทธิ์กดที่ระบบประสาทส่วนกลาง (Central nervous system ; CNS) ท าให้เกิดการ
ผ่อนคลายและมีอาการง่วงซึม เป็นต้น แต่การใช้ยาดังกล่าวนี้ท าให้มีผลข้างเคียงต่อผู้ป่วยบางรายได้ 
เช่น คลื่นไส้ อาเจียน คอแห้ง หัวใจเต้นช้า และความดันโลหิตต่ า เป็นต้น [13] นอกจากนี้ยังมีวิธีการ
รักษาแบบเวชศาสตร์แผนจีนโดยวิธีการฝังเข็ม แต่มีข้อจ ากัดของการฝังเข็มคือ สตรีมีครรภ์ โรคมะเร็ง
ที่ไม่ได้รับการรักษา โรคหลอดเลือดแข็งตัว และโรคที่ต้องรักษาโดยการผ่าตัด ท าให้คนไข้ไมเกรน
หันมาพึ่งสมุนไพร เนื่องจากมีความปลอดภัย มีผลข้างเคียงน้อย หาง่ าย และราคาถูกกว่ายาแผน
ปัจจุบัน หากใช้อย่างถูกต้องตามค าแนะน าจะมีประสิทธิภาพสูง  ท าให้สามารถพึ่งตนเองได้เมื่อ
เจ็บป่วย ยาสมุนไพรไทยหลายชนิดสามารถบรรเทาอาการปวดและต้านการอักเสบได้ เช่น รางจืดมี
ฤทธิ์ต้านการอักเสบ เนื่องจากมีฤทธิ์ในการยับยั้งการสร้างสาร Nitric oxide (NO) และ Prostaglandin 
(PGE2) ซึ่งเป็นสาเหตุของการอักเสบ [14] น้ ามันกานพลู (Clove oil) ใช้ในการรักษาอาการปวดฟันได้
ดี เพราะมีสารยูจินอลที่มีฤทธิ์เป็นยาชาได้นานถึง 90 นาที ใบต าลึงและใบหญ้านางมีฤทธิ์ระงับปวด
เมื่อทดสอบในหนูทดลอง เป็นต้น [15] 
 ปัจจุบันมีการน าสมุนไพรมาใช้รักษาโรคหรือบรรเทาอาการต่างๆ อย่างกว้างขวางในทาง
การแพทย์หรือด้านอ่ืนๆ ที่เกี่ยวข้อง เพื่อช่วยบรรเทาอาการของโรคต่างๆ เช่น โรคความดันโลหิตต่ า 
โรคเบาหวาน โรคหัวใจ โรคมะเร็ง อาการปวด รวมทั้งรักษาแผลเร้ือรัง เป็นต้น ซึ่งคุณสมบัติของ
สารส าคัญจากพืชนับเป็นทางเลือกใหม่ที่นักวิทยาศาสตร์ยอมรับและหันมาสนใจพืชสมุนไพรเพื่อ
สุขภาพมากขึ้น 
 กานพลู (Syzygium aromaticum (L.) Merr.&L.M.Perry) เป็นพืชในวงศ์ Myrtaceaeในต ารา
พืชสมุนไพรรายงานว่ากานพลูมีสรรพคุณมากมาย เช่น เป็นยาแก้ปวดฟัน แก้เลือดออกตามไรฟัน  
แก้ปวดท้อง แก้ท้องเสีย ใช้ เป็นยาชาเฉพาะที่และต้านเชื้อแบคทีเ รีย [16-19] จากการศึกษา
องค์ประกอบทางเคมีของกานพลูพบว่ามีสารส าคัญหลายชนิด ได้แก่ Eugenol, trans-Caryophyllene 
และ α-Caryophyllene [20] เช่นเดียวกับการศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบด้วยวิธี Formalin induced paw 
edema พบว่าสารสกัดดอกกานพลูจากเอทานอล 200 mg/kg มีฤทธิ์ช่วยลดการบวมของอุ้งเท้าหนูได้ 
และจากการทดสอบฤทธิ์บรรเทาปวดด้วยวิธี Acetic acid induced abdominal writing contraction สาร
สกัดกานพลู 50 mg/kg มีฤทธิ์บรรเทาปวดได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เช่นเดียวกับยา Piroxicam 20 
mg/kg [21]  
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  ดังนั้น การศึกษาในคร้ังนี้ผู้วิจัยจึงสนใจที่จะน าน้ ามันและสารสกัดจากดอกกานพลูด้วย  
เอทานอลมาท าการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพในการบรรเทาอาการปวดไมเกรนและอาการข้างเคียงได้แก่ 
ฤทธิ์ผ่อนคลาย นอนหลับ และต้านการอักเสบ นอกจากนี้ยังวิเคราะห์หาระดับของสารสื่อประสาท 
Serotonin ซึ่งเกี่ยวข้องกับอาการปวดไมเกรนในสัตว์ทดลอง  
 

1.2  วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 
 1.2.1 เพื่อศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของน้ ามันและสารสกัดจากดอกกานพลูในการบรรเทา
อาการปวดและอาการข้างเคียงที่เกิดจากไมเกรน ได้แก่ ฤทธิ์ผ่อนคลาย นอนหลับ และต้านการอักเสบ
ในสัตว์ทดลอง   
 1.2.2 เพื่อวิเคราะห์หาระดับของสารสื่อประสาท Serotonin ซึ่งเกี่ยวข้องกับอาการปวด  
ไมเกรนใน Serum และสมองของสัตว์ทดลอง  
 

1.3  ขอบเขตของกำรวิจัย 
 1.3.1 พืชสมุนไพรที่ใช้ทดสอบคือ กานพลู โดยน าดอกกานพลูแห้งไปกลั่นน้ ามันกานพลู 
ณ ศูนย์เคร่ืองมือ คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี และสกัดสารด้วยเอทานอลเพื่อให้ได้สารสกัด
หยาบ ณ ห้องปฏิบัติการชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคล
ธัญบุร ี

 1.3.2  ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของน้ ามันและสารสกัดจากดอกกานพลู ดังนี ้
1.3.2.1  ศึกษาฤทธิ์บรรเทาอาการปวดด้วยวิธี Tail flick test และ Hot plate test 
1.3.2.2 ศึกษาฤทธิ์ในการนอนหลับด้วยวิธี Sleeping time และศึกษาความสัมพันธ์

ของกล้ามเนื้อด้วยวิธี Muscle relaxant activity 
1.3.2.3  ศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบด้วยวิธี Rat ear edema และ Rat paw edema 
1.3.2.4 ศึกษาฤทธิ์ต่อสารสื่อประสาท Serotonin ในสัตว์ทดลองด้วยวิธี Reserpine-

induced low serotonin levels test 
1.3.2.5 วิเคราะห์หาระดับของสารสื่อประสาท Serotonin ใน Serum และสมองของ

สัตว์ทดลองด้วยวิธี Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) และติดตามโปรตีน 5-HT1BR ด้วย
วิธี Western blotting technique 
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1.4  ประโยชน์ที่ได้รับ  
 1.4.1  ทราบถึงฤทธิ์ทางชีวภาพของน้ ามันและสารสกัดจากดอกกานพลู เพื่อใช้เป็นตัวเลือก
ในการบรรเทาอาการปวดและอาการข้างเคียงที่เกิดจากไมเกรน ได้แก่ ฤทธิ์ผ่อนคลาย นอนหลับ และ
ต้านการอักเสบ   
 1.4.2  เข้าใจถึงระดับของสารสื่อประสาท Serotonin ซึ่งเกี่ยวข้องกับอาการปวดไมเกรนใน 
Serum และสมองของสัตว์ทดลอง 
  1.4.3  เป็นแนวทางส าหรับการศึกษาต่อยอดเกี่ยวกับผลของน้ ามันและสารสกัดดอกกานพลู
ในการพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ธรรมชาติที่ช่วยบรรเทาอาการปวดและอาการข้างเคียงที่เกิดจากไมเกรน 
 



 

 

 

บทที ่2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

2.1  ไมเกรน  
 ไมเกรน เป็นอาการปวดศีรษะที่ทรมานและเร้ือรัง ซึ่งเป็นอาการที่เกี่ยวข้องกับการท างาน

ของระบบประสาทส่วนกลาง พบในประชากรทั่วไปประมาณ 12 เปอร์เซ็นต์ของคนที่เป็นไมเกรน 
พบว่ามีค่าเฉลี่ยการปวด 1-2 คร้ังต่อเดือน [1, 22-23] มีอาการปวดตุ๊บๆ ข้างเดียว อาจจะสลับซ้ายขวา
ได้ แต่น้อยรายที่จะปวดพร้อมกันทั้งสองข้าง ซึ่งอาการเหล่านี้จะส่งผลต่อกิจกรรมและการท างานใน
ชีวิตประจ าวัน โดยไมเกรนจะปวดเป็นเวลานาน 4-72 ชั่วโมง ผู้หญิงและผู้ชายเป็นไมเกรนได้ทั้งสอง
เพศ แต่ผู้หญิงจะพบบ่อยกว่าเพราะมีฮอร์โมนเพศแต่ละรอบเดือนมาเกี่ยวข้อง  เนื่องจากการเกิดไม
เกรนระหว่างการมีรอบเดือนเกิดจากการเปลี่ยนแปลงของระดับฮอร์โมนในร่างกาย ซึ่งจะมีผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงระดับของสารสื่อประสาทในสมองที่กระตุ้นให้เกิดไมเกรน การลดลงของระดับฮอร์โมน
เอสโตรเจน (Estrogen) เป็นช่วงที่หลอดเลือดในสมองเกิดการขยายตัวและกระตุ้นการเกิดไมเกรนใน
ผู้หญิงบางรายได้ [24] บางคนจะปวดขณะที่มีประจ าเดือนและหายไปเมื่อมีการตั้งครรภ์ เพราะขณะที่
มีการตั้งครรภ์ระดับของฮอร์โมนเอสโตรเจนและโปรเจสเตอโรน (Progesterone) จะมีระดับสูงขึ้น  
ท าให้ผู้หญิงบางรายเกิดอาการปวดไมเกรนที่มีความสัมพันธ์กับรอบเดือน ผู้ป่วยบางรายเมื่อ
รับประทานยาคุมก าเนิดจะมีอาการปวดศีรษะรุนแรงและถี่ขึ้น บางรายไม่เคยเป็นไมเกรนแต่หลังจาก
ที่รับประทานยาคุมก าเนิดก็ท าให้เกิดอาการปวดศีรษะไมเกรนขึ้น ทั้งนี้เน่ืองจากยารักษาไมเกรนแต่ละ
ชนิดจะมีส่วนผสมของฮอร์โมนเอสโตรเจนและโปรเจสเตอโรนระดับต่างกัน ซึ่งฮอร์โมนดังกล่าวนี้
จะมีผลไปกระตุ้นการขยายตัวของหลอดเลือดในสมองที่เป็นสาเหตุของการเกิดไมเกรน [25,26] โดยมี
อาการที่เกี่ยวข้องได้แก่ คลื่นไส้ อาเจียน และไวต่อการตอบสนองต่อสิ่งแวดล้อมที่อยู่นอกร่างกาย เช่น 
แสง เสียง เป็นต้น [27] 
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  2.1.1  พยาธิสรีรวิทยา 
  ปัจจุบันมีการค้นพบข้อมูลเกี่ยวกับกลไกของการเกิดไมเกรนมากขึ้น ซึ่งข้อมูลจาก
การศึกษาที่ผ่านมา มีดังนี้ 
   2.1.1.1 ไมเกรนเกี่ยวข้องกับหลอดเลือด ทฤษฎีนี้ถูกคิดขึ้นมาในปีพ.ศ. 2483 โดย 
Wolff แพทย์ชาวอเมริกัน ได้อธิบายว่าอาการที่แสดงก่อนการปวดศีรษะชนิดออร่า (Aura) เกิดจาก
หลอดเลือดในสมองมีการหดตัว และเมื่อหลอดเลือดที่หดตัวขยายตัวออกจะท าให้เกิดอาการปวด
ศีรษะ โดยจากการสังเกตอาการในผู้ป่วยไมเกรนพบว่าขนาดของเส้นผ่าศูนย์กลางของหลอดเลือดแดง
มีการขยายตัวน าไปสู่การปวดศีรษะและอาการที่เกี่ยวข้อง โดยมีหลักฐานในการสนับสนุนคือ การพบ
หลอดเลือดนอกกะโหลกศีรษะมีการขยายตัวและเต้นตุ๊บๆ เมื่อมีการให้ยาที่ช่วยให้หลอดเลือดหดตัว
ท าให้อาการปวดศีรษะดีขึ้น ส่วนการให้ยาที่กระตุ้นการขยายตัวของหลอดเลือดท าให้อาการปวด
ศีรษะรุนแรงขึ้น นอกจากนั้นยาบางชนิดที่ไม่มีผลต่อการหดตัวของหลอดเลือด แต่ก็สามารถบรรเทา
อาการปวดศีรษะไมเกรนได้เช่นกัน [7, 11] 
   2.1.1.2 การเกิดไมเกรนเกิดจากการที่ระบบประสาทเกิดความแตกต่างของพื้นที่ใน
สมองขึ้น โดยเกิดการเปลี่ยนแปลงต่อระบบการส่งกระแสประสาทในสมอง ทฤษฎีนี้จึงมุ่งเน้นไปที่
ภาวะซึมเศร้า ท าให้บริเวณเยื่อหุ้มสมองชั้นนอกเกิดการ Depolarization ซึ่งเป็นสาเหตุของการปวด 
ไมเกรนชนิดออร่า [28]  
   2.1.1.3 การเกิดไมเกรนเกี่ยวข้องกับเซลล์ประสาท หลอดเลือด และการท างานของ
สารสื่อประสาท โดย Leao ชาวบราซิล เป็นผู้เสนอทฤษฎีนี้ในปี พ.ศ. 2487 ได้อธิบายว่าเซลล์ประสาท
ในสมองบางตัวเกิดการตื่นตัวปล่อยสารสื่อประสาท (สารเคมีที่ท าหน้าที่ส่งต่อสัญญาณระหว่างเซลล์
ประสาท) กระตุ้นเซลล์ประสาทข้างเคียงให้ตื่นตัว และส่งต่อสัญญาณประสาทไปเร่ือยๆ เซลล์
ประสาทที่ถูกกระตุ้นนี้น ามาอธิบายการเกิดอาการแสดงน าก่อนการปวดศีรษะของผู้ป่วยได้ ส่วน
อาการปวดศีรษะของผู้ป่วยอธิบายได้จากการที่ เซลล์ประสาทถูกกระตุ้นไปเร่ือยๆ และมีการกระตุ้น 
กลุ่มเซลล์ประสาทที่จ าเพาะเจาะจง เรียกว่า Trigeminal nucleus ซึ่งจะปล่อยสารเคมีหลายชนิดที่มีผล 
ก่อให้เกิดอาการปวดและการอักเสบของหลอดเลือด เช่น สารกลุ่ม Neuropeptide จากระบบประสาท 
Trigeminal นอกจากสารเคมีกลุ่มนี้ที่ก่อให้เกิดอาการปวดแล้วยังมีผลท าให้หลอดเลือดขยายตัวอีกด้วย 
    นอกจากนี้ยังมีข้อมูลว่าการเกิดไมเกรนมีสาเหตุมาจากเซลล์ประสาทในก้านสมอง  
(ท าหน้าที่ควบคุมการหายใจ การท างานของหัวใจ หลอดเลือด และความรู้สึกเจ็บปวด) ในสมองส่วน 
ธาลามัส (Thalamus ; สมองส่วนกลางที่ควบคุมสมดุลการรับรู้ความรู้สึกของร่างกาย เช่น เสียง แสง 
และการได้ยิน) และมีการค้นพบว่าสารสื่อประสาทบางตัวคือ โดปามีน (Dopamine) และซีโรโทนิน 
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(Serotonin) ที่มีบทบาทส าคัญในการท าให้เกิดอาการต่างๆ ของการปวดไมเกรน อีกทั้งยังพบยาที่
ยับยั้งการท างานของสารสื่อประสาทที่ช่วยบรรเทาและรักษาอาการปวดศีรษะไมเกรนได้อีกด้วย [23, 
29-30]  
 
  2.1.2  อาการของการปวดไมเกรน 

   อาการปวดศีรษะไมเกรนสามารถแบ่งตามอาการน าก่อนการปวดศีรษะได้เป็น  
2 กลุ่ม [7] ได้แก่ 
  2.1.2.1  Migraine without aura (MWOA) หรือ Common migraine จะพบประมาณ 
80 เปอร์เซ็นต์ของผู้ป่วย ซึ่งจะไม่มีอาการผิดปกติทางสายตาก่อนการปวดศีรษะ โดยจะปวดเป็นเวลา 
4-72 ชั่วโมง ปวดข้างเดียว ความรุนแรงอยู่ในระดับปานกลาง อาการมักก าเริบตอนขึ้นลงบันได  
ขณะออกก าลังกายหรือช่วงที่ท างานหนักและจะมีอาการอ่ืนร่วมด้วย เช่น มีอาการคลื่นไส้ อาเจียน 
เป็นต้น 
  2.1.2.2  Migraine with aura (MWA) หรือ Classic migraine จะพบประมาณ 25-30 
เปอร์เซ็นต์ของผู้ป่วย ซึ่งจะมีอาการผิดปกติน ามาก่อนการปวดศีรษะประมาณ 1 ชั่วโมง เช่น เห็นแสง
ซิกแซก ไวต่อแสง เสียง และกลิ่นที่ผิดปกติอันไม่พึงประสงค์ นอกจากนี้ยังมีอาการเหมือนกับ 
Migraine without aura ร่วมด้วย  
 
  2.1.3  อาการทางคลินิก 
  อาการทางคลินิกของไมเกรน [31] แบ่งออกเป็น 5 ระยะ ดังนี้ 
  2.1.3.1  ระยะอาการน าที่เกิดขึ้นก่อนการปวดศีรษะ (Prodrome) จะพบก่อนมีอาการ
ปวดศีรษะภายใน 24 ชั่วโมง เช่น อาการหิว อ่อนเพลีย หงุดหงิด ท้องเสีย ไม่มีสมาธิ เหม็นกลิ่นอาหาร 
เป็นต้น ซึ่งอาการเหล่านี้จะพบประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ของผู้ป่วยไมเกรน 
  2.1.3.2  ระยะออร่า (Aura) ระยะนี้จะพบก่อนการปวดศีรษะประมาณ 1 ชั่วโมง และ
มักพบอาการผิดปกติทางสายตา เช่น เกิดเมื่อมองวัตถุ เห็นภาพผิดขนาด เห็นแสงซิกแซก มองเห็นเป็น
เส้นคลื่น ซึ่งอาการเหล่านี้จะพบประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ของผู้ป่วยไมเกรน 
  2.1.3.3  ระยะปวดศีรษะ (Headache) มีอาการปวดศีรษะแบบจุดๆ ส่วนใหญ่จะปวด
ข้างเดียว แต่ก็สามารถปวดสองข้างได้เช่นกันในผู้ป่วยบางราย จะปวดเป็นระยะเวลา 4-72 ชั่วโมง  
โดยมักมีอาการเหล่านี้ร่วมด้วย ได้แก่ ปวดกระบอกตา ปวดต้นคอ คลื่นไส้ อาเจียน กลัวแสง กลัวเสียง 
เป็นต้น 
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  2.1.3.4  ระยะหายปวดศีรษะ (Resolution) อาการปวดศีรษะมักจะหายไปหลังจากที่
ได้พักผ่อน เช่น นอนหลับ 
  2.1.3.5  ระยะภายหลังจากการหายปวดศีรษะ (Postdrome) เป็นอาการที่หายจากการ
ปวดศีรษะ แต่ร่างกายมีอาการอ่อนล้า ความคิดไม่แล่น เฉยเมย จึงควรที่จะนอนพัก เพื่อให้สมองได้
เกิดการผ่อนคลาย  
 
 2.1.4  ปัจจัยที่กระตุ้นให้เกิดอาการปวดไมเกรน 
   ปัจจัยของการเกิดไมเกรนมีหลายสาเหตุ ผู้ป่วยแต่ละรายจะมีปัจจัยกระตุ้นการปวด
แตกต่างกัน ซึ่งปัจจัยกระตุ้นเหล่านั้น [32,33] ได้แก่ 
   2.1.4.1  เคร่ืองดื่มแอลกอฮอล์ (Alcohol triggers) เช่น ไวน์ เบียร์ สามารถก่อให้เกิด
อาการปวดไมเกรนในบางรายได้ 
   2.1.4.2  กาแฟและเคร่ืองดื่มที่มีคาเฟอีน (Coffee and other caffeinated drinks) โดย
คาเฟอีนเพียงเล็กน้อยจะสามารถลดอาการปวดศีรษะในบางรายได้ แต่ในทางกลับกันหากมีปริมาณ
มาก อาจท าให้เกิดอาการปวดได้เช่นกัน เพราะหลังจากดื่มในช่วงแรกคาเฟอีนจะท าให้หลอดเลือด 
หดตัวและคลายอาการปวดศีรษะ แต่เมื่อดื่มมากเกินไปจะท าให้หลอดเลือดขยายตัวและจะกระตุ้นให้
เกิดอาการปวดศีรษะได้ 
   2.1.4.3 วัตถุเจือปนในอาหาร (Food additives) สารบางอย่างอาจก่อให้เกิดการปวด
ศีรษะในผู้ที่ไวต่อการตอบสนอง เช่น ผงชูรส (Monosodium glutamate), Phenylethylamine (PEA) ซึ่ง
เป็นสารเคมีที่มีอยู่ในช็อคโกแลตหรือโกโก้, Nitrate ได้แก่ ดินประสิวโดยใช้เป็นสารกันบูดในอาหาร
ประเภทไส้กรอก แฮม เบคอน หรืออาหารรมควันต่างๆ และ Tyramine เป็นองค์ประกอบของอาหาร 
เช่น ประเภทเนยแข็ง (Cheese) และสารให้ความหวานแทนน้ าตาล (Aspartame) เป็นต้น 
   2.1.4.4  พืชสกุลส้ม (Citrus) เช่น ส้ม เกรปฟุต มะนาว สับปะรด และน้ าผลไม้ กลิ่น
ของผลไม้เหล่านี้อาจเป็นตัวกระตุ้นให้เกิดอาการปวดไมเกรน แต่การปวดไมเกรนจากสาเหตุนี้จะพบ
เป็นจ านวนน้อย  
   2.1.4.5 ระดับฮอร์โมน เมื่อระดับของฮอร์โมนเปลี่ยนแปลงจะกระตุ้นให้เกิดอาการ
ปวดศีรษะได้ เช่น ช่วงที่มีประจ าเดือน รับประทานยาเม็ดคุมก าเนิด และขณะตั้งครรภ์ เป็นต้น 
   2.1.4.6  สภาพร่างกาย เช่น การที่ร่างกายพักผ่อนไม่เพียงพอ เครียด ท างานหนัก และ
การอดอาหาร อาจเป็นปัจจัยกระตุ้นให้เกิดอาการปวดศีรษะได้ 
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   2.1.4.7  การออกก าลังกาย การที่ร่างกายออกก าลังกายมากเกินไป ก็สามารถกระตุ้น
ให้เกิดการก าเริบของอาการปวดไมเกรนได้ 
   2.1.4.8  สภาวะแวดล้อม เช่น อากาศร้อนหรือหนาวจัด แดดจ้า มีกลิ่นไม่พึงประสงค์
บางอย่าง เช่น กลิ่นบุหร่ีหรือกลิ่นน้ าหอม เป็นต้น 
 

2.2  การรักษาอาการปวดศีรษะไมเกรน 
  วิธีการรักษาทางคลินิกของอาการปวดศีรษะไมเกรนหากเป็นรุนแรงและบ่อย แพทย์จึง
แนะน ายาที่มีเป้าหมายเพื่อลดอาการ ความรุนแรง และระยะเวลาของการปวด โดยรักษาด้วยยาแผน 
ปัจจุบัน ซึ่งมี 2 ประเภท ดังนี ้
  2.2.1  ยารักษาอาการปวดในระยะเฉียบพลัน 
   ยากลุ่มนี้จะใช้เมื่อมีอาการปวดศีรษะ ซึ่งยาในกลุ่มนี้ ได้แก่ 
   2.2.1.1  ยาแก้อักเสบชนิดที่ไม่ใช่สเตียรอยด์ (Non-steroidal anti-inflammatory drugs  
; NSAIDs) เช่น Ibuprofen, Naproxen sodium และ Paracetamol เป็นต้น ยาในกลุ่มนี้จะออกฤทธิ์ยับยั้ง
เอนไซม์ Cyclooxygenase (COX) ที่ส่งผลไม่ให้สร้างสาร Prostaglandin ซึ่งเป็นสารที่ก่อให้เกิดการ
อักเสบจึงลดการอักเสบได้ [34] 
   2.2.1.2 Ergot เช่น Cafergot เป็น Nonselective 5-HT receptor agonists ท าให้หลอด
เลือดในสมองหดตัวจึงลดอาการปวดศีรษะได้ [35, 36] 
   2.2.1.3 Triptans เช่น Sumatriptan และ Zolmitriptan เป็น Selective 5-HT receptor 
agonists ยานี้จะจับกับ Serotonin receptors ที่บริเวณเส้นเลือดและเส้นประสาทที่อยู่รอบๆ เส้นเลือด 
ท าให้หลอดเลือดในสมองหดตัวและบรรเทาอาการปวดศีรษะได้ [37, 38] 
 
  2.2.2  ยาป้องกันอาการปวดศีรษะไมเกรน 
   การเลือกใช้ยากลุ่มนี้ควรพิจารณาจากอาการต่างๆ ได้แก่ ใช้เมื่อมีอาการมากกว่า 
3 คร้ังต่อสัปดาห์ รบกวนการด าเนินชีวิตและอาการปวดมีแนวโน้มรุนแรงขึ้น หรือระยะเวลาที่ปวด 
แต่ละคร้ังนานขึ้น ซึ่งชนิดของยาป้องกันอาการปวดศีรษะไมเกรน ได้แก่ 
   2.2.2.1  ยากลุ่ม Antidepressant เช่น Amitriptyline ซึ่งเป็นยาที่ใช้รักษาอาการซึมเศร้า 
โดยจะออกฤทธิ์ยับยั้งการคืนกลับของ Norepinephrine และ Serotonin ส่งผลในการช่วยเพิ่มระดับของ
สารสื่อประสาททั้งสองตัวน้ี [8] 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%AD%E0%B8%9A%E0%B8%B9%E0%B9%82%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%9F%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%99%E0%B8%B2%E0%B9%82%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9E%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%AD%E0%B8%A5
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   2.2.2.2 β-blocker เช่น Propranolol และ Atenolol เป็นต้น ยาในกลุ่มนี้จะช่วยปรับ
สมดุลของ Catecholamine ออกฤทธิ์ป้องกันอาการปวดศีรษะไมเกรนโดยลดความถี่ ความรุนแรง และ
ระยะเวลาปวด [9] 
   2.2.2.3  Calcium channel blockers เช่น Flunarizine จะช่วยลดการท างานของสารสื่อ
ประสาทและช่วยลดความถี่ของการเกิดอาการปวดไมเกรน [10] 
   2.2.2.4  Serotonin antagonists เช่น Granisetron (5-HT3 receptor antagonist) เป็นยา
ที่ใช้ป้องกันอาการคลื่นไส้ อาเจียน โดยจะออกฤทธิ์ที่ Serotonin receptor มากกว่าต าแหน่งอ่ืนและจะ
ต้านการจับของ 5-HT3 receptor จึงไม่ก่อให้เกิดอาการคลื่นไส้ อาเจียน [11] 
   2.2.2.5  Anticonvulsants เช่น Phenobarbital และ Diazepam เป็นต้น เป็นยาช่วยเพิ่ม
การท างานของ GABA ซึ่งออกฤทธิ์โดยตรงที่ GABA receptor chloride channel complex [12]  
 

 2.2.3  กลไกการออกฤทธิ์ของยาบรรเทาอาการปวดไมเกรน 
กลไกการออกฤทธิ์ของยาในกลุ่ม 5-HT agonist ได้แก่ ยา Sumatriptan ซึ่งมีกลไกการ

ออกฤทธิ์ ดังนี ้ 
 2.2.3.1  สัญญาณประสาทถูกส่งเข้ามาใน Trigeminal nucleus  
 2.2.3.2  เกิดการปล่อยสารกลุ่ม Neuropeptide ได้แก่ Serotonin 
 2.2.3.3  หลอดเลือดแดงเกิดการขยายตัวท าให้เกิดอาการปวดไมเกรน   
  2.2.3.4  ยับยั้งการออกฤทธิ์ของ Neuropeptide โดยยา 5-HT 1B/1D agonist 
  2.2.3.5  หลอดเลือดแดงเกิดการหดตัว ท าให้บรรเทาอาการปวดไมเกรนได้ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 2.1  กลไกการออกฤทธิ์ของยาบรรเทาอาการปวดไมเกรนในกลุ่ม 5-HT agonist [38] 
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 จากภาพที่ 2.1 แสดงกลไกการออกฤทธิ์ของยาในกลุ่ม agonist เช่น Sumatriptan ซึ่งออก
ฤทธิ์เป็น 5-hydroxytryptamine-1D (5-HT1D) และ5-HT1B receptor agonist ที่หลอดเลือดอย่างจ าเพาะ
เจาะจงโดยไม่มีผลต่อ 5-HT receptor subtypes อ่ืนๆ (5-HT2-7) ซึ่ง 5-HT1D และ 5-HT1B receptor จะ
พบมากที่หลอดเลือดบริเวณกะโหลกศีรษะและเป็นตัวกระตุ้นให้หลอดเลือดหดตัว 
 

2.3  Serotonin 
 2.3.1  โครงสร้างของ Serotonin 
   Serotonin (5-hydroxytryptamine หรือ 5-HT) เป็นสารเคมีที่มีความส าคัญที่สุดต่อ
การเกิดอาการปวดศีรษะไมเกรน ซึ่งหลั่งจากแหล่งเก็บในระหว่างการเกิดไมเกรน ส่งผลให้เกิดการ
หดตัวหรือขยายตัวของหลอดเลือด หากมีการกระตุ้นการหลั่งของ Serotonin จะส่งผลให้มีการเพิ่ม
หรือลดการไหลเวียนของเลือดในสมอง นอกจากนี้ยังเกี่ยวข้องโดยตรงกับการส่งผ่านความเจ็บปวด
ไปยังระบบต่างๆ ในร่างกาย 
  โครงสร้างของ Serotonin ประกอบด้วยหมู่ Hydroxyl ซึ่งจะอยู่บนวงแหวนที่ 5 ของ 
Indole nucleus และมี Primary amine nitrogen เป็นตัวรับ H+ ท าให้ Serotonin เป็นโมเลกุลที่มีขั้วจึงไม่
สามารถผ่านเยื่อหุ้มเซลล์และ Blood Brain Barrier (BBB)ได้  
 

 
 
ภาพท่ี 2.2  โครงสร้างทางเคมีของ Serotonin [39] 
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 ปัจจุบันมีข้อมูลเกี่ยวกับการแบ่งประเภทของตัวรับการกระตุ้น (Receptor) ของ Serotonin  
โดยแบ่งออกเป็น 7 กลุ่ม ได้แก่ 5-HT1, 5-HT2, 5-HT3, 5-HT4, 5-HT5, 5-HT6  และ 5-HT7 ซึ่งในแต่ละ
กลุ่มยังแบ่งเป็นกลุ่มเล็กๆ อีกมากมาย ดังนั้น ยาแต่ละชนิดจะมีผลต่อ Receptor ตัวใดตัวหนึ่งอย่าง 
จ าเพาะเจาะจง เช่น ยา Ergotamine สามารถรักษาอาการปวดศีรษะไมเกรนแบบเฉียบพลันโดยจะออก
ฤทธิ์ที่ 5-HT3  และ 5-HT1D receptor ส่วนยาชนิดอ่ืนๆ ที่อยู่ในกลุ่ม Triptans จะออกฤทธิ์เป็น 5-HT1B 
agonist ที่หลอดเลือดและ 5-HT1D agonist ที่ระบบประสาทส่วนกลาง [40]  

 
  2.3.2  กลไกการท างานของ Serotonin 

กลไกการท างานของ Serotonin แสดงดังภาพที่ 2.3 มีกลไกการท างาน ดังนี้  
  2.3.2.1  เมื่อมีสัญญาณประสาทถูกส่งเข้ามาในเซลล์ Serotonin ที่เก็บอยู่ใน Vesicle 
จะถูกปล่อยออกมาเพื่อจับกับ Postsynaptic serotonin receptor ชนิด 2A  
  2.3.2.2  Serotonin กลับไปจับกับ Presynaptic serotonin receptor ชนิด 1A 
  2.3.2.3  การน าสารสื่อประสาท Serotonin กลับไปเก็บไว้ใน Vesicle เหมือนเดิมเพื่อ
ท าหน้าที่ในการน าสารสื่อประสาทต่อไป 
 

 
   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 2.3  กลไกการท างานของ Serotonin [41] 
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2.4  ความเจ็บปวด 
 ความปวด (Pain) มีลักษณะซับซ้อน เมื่อเกิดความปวดส่งผลให้เกิดอาการไม่สบายทั้งทาง
ร่างกายและอารมณ์ มักเกี่ยวข้องกับความเสียหายของเนื้อเยื่อ ซึ่งอาจเกิดขึ้นบริเวณใดบริเวณหนึ่งของ
ร่างกาย [42] เป็นอาการส าคัญที่พบได้บ่อยมากในทุกส่วนของร่างกาย หากเป็นมากจะมีผลต่อการ
ตอบสนอง (Reflex) ของร่างกาย ซึ่งอาจท าให้เกิดการขยายตัวของหลอดเลือดบริเวณระบบประสาท
ส่วนปลาย (Peripheral  vasodilation) จึงเกิดอาการหน้ามืด เป็นลม หรือช็อก และเสียชีวิตได้  
   เนื่องจากไมเกรนเกี่ยวข้องกับความปวด แต่ในการทดลองไม่สามารถท าให้สัตว์ทดลองที่
ใช้ทดสอบมีอาการปวดไมเกรนได้ จึงต้องมีการศึกษาวิธีการทดลองที่ใช้เลียนแบบอาการปวดไมเกรน
และอาการข้างเคียงต่างๆ ในสัตว์ทดลอง   
 
 2.4.1 ลักษณะของการปวด การตอบสนองต่อเนื้อเยื่อที่ถูกท าลายหรือเกิดการอักเสบมี  2 
แบบ [43] ดังนี ้ 
  2.4.1.1  ความรู้สึกเจ็บ (Epicritic pain) เป็นความรู้สึกที่เกิดขึ้นอย่างรวดเร็วและหาย 
ไปภายในระยะเวลาสั้น จะบอกต าแหน่งได้ชัดเจนและไม่มีการท าลายของเนื้อเยื่อ  ซึ่งเป็นกลไก
ป้องกันตัวไม่ให้เกิดอันตราย เช่น เมื่อเหยียบของมีคม เป็นต้น  
  2.4.1.2  ความรู้สึกปวด (Protopathic pain) เป็นความรู้สึกที่เกิดหลังความรู้สึกเจ็บ ซึ่ง
ความปวดนี้จะอยู่นาน  
 
 2.4.2  ชนิดของความปวด 
   ความปวดแบ่งได้หลายชนิด อาจแบ่งตามระยะเวลาในการเกิดความปวด [44] หรือ  
แบ่งตามต าแหน่งพยาธิสรีรวิทยา [45] ดังนี ้   
  2.4.2.1  แบ่งตามระยะเวลาของความปวด [45-46] แบ่งได้เป็น 2 ชนิด ได้แก่ 
   1) ความปวดเฉียบพลัน (Acute pain) เป็นความปวดที่เกิดขึ้นเมื่ออวัยวะใน
ร่างกายได้รับอันตราย จนกระทั่งบาดเจ็บและหายไป โดยระยะเวลาของความปวดจะน้อยกว่า 6 เดือน  
   2) ความปวดเร้ือรัง (Chronic pain) เป็นความปวดที่เกิดขึ้นอย่างต่อเนื่องและ
ตลอดเวลาหรือเวลาใดเวลาหนึ่ง มีระยะเวลาความปวดตั้งแต่ 6 เดือนขึ้นไป เช่น ความปวดจากมะเร็ง 
การปวดศีรษะไมเกรน แผลไฟไหม้ เป็นต้น  
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  2.4.2.2  แบ่งตามต าแหน่งพยาธิสรีรวิทยา แบ่งได้เป็น 2 ชนิด ได้แก่ 
   1)  ความปวดจากการบาดเจ็บของเนื้อเยื่อ (Nociceptive pain) เป็นความปวด 
ที่มาจากการที่ตัวรับความรู้สึกปวด (Nociceptors) ถูกกระตุ้น เช่น บริเวณผิวหนัง กล้ามเนื้อ กระดูก
ช่องท้อง กะโหลกศีรษะ หรือทรวงอก เป็นต้น [45-47] 
   2) ความปวดจากการบาดเจ็บหรือการท างานที่ผิดปกติของระบบประสาท 
(Neuropathic pain) ทั้งระบบประสาทส่วนปลายและส่วนกลาง ท าให้เกิดอาการปวดแบบแสบร้อน
และปวดมากขึ้นเมื่อได้รับการกระตุ้นให้ปวดปกติ (Hyperalgesia) เช่น การบาดเจ็บของเส้นประสาท 
เป็นต้น [48] 
 
 2.4.3  กลไกการเกิดความเจ็บปวด  
  ความเจ็บปวดเกี่ยวข้องกับตัวรับความรู้สึก สัญญาณความเจ็บปวด และสารเคมีที่เป็น
ตัวส่งสัญญาณ (Chemical messengers) หลายชนิด เมื่อร่างกายได้รับการบาดเจ็บจะมีตัวรับความรู้สึก
เฉพาะชื่อ Nociceptor ตอบสนองต่อสิ่งเร้าที่ท าลายเนื้อเยื่อ สารเคมีจ านวนมากจะถูกปล่อยออกมาใน
บริเวณนั้น เพื่อส่งสัญญาณนี้ไปที่ตัวรับความรู้สึก Nociceptor สารเคมีที่เป็นตัวส่งสัญญาณของการ
บาดเจ็บคือ Prostaglandin ซึ่งสารตัวนี้นอกจากจะส่งสัญญาณแล้ว ยังเพิ่มความไวต่อความเจ็บปวด
ของตัวรับความรู้สึก Nociceptor อีกด้วย หลังจากนั้นสัญญาณนี้จะถูกส่งต่อไปยังไขสันหลัง (Spinal 
cord) โดยส่งผ่านทาง Myelinated  fiber (เส้นประสาทที่มี yelin หุ้มอยู่) และ C fiber (เส้นประสาทที่
ไม่มี myelin หุ้ม) จากนั้นสัญญาณจะถูกส่งไปยังสมองส่วนต่างๆ ที่เกี่ยวข้องกับกลไกของความเจ็บ 
ปวด ได้แก่ Thalamus และ Cerebral cortex แล้วแปลผลออกมาเป็นความเจ็บปวด [49] ดังภาพที่ 2.4 
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ภาพท่ี 2.4  กลไกการเกิดความเจ็บปวด [49] 
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2.5  การอักเสบ 
 การอักเสบ (Inflammation) เป็นส่วนหนึ่งของกระบวนการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกัน
ในร่างกายต่อสิ่งที่ท าให้เนื้อเยื่อส่วนต่างๆ ของร่างกายเกิดอาการบาดเจ็บ เช่น สิ่งแปลกปลอมที่อยู่
ภายนอกร่างกาย การติดเชื้อ การบาดเจ็บ หรือสารเคมี เป็นต้น [50] ซึ่งการทดลองเกี่ยวกับการปวด 
ไมเกรนนี้ได้มีการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบ เนื่องจากพยาธิก าเนิดไมเกรนเกิดจากหลอดเลือดใน
สมองขยายตัวและเกิดการอักเสบขึ้น ซึ่งเป็นสาเหตุของการปวดไมเกรน จึงได้มีการศึกษาฤทธิ์ต้าน
การอักเสบในสัตว์ทดลองร่วมด้วย 
 2.5.1  ชนิดของการอักเสบ แบ่งออกเป็น 2 ชนิด ได้แก่ 
  2.5.1.1 การอักเสบชนิดเฉียบพลัน (Acute inflammation) เป็นการอักเสบที่เกิดขึ้น
ทันทีและเกิดขึ้นอย่างรวดเร็ว ระยะเวลาสั้น จะมีอาการอักเสบในช่วงเวลาเป็นวินาที นาที ชั่วโมง หรือ
วัน หลังจากได้รับสิ่งกระตุ้น และจะอักเสบไม่เกิน 1 สัปดาห์ ลักษณะของการอักเสบชนิดเฉียบพลัน 
ได้แก่ ปวด (Pain), บวม (Swelling), แดง (Redness) และร้อน (Heat) เป็นต้น [51]  
  2.5.1.2 การอักเสบชนิดเร้ือรัง (Chronic inflammation) เป็นการอักเสบที่เกิดขึ้นช้า
ระยะเวลานาน ซึ่งขึ้นอยู่กับสาเหตุของสิ่งที่มากระตุ้น มักมีอาการอักเสบในช่วงเวลาเป็นหลายสัปดาห์
หรือหลายเดือน การอักเสบเร้ือรังมีสาเหตุมาจากการติดเชื้อที่รักษาไม่หาย หรืออาจได้รับสิ่งที่เป็น
อันตรายกับเนื้อเยื่อในร่างกายเป็นเวลานาน ลักษณะของการอักเสบชนิดเร้ือรัง ได้แก่ มีการสร้าง
เนื้อเยื่อที่เป็นพังผืดขึ้น (Fibrosis) มีการสร้างหลอดเลือดขึ้นจ านวนมาก และพบเซลล์อักเสบชนิด  
Macrophages และ Lymphocyte เป็นต้น [52] 
  
 2.5.2  กลไกการอักเสบ 
  การอักเสบส่วนใหญ่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลง
ของเนื้อเยื่อบริเวณที่เกิดอาการบาดเจ็บ เป็นผลท าให้มีอาการปวด บวม แดง และร้อน เนื่องมาจาก 
Inflammatory mediator เช่น Prostaglandin E2 (PGE2) ที่ถูกปล่อยออกมากระตุ้นบริเวณปลายประสาท
ท าให้รู้สึกปวด [53] มีการเพิ่มความสามารถในการซึมผ่านของผนังบริเวณหลอดเลือด จึงเกิดอาการ
บวม และเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงของการไหลเวียนเลือดในหลอดเลือด ท าให้เนื้อเยื่อบริเวณที่เกิดการ
อักเสบมีลักษณะแดงและร้อนขึ้น [54] โดยกระบวนการสร้าง PGE2 แสดงดังภาพที่ 2.5 
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ภาพท่ี 2.5  กระบวนการสร้าง Prostaglandin E2 (PGE2) [55] 
 
   จากภาพที่ 2.5 แสดงกระบวนการสร้าง PGE2 ซึ่งเป็นสารเคมีก่อให้เกิดความเจ็บปวด
และอักเสบขึ้น โดยมีกระบวนการสร้าง ดังนี ้
   2.5.2.1 เมื่อมีสิ่งมากระตุ้นบริเวณร่างกาย เช่น เกิดการบาดเจ็บ การติดเชื้อ ซึ่งปัจจัย
ดังกล่าวนี้จะกระตุ้นเอนไซม์ phospholipase A2 (PLA2) ให้เปลี่ยน Phospholipid ของ Cell membrane 
เป็น Arachidonic acid (AA) [56-58] 
   2.5.2.2 Arachidonic acid (AA) ถูกเปลี่ยนสภาพต่อโดย Cyclooxygenase pathway 
(COX หรือ Prostaglandin H (PGH) synthase) เป็น Prostaglandin H2 (PGH2) และ Thromboxane 
   2.5.2.3  Prostaglandin H2 (PGH2) จะถูกเปลี่ยนไปเป็น Prostaglandin หลายชนิด เช่น 
PGE2, PGD2 และ PGI2 โดยเอนไซม์ PGE synthase, PGD synthase และ PGI synthase ตามล าดับ  
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2.6  การนอนหลับและความสัมพันธ์ของกล้ามเนื้อ 
 การนอนหลับ (Sleep) หมายถึงสภาวะทางพฤติกรรมที่มีการรับรู้เปลี่ยนแปลงไปและมีการ
ตอบสนองต่อสิ่งแวดล้อมน้อยลง [59] ซึ่งการนอนหลับเป็นการพักผ่อน (Rest) เนื่องจากเป็นสภาวะที่
ลดการท ากิจกรรมที่ใช้กล้ามเนื้อและความคิดน้อยลง ท าให้รู้สึกคลายเครียด คลายกังวล และเกิด
อาการผ่อนคลาย [60] หากมีอาการปวดไมเกรนจึงต้องให้ร่างกายอยู่ในสภาวะพักผ่อนและคลายกังวล
ดังนั้น การทดลองนี้จึงต้องมีการศึกษาฤทธิ์ในการนอนหลับและความสัมพันธ์ของกล้ามเนื้อของสาร
ทดสอบต่อการนอนหลับในสัตว์ทดลอง 
 2.6.1  วงจรการนอนหลับ มีลักษณะการเปลี่ยนแปลงเป็น 2 ระยะคือ ระยะที่ไม่มีการกลอก
ลูกตา (Non rapid eye movement; NREM) และระยะที่มีการกลอกลูกตา (Rapid eye movement; 
REM) ดังนี ้[61-62] 
  2.6.1.1  ระยะที่ไม่มีการกลอกลูกตา (Non rapid eye movement; NREM) แบ่งเป็น 4 
ระดับ คือ 
   1)  ระดับ 1 เร่ิมหลับ กล้ามเนื้อเร่ิมผ่อนคลาย ลูกตาเคลื่อนไหวไปมาช้าๆ 
   2)  ระดับ 2 หลับได้ดีขึ้น กล้ามเนื้อมีการเร่ิมผ่อนคลายมากขึ้น 
   3) ระดับ 3 การหลับลึก กล้ามเนื้อมีการผ่อนคลายเต็มที่ มีการหลั่ง Growth 
hormone และ Serotonin 
   4) ระดับ 4 การหลับสนิท ระยะนี้สมองจะอยู่ในภาวะพักผ่อน ชีพจร ความ
ดันโลหิต รวมถึงออกซิเจนของกล้ามเนื้อลดลง มีการหลั่ง Growth hormone มากที่สุด 
  2.6.1.2  ระยะที่มีการกลอกลูกตา (Rapid eye movement; REM) ในระยะนี้กล้ามเนื้อ
ทุกส่วนของร่างกายจะมีการคลายตัวมากที่สุด แต่จะมีการกลอกของลูกตา นอกจากนี้ยังมีการหลั่ง
ฮอร์โมน Cortisol, Glucagon และ Catecholamine 
 
  2.6.2  ความสัมพันธ์ของกล้ามเนื้อ (Muscle coordination) มีความสัมพันธ์กับการหลับคือ
ขณะที่ร่างกายมีการพักผ่อน การท างานของกล้ามเนื้อจะลดลง การควบคุมการท างานของกล้ามเนื้อ
ส่วนใหญ่หยุดการท างานและเกิดการคลายตัว ซึ่งเป็นพฤติกรรมที่จ าเป็นต่อการด ารงชีวิตและอนุรักษ์
พลังงานของร่างกาย ช่วยให้เซลล์หรืออวัยวะมีการเสริมสร้างโปรตีน และฟื้นคืนสภาพท าให้ร่างกาย
เกิดการผ่อนคลาย [63]  
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2.7  กานพลู 
 2.7.1  การจัดล าดับทางด้านอนุกรมวิธานของกานพลู [64] 
   Kingdom : Plantae 
   Phylum  : Angiosperms   
    Class : Eudicots 
     Order : Myrtales 
       Family : Myrtaceae 
       Genus : Syzygium 
         Species : S.aromaticum 
  
 2.7.2  ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของกานพลู 
  ชื่อไทย  กานพลู   
  ชื่อสามัญ Clove, Clove tree  
  ชื่อวิทยาศาสตร์ Syzygium aromaticum (L.) Merrill & Perry 
  วงศ์  MYRTACEAE   
  ชื่อท้องถิ่น จันจ่ี (ภาคเหนือ)  
  ลักษณะท่ัวไป    
   ล าต้น  เป็นไม้ยืนต้น ไม่ผลัดใบ สูง 5-20 เมตร เรือนยอดทึบ เป็นรูปกรวย 
     คว่ า  แตกกิ่งต่ า ล าต้นตั้งตรง เปลือกเรียบสีเทา มีต่อมน้ ามันมาก  
   ใบ  เป็นใบเด่ียว เรียงตรงข้าม รูปใบหอก รูปรี กว้าง 3-6 เซนติเมตร ยาว 
     6-13 เซนติเมตร ปลายแหลมหรือเรียวแหลม ขอบเรียบ แผ่นใบ 
     ด้านบนเป็นมัน 

   ดอก  ช่อดอกสั้น แตกแขนงออกเป็นกระจุก 3 ดอก ที่ปลายกิ่งหรือตรง 
     ซอกใบจ านวน 6-20 ดอก ก้านช่อดอกสั้นมาก แต่อาจยาวได้ถึง 1 
     เซนติเมตร ใบประดับรูปสามเหลี่ยม ยาว 2-3 มิลลิเมตร กลีบเลี้ยง 4 
     กลีบ โคนติดกันเป็นหลอดยาว 5-7 มิลลิเมตร กลีบดอก 4 กลีบ รูป 
     ขอบขนานหรือกลม ยาว 7-8 มิลลิเมตร มีต่อมน้ ามันมาก ร่วงง่าย 
     เกสรเพศผู้จ านวนมาก ก้านชูอับเรณูยาวประมาณ 7 มิลลิเมตร ก้าน 
     เกสรเพศเมียยาวประมาณ 4 มิลลิเมตร 
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  ผล  เป็นผลเด่ียว มี 1 เมล็ด รูปรี ยาว 2-2.5 เซนติเมตร เมื่อแก่จะมีสีแดง 
     คล้ า ยาว 1.5 เซนติเมตร [65] 

 

  
      (ก)             (ข) 

 

      
              (ค)     (ง)  

  

ภาพท่ี 2.6  ลักษณะทั่วไปของกานพลู 
    ก. ล าต้น [66]  
     ข. ใบ [67] 
     ค. ดอก [68]   
     ง. ผล  [69] 
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การขยายพันธุ์  ชอบขึ้นในดินร่วนซุย ความชื้นสูง ขึ้นได้ดีบนที่ราบ สูงจากระดับ 
     น้ าทะเล 800-900 เมตร ปลูกในเขตร้อนทั่วโลกส่วนในประเทศไทย 
     มีการน ามาปลูกบ้างแต่ไม่แพร่หลาย [70] 

 ส่วนที่น ามาใช้ ดอกตูม เปลือกต้น ใบ ผล น้ ามันหอมระเหย  
  สารประกอบเคมี 
 
ตารางท่ี 2.1  สารเคมีที่พบในส่วนต่างๆ ของกานพลู  
 

ส่วนของพืช สารท่ีพบ ปริมาณ  
ดอก [71] Eugenol 72-90 % 

β-caryophyllene - 
Vanillin - 

ดอก [72] Eugenol 71.56 % 
Eugenol acetate 8.99 % 

ใบ [73] Eugenol 94.4 % 
β-caryophyllene 2.9 % 

ดอก [74] Eugenol 24.371 mg/g 
ดอก [75] Eugenol  87.00 % 

Eugenyl acetate 8.01 % 
β-caryophyllene 3.56 % 

ดอก [76] Eugenol 82.3-91.4 %  
trans-β-caryophyllene 6.3-12.7 %  
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  สรรพคุณ 
  ดอก  มีรสเผ็ด แก้เลือดออกตามไรฟัน รักษาอาการปวดฟัน ช่วยดับกลิ่น 

     ปาก แก้ร ามะนาด แก้เสมหะ เป็นยาท าให้ร้อนเมื่อถูกผิวหนัง มีฤทธิ์ 
     เป็นยาชาเฉพาะที่ และเป็นยาขับน้ าคาวปลา แก้ท้องอืด อาหารไม่ 
     ย่อย คลื่นไส้อาเจียน แก้จุกเสียด แก้ท้องเสีย เป็นต้น 

  ใบ แก้ปวดมวน  
  ผล ใช้เป็นเคร่ืองเทศ ช่วยให้มีกลิ่นหอม 

เปลือกต้น แก้ปวดท้อง แก้ลม 
 น้ ามันหอมระเหยกานพลู ใช้เป็นยาชาเฉพาะที่ แก้ปวดฟัน  

 
ภูมิปัญญาพื้นบ้าน  

   -  แก้อาการท้องอืด ท้องเฟ้อ ขับลม และแก้ปวดท้อง  
    ใช้ดอกตูมของกานพลูที่โตเต็มที่ 4-6 ดอก หรือ 0.25 กรัม ดังนี้ 
   ผู้ใหญ่ ใช้ทุบให้ช้ า ชงดื่มคร้ังละคร่ึงแก้ว 
   เด็ก ใช้ 1 ดอก ทุบแล้วใส่ลงในขวดนม 
   เด็กอ่อน ใช้ 1 ดอก ทุบใส่กระติกน้ าที่ไว้ใช้ส าหรับชงนม 
   -  ยาแก้ปวดฟัน สามารถน ามาใช้ได้หลายวิธี ดังนี้ 
   - ใช้ส าลีพันปลายไม้จุ่มน้ ามันกานพลูจากการกลั่นดอกตูมของกานพลู  
4-5 หยด และใช้ส าลีพันปลายไม้จิ้มรูฟันที่ปวด ท าให้อาการปวดบรรเทาลงได้ นอกจากนี้ยังสามารถ
ใช้แก้ร ามะนาดได้ 
   -  ใช้ดอกเดี่ยวอมไว้บริเวณที่ปวดฟันเพื่อระงับอาการปวด 
   -  ใช้ดอกกานพลู ต าพอแหลกผสมกับเหล้าขาวเพียงเล็กน้อยพอแฉะ โดย
ใช้จิ้มหรืออุดบริเวณที่ปวด 
   -  ระงับกลิ่นปาก  
   -  ใช้ดอกตูม 2-3 ดอก อมไว้ในปาก จะช่วยท าให้ระงับกลิ่นปากได้ [77] 
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2.8  การวิเคราะห์หาระดับของโปรตีนและตรวจติดตามโปรตีนที่สนใจ 
 ในการวิเคราะห์หาระดับของโปรตีนและติดตามโปรตีนที่สนใจ ที่นิยมใช้จะเป็นวิธีการ
ตรวจทางชีวเคมี ใช้ส าหรับตรวจหาโปรตีนที่มีอยู่ในตัวอย่างเน้ือเยื่อของสิ่งมีชีวิต ซึ่งวิธีที่นิยมใช้อย่าง
แพร่หลายในปัจจุบัน ได้แก่ Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) และ Western blotting 
technique เป็นต้น โดยรายละเอียดของวิธีการต่างๆ มีดังนี้ 
 2.8.1  Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)  
   ELISA เป็นวิธีที่นิยมใช้อย่างแพร่หลาย เนื่องจากเป็นวิธีที่ง่าย สะดวกและรวดเร็ว 
ในการตรวจหาปริมาณโปรตีนหรือฮอร์โมนที่สนใจจากเนื้อเยื่อหรือ Serum ต่างๆ ที่ต้องการ  
  2.8.1.1  หลักการ 
    ELISA เป็นการท าปฏิกิริยาที่จ าเพาะเจาะจงของ Antibody และ Antigen ที่ 
เกาะอยู่บน Solid phase และใช้เอนไซม์ เช่น เอนไซม์ Peroxidase หรือ Alkaline phosphatase เพื่อช่วย
ท า ปฏิกิริยากับสารตั้งต้น (Substrate) ที่แสดงปฏิกิริยาระหว่าง Antigen กับ Antibody ซึ่ง Substrate 
จะเข้าไปท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ท าให้เกิดสี โดยความเข้มของสีที่เกิดขึ้นจะแปรผกผันกับปริมาณ
โปรตีนที่ต้องการตรวจหา [78-79]  
  2.8.1.2  ชนิดของ ELISA [90-91] 
   1) Direct ELISA เป็นวิธีตรวจหา Antigen ต่างๆ โดยใช้ Primary antibody 
จับกับ Antigen ที่เคลือบอยู่บน Solid phase ของ Microtiter plate อย่างจ าเพาะเจาะจง ซึ่งปริมาณของ 
Antigen ที่ต้องการตรวจหาสามารถดูได้จากความเข้มของสีที่เกิดขึ้นหลังจากที่มีการเติม Substrate  
ดังภาพที่ 2.7 

 

 
 

ภาพท่ี 2.7  Direct ELISA [92] 
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   2)  Indirect ELISA เป็นวิธีส าหรับตรวจหา Antibody ต่างๆ โดย Antibody 
จะท าปฏิกิริยากับ Antigen ที่ติดอยู่กับพื้นผิวของ Solid phase และใช้ Anti-immunoglobulin ซึ่งติด
ฉลาก (Conjugate) ด้วยเอนไซม์ (Enzyme-labelled detector antibody) ที่ไม่ได้ติดฉลากเป็น Detector 
antibody แล้วตามด้วย Enzyme-labeled anti-detector antibody เข้าท าปฏิกิริยากับ Antibody ที่ต้องการ
ตรวจหาและการย่อย Substrate จะขึ้นอยู่กับปริมาณ Antibody ที่มีอยู่ในตัวอย่างที่ต้องการตรวจ แต่
ข้อเสียของ Indirect ELISA คือ วิธีการตรึง Antigen ไม่มีความจ าเพาะเจาะจง เมื่อ Serum ถูกใช้ในการ
ทดสอบ Antigen โปรตีนทั้งหมดในตัวอย่างอาจเกาะอยู่บนหลุมของ Microtiter plate 
 

 
 

ภาพท่ี 2.8  Indirect ELISA [92] 
 

   3) Sandwich ELISA เป็นวิธีการที่ใช้ตรวจหา Antigen โดยการเคลือบพื้นผิว 
Solid phase ด้วย Antibody ซึ่ง Antigen ในตัวอย่างจะท าปฏิกิริยากับ Antibody จากนั้นเติม Antibody 
ซึ่งติดฉลากด้วยเอนไซม์ (Enzyme-labelled detector antibody) แล้วตามด้วย Enzyme-labelled anti-
detector ลงไปให้ท าปฏิกิริยา วิธีนี้ Antigen จะอยู่ตรงกลางโดยมี Antibody ประกบทั้งด้านบนและ
ด้านล่าง 
 

 
 

ภาพท่ี 2.9  Sandwich ELISA [92] 
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   4)  Competitive ELISA วิธีนี้สามารถตรวจได้ทั้ง Antigen และ Antibody ถ้า 
ต้องการตรวจ Antibody สามารถตรวจได้ 2 วิธี ดังนี ้
        (1) เคลือบ Solid phase ด้วย Antigen จากนั้นเติม Antibody ที่ติดฉลาก
ด้วยเอนไซม์ปริมาณที่แน่นอนและมีการเติมตัวอย่างที่มี Antibody อยู่ลงไป เพื่อให้เข้าไปแย่งจับกับ 
Antigen ที่อยู่บน Solid phase 
    (2) เคลือบ Solid phase ด้วย Antibody จากนั้นเติม Antigen ที่ติดฉลาก
ด้วยเอนไซม์และมีการเติมตัวอย่างที่มี Antibody อยู่ลงไป เพื่อให้ Antibody ทั้งสองเข้าไปแย่งจับกับ 
Antigen ที่ติดฉลาก   
   แต่ถ้าต้องการตรวจ Antigen ก็สามารถตรวจได้ 2 วิธีเช่นกัน ดังนี้ 
  (1) เคลือบ Solid phase ด้วย Antibody จากนั้นเติม Antigen ที่ติดฉลาก
ด้วยเอนไซม์ปริมาณแน่นอนและเติมตัวอย่างที่มี Antibody อยู่ลงไปเพื่อให้เข้าไปแย่งจับกับ Antibody 
ที่อยู่บน Solid phase 
 (2) เคลือบ Solid phase ด้วย Antigen จากนั้นจะเติม Antibody ที่ติดฉลาก
ด้วยเอนไซม์และมีการเติมตัวอย่างที่มี Antibody อยู่ลงไป โดยให้ Antigen ทั้งสองตัวเข้าไปแย่งจับกับ 
Antibody 
 

 
 
ภาพท่ี 2.10  Competitive ELISA [92] 
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 2.8.2  Western blotting technique 
   Western blotting หรือที่เรียกอีกชื่อหนึ่งว่า Immunoblot เป็นเทคนิคที่ใช้ติดตามหรือ
ดูการแสดงออกของโปรตีนที่สนใจในตัวอย่าง เช่น Tissue homogenates หรือโปรตีนที่สกัดมา [93] 
  2.8.2.1  หลักการ 
   เทคนิค Western blotting ใช้หลักการของ Gel electrophoresis ใช้แยกได้ทั้ง
โปรตีนที่ไม่เสียสภาพ (Non-denaturing/native protein) และโปรตีนที่เสียสภาพ (Denatured protein)
โดยโปรตีนจะถูก Transfer ไปยัง Nitrocellulose membrane แล้วตรวจสอบโปรตีนที่ต้องการโดยใช้
Antibody ที่มีความจ าเพาะ (Specific antibody) กับโปรตีนที่ต้องการติดตาม [94] 
  2.8.2.2  ขั้นตอนการทดสอบ  
   ขั้นตอนหลักของการทดสอบมี 6 ขั้นตอน [95] ดังนี ้
    1) การเตรียมเนื้อเยื่อหรือโปรตีนตัวอย่าง (Tissue/Protein preparation) โดย
ตัวอย่างที่น ามาใช้ในการท า Western blotting อาจมาจากเนื้อเยื่อของเซลล์หรือโปรตีนที่ท าการสกัดมา
จากเนื้อเยื่อทั้งหมด ในขั้นตอนนี้จะต้องมีการเติมสาร Protease inhibitor เพื่อป้องกันโปรตีนถูกย่อย
สลายด้วยเอนไซม์ Protease ที่มีอยู่ในเซลล์ 
    2) Gel electrophoresis เป็นการแยกโปรตีนโดยใช้กระแสไฟฟ้า อาจแยก
ตามค่า Isoelectric point (pI) หรือแยกตามขนาดโปรตีน (Molecular weight) โดยเจลส่วนใหญ่ที่ใช้
ส าหรับแยกโปรตีน ได้แก่ Acrylamide หรือเรียกว่า Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis (SDS-PAGE) ซึ่ง SDS เป็นสาร Ionic detergent ที่จะเข้าไปจับกับโปรตีนท าให้
โปรตีนเสียสภาพและกลายเป็นประจุลบ จึงท าให้การแยกโปรตีนด้วย SDS-PAGE เป็นการแยก
โปรตีนตามขนาดของโมเลกุล 
    3) การย้ายโปรตีนจากเจลสู่แผ่นเมมเบรน (Protein transfer) เป็นการย้าย
โปรตีนที่ผ่านการแยกด้วย Gel electrophoresis แล้วย้ายสู่ Membrane ที่มีประจุบวก เช่น nitrocellulose 
หรือ Polyvinylidene fluoride (PVDF) 
    4) Blocking เป็นวิธีการป้องกันการเกิด Non-specific โปรตีนอ่ืนๆ ที่เข้ามา 
จับกับแผ่น Membrane โดยหลังจากย้ายโปรตีนจากเจลลงสู่แผ่น Membrane โปรตีนจะจับอยู่กับแผ่น 
Membrane จึงต้องท าการ Blocking ด้วย Bovine serum albumin (BSA) หรือ Non-fat dry milk โดย
โปรตีนเหล่านี้จะจับบนที่ว่างของแผ่น Membrane ยกเว้นบริเวณที่มีโปรตีนจับอยู่แล้ว  
    5) การติดตามผล (Detection) จะมีการติดตามโปรตีนที่สนใจด้วย Antibody
เละเมื่อท าปฏิกิริยากับ Substrate จะท าให้มีสีเกิดขึ้น  
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    6) การวิเคราะห์ผล (Analysis) หลังจากที่ Incubate แผ่น Membrane ด้วย 
Antibody ที่มีความจ าเพาะแล้ว จะติดตามว่า Antibody ไปเกาะกับโปรตีนเป้าหมายที่ต าแหน่งใด โดย
การวิเคราะห์ผลขึ้นอยู่กับ Antibody ที่ใช้ ซึ่งวิธีวิเคราะห์ผลแบ่งได้ ดังนี้ 
    - Colorimetric detection โดยดูจากการเกิดสีที่เกิดจากเอนไซม์ย่อยสลาย  
Substrate ที่เกิดขึ้นบนแผ่น Membrane 
    - Chemiluminescent detection ดูจากการเรืองแสง โดยใช้ Photographic 
filter หรือกล้อง CCD เพื่อจับภาพของ Membrane  
                     -  Radioactive detection ดูจากการเรืองแสง เมื่อประกบกับฟิล์มเอกซเรย์  
                     - Fluorescent detection ดูจากกล้อง Photosensor เช่น กล้อง CCD ที่มี 
Filter ในช่วงความยาวคลื่นที่ตรงกับสารเรืองแสงเหล่านั้นในการจับภาพ   
 

  
 

ภาพท่ี 2.11  กลไกการเกิดปฏิกิริยาของ Western blotting technique [96] 

 
 จากภาพที่ 2.9 แสดงกลไกการเกิดปฏิกิริยาของ Western blotting เมื่อโปรตีนเป้าหมายที่
สนใจถูก Transfer ไปยัง Membrane จากนั้นจะมีการเติม Primary antibody ที่มีความจ าเพาะเจาะจงเข้า
ไปจับกับโปรตีนที่สนใจ และ Incubate เพื่อให้เกิดการจับกันอย่างสมบูรณ์ เมื่อครบตามก าหนดเวลา
จึงล้างโปรตีนที่ไม่จ าเพาะอ่ืนๆ ออก จากนั้นเติม Secondary antibody เพื่อให้จับกับ Primary antibody 
หลังจากนั้นจะมีการเติมสารตั้งต้น (Substrate) เพื่อดูการเกิดสีของปฏิกิริยา โดยเอนไซม์จะเข้าไปย่อย
และท าปฏิกิริยากับ Substrate จึงท าให้เกิดสีขึ้นบนแผ่น Membrane 
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2.9  งานวิจัยที่เก่ียวข้อง 
 การศึกษาวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการแยกสาร การทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของกานพลูและ 
วิธีการศึกษาเกี่ยวกับอาการปวดไมเกรนทั้งในประเทศและต่างประเทศ มีดังนี้  
 Alma et al. (2007) ศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของดอกกานพลู โดยน ากานพลูที่ได้จากการ 
กลั่นด้วยน้ ามาวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีด้วยเคร่ือง GC-MS พบว่ามี Eugenol, Eugenyl acetate 
และ β-Caryophyllene เท่ากับ 87, 8.01 และ 3.56 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ [75] 
 Raina et al. (2001) ศึกษาการกลั่นน้ ามันกานพลูจากใบแห้ง โดยท าการกลั่นน้ ามันด้วยวิธี  
กลั่นด้วยน้ า (Hydro-distillation) ได้น้ ามันกานพลู 4.8 เปอร์เซ็นต์ และวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 
ด้วยเคร่ือง GC และ GC-MS พบว่ามี Eugenol และ β-Caryophyllene เท่ากับ 94.4 และ 2.9 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ [73]  
 Hoque et al. (2008) ศึกษาฤทธิ์ของน้ ามันกานพลูในการต้านเชื้อราก่อโรคที่ปนเปื้อนมาใน
อาหารประเภทเนื้อไก่ พบว่าน้ ามันกานพลูสามารถลดการเจริญของเชื้อ Listeria monocytogenes ใน
เน้ือไก่ได้ ท าให้สามารถยืดอายุของการเก็บอาหารประเภทเนื้อไก่ได้ดียิ่งขึ้น [97]  
 Thirach et al. (2003) ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดกานพลูจากเอทานอลในการต้านเชื้อรา พบว่า
สามารถยับยั้งเชื้อรา Candida albicans และ Cryptococcus neoformans ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ
เมื่อเปรียบเทียบกับสาร Eugenol และ Amphotericin [98]  
 Tanko et al. (2008) ศึกษาฤทธิ์บรรเทาอาการปวดและฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัด
กานพลูจากเอทานอล พบว่าจากการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบโดยวิธี Formalin induced paw edema 
สารสกัดกานพลูจากเอทานอล 200 mg/kg สามารถต้านการอักเสบและลดการบวมของอุ้งเท้าหนูได้ดี
ที่สุดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับยามาตรฐาน Diclofenac 25 mg/kg ส่วนการทดสอบ
ฤทธิ์บรรเทาปวดโดยวิธี Acetic-acid induced abdominal writing contraction สารสกัดกานพลู 50 
mg/kg มีฤทธิ์ในการบรรเทาปวดได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เช่นเดียวกับยามาตรฐาน Piroxicam 20 
mg/kg นอกจากนั้นการทดสอบความเป็นพิษแบบเฉียบพลันของสารสกัดกานพลู พบว่ามีค่าของระดับ
ความเป็นพิษที่ท าให้หนูตาย 50 เปอร์เซ็นต์ (Median lethal dose ; LD50) เท่ากับ 565.7 mg/kg [21]   
 Daniel et al. (2008) ศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบและบรรเทาปวดของสารยูจีนอล (Eugenol) 
โดยวิธี Carrageenan-induced paw edema พบว่าสาร Eugenol ขนาด 200 mg/kg สามารถยับยั้งการ
บวมของอุ้งเท้าหนูได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม [99] 
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 Hosseini et al. (2011) ศึกษาฤทธิ์ระงับปวดของน้ ามันกานพลูในหนู Mice เพื่อน าไปใช้ใน
การบรรเทาอาการปวดฟันโดยใช้วิธี Hot plate test พบว่าน้ ามันกานพลูความเข้มข้น 10% v/v สามารถ 
บรรเทาอาการปวดได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม [100]  
 Shalaby et al. (2011) ศึกษาความเป็นพิษของน้ ามันกานพลูในหนูขาวสายพันธุ์ Wistar rat 
โดยศึกษาทางโลหิตวิทยา ชีวเคมีและพยาธิสภาพระดับเนื้อเยื่อในตับและไต พบว่าน้ ามันกานพลูมีค่า  
LD50 ที่ 3,597.5 mg/kg ซึ่งน้ ามันกานพลูมีผลท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสรีรวิทยาในไต 
เนื่องจากมีการคั่งของเลือดด าในหลอดเลือดเล็กน้อยและเหนี่ยวน าให้เกิด  Desquamation (การลอก    
หลุดของผิว) ที่เซลล์เยื่อบุทางเดินปัสสาวะบริเวณท่อไต [101]   
 อนันตะเศรษฐกูล (2541) ศึกษาภาวะไวต่อไนตริกออกไซด์จากการพร่องซีโรโตนินของ    
ระบบไทรเจมมิโนวาสคูลาร์ในหนูแรทซึ่งเป็นสมมติฐานของพยาธิก าเนิดโรคไมเกรน ผลที่ได้บ่งชี้ว่า   
ภาวะพร่องซีโรโตนินอาจเป็นปัจจัยส าคัญที่ท าให้เกิดภาวะตอบสนองต่อไนตริกออกไซด์มากผิดปกติ   
ในผู้ป่วยโรคปวดศีรษะไมเกรน [102]  
   Berman et al. (2006) ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของสาร Serotonin ในปมประสาท Trigeminal  
ของหนูเพศเมียที่เกี่ยวข้องกับการท างานของ Serotonin เพื่อตรวจสอบองค์ประกอบที่มีอยู่และการถูก 
ควบคุมโดยการเปลี่ยนแปลงของระดับสเตียรอยด์ในรังไข่ที่ เกิดขึ้นระหว่างรอบการเป็นสัด ซึ่ง 
เกี่ยวข้องกับการปวดไมเกรนที่มีสาเหตุจากประจ าเดือน โดยใช้ตัวอย่างสมองทดสอบด้วยวิธี Western  
blot analysis พบว่าการแสดงออกของ 5-HT 1B และ 5-HT 1D receptor ในปมประสาท Trigeminal 
ไม่ได้รับการควบคุมโดยรอบการเป็นสัด และ 5-HT 1B receptor มีหน้าที่เป็น Autoreceptor (กระตุ้น
ตัวรับที่ปลายประสาทก่อนเกิดการไซแนปส์) เพื่อควบคุมการหลั่งสารสื่อประสาท Serotonin [103] 
  Nagata et al. (2007) ศึกษาระดับการเปลี่ยนแปลงของ Serotonin ในเซลล์เม็ดเลือดขาวของ
ผู้ป่วยไมเกรน (Cell line) ด้วยวิธี Western blot analysis เพื่อตรวจสอบปริมาณของ Serotonin โดยใช้ 
Antibody against 5-HT 1B receptor พบว่าระดับของ Serotonin ใน Migraine with aura (MWA) มี
ปริมาณสูงกว่ากลุ่มเซลล์ควบคุม [6]   
  Ye et al. (2011) ศึกษาผลกระทบของยา Flunarizine (FLN) ซึ่งจัดเป็นยาในกลุ่มที่เป็นตัว
ต้านแคลเซียม (Calcium antagonists) ใช้เป็นยารักษาอาการปวดไมเกรนและรักษาอาการเวียนศีรษะที่
ป้องกันภาวะแคลเซียมในเซลล์สูง โดยศึกษาเกี่ยวกับการออกฤทธิ์ปิดกั้นการไหลของกระแสไฟฟ้า 
Na+ และ Ca+ ในเซลล์ประสาทบริเวณเยื่อหุ้มสมองของหนูทดลองด้วยวิธี  Whole-cell patch clamp 
พบว่ากระแสของ Na+ (INa) และ Ca+ (ICa) ถูกปิดกั้นโดย FLN ซึ่งขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของยาและมีค่า
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ความเข้มข้นที่สามารถยับยั้งการท างานได้ 50 เปอร์เซ็นต์ (Half maximal inhibitory concentration ; 
IC50) เท่ากับ 0.94 M และ 1.77 M ตามล าดับ [104]  
  Jennings et al. (2004) ศึกษาผลของ Sumatriptan ซึ่งเป็นยารักษาอาการปวดไมเกรนต่อ
เซลล์ประสาทไขสันหลังส่วน Dorsal horn ของหนูทดลอง โดยใช้วิธี Whole-cell patch clamp เพื่อ
ตรวจสอบการส่งสัญญาณกระแสไฟฟ้าก่อนและหลังรอยประสานประสาท (Pre and Post Synaptic) 
ระหว่าง Trigeminal primary afferent fibres และเซลล์ประสาทไขสันหลังส่วน Dorsal horn พบว่า 
Sumatriptan ไม่มีผลต่อ Postsynaptic อย่างมีนัยส าคัญต่อเยื่อหุ้มเซลล์ในช่วง 260-2130 mV และจาก
การทดสอบด้วยวิธี Reverse transcription polymerase chain reaction พบ mRNA ทั้ง 2 ชนิด คือ 5-HT 
1D และ 5-HT 1B  receptor ในปมประสาท Trigeminal และ Subnucleus caudalis แสดงให้เห็นว่า 
Sumatriptan ท าหน้าที่ส่งกระแสไฟฟ้าก่อนรอยประสานประสาท (Presynaptic) บริเวณส่วนกลางของ 
Trigeminal primary afferent fibres เพื่อลดการปล่อยของกลูตาเมต ซึ่งเป็นสาเหตุท าให้เกิดภาวะการ
กดประสาทจากการเปลี่ยนแปลงการไหลเวียนเลือดท าให้มีอาการปวดศีรษะไมเกรน [105]  
  Liang et al. (2013) ศึกษาผลของยา Amitriptyline (AMI) ในการต้าน Tetrodotoxin (มีผล
ต่อการปิดกั้นของ Voltage-gated Na-channel) โดยศักย์ไฟฟ้ามีผลท าให้โซเดียมแพร่เข้าเซลล์ด้วย
กระแส ไฟฟ้า 1.9 โวลต์ (Nav 1.9) ที่ท าให้เกิดการปวดบริเวณปมประสาท Trigeminal ของหนูทดลอง
โดยใช้วิธี Whole-cell patch clamp พบว่า Amitriptyline มีประสิทธิภาพในการยับยั้งโซเดียมแบบ
เฉียบพลันในลักษณะที่ขึ้นกับความเข้มข้น (Concentration dependent manner) และมีค่า  IC50 เท่ากับ 
15.16 M จากข้อมูลข้างต้นชี้ให้เห็นว่า AMI เป็น State-selective blocker ของช่องโซเดียมขณะเกิด
ความ เจ็บปวดบริเวณปมประสาท Trigeminal ของหนูทดลอง ซึ่งก่อให้เกิดประสิทธิภาพในการรักษา  
อาการปวดต่างๆ รวมทั้งไมเกรน [106]    
  Loyd et al. (2012) ศึกษาผลของยาแก้ปวดต่อสาร Serotonin (5-HT) และ Capsaicin ที่
ก่อให้เกิดความเจ็บปวดจากความร้อนในหนูทดลองด้วยวิธี Rat hindpaw thermal assay พบว่าการฉีด 
Serotonin ขนาดสูงที่สุด (0.1 nmol/l) เข้าใต้อุ้งเท้าด้านหลัง ก่อให้เกิดความเจ็บปวดจากความร้อนได้
ดีที่สุดทุกช่วงเวลาและการฉีด Serotonin 0.1 nmol/l ก่อนฉีด Capsaicin 3 nmol/10 l 10 นาที พบว่า 
Serotonin ช่วยเสริมการออกฤทธิ์ของ Capsaicin ส่วนการฉีดยา Sumatriptan ก่อนการฉีด Capsaicin 
15 นาที พบว่ายา Sumatriptan 0.01 nmol/l ช่วยเพิ่มระยะเวลาทนต่อความร้อน (Paw withdrawal 
latency ; PWL) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่เวลา 10 นาที หลังจากฉีด Capsaicin [107]  
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   Wu et al. (2014) ศึกษาฤทธิ์ของพืชสมุนไพรจีนต่อ Serotonin ที่เกี่ยวข้องกับไมเกรนในหนู
สายพันธุ์ Sprague-Dawley rat และ Kunming mice โดยการใช้ Reserpine เหนี่ยวน าให้ระดับของ 
Serotonin ลดลง และศึกษา Blood clotting time พบว่าหนูที่ได้รับสารทดสอบมีระดับของ Serotonin 
สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม นอกจากนี้ยังพบว่าหนูที่
ได้รับสารทดสอบ สามารถท าให้เลือดเกิดการแข็งตัวได้ช้ากว่ากลุ่มควบคุมที่ได้รับ Reserpine เพียง
อย่างเดียว [108] 



บทที ่3 
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 
3.1  สำรเคมี เครื่องมือ และอุปกรณ์ที่ใช้ในกำรวิจัย 
 3.1.1  สารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 
  3.1.1.1  Acetone  
  3.1.1.2  Alcohol 70 % 
  3.1.1.3  Diazepam  
  3.1.1.4  Caffeine (Sigma-Aldrich, USA) 
  3.1.1.5  Capsaicin (Sigma-Aldrich, USA) 
  3.1.1.6  Carrageenan (Sigma-Aldrich, USA)   
  3.1.1.7  Reserpine (Sigma-Aldrich, USA) 
  3.1.1.8  Wetting compound 
  3.1.1.9  Emla (AstraZeneca, Sweden) 
   3.1.1.10  Ibuprofen (Nurofen®200 mg) (Reckitt Benckiser, ประเทศไทย) 
  3.1.1.11  Acacia (Chemical of Highest Quality, England) 
   3.1.1.12  Sumatriptan (ImigranTM 100 mg) (GlaxoSmithKline Pharmaceuticals,  
      Poland) 
  3.1.1.13  Serotonin creatinine sulfate monohydrate (Sigma-Aldrich, Switzerland) 
   3.1.1.14  Phenylbutazone (PBZ; Sigma-Aldrich, USA) 
  3.1.1.15  Ethyl phenylpropiolate (EPP; Sigma-Aldrich, USA) 
   3.1.1.16  Ethanol absolute for analysis (Merck, Germany) 
  3.1.1.17  Normal saline solution 0.9% (NSS; Klean & Kare, ประเทศไทย) 
  3.1.1.18  Phosphate buffered saline (PBS) Tablets (amresco, USA)   
  3.1.1.19  Sodium chloride (NaCl; Merck KGaA, Germany) 
  3.1.1.20  Potassium chloride (KCl) 
    3.1.1.21  Sodium hydrogen phosphate (Na2HPO4)    
  3.1.1.22  Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4; Fisher, UK) 
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   3.1.1.23  Sodium hydroxide (NaOH; Ajex, Australia)  
  3.1.1.24  Gel base 
  3.1.1.25  Hydrochloric acid (HCl) 
  3.1.1.26  Serotonin Research ELISATM kit (Labor Diagnostika Nord GmbH,  
     Germany)  
  3.1.1.27  Serotonin ELISAFast Track kit (Labor Diagnostika Nord GmbH, Germany) 
  3.1.1.28  Anti-5HT1B Receptor antibody (Abcam®, England)  
  3.1.1.29  NuPAGE 4-12 % Bis-Tris Gel 1.0 mm10 well (novex®, USA)  
   3.1.1.30  NuPAGE® LDS Sample Buffer (novex®, USA) 
  3.1.1.31  NuPAGE® MES SDS Running Buffer (novex®, USA) 
  3.1.1.32  Seeblue® Plus 2 Prestained Standard (novex®, USA) 
  3.1.1.33  Qubit® Protein Assay Kit (labeling&detection) (molecular probes®, USA) 
  3.1.1.34  Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche Diagnostics GmbH, Germany) 
  3.1.1.35  Secondary (2º) Antibody Solutions Alk-Phos. Conjugated (Anti-Rabbit) 
    (invitrogenTM, USA) 
  3.1.1.36  Novex® AP Chromogenic Substrate (BCIP/NBT) (invitrogenTM, USA) 
  3.1.1.37  Skim milk (HiMedia Laboratories, India)  
  3.1.1.38  Polysorbate 20 (Tween 20; บริษัท วันรัต (หน่่าเซียน) จ่ากัด, ประเทศไทย) 
  3.1.1.39  pH Singles reference standard 4.01, 7.00 และ 10.00 (NIST, USA) 
  3.1.1.40  Tris 
  3.1.1.41  Trizma® hydrochloride (Tris HCl; Sigma-Aldrich, USA) 
  3.1.1.42  Tris Base (Fisher Scientific, USA) 
  3.1.1.43  Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA) 
  3.1.1.44  Sodium dodecyl sulphate (SDS)  
   3.1.1.45  Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 
  3.1.1.46  Deionized water (บริษัท สิทธิพรแอสโซซิเอส จ่ากัด, ประเทศไทย) 
  3.1.1.47  น ่ากลั่น (Distilled water) 
  3.1.1.48  น ่ามันกานพลู 
  3.1.1.49  สารสกัดดอกกานพลูจากเอทานอล 
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 3.1.2  เคร่ืองมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการวิจัย 
  3.1.2.1  เคร่ืองกลั่นด้วยน ่า (Hydro-distillation) 
  3.1.2.2  เคร่ืองระเหยสาร (Rotary evaporator; IKA®,Malaysia) 
   3.1.2.3  อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath; Memmert, Thailand) 
  3.1.2.4  เคร่ือง Tail flick meter (Ugo Basile, Italy) 
  3.1.2.5  เคร่ือง Plethysmometer (Ugo Basile, Italy)  
   3.1.2.6  เคร่ือง Microplate reader (Thermo Scientific, Finland) 
  3.1.2.7  เคร่ือง Homogenizer (Art-Miccra, Germany) 
   3.1.2.8  เคร่ืองปั่นเหวี่ยง (Centrifuge; Beckman Coulter, USA) 
  3.1.2.9  เคร่ืองนึ่งฆ่าเชื อโรค  (Autoclave; SANYO Electric, Japan) 
  3.1.2.10  ตู้บ่มเชื อ (Incubator; WTE binder, Germany) 
  3.1.2.11  เคร่ือง Rota rod (T.Science, ประเทศไทย) 
  3.1.2.12  เคร่ืองชั่งสาร 3 ต่าแหน่ง (AND GF, Japan) 
  3.1.2.13  เคร่ืองชั่งสาร 4 ต่าแหน่ง (Sartorius, ประเทศไทย) 
  3.1.2.14  เคร่ืองชั่งสัตว์ทดลอง (Mettler Toledo, ประเทศไทย) 
  3.1.2.15  เคร่ืองกวนสารละลาย (Magnetic stirrer; Barnstead Thermolyne  
      Cimarec 2, USA) 
   3.1.2.16  เคร่ืองผสมสารละลาย (Vortex Mixer; Scientific Industries,ประเทศไทย)  
  3.1.2.17  เคร่ืองวัดค่ากรด-ด่าง (pH Tester; Clean Instruments, USA) 
  3.1.2.18  เคร่ืองเขย่า (Shaker; Heidolph POLYMAX 2040, ประเทศไทย) 
  3.1.2.19  เคร่ืองเขย่า Microtiter plate (Gibthai, ประเทศไทย) 
  3.1.2.20  เคร่ืองปั่นเหวี่ยงขนาดเล็ก (Mini centrifuge; Dragon lab, China) 
  3.1.2.21  Pocket thickness gauge (Mitutoyo, Japan) 
  3.1.2.22  Micropipettes (Biohit, Finland) 
  3.1.2.23  Multichannel micropipettes (Biohit, Finland) 
  3.1.2.24  Micropipette tip (Biohit, Finland) 
  3.1.2.25  Syringe ขนาด 1, 3, 5, 10 และ 20 ml (Nipro, ประเทศไทย) 

  3.1.2.26  เข็มฉีดยาขนาด 21 G1 (0.825 mm), 26 G1.5 (0.4512 mm) และ 
      27 G1.5 (0.412 mm) (Nipro, ประเทศไทย) 
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  3.1.2.27  เข็มปีกผีเสื อ (Scalp Vein) ขนาด 22G3/4 (0.719 mm)  
     (Nipro, ประเทศไทย) 
  3.1.2.28  เข็มป้อนยาส่าหรับสัตว์ทดลอง (Stomach tube; T.Science, ประเทศไทย) 
  3.1.2.29  กระบอกตวง 
  3.1.2.30  บีกเกอร์ 
  3.1.2.31  โกร่งบดยา (Mortar and pestle) 
  3.1.2.32  ขวดเตรียมยา 
  3.1.2.33  พู่กัน 
  3.1.2.34  Eppendorf (axygen, USA) 
  3.1.2.35  Centrifuge tube (Corning, Mexico) 
  3.1.2.36  Qubit® 2.0 Fluorometer (invitrogenTM, Austria) 
  3.1.2.37  Power Supply Adapter Set (novex®, Germany) 
  3.1.2.38  MS 300 V Power Supply (major science, USA) 
  3.1.2.39  iBlotTM Gel Transfer Device (invitrogenTM, Israel) 
  3.1.2.40  Qubit® assay tubes (molecular probes®, USA) 
  3.1.2.41  Gel Loading Tips (Round) (novex®, USA) 
  3.1.2.42  XCell SureLockTM Mini-Cell (invitrogenTM, USA) 
  3.1.2.43  iBlot® Gel Transfer Stacks Nitrocellulose, Regular (novex®, Israel) 
 

3.2  สัตว์ทดลองท่ีใช้ในกำรท ำวิจัย  

 3.2.1  สัตว์ทดลองที่ใช้คือ หนูขาวเพศผู้ จากศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล 
ศาลายา จังหวัดนครปฐม มี 2 สายพันธุ์ ได้แก่ 
  3.2.1.1  สายพันธุ์ Wistar rat จ่านวนทั งสิ น 204 ตัว 
  3.2.1.2  สายพันธุ์ ICR Mouse จ่านวนทั งสิ น 30 ตัว  
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3.3  วิธีด ำเนินกำรวิจัย  
 3.3.1  การเตรียมน ่ามันและสารสกัดจากดอกกานพลู 
  3.3.1.1  การกลั่นน ่ามันกานพลู 
    น่าดอกกานพลูแห้งไปกลั่นน ่ามันกานพลู โดยใช้เคร่ืองกลั่นด้วยน ่า (Hydro-
distillation) ณ ศูนย์เคร่ืองมือ คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคล
ธัญบุร ี   
   3.3.1.2  การสกัดสารจากดอกกานพลู 
   1) น่าดอกกานพลูแห้งบดให้ละเอียด ใส่ถุงผ้าดิบ 500 กรัม เพื่อน่าไปหมัก
ในโหลหมักด้วยเอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ ในอัตราส่วน 1:10 (หรืออัตราส่วนระหว่างกานพลู 100 กรัม
ต่อเอทานอล 1,000 มิลลิลิตร) หมักทิ งไว้เป็นเวลา 7 วัน จากนั นกรองเอากากทิ ง เหลือไว้เฉพาะส่วน
ใสแล้วท่าการกรองซ ่าด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 (Whatman No.1) 
   2)  น่าส่วนใสที่ได้จากข้อ 1) มาระเหยตัวท่าละลายออก โดยใช้เคร่ืองระเหย
สาร (Rotary evaporator) ณ ห้องปฏิบัติการชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี เพื่อให้ได้สารสกัดกานพลูที่มีความเข้มข้นสูง มีลักษณะเหนียวและข้น  
   3)  น่าสารที่ได้เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพื่อใช้ทดสอบในขั นต่อไป  
   
 3.3.2  การเตรียมสัตว์ทดลอง 
   การปฏิบัติกับสัตว์ทดลองได้รับการอนุมัติให้ท่าการทดลองโดยคณะกรรมการ
จริยธรรมการใช้สัตว์ทดลองของสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย โดยน่าหนู
ทดลองมาพักที่อาคารสัตว์ทดลอง สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย เพื่อคลาย
ความเครียดจากการขนส่งและสามารถปรับตัวเข้ากับสภาพในห้องทดลองก่อนท่าการทดลองเป็นเวลา 
1 สัปดาห์ อุณหภูมิที่ใช้ในการเลี ยงและควบคุมอยู่ระหว่าง 25±2 องศาเซลเซียส ระดับความชื น 
สัมพัทธ์ 70 เปอร์เซ็นต์ ควบคุมไฟเปิดปิดทุก 12 ชั่วโมง วัสดุรองนอนใช้ซังข้าวโพด (Corn cob) ที่
ผ่านการอบฆ่าเชื อโรคแล้ว เพื่อใช้ดูดซับสิ่งปฏิกูล ที่กรงมีช่องส่าหรับให้น ่าและอาหารแก่หนูทดลอง
ตลอดเวลา 
 
 
 
 



51 

 3.3.3  ศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของน ่ามันและสารสกัดดอกกานพลูในการบรรเทาอาการปวด 
  3.3.3.1  Tail flick test [109-111]   
  เป็นการศึกษาฤทธิ์บรรเทาอาการปวด โดยประยุกต์วิธีการของ Correa et al., 
1996; Kolesnikov and Pasternak, 1999; Mathes and Kanarek, 2006 ซึ่งใช้หนูขาวเพศผู้สายพันธุ์ 
Wistar rat อดอาหารหนูก่อนทดลองเป็นเวลา 16 ชั่วโมง  
   1) น ่ามันกานพลู ใช้หนูทดลองจ่านวน 30 ตัว น ่าหนัก 297-371 g โดยแบ่ง
หนูออกเป็น 5 กลุ่มๆ ละ 6 ตัว ดังนี    
          -  Control   ได้รับ Gel base   
     -  Standard drug  ได้รับยา Emla 5% w/w  
     -  Treated I  ได้รับน ่ามันกานพลูความเข้มข้น 1% w/w      
     -  Treated II  ได้รับน ่ามันกานพลูความเข้มข้น 5% w/w      
     -  Treated III  ได้รับน ่ามันกานพลูความเข้มข้น 10% w/w  
     โดยการเตรียมน ่ามันกานพลูส่าหรับใช้ทาให้สัตว์ทดลอง จะเตรียม
ให้อยู่ในรูปของครีมเช่นเดียวกับยามาตรฐาน โดยผสมน ่ามันกานพลูความเข้มข้นต่างๆ ใน Gel base 
    ส่วนสารสกัดดอกกานพลู ใช้หนูทดลองจ่านวน 30 ตัว น ่าหนัก 179-216 
g โดยแบ่งหนูออกเป็น 5 กลุ่มๆ ละ 6 ตัว ดังนี       
     -  Control   ได้รับสารละลาย Acacia 5% w/v    
     -  Standard drug ได้รับยา Ibuprofen 100 mg/kg/body weight (bw)  
     -  Treated I   ได้รับสารสกัดดอกกานพลูขนาด 250 mg/kg/bw
     -  Treated II  ได้รับสารสกัดดอกกานพลูขนาด 500 mg/kg/bw
     -  Treated III ได้รับสารสกัดดอกกานพลูขนาด 750 mg/kg/bw  
     โดยการเตรียมยามาตรฐานและสารสกัดดอกกานพลูส่าหรับป้อนให้
สัตว์ทดลอง เตรียมโดยละลายในสารละลาย Acacia 5% w/v    
   2) วัด Baseline latency ของความทนต่อความร้อนก่อนให้สารทดสอบด้วย
เคร่ือง Tail flick  meter โดยน่าหางหนูวางอยู่บนแผ่นรวมแสง ให้ส่วนของหางหนูจากด้านปลายหาง
ประมาณ 3 เซนติเมตร วางปิดจุดรวมแสงซึ่งมีการตั งค่าความเข้มแสง (Intensity) ที่ 50 และมีการจ่ากัด
เวลาของความทนต่อความร้อน (Cut off time) ที่ 10 วินาที เพื่อเป็นการป้องกันเซลล์บริเวณหางหนูถูก
ท่าลายจากความร้อน จับเวลาเพื่อดูการยกหางหนีจากความร้อนของหนูแต่ละตัว ท่าการวัด 3 ครั ง/ตัว 
แล้วหาค่าเฉลี่ย  
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    3)  ให้สารทดสอบกับหนูทดลองในแต่ละกลุ่ม ดังนี   
     - น ่ามันกานพลู ให้โดยการทาสารทดสอบ 0.5 กรัม ให้ทั่วบริเวณ 
จากปลายหาง 3 เซนติเมตร จุดเดียวกับที่วัด Baseline latency และนวดเป็นเวลา 1 นาที เพื่อให้ยาดูด 
ซึมเข้าไปในผิวหนัง 
     - สารสกัดกานพลู ให้โดยการป้อนทางหลอดอาหาร (Oral gavage 
administration) 
    4)  วัดระยะเวลาทนต่อความร้อนหลังจากให้สารทดสอบที่เวลา 0, 30,  60, 
90, 120, 180 และ 240 นาที บันทึกเวลาที่หนูยกหางทุกช่วงเวลาเพื่อน่าไปค่านวณหาเปอร์เซ็นต์
ประสิทธิภาพสูงสุดที่คาดว่าจะเป็นไปได้ (% Maximal possible effect ; MPE) จากสูตร     
     % MPE = [(Test latency-Baseline latency) / (Cut off time-Baseline latency)]  100    
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  3.3.3.2  Hot plate test [107]  
     เป็นการศึกษาฤทธิ์บรรเทาอาการปวด โดยประยุกต์วิธีการของ Loyd et al., 
2012 ใช้หนูขาวเพศผู้สายพันธุ์ Wistar rat อดอาหารหนูก่อนทดลองเป็นเวลา 16 ชั่วโมง ซึ่งการ
ทดลองนี จะแบ่งออกเป็น 2 แผนการทดลอง ได้แก่ Serotonin-evoked thermal hyperalgesia และ 
Capsaicin-evoked thermal hyperalgesia 
   1) Serotonin-evoked thermal hyperalgesia เป็นการทดสอบฤทธิ์ของสาร
สกัดจากดอกกานพลูต่อ Serotonin ที่เหนี่ยวน่าให้เกิดความเจ็บปวดจากความร้อนโดยใช้หนูทดลอง
จ่านวน 30 ตัว น ่าหนัก 224-288 g ซึ่งมีขั นตอนการทดลอง ดังนี  
    (1) ตั งอุณหภูมิ Water bath ที่ 56.5±0.5 องศาเซลเซียส โดยใส่บีกเกอร์
ขนาด 5 ลิตร ลงใน Water bath เพื่อใช้เป็นอุปกรณ์ใส่หนูทดลองและมีการจ่ากัดเวลาของความทนต่อ
ความร้อน (Cut off time) ที่ 40 วินาที เพื่อป้องกันเซลล์บริเวณอุ้งเท้าหนูถูกท่าลายจากความร้อน    
     (2)  แบ่งหนูออกเป็น 5 กลุ่มๆ ละ 6 ตัว ดังนี      
       -  Control  ได้รับสารละลาย Acacia 5% w/v   
      -  Standard drug   ได้รับยา Sumatriptan 100 mg/kg/bw    
       -  Treated I  ได้รับสารสกัดดอกกานพลูขนาด 250 mg/kg/bw 
      -  Treated II  ได้รับสารสกัดดอกกานพลูขนาด 500 mg/kg/bw    
      -  Treated III  ได้รับสารสกัดดอกกานพลูขนาด 750 mg/kg/bw    
     โดยการเตรียมยามาตรฐานและสารสกัดดอกกานพลูส่าหรับป้อนให้
สัตว์ทดลอง เตรียมโดยละลายในสารละลาย Acacia 5% w/v 
     (3)  วัด Baseline latency ของการทนต่อความร้อนก่อนจะให้สารทดสอบ 
โดยน่าหนูใส่ลงในบีกเกอร์ โดยท่าสัญลักษณ์ที่หลังเท้าข้างที่ท่าการทดสอบ จับเวลาหลังจากที่เท้า
หลังของหนูทั งสองข้างเหยียบลงบนบีกเกอร์และสังเกตการยกเท้าหลังข้างที่ท่าสัญลักษณ์ จดบันทึก
เวลาและคัดเลือกหนูที่ทนความร้อนในช่วง 15-25 วินาที เพื่อน่าไปใช้ในการทดลอง จากนั นให้สาร
ทดสอบโดยวิธีการป้อนทางหลอดอาหาร (Oral gavage administration) 
    (4) หลังจากให้สารทดสอบ 30 นาที ฉีด Serotonin (5-HT) 0.1 nmol/µl 
เข้าใต้อุ้งเท้า (Intraplantar ; ipl) บริเวณอุ้งเท้าด้านหลังของหนูทดลอง (Rat hindpaw) ของเท้าข้างที่ท่า
สัญลักษณ์ไว้ และวัดระยะเวลาทนต่อความร้อน (Paw withdrawal latency ; PWL) ที่เวลา 0, 15, 30, 45 
และ 60 นาที บันทึกผลการทดลองและค่านวณหา %MPE 
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       (5) เก็บตัวอย่างเลือดของหนูทุกตัว โดยดูดจากหลอดเลือดบริเวณหาง 
(Tail vein) ด้วยเข็มปีกผีเสื อ (Scalp vein) ขนาด 22 G ใส่ Eppendorf ประมาณ 1 ml เพื่อน่าไป
วิเคราะห์หาระดับของสารสื่อประสาท Serotonin ด้วยวิธี ELISA ในขั นตอนต่อไป 
 
   2) Capsaicin-evoked thermal hyperalgesia เป็นการทดสอบฤทธิ์ของสาร
สกัดจากดอกกานพลูต่อ Capsaicin ที่เหนี่ยวน่าให้เกิดความเจ็บปวดจากความร้อน โดยใช้หนูทดลอง
จ่านวน 18 ตัว น ่าหนัก 286-390 g ซึ่งโดยมีขั นตอนการทดลอง ดังนี  
    (1) ตั งอุณหภูมิ Water bath ที่ 56.5±0.5 องศาเซลเซียส โดยใส่บีกเกอร์
ขนาด 5 ลิตร ลงใน Water bath เพื่อใช้เป็นอุปกรณ์ใส่หนูทดลอง และจ่ากัดเวลาของความทนต่อความ 
ร้อน (Cut off time) ที่ 40 วินาที เพื่อป้องกันการถูกท่าลายของเซลล์บริเวณอุ้งเท้าหนู    
     (2)  แบ่งหนูออกเป็น 6 กลุ่มๆ ละ 3 ตัว ดังนี      
       -  Control  ได้รับสารละลาย Acacia 5% w/v   
      -  Standard drug I   ได้รับยา Sumatriptan 100 mg/kg/bw    
      -  Standard drug II  ได้รับยา Ibuprofen 100 mg/kg/bw    
       -  Treated I  ได้รับสารสกัดดอกกานพลูขนาด 250 mg/kg/bw   
      -  Treated II  ได้รับสารสกัดดอกกานพลูขนาด 500 mg/kg/bw    
      -  Treated III  ได้รับสารสกัดดอกกานพลูขนาด 750 mg/kg/bw   
     โดยการเตรียมยามาตรฐานและสารสกัดดอกกานพลูส่าหรับป้อนให้
สัตว์ทดลอง เตรียมโดยละลายในสารละลาย Acacia 5% w/v 
     (3)  วัด Baseline latency ของการทนต่อความร้อนก่อนจะให้สารทดสอบ 
โดยน่าหนูใส่ลงในบีกเกอร์ โดยท่าสัญลักษณ์ที่หลังเท้าข้างที่ท่าการทดสอบ จับเวลาหลังจากที่เท้า
หลังของหนูทั งสองข้างเหยียบลงบนบีกเกอร์และสังเกตการยกเท้าหลังข้างที่ท่าสัญลักษณ์ จดบันทึก
เวลาและคัดเลือกหนูที่ทนความร้อนในช่วง 15-25 วินาที เพื่อน่าไปใช้ในการทดลอง จากนั นให้สาร
ทดสอบโดยวิธีการป้อนทางหลอดอาหาร (Oral gavage administration) 
    (4) หลังจากให้สารทดสอบ 30 นาที ฉีด Capsaicin 3 nmol/50 µl เข้าใต้
อุ้งเท้า (Intraplantar ; ipl) บริเวณอุ้งเท้าหลังของหนู (Rat hindpaw) ข้างที่ท่าสัญลักษณ์ไว้ และวัดระยะ 
เวลาทนต่อความร้อน (Paw withdrawal latency ; PWL) ที่เวลา 0, 15, 30, 45 และ 60 นาที บันทึกผล
การทดลอง จากนั นน่าค่าการทนต่อความร้อนที่บันทึกในแต่ละช่วงเวลามาค่านวณหา %MPE 
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 3.3.4 ศึกษาฤทธิ์ต่อการนอนหลับและความสัมพันธ์ของกล้ามเนื อในสัตว์ทดลอง [112-
114] เป็นการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดกานพลูต่อระยะเวลาการนอนหลับและความสัมพันธ์ของ
กล้ามเนื อของสัตว์ทดลอง โดยประยุกต์วิธีการของ Zia et al., 1995; Tsuji et al., 1996; Helton et al., 
1998 ซึ่งมีวิธีการทดลองดังนี  
  3.3.4.1  ศึกษาฤทธิ์ในการนอนหลับด้วยวิธี Sleeping time  
     ใช้หนูขาวเพศผู้สายพันธุ์ ICR Mouse จ่านวน 30 ตัว น ่าหนัก 37-46 g โดย
อดอาหารหนูก่อนทดลอง 16  ชั่วโมง  
                1)  แบ่งหนูออกเป็น 5 กลุ่มๆ ละ 6 ตัว ดังนี    
     -  Control  ได้รับสารละลาย Acacia 5% w/v  
    -  Standard drug  ได้รับ Caffeine 20 mg/kg/bw    
    -  Treated I  ได้รับสารสกัดดอกกานพลูขนาด 250 mg/kg/bw    
    -  Treated II  ได้รับสารสกัดดอกกานพลูขนาด 500 mg/kg/bw    
    -  Treated III  ได้รับสารสกัดดอกกานพลูขนาด 750 mg/kg/bw    
    โดยการเตรียมยามาตรฐานและสารสกัดดอกกานพลูส่าหรับป้อนให้สัตว์ 
ทดลอง เตรียมโดยละลายในสารละลาย Acacia 5% w/v 

  2)  ให้สารทดสอบกับหนูทดลองทุกกลุ่มโดยวิธีการป้อนทางหลอดอาหาร
(Oral gavage administration) 
    3)  หลังจากป้อนสารทดสอบ 60 นาที ป้อน Diazepam ขนาด 10 mg/kg/bw 
ให้ หนูทดลองทุกตัว เพื่อเหนี่ยวน่าให้เกิดการหลับ   

  4)  สังเกตการหลับทันทีด้วยการทดสอบ Righting reflex โดยการกระตุ้น
บริเวณหูและอุ้งเท้าด้วยพู่กัน หากไม่มีการเคลื่อนไหวหรือไม่มีการกระตุกรับเรียกได้ว่าเป็นการหลับ
สนิท แต่ถ้ายังมีปฏิกิริยาตอบรับต้องรอสังเกตจนไม่มีปฏิกิริยาตอบรับจึงบันทึกช่วงเวลาของการหลับ  
ได้แก่   

   -  Onset คือ เวลาตั งแต่ป้อน Diazepam ถึงสูญเสีย Reflex (เร่ิมหลับ)   
     -  Duration time คือ เวลาเร่ิมหลับถึงตื่น     
       5)  น่าช่วงเวลาที่บันทึกได้ไปหาค่าเฉลี่ยของ Onset และ Duration time ของ 
สารทดสอบในแต่ละกลุ่ม  
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   3.3.4.2  ศึกษาความสัมพันธ์ของกล้ามเนื อด้วยวิธี Muscle relaxant activity  

     โดยการศึกษาความสัมพันธ์ของกล้ามเนื อจะใช้ทดสอบร่วมกับวิธี Sleeping 
time ซึ่งมีวิธีการทดลองดังนี  
     1) ใช้หนูขาวเพศผู้ สายพันธุ์ ICR Mouse จ่านวน 30 ตัว น ่าหนัก 35-47 g 
ก่อนการทดลองฝึกหนูเพื่อให้หนูทุกตัวสามารถเดินบนเคร่ือง Rota rod ได้ที่ความเร็วรอบ 20 รอบ/
นาที (rpm) เป็นเวลา 10 นาที โดยท่าการฝึกเป็นเวลาประมาณ 2 เดือน บันทึกเวลาเป็นหน่วยวินาทีที่
หนูตกจาก Rota rod พร้อมท่าการชั่งและบันทึกน ่าหนักทุกสัปดาห์ ก่อนทดลองอดอาหารหนูเป็นเวลา 
16 ชั่วโมง  
   2)  แบ่งหนูออกเป็น 5 กลุ่มๆ ละ 6 ตัว ดังนี     
      -  Control  ได้รับสารละลาย Acacia 5% w/v    
    -  Standard drug  ได้รับ Caffeine 20 mg/kg/bw    
    -  Treated I  ได้รับสารสกัดดอกกานพลูขนาด 250 mg/kg/bw  
    -  Treated II  ได้รับสารสกัดดอกกานพลูขนาด 500 mg/kg/bw    
    -  Treated III  ได้รับสารสกัดดอกกานพลูขนาด 750 mg/kg/bw    
    โดยการเตรียมยามาตรฐานและสารสกัดดอกกานพลูส่าหรับป้อนให้
สัตว์ทดลอง เตรียมโดยละลายในสารละลาย Acacia 5% w/v 
  3) ให้สารทดสอบกับหนูทดลองทุกกลุ่ม โดยวิธีการป้อนทางหลอดอาหาร
(Oral gavage administration) 
  4)  หลังจากป้อนสารทดสอบ 60 นาที ป้อนยา Diazepam ขนาด 10 mg/kg/ 
bw ให้หนูทดลองทุกตัว  
  5)  หลังจากป้อนยา  Diazepam เป็นเวลา 30 นาที น่าหนูทดลองทุกตัวเดิน
บนเคร่ือง Rota rod ความเร็ว 20 rpm เป็นเวลา 180 วินาที จากนั นบันทึกวินาทีที่หนูตกจาก Rota rod    
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 3.3.5  ศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบ 
  3.3.5.1  EPP-induced rat ear edema [115] 
    เป็นการศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบ โดยประยุกต์วิธีการของ Dunstan et al.,  
1997 ใช้หนขูาวเพศผู้สายพันธุ์ Wistar rat จ่านวน 30 ตัว น ่าหนัก 156-198 g อดอาหารหนูก่อนทดลอง
เป็นเวลา 16 ชั่วโมง      
    1)  แบ่งหนูออกเป็น 5 กลุ่มๆ ละ 6 ตัว ดังนี        
    -  Control  ได้รับ Acetone     
     -  Standard drug  ได้รับ Phenylbutazone 5% w/v  
    -  Treated I   ได้รับน ่ามันกานพลูความเข้มข้น 1% v/v     
    -  Treated II  ได้รับน ่ามันกานพลูความเข้มข้น 7.5% v/v    
    -  Treated III  ได้รับน ่ามันกานพลูความเข้มข้น 15% v/v    
    2)  วัดความหนาของใบหูหนูก่อนทดลองด้วยเคร่ือง Pocket thickness gauge  
     3)  ให้สารทดสอบโดยการทาสารทดสอบลงบนใบหูหนูทั งด้านในและด้าน
นอกด้านละ 10 l ปริมาตร 20 l/หู หลังจากให้สารทดสอบ 30 นาที เหนี่ยวน่าให้ใบหูเกิดการระคาย
เคืองและอักเสบ โดยการทา Ethyl phenylpropiolate (EPP) 5% v/v บริเวณเดียวกับที่ทาสารทดสอบ 
จากนั นวัดความหนาของใบหูที่เวลา 30, 60 และ 120 นาที บันทึกความหนาของหู (Ear thickness) ใน
แต่ละช่วงเวลา และค่านวณเปอร์เซ็นต์ยับยั งการอักเสบ จากสูตร  
    % Inhibition = [(Control-Treated) / (Control)]  100 
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   3.3.5.2  Rat paw edema [116] 
   เป็นการศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบ โดยประยุกต์วิธีการของ Fregnan and 
Torsello, 1995 ใช้หนูขาวเพศผู้สายพันธุ์ Wistar rat จ่านวน 30 ตัว น ่าหนัก 169-188 g อดอาหารหนู
ก่อนทดลองเป็นเวลา 16 ชั่วโมง  
   1)  แบ่งหนูออกเป็น 5 กลุ่มๆ ละ 6 ตัว ดังนี   
   -  Control  ได้รับสารละลาย Acacia 5% w/v  
   -  Standard drug    ได้รับ Phenylbutazone 250 mg/kg/bw    
    -  Treated I  ได้รับสารสกัดดอกกานพลูขนาด 250 mg/kg/bw    
    -  Treated II  ได้รับสารสกัดดอกกานพลูขนาด 500 mg/kg/bw    
    -  Treated III  ได้รับสารสกัดดอกกานพลูขนาด 750 mg/kg/bw    
    โดยการเตรียมยามาตรฐานและสารสกัดดอกกานพลูส่าหรับป้อนให้สัตว์ 
ทดลอง เตรียมโดยละลายในสารละลาย Acacia 5% w/v 
   2)  วัดปริมาตรอุ้งเท้าหนู (Paw volume) ก่อนทดสอบ 1 ครั ง/ตัว ด้วยเคร่ือง 
Plethysmometer  
    3) ให้สารทดสอบกับหนูทดลองทุกกลุ่ม โดยวิธีการป้อนทางหลอดอาหาร
(Oral gavage administration) 
    4)  หลังจากป้อนสารทดสอบ 1 ชั่วโมง ฉีด Carrageenan 1% w/v (0.1 ml)  
เข้าที่บริเวณอุ้งเท้าด้านหลัง (Intraplantar; ipl) ของหนูทุกตัว เพื่อเหนี่ยวน่าให้อุ้งเท้าหนูเกิดการอักเสบ  
    5)  วัดปริมาตรของอุ้งเท้าหนูหลังจากที่ฉีด Carrageenan ที่เวลา 1, 2 และ 3 
ชั่วโมง จากนั นบันทึกปริมาตรของอุ้งเท้าหนูเพื่อน่าไปค่านวณเปอร์เซ็นต์ยับยั งการอักเสบ  
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  3.3.6  Reserpine-induced low serotonin levels test [108,117] 
   เป็นการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดกานพลูต่อ Reserpine ที่เหนี่ยวน่าให้ระดับของ 

Serotonin ลดลง โดยประยุกต์วิธีการของ Muck-Seler and Diksic, 1995; Wu et al., 2014 ใช้หนูขาว
เพศผู้สายพันธุ์ Wistar rat จ่านวน 36 ตัว น ่าหนัก 408-511 g อดอาหารหนูก่อนทดลองเป็นเวลา 16 
ชั่วโมง ซึ่งมีขั นตอนการทดลอง ดังนี   
   3.3.6.1  แบ่งหนูออกเป็น 6 กลุ่มๆ ละ 6 ตัว ดังนี  
    -  Sham    กลุ่มหนูปกติที่ไม่ได้รับสารทดสอบ 
    -  Control   ได้รับสารละลาย Acacia 5% w/v 
    -  Standard drug  ได้รับยา Sumatriptan 50 mg/kg/bw    
    -  Treated I          ได้รับสารสกัดดอกกานพลูขนาด 250 mg/kg/bw   
    -  Treated II ได้รับสารสกัดดอกกานพลูขนาด 500 mg/kg/bw    
    -  Treated III  ได้รับสารสกัดดอกกานพลูขนาด 750 mg/kg/bw    
   โดยการเตรียมยามาตรฐานและสารสกัดดอกกานพลูส่าหรับป้อนให้สัตว์ 
ทดลอง เตรียมโดยละลายในสารละลาย Acacia 5% w/v 
   3.3.6.2 ท่าการทดลองเป็นเวลา 9 วัน โดยฉีด Reserpine 0.25 mg/kg/bw เข้าที่ช่อง
ท้อง (Intraperitoneal injection, i.p.) ให้กับหนูทดลองทุกกลุ่ม ยกเว้นกลุ่ม Sham จะฉีด Normal saline 
solution (NSS)  
   3.3.6.3  วันที่ 3-9 ของการทดสอบ ให้สารทดสอบให้กับหนูทุกกลุ่ม โดยวิธีการป้อน
ทางหลอดอาหาร (Oral gavage administration) ยกเว้นกลุ่ม Sham หลังจากที่ป้อนสารทดสอบ 30 นาที 
ฉีด Reserpine ตามปกติ 
 3.3.6.4  วันสุดท้ายของการทดสอบ หลังจากฉีด Reserpine เป็นเวลา 30 นาที เก็บ
สมองของหนูทดลองทุกตัว ล้างให้สะอาดด้วยน ่าเกลือ 0.9% ที่เย็น จากนั นชั่งน ่าหนักสมองลงใน 
Tube ส่าหรับเก็บสมองโดยเติม Phosphate buffer saline (PBS) ที่แช่เย็นในอัตราส่วนน ่าหนักสมอง 
1g : PBS buffer 9 ml 
   3.3.6.5 น่าตัวอย่างสมองเก็บไว้ที่ -80 องศาเซลเซียส เพื่อน่าไปตรวจหาระดับของ
สารสื่อประสาท Serotonin ในขั นตอนต่อไป  
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  3.3.7  Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
   3.3.7.1  Serum  
     ในการวิเคราะห์หาระดับของสารสื่อประสาท Serotonin ใน Serum ของสัตว์ 
ทดลองจะใช้ Serotonin ELISAFast Track kits (BA E-8900 ; Labor Diagnostika Nord GmbH, Germany) 
โดยน่า Reagent และตัวอย่างทั งหมดในรูปของ Supernatant ซึ่งเก็บอยู่ในรูปของ Aliquots ที่ต้องการ
วิเคราะห์ออกมาท่าให้ละลายที่อุณหภูมิห้อง โดยแต่ละตัวอย่างควรท่าการวัด 2 ซ ่า มีขั นตอนของการ
วิเคราะห์ดังนี   
    1)  การเตรียมตัวอย่าง Serum   
     โดยน่าตัวอย่าง Serum ที่เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 °C ออกมาละลายเป็นเนื อ
เดียวกัน 
     2)  การเตรียม Reagents   
     (1) Wash buffer โดยใช้ Wash Buffer Concentrate 20 ml เจือจางในน ่า
กลั่น ให้ได้ปริมาตร 1000 ml สามารถเก็บได้ไม่เกิน 6 เดือน ที่อุณหภูมิ 2-8 °C 
     (2)  Acylation Reagent อยู่ในรูปพร้อมใช้ สามารถเก็บได้ที่อุณหภูมิห้อง 
(20-25 °C) 
      3)  การเตรียมตัวอย่างและ Acylation ของ Serum     
     (1)  ใช้ Micropipette ดูด Standards 25 µl, Control 25 µl และ Serum 25 
µl  ลงใน Reaction Tubes ของแต่ละตัวอย่าง ตามที่วางแผนไว้  
     (2)  เติม Acylation Buffer 500 µl ลงทุกหลอด   
     (3)  เติม Acylation Reagent 25 µl ลงทุกหลอด   
     (4)  ผสมสารละลายให้เข้ากันและ Incubate 15 นาที ที่อุณหภูมิห้อง (20-
25 °C)   
    4)  Serotonin ELISA  
     (1) ดูด Acylated Standards, Controls และตัวอย่าง Serum ปริมาตร 25 µl 
จาก Reaction Tubes ลงในหลุมของ Serotonin Microtiter Strips ตามที่วางแผนไว้ 
     (2)  เติม Serotonin Antiserum 100 µl ลงในทุกหลุม 
     (3)  Incubate 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง (20-25 °C) บน Shaker (600 rpm) 
     (4)  เทสารละลายที่อยู่ใน Plate ทิ ง และล้างแต่ละหลุมด้วย Wash buffer 
300 µl 3 ครั ง จากนั นท่าให้แต่ละหลุมแห้งโดยการคว่่า Plate ลงบนวัสดุดูดซับ 
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     (5)  เติม Conjugate 100 µl ลงในทุกหลุม 
     (6)  Incubate 15 นาที ที่อุณหภูมิห้อง (20-25°C) บน Shaker (600 rpm) 
     (7)  ท่าซ ่าตามข้อ (4)   
     (8)  เติม Substrate 100 µl ลงในทุกหลุม 
     (9)  Incubate 15±2 นาที อุณหภูมิห้อง (20-25°C) บน Shaker (600 rpm)  
หลีกเลี่ยงการโดนแสง  
     (10)  เติม Stop solution 100 µl ลงในทุกหลุม และเขย่า Microtiter plate 
ประมาณ 1 นาที เพื่อให้สารผสมกันได้ดี 
     (11) อ่านค่าการดูดกลืนแสงภายใน 10 นาที โดยใช้เคร่ือง Microplate 
reader ที่ความยาวคลื่น 450 nm  
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   3.3.7.2  สมอง 
     ในการวิเคราะห์หาระดับของสารสื่อประสาท Serotonin ในสมองของสัตว์ 
ทดลองจะใช้ Serotonin Research ELISA (BA E-5900 ; Labor Diagnostika Nord GmbH, Germany) 
โดยน่า Reagent และตัวอย่างทั งหมดในรูปของ Tissue homogenates ที่ต้องการวิเคราะห์ออกมาท่าให้
ละลายที่อุณหภูมิห้อง ซึ่งแต่ละตัวอย่างควรท่าการวัด 2 ซ ่า มีขั นตอนของการวิเคราะห์ดังนี   
    1) การเตรียมตัวอย่างสมอง โดยประยุกต์วิธีการของ Berman et al., 2006 
เพื่อน่าไปวิเคราะห์ระดับของสารสื่อประสาท  Serotonin ด้วยเทคนิค ELISA และ Western blotting 
แสดงดังภาพที่ 3.1  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภำพท่ี 3.1  ขั นตอนการเตรียมตัวอย่างสมอง [103] 

เปลี่ยนจาก PBS buffer เป็น RIPA buffer 

homogenized 

Tissue homogenates  
1 ml/tube + Stabilizer 1% 
(10 l)/tube 

เก็บที่ -80 ºC 

ส่วนที่เหลือจาก ELISA น่าไป Centrifuge 
ความเร็วรอบ 12,000xg อุณหภูมิ 4 ºC 30 นาที 

ELISA Western blot 

ดูดส่วนของ supernatant ลง tube 
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    จากภาพที่ 3.1 แสดงขั นตอนการเตรียมตัวอย่างสมอง เพื่อน่าไปใช้ส่าหรับ
การท่า ELISA และ Western blotting ซึ่งมีขั นตอนดังนี   
     (1) น่าตัวอย่างสมองออกมาละลาย เมื่อตัวอย่างละลายเท Phosphate 
Buffer Saline (PBS buffer) ทิ ง  จากนั นเติม Radio Immuno Precipitation Assay Buffer (RIPA buffer) 
ที่มีส่วนประกอบของ Protease inhibitor เพื่อป้องกันโปรตีนถูกย่อยสลายด้วยเอนไซม์โปรติเอส 
(Protease enzyme) ในปริมาณเดียวกับที่เติม PBS buffer 
     (2) น่าตัวอย่างไป Homogenize ด้วยเคร่ือง Homogenizer (Art-Miccra, 
Germany) เพื่อให้ได้ตัวอย่างที่อยู่ในรูปของ Tissue homogenates โดยระหว่างการ Homogenize น่า 
หลอดตัวอย่างวางลงในน ่าแข็งเพื่อรักษาอุณหภูมิของตัวอย่างให้เย็นตลอดเวลา 
     (3) ส่วนของ ELISA ใช้ Micropipette ดูด Tissue homogenates 1 ml ใส่ 
Eppendorf จ่านวน 5 หลอด ต่อ 1 ตัวอย่าง จากนั นเติม Stabilizer 1% (10 µl) ลงทุกหลอด เพื่อป้องกัน
การถูกย่อยสลายของ Serotonin 
     (4) ส่วนของ Western blot น่า Tissue homogenates ส่วนที่เหลือไปปั่น 
เหวี่ยง ที่ความเร็วรอบ 12000xg อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 30 นาที จากนั นดูดส่วนของ Supernatant เก็บ
ใส่ Eppendorf 
      (5)  น่าตัวอย่างที่ได้เก็บที่อุณภูมิ -80 ºC เพื่อน่าไปวิเคราะห์ในขั นต่อไป  
    2)  การเตรียม Reagents  
     (1)  Diluent เตรียมโดยใช้ Dilution Concentrate 50 ml เจือจางในน ่ากลั่น
ให้ได้ปริมาตร 1000 ml สามารถเก็บได้ไม่เกิน 12 เดือน ที่อุณหภูมิ 2-8 ºC 
     (2)  Wash Buffer โดยใช้ Wash Buffer Concentrate 20 ml เจือจางในน ่า
กลั่น ให้ได้ปริมาตร 1000 ml สามารถเก็บได้ไม่เกิน 6 เดือน ที่อุณหภูมิ 2-8 ºC 
     (3)  Standards และ Controls เจือจาง Standards และ Controls 10 µl ด้วย 
Diluent หรือ Buffer 10 ml และเติม Stabilizer 1% (100 µl) 
    3)  Acylation 
     (1)  น่า Plastic bars ที่ปิด Acylation Plate ออก แล้วใช้ Micropipette ดูด 
Diluted standards 100 µl, Diluted controls 100 µl และ tissue homogenates 1-100 µl ลงใน Acylation 
Plate ของแต่ละตัวอย่างตามที่วางแผนไว้ 
     (2)  เติม Diluent หรือ Buffer ลงในหลุมของตัวอย่าง เพื่อให้ได้ปริมาตร
สุดท้าย 100 µl 
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     (3)  เติม Acylation Buffer 25 µl ลงในทุกหลุม 
     (4) Acylate เป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง (20-25 ºC) บน Shaker 
(600 rpm) 
    4)  Serotonin ELISA 
     (1)  ดูด Acylated standards, controls และตัวอย่าง 100 µl จาก Acylation 
Plate ลงในหลุมของ Serotonin/5-HIAA Microtiter Strips ตามที่วางแผนไว้ 
     (2)  เติม Serotonin Antiserum 100 µl ลงในทุกหลุม 
      (3) ปิด plate ด้วย Adhesive Foil และน่าไป Incubate เป็นเวลา 15-20 
ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 2-8 ºC 
     (4)  น่า Adhesive Foil ออก จากนั นเทสารใน Plate ทิ งและล้างด้วย Wash 
buffer หลุมละ 300 µl จ่านวน 3 ครั ง และท่าให้แต่ละหลุมแห้งโดยการคว่่า Plate ลงบนวัสดุดูดซับ 
     (5)  เติม Enzyme Conjugate 100 µl ลงในทุกหลุม  
     (6)  Incubate ที่อุณหภูมิห้อง (20-25 ºC) บน Shaker (600 rpm) เป็นเวลา 
30 นาที 
     (7)  น่า Adhesive Foil ออก จากนั นเทสารใน Plate ทิ งและล้างด้วย Wash 
buffer หลุมละ 300 µl จ่านวน 3 ครั ง และท่าให้แต่ละหลุมแห้งโดยการคว่่า Plate ลงบนวัสดุดูดซับ 
     (8)  เติม Substrate 100 µl ลงในทุกหลุม น่าไป Incubate เป็นเวลา 20-30 
นาที ที่อุณหภูมิห้อง (20-25 ºC) บน Shaker (600 rpm) และหลีกเลี่ยงการโดยแสง 
     (9)  เติม Stop solution 100 µl ลงในแต่ละหลุม และเขย่า Plate จนสารเข้า
กันได้ดี 
     (10) อ่านค่าการดูดกลืนแสงภายใน 10 นาที โดยใช้เคร่ือง Microplate 
reader ที่ความยาวคลื่น 450 nm  
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 3.3.8  Western blotting  technique [118] 
  โดยประยุกต์วิธีการของ Berman et al., 2006; Harriott and Gold, 2008 ซึ่งมีขั นตอน
ดังนี  
     3.3.8.1 การสกัดโปรตีน โดยท่าการปั่นตัวอย่างสมองด้วยเคร่ือง Homogenizer ใน 
Radio Immuno Precipitation Assay (RIPA) buffer ที่เติม Protease inhibitors เพื่อป้องกันโปรตีนถูก
ย่อยสลายด้วยเอนไซม์โปรติเอส (Protease enzyme) ที่มีอยู่ในเซลล์ จากนั นท่าให้เนื อเยื่อสลายโดยการ 
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 g เป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 4  ºC  เพื่อให้ได้ส่วนของโปรตีน  
  3.3.8.2  ดูดโปรตีนปริมาตร 15 µl ผสมกับ LDS Sample buffer 4X โดยใช้ Sample 3 
µl : LDS 1 µl ตัวอย่างเช่น 
   ถ้า Sample 15 µl  ต้องเติม LDS 1 µl  
   Sample ที่ใช้ 4 µl ต้องเติม LDS = 15/3 = 5 µl  
   ดังนั นในการโหลด Sample จะใช้ปริมาตรทั งหมด = Sample 15 µl + LDS  
Sample buffer 5 µl = 20 µl 
  3.3.8.3  น่าตัวอย่างที่ผสมกับ LDS เรียบร้อยแล้ว ไปต้มในน ่าเดือดเป็นเวลา 10 นาที 
หลังจากนั นตั งทิ งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้องหรือให้น ่าไหลผ่าน เนื่องจากตัวอย่างที่จะน่าไปโหลดถ้าอยู่  
ในสภาพร้อนจะท่าให้เจลเกิดการเสียหายได้  
  3.3.8.4  Gel Electrophoresis มีขั นตอนดังนี   
   1)  ลอกแผ่นสติ๊กเกอร์สีขาวออกและดึง comb ออกจาก NuPAGE Novex 
Bis-Tris gel จากนั นประกอบเข้ากับเคร่ือง XCell SureLockTM Mini-Cell Electrophoresis 
   2)  เท 1X MES buffer ลงใน inner และ outer chamber โดยเทให้ท่วมเส้น
ลวด  
   3)  ก่อนโหลดน่า Sample ไป Spin down 
    4)  หยอดโปรตีนตัวอย่างตามปริมาตรที่ได้ค่านวณไว้ และ Protein Markers 
(Seeblue® Plus 2 Prestained Standard) 10 µl ที่เตรียมไว้ลงในหลุมเจลตามที่วางแผนไว้  
   5)  ปิดฝาเคร่ืองและเสียบสายน่าไฟฟ้าเข้ากับเคร่ือง Power supply 
   6)  ท่าการแยกโปรตีนที่ 160-200 Volt อุณหภูมิ 25 C เป็นเวลา 30 นาที 
   7)  เมื่อครบเวลา ปิดเคร่ือง Power supply แล้วน่าแผ่นเจลออกจากเคร่ือง 
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ภำพท่ี 3.2  Gel electrophoresis 
 
  3.3.8.5  ล้างแผ่นเจลด้วยน ่ากลั่นและน่าไปท่าการย้ายโปรตีนลงแผ่น Membrane   
  3.3.8.6  ย้ายโปรตีนลงแผ่น membrane โดย iBlot Dry Transfer System ดังภาพที่ 3.3 
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ภำพท่ี 3.3  ขั นตอนการย้ายโปรตีนลงแผ่น Membrane โดยใช้ iBlot Dry Transfer System [119] 

เปิดฝา iBlot Gel Transfer Device วาง Bottom stack ซึ่งมีแผ่น membrane  
ลงบนตัวเคร่ือง โดยไม่ต้องน่าพลาสติกออก  

วางแผ่นเจลที่แยกโปรตีนเรียบร้อยแล้วลงบน 
 Bottom stack  

น่ากระดาษกรองแช่น ่ากลั่น วางลงบนแผ่นเจล  
และไล่ฟองอากาศออกให้หมดโดยใช้ Roller 

วาง Top stack ลงบนกระดาษกรองและไล่ฟองอากาศ 
ออกให้หมด  

ปิดฝาเคร่ืองให้แน่น แล้วท่าการย้ายโปรตีนลงแผ่น membrane ด้วยโปรแกรม P3 ใช้เวลา 7 นาที และกดปุ่ม Start 

ติดฟองน ่าที่ด้านบนของตัวเคร่ือง 
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ภำพท่ี 3.4  หลักการ Transfer โปรตีนสู่แผ่น Membrane [120] 
  

           3.3.8.7  เมื่อเคร่ืองท่างานเสร็จ ท่าการปิดเคร่ืองแล้วน่าแผ่น Membrane ที่มีโปรตีน
เรียบร้อยแล้วออก เพื่อน่าไปท่าขั นตอน Protein detection ต่อไป 
   3.3.8.8 Blocking โดยน่าแผ่น Membrane ใส่ในกล่อง และเติม Blocking solution 
(Skim milk 5% w/v ใน Washing buffer) ประมาณ 15-20 ml (ให้ท่วม Membrane) เขย่าเป็นเวลา 1 
ชั่วโมง 
    

 
 

ภำพท่ี 3.5  ขั นตอนการ Blocking 
 
 
 
 



69 

  3.3.8.9  เท Skim milk ทิ ง เติม Washing buffer ล้าง 1 นาที และเททิ ง 
  3.3.8.10 ล้างด้วย Washing buffer 3 ครั งๆ ละ 5 นาที (เขย่า) จากนั นเท Washing 
buffer ทิ ง 
  3.3.8.11 เตรียม Primary antibody (Anti-5HT1B receptor antibody) 2 µg/ml หรือ 
2:1000 จาก Stock ความเข้มข้น 0.5 mg/ml (500 µg/ml) โดยเตรียมใน Washing buffer จากนั นเติม 
Primary antibody ให้ท่วม membrane เขย่าเป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
  3.3.8.12 ล้างด้วย Washing buffer 3 ครั งๆ ละ 5 นาที (เขย่า) จากนั นเท Washing 
buffer ทิ ง 
  3.3.8.13 เติม Secondary antibody (2º Antibody solutions Alk-Phos. Conjugated) 
โดยเขย่าขวดและตั งไว้ที่อุณหภูมิห้องก่อนใช้ จากนั นเติมให้ท่วม Membrane เขย่าเป็นเวลา 50 นาที 
(ห้ามเกิน 1 ชั่วโมง) โดยก่อน ใช้น่า Secondary antibody เขย่าขวดและแบ่งส่วนที่จะใช้ออกมาไว้ที่
อุณหภูมิห้อง 
  3.3.8.14  เท Secondary antibody ทิ ง และเติม Washing buffer 1 นาที เขย่าและเททิ ง 
  3.3.8.15 ล้างด้วย Washing buffer 3 ครั งๆ ละ 5 นาที (เขย่า) จากนั นเท Washing 
buffer ทิ ง 
  3.3.8.16  เติม Equilibration buffer ให้ท่วม Membrane และเขย่าเป็นเวลา 5 นาที และ
เททิ ง 
  3.3.8.17 เตรียม Substrate โดย dilute ด้วย Equilibration buffer ในอัตราส่วน 1:1 
จากนั นเทให้ท่วม Membrane น่าไปเขย่า และรอ Band ขึ น (ใช้เวลาประมาณ 5 นาที)  
  3.3.8.18  Stop reaction ด้วย Deionized water 
 

3.4  วิธีวิเครำะห์ข้อมูล  
  เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยระหว่างกลุ่มควบคุมกับกลุ่มทดลองที่ได้รับน ่ามัน
และสารสกัดจากดอกกานพลูที่ความเข้มข้นและขนาดต่างๆ โดยน่าข้อมูลที่ได้ทั งหมดมาวิเคราะห์และ
หาค่าทาง สถิติด้วยวิธีวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (Analysis of variance ; One-way ANOVA) 
และ ทดสอบความแตกต่างระหว่างคู่โดยใช้วิธี Tukey’s post hoc test ทดสอบความมีนัยส่าคัญที่  
p  0.05  



บทที ่4 
ผลการวิจัยและอภิปรายผลการวิจัย 

 

4.1  ผลของน ้ามันและสารสกัดกานพลูในการบรรเทาอาการปวด 
  4.1.1  Tail flick test 
   จากการศึกษาฤทธิ์ในการบรรเทาอาการปวดของน ้ามันกานพลู (Clove oil) ด้วยวิธี 
Tail flick test แสดงผลของระยะเวลาทนต่อความร้อนจากการยกหางหนีจากความร้อนของหนูทดลอง 
ดังแสดงในภาพที่ 4.1  
 

 

 
ภาพท่ี 4.1  ฤทธิ์บรรเทาอาการปวดของน ้ามันกานพลูด้วยวิธี Tail flick test 
* มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมโดยวิธี One-
way ANOVA และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มโดยใช้วิธี Tukey’s post hoc test   
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   ผลการทดลองพบว่าน ้ามันกานพลูความเข้มข้น 5% w/w ที่ผสมใน Gel base ออกฤทธิ์
บรรเทาอาการปวดได้ดีที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับน ้ามันกานพลูความเข้มข้นอ่ืน โดยมีระยะเวลาทนต่อ
ความร้อนแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่เวลา 120, 
180 และ 240 นาที เช่นเดียวกับยามาตรฐาน Emla ความเข้มข้น 5% w/w ที่มีระยะเวลาทนต่อความ
ร้อนแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่เวลา 60-240 
นาที 
   น ้ามันกานพลู 5% w/w สามารถเพิ่มระยะเวลาการทนต่อความร้อนหลังจากที่ทาน ้ามัน
กานพลูที่ระยะเวลาต่างๆ โดยน ้ามันกานพลู 1% w/w ไม่สามารถเพิ่มระยะเวลาทนต่อความเจ็บปวดได้ 
อาจเกิดจากความเข้มข้นของน ้ามันกานพลูที่น้อยไป จึงท้าให้ไม่สามารถออกฤทธิ์บรรเทาอาการปวด
ได้ ส่วนน ้ามันกานพลู 10% w/w ก็ไม่สามารถบรรเทาอาการปวดได้เช่นเดียวกัน เนื่องจากกานพลูมี
ฤทธิ์แสบร้อนเมื่อใช้ความเข้มข้นสูงเกินไปจะท้าให้เพิ่มการระคายเคืองมากขึ น  
   จากผลการทดลองดังกล่าวอาจเกิดจากองค์ประกอบของน ้ามันกานพลูซึ่งจากที่ได้ท้าการ
วิเคราะห์ด้วยเคร่ือง Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) พบว่ามีสาร Eugenol เป็น
องค์ประกอบหลักคือ 69.88% ซึ่ง Eugenol มีฤทธิ์เป็นยาชาเฉพาะที่และสามารถบรรเทาอาการปวดได้ 
[121] เนื่องจากยับยั งการท้างานของเอนไซม์ Cyclooxygenase-2 และ Lipoxygenase ที่ท้าหน้าที่ใน
การสร้างสาร Prostaglandin ซึ่งเป็นสารที่ก่อให้เกิดความเจ็บปวดและอักเสบ [122] ในขณะที่ยา
มาตรฐาน Emla 5% w/w ที่อยู่ในรูปของครีม มีส่วนประกอบของ Lidocaine และ Prilocaine อย่างละ 
2.5% โดยตัวยาจะถูกดูดซึมผ่านผิวหนังและไปยับยั งการท้างานของระบบประสาทรับความรู้สึกใต้
ผิวหนังบริเวณนั นจึงท้าให้เกิดอาการชาบริเวณที่ทายา [123] โดยยาชาจะปิดกั นการส่งกระแสประสาท
รับความรู้สึกเพียงชั่วคราวโดยการปิดกั น Na+ channels เมื่อมีการซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์จะยับยั งการไหล
ของ Na+ เข้าเซลล์ในระยะกระตุ้น (Activated Na+ channels) หรือระยะ Depolarization และท้าให้ Na+ 

channels ระยะยับยั ง (Inactivated state หรือ Refractory phase) นานขึ น [124]  หาก Eugenol มีความ
เข้มข้นสูงเกินไปก็จะท้าให้มีฤทธิ์ในการกระตุ้นความรู้สึกเจ็บปวดที่เกิดจากความร้อน โดยการกระตุ้น
ที่ Transient receptor potential vanilloid subtype 1 (TRPV1) ที่ปลายประสาทรับความรู้สึกปวด ท้าให้ 
Calcium channel เปิด จึงเกิดอาการปวดขึ น [125] 
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 ตารางท่ี 4.1  %MPE ของน ้ามันกานพลูต่อการบรรเทาอาการปวดด้วยวิธี Tail flick test 

Groups N 
%MPE 

0  
min 

30  
min 

60  
min 

90  
min 

120 
min 

180 
min 

240 
min 

Control 6 10.66 -2.95 -9.12 -4.91 -7.29 -8.98 -9.19 

Emla 5% w/w 6 21.66 3.94 4.08 -0.56 -2.95 2.67 2.53 

Clove oil 1% w/w 6 22.86 -5.17 -2.04 4.76 -4.22 0 5.03 

Clove oil 5% w/w 6 18.61 2.54 3.61 2.68 4.42 4.28 12.72 

Clove oil 10% w/w 6 10.21 -3.08 -3.50 -4.62 -2.38 0 0 

  
  เมื่อพิจารณาจากเปอร์เซ็นต์ประสิทธิภาพสูงสุดที่คาดว่าจะเป็นไปได้ (Maximal possible 
effect; %MPE) ดังตารางที่ 4.1 พบว่าน ้ามันกานพลู 5% w/w มี% MPE ดีกว่าน ้ามันกานพลูขนาดอ่ืน
หลังจาก 30 นาที เป็นต้นไป  
   ส่วนฤทธิ์ของสารสกัดกานพลู (Clove extract) ต่อการบรรเทาอาการปวด แสดงผลของ 
ระยะเวลาทนต่อความร้อนดังภาพที่ 4.2 ผลการทดลองพบว่าสารสกัดกานพลูทุกขนาด (250, 500 และ 
750 mg/kg/bw) แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) ของระยะเวลาทนต่อความ
ร้อนเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมในแต่ละช่วงเวลา นอกจากนี ยังพบว่าสารสกัดกานพลูขนาด 500 
mg/kg/bw แสดงระยะเวลาทนต่อความร้อนได้ดีที่สุดทุกช่วงเวลาของการทดสอบ เมื่อเปรียบเทียบกับ
สารสกัดกานพลูขนาดอ่ืน โดยหลังจากที่มีการป้อนสารสกัดกานพลูเป็นเวลา 30 นาที ก็สามารถออก
ฤทธิ์บรรเทาอาการปวดได้ ซึ่งดูจากระยะเวลาการทนต่อความร้อนบริเวณหางหนูที่มีการยกหางหนี
จากความร้อนหลังจากที่ให้สารทดสอบในช่วงเวลาต่างๆ เช่นเดียวกับยามาตรฐาน Ibuprofen 100 
mg/kg/bw ที่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) ของระยะเวลาทนต่อความร้อนเมื่อ
เปรียบ เทียบกับกลุ่มควบคุมที่เวลา 30-240 นาที 
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ภาพท่ี 4.2  ฤทธิ์บรรเทาอาการปวดของสารสกัดกานพลูด้วยวิธี Tail flick test  
 * มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมโดยวิธี One-way  
ANOVA และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มโดยใช้วิธี Tukey’s post hoc test   
 
  ฤทธิ์ของสารสกัดกานพลูที่สามารถทนต่อความร้อนได้ดีกว่ากลุ่มควบคุมอาจเนื่องมาจาก
การออกฤทธิ์ยับยั งการท้างานของเอนไซม์ Cyclooxygenase (COX) ที่ท้าหน้าที่ในการสร้างสารสื่อ 
อักเสบ Prostaglandin เช่นเดียวกับยามาตรฐาน Ibuprofen 100 mg/kg/bw ซึ่งเป็นยาแก้อักเสบชนิดที่
ไม่ใช่ สเตียรอยด์ (Non-steroidal anti-inflammatory drugs ; NSAIDs) แต่เมื่อพิจารณาจาก %MPE ดัง
ตารางที่ 4.2 พบว่าสารสกัดกานพลู 500 mg/kg/bw มีประสิทธิภาพในการบรรเทาอาการปวดสูงที่สุด
ทุกช่วง เวลาของการทดสอบ เมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัดกานพลูขนาดอ่ืน 
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ตารางท่ี 4.2  %MPE ของสารสกัดกานพลูต่อการบรรเทาอาการปวดด้วยวิธี Tail flick test 

Groups N 
%MPE 

0  
min 

30  
min 

60  
min 

90  
min 

120 
min 

180 
min 

240 
min 

Control 6 2.48 0.52 3.26 3.13 4.82 4.56 -0.13 
Ibuprofen  
100 mg/kg 

6 7.22 10.10 11.68 11.42 11.02 14.44 7.22 

Clove extract 
250 mg/kg 

6 2.01 8.02 16.71 14.04 8.29 14.71 8.69 

Clove extract 
500 mg/kg 

6 5.98 13.26 21.98 19.64 11.57 17.17 14.82 

Clove extract 
750 mg/kg 

6 -1.20 4.78 13.28 11.29 7.70 8.63 9.43 

 
  เมื่อท้าการวิเคราะห์องค์ประกอบของสารสกัดจากดอกกานพลูด้วยเคร่ือง GC-MS พบว่า 
สารสกัดจากดอกกานพลูที่น้ามาทดสอบมีสารส้าคัญ ได้แก่ Eugenol, Eugenol acetate และ trans-
Caryophyllene ปริมาณ 62.53, 18.27 และ 10.74 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ ซึ่งเป็นไปได้ว่าการออกฤทธิ์
ในการบรรเทาอาการปวดอาจเกิดจากสาร Eugenol ซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักที่พบในสารสกัดกานพลู 
เช่นเดียวกับน ้ามันกานพลูที่มีสาร Eugenol สูงที่สุด 
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  4.1.2  Hot plate test 
   จากการศึกษาฤทธิ์บรรเทาอาการปวดของสารสกัดกานพลูด้วยวิธี Hot plate test โดย
ใช้ Serotonin และ Capsaicin เหนี่ยวน้าให้สัตว์ทดลองเกิดความเจ็บปวดจากความร้อนแสดงผลการ
ทดลองดังนี  
   4.1.2.1  Serotonin evoked thermal hyperalgesia 
                         จากการศึกษาฤทธิ์บรรเทาอาการปวดของสารสกัดกานพลู โดยการใช้ 
Serotonin เหนี่ยวน้าให้เกิดความเจ็บปวดจากความร้อนแสดงระยะเวลาการยกเท้าหนีจากความร้อน  
ซึ่งความรอ้นที่เกิดขึ นนี จะเหนี่ยวน้าให้เกิดความเจ็บปวดที่มากกว่าปกติ (Hyperalgesia) ดังภาพที่ 4.3  
 

 
 
ภาพท่ี 4.3  ฤทธิ์ของสารสกัดกานพลูต่อ Serotonin ที่ก่อให้เกิดความเจ็บปวดจากความร้อน   
* มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมโดยวิธี One-way 
ANOVA และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มโดยใช้วิธี Tukey’s post hoc test   
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  จากภาพที่ 4.3 แสดงผลของสารสกัดกานพลูในการบรรเทาอาการปวดจาก Serotonin ที่
ก่อให้เกิดความเจ็บปวดจากความร้อนโดยการฉีด Serotonin เข้าใต้อุ้งเท้า (Intraplantar; ipl) ด้านหลัง
ของหนูทดลอง และดูการยกเท้าหนีจากความร้อน (Paw withdrawal latency; PWL) ผลการทดลอง
พบว่าสารสกัดกานพลูทุกขนาด (250, 500 และ 750 mg/kg/bw) มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติของ (p<0.05) ระยะเวลาการยกเท้าหนีจากความร้อนทุกช่วงเวลาของการทดสอบ เมื่อเปรียบ 
เทียบกับกลุ่มควบคุมเช่นเดียวกับยา Sumatriptan นอกจากนี ยังพบว่าสารสกัดกานพลูขนาด 500 
mg/kg/bw มี %MPE สูงที่สุดทุกช่วงเวลาของการทดสอบ เมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัดกานพลูขนาด
อ่ืนดังแสดงในตารางที่ 4.3 
 
ตารางท่ี 4.3  %MPE ของสารสกัดกานพลูต่อ Serotonin ที่ก่อให้เกิดความเจ็บปวดจากความร้อน 

Groups 
%MPE 

0  
min 

15  
min 

30  
min 

45 
min 

60 
min 

Control 25.65 -12.23 -6.46 -26.54 -19.09 
Sumatriptan   
100 mg/kg   

93.97   17.08   21.86   35.26   18.03   

Clove extract 
250 mg/kg   

71.48   41.21   17.06   27.90   19.01   

Clove extract 
500 mg/kg   

80.34   61.20   22.40   29.28   29.75   

Clove extract 
750 mg/kg   

71.73   28.95   21.34   9.49   16.33   
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  สารสื่อประสาท Serotonin (5-HT) จะพบบริเวณระบบประสาทส่วนปลาย (Peripheral 
serotonergic system) และเป็นตัวควบคุมความเจ็บปวดในระยะต่างๆ ซึ่งมีความเกี่ยวข้องกับอาการ
ปวดไมเกรน เมื่อมีอาการปวดในสภาวะปกติจะมีการหลั่งสารสื่อประสาท Serotonin ออกมา แต่ใน
การทดลองนี มีการฉีด Serotonin เข้าไปท้าให้ปวดมากกว่าปกติเมื่อได้รับสิ่งกระตุ้นที่ปกติ เนื่องจาก 
Serotonin จะเข้าไปกระตุ้น Transient receptor potential vanilloid-1 (TRPV1) ที่เป็นตัวรับความ
เจ็บปวดชนิดหน่ึง (Pain receptor) ท้าให้เกิดความเจ็บปวดและมีความไวในการตอบสนองต่อการปวด
เพิ่มขึ น [107] จึงท้าให้หนูทดลองยกเท้าหนีจากความร้อนเร็วขึ น โดยจากผลการทดลองพบว่ากลุ่ม
ควบคุมที่ไม่ได้รับสารทดสอบมีระยะเวลาการทนต่อความร้อนน้อยกว่ากลุ่มยามาตรฐานและกลุ่มสาร
สกัดกานพลู  
  จากผลการทดลองนี เป็นไปได้ว่าสารสกัดกานพลูอาจมีกลไกการออกฤทธิ์บรรเทาอาการ
ปวดไปในทางเดียวกับยา Sumatriptan เนื่องจากยา Sumatriptan เป็นยาบรรเทาอาการปวดไมเกรนใน
กลุ่ม Serotonin 1B/1D receptor agonist จึงออกฤทธิ์เฉพาะที่ Serotonin receptor ท้าให้สามารถ
บรรเทาอาการปวดได้และจะท้าให้ระดับของ Serotonin ที่บริเวณระบบประสาทส่วนปลายลดลง 
อย่างไรก็ตามได้มีการเก็บ Serum ของสัตว์ทดลองจากการทดลองนี ไปตรวจหาระดับของสารสื่อ
ประสาท Serotonin เพื่อดูความเกี่ยวข้องของกลไกว่าไปในทางเดียวกันหรือไม่และเป็นการยืนยันผล
การทดลองนี  ดังผลการทดลองที่ 4.2.1.1 
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   4.1.2.2  Capsaicin-evoked thermal hyperalgesia 
   จากการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดกานพลูต่อ Capsaicin ที่ก่อให้เกิดความเจ็บ 
ปวดจากความร้อน โดยการฉีด Capsaicin เข้าใต้อุ้งเท้าด้านหลังของสัตว์ทดลอง เพื่อเหนี่ยวน้าให้เกิด
อาการปวดที่มากกว่าปกติ แสดงระยะเวลาการยกเท้าหนีจากความร้อนดังภาพที่ 4.4  
 

 
 
ภาพท่ี 4.4  ฤทธิ์ของสารสกัดกานพลูต่อ Capsaicin ที่ก่อให้เกิดความเจ็บปวดจากความร้อน    
* มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมโดยวิธี One-way 
ANOVA และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มโดยใช้วิธี Tukey’s post hoc test   
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  จากภาพที่ 4.4 พบว่าสารสกัดกานพลู 500 mg/kg/bw มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) ของระยะเวลาทนต่อความร้อนเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่เวลา 30 และ 45 
นาที หลังจากฉีด Capsaicin เช่นเดียวกับยา Ibuprofen 100 mg/kg/bw ที่เป็นยาบรรเทาอาการปวดใน
กลุ่มที่ไม่ใช่สเตียรอยด์ มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) ของระยะเวลาทนต่อ
ความร้อนเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่เวลา 30, 45 และ 60 นาที ส่วนยามาตรฐาน Sumatriptan 
ไม่สามารถบรรเทาอาการปวดได้ เนื่องจาก Sumatriptan เป็นยาชนิด Serotonin receptor agonist ซึ่งจะ
จ้าเพาะกับ Serotonin receptor และเป็นยาออกฤทธิ์ที่ระบบประสาทส่วนกลาง (CNS drug) [126] จึง
ไม่สามารถบรรเทาอาการปวดที่เกิดจาก Capsaicin ได้ เพราะ Capsaicin เหนี่ยวน้าให้เกิดอาการปวดที่
ระบบประสาทส่วนปลายและท้าให้ปล่อยสาร Neuropeptide ได้แก่ Substance P (SP), Somatostatin 
และ CGRP [127] ซึ่งเป็นการยืนยันว่ากลไกของ Sumatriptan อาจไม่มีความเกี่ยวข้องกับ Capsaicin 
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4.2  ผลของสารสกัดกานพลูต่อระดับสารสื่อประสาท Serotonin 
  4.2.1  Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
   4.2.1.1  วิเคราะห์ระดับของสารสื่อประสาท Serotonin จาก Serum ของสัตว์ทดลอง
จากการทดลอง Serotonin-evoked thermal hyperalgesia 
     จากการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดกานพลู (Clove extract; CE) และวิเคราะห์
หาระดับของสารสื่อประสาท Serotonin ใน Serum ของสัตว์ทดลอง โดยน้าตัวอย่าง Serum จากการ
ทดลอง Serotonin ที่ก่อให้เกิดความเจ็บปวดจากความร้อน โดยการฉีด Serotonin เข้าที่ระบบประสาท
ส่วนปลาย (Peripheral nervous system) มาตรวจวิเคราะห์ แสดงระดับของสารสื่อประสาท Serotonin 
ดังภาพที่ 4.5  
 

   
 
ภาพท่ี 4.5  ผลของสารสกัดกานพลูต่อระดับสารสื่อประสาท Serotonin ใน Serum ของสัตว์ทดลอง 
  จากการทดลอง Serotonin-evoked thermal hyperalgesia 
a มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม Sham 
b มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม Control 
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   ผลการทดลองพบว่าสารสกัดกานพลูขนาด 500 และ 750 mg/kg/bw มีความแตกต่างอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) ของระดับสารสื่อประสาท Serotonin เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม
โดยสารสกัดกานพลูทั งสองขนาดช่วยลดระดับของ Serotonin ซึ่งก่อให้เกิดความเจ็บปวดจากความ
ร้อนที่บริเวณระบบประสาทส่วนปลายได้ เช่นเดียวกับยา Sumatriptan นอกจากนี ยังพบว่ากลุ่มควบคุม
มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) ของระดับของสารสื่อประสาท Serotonin เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มหนูปกติ (Sham) แสดงให้เห็นว่าเมื่อมีการฉีด Serotonin เข้าที่ระบบประสาทส่วน
ปลายจะท้าให้ระดับของสารสื่อประสาท Serotonin สูงขึ น แต่หลังจากที่ได้รับยาและสารสกัดกานพลู
ระดับของ Serotonin จะลดลง เน่ืองจากยา Sumatriptan เข้าไปยับยั งการปล่อยของ Serotonin จึงท้าให้ 
Serotonin บริเวณระบบประสาทส่วนปลายลดลง 
  จากผลการทดลองดังกล่าวนี แสดงให้เห็นว่าสารสกัดกานพลูมีการออกฤทธิ์ไปในทาง
เดียวกับยา Sumatriptan และพบว่าสารสกัดกานพลูขนาด 750 mg/kg/bw สามารถลดระดับของสารสื่อ
ประสาท Serotonin ได้ดีที่สุดคือ 155.3810±1.26 nmol/L เมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัดกานพลูขนาดอ่ืน  
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   4.2.1.2 วิเคราะห์ระดับของสารสื่อประสาท Serotonin จากตัวอย่างสมองของสัตว์ 
ทดลองจากการทดลอง Reserpine-induced low serotonin level  
    จากการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดกานพลู (Clove extract; CE) โดยการทดลอง
จะใช้ Reserpine ที่มีฤทธิ์ในการเหนี่ยวน้าให้ระดับของสารสื่อประสาท Serotonin ลดลง ซึ่งการที่มี
ระดับของ Serotonin ในปริมาณน้อยเป็นสาเหตุของอาการปวดไมเกรน โดยท้าการฉีด Reserpine 
ขนาด 0.25 mg/kg/bw เข้าบริเวณช่องท้อง (Intraperitoneal injection; ip) ของสัตว์ทดลองเป็นเวลา 9 
วัน และมีการเร่ิมให้สารทดสอบในวันที่ 3 ถึงวันสุดท้ายของการทดสอบและท้าการเก็บสมองของ
สัตว์ทดลองมาวิเคราะห์ระดับของสารสื่อประสาท Serotonin โดยใช้ชุด Serotonin Research ELISA 
(BA E-5900 ; Labor Diagnostika Nord GmbH, Germany) แสดงผลการทดลองดังภาพที่ 4.6   
 

 
  
ภาพท่ี 4.6  ผลของสารสกัดกานพลูต่อระดับสารสื่อประสาท Serotonin ในสมองของสัตว์ทดลองจาก 
                  การทดลอง Reserpine-induced low serotonin level 
a มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม Sham 
b มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม Control 
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  ผลการทดลองพบว่าสารสกัดกานพลูขนาด 500 และ 750 mg/kg/bw มีความแตกต่างกัน
อย่างมี นัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) ของระดับสารสื่อประสาท Serotonin เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม โดย สารสกัดกานพลูทั งสองขนาดช่วยเพิ่มระดับของ Serotonin ในสมองของสัตว์ทดลองได้
เช่นเดียวกับยา Sumatriptan นอกจากนี ยังพบว่าสารสกัดกานพลูขนาด 500 mg/kg/bw สามารถเพิ่ม
ระดับของสารสื่อประสาท Serotonin ได้ดีที่สุดคือ 118.0278±0.10 nmol/L เมื่อเปรียบเทียบกับสาร
สกัดกานพลูขนาดอ่ืน ซึ่งผลการทดลองข้างต้นมีความสอดคล้องกับ Wu et al., 2014 นอกจากนี ยังมี
รายงานการศึกษาอ่ืนๆ ที่แสดงให้เห็นว่า นอกจากสารสื่อประสาท Serotonin (5-HT) แล้วยังมี Beta-
endophin (β-EP) และ Dopamine (DA) ที่มีบทบาทส้าคัญกับการปวดไมเกรน [128] 
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4.3  ผลการตรวจติดตามโปรตีน 5-HT1B ด้วยวิธี Western blotting technique 

  จากการน้าตัวอย่างสมอง (Whole brain) จากการทดลอง Reserpine-induced low serotonin 
level มาท้าการสกัดโปรตีนและน้าส่วนของ Supernatant ไปท้าการตรวจติดตามโปรตีน Serotonin ที่
สนใจบน Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ด้วยวิธี Western 
blotting technique ซึ่ง Serotonin เป็นโปรตีนที่มีความเกี่ยวข้องกับการปวดไมเกรนโดยการใช้ Rabbit 
polyclonal 5-HT1B receptor antibody (5HT1BR) เป็น Primary antibody และใช้ Anti-rabbit-
conjugated เป็น Secondary antibody ในการตรวจติดตาม ซึ่งน ้าหนักโมเลกุล (Molecular weight; 
MW) ของ 5HT1BR ที่ต้องการติดตามมีขนาดประมาณ 47 kDa ผลการแสดงออกของโปรตีนแสดงดัง
ภาพที่ 4.7 
 

 
 
ภาพท่ี 4.7  การแสดงออกของโปรตีน 5HT1BR ด้วยวิธี Western blotting technique  
 
  จากการแสดงออกของโปรตีนดังภาพที่ 4.7 พบว่าตัวอย่างของโปรตีนประกอบด้วยโปรตีน
ของกลุ่มควบคุม กลุ่มยามาตรฐาน Sumatriptan และกลุ่มของสารสกัดกานพลูขนาดต่างๆ (250, 500 
และ 750 mg/kg/bw) โดยโปรตีนของทุกกลุ่มที่พบมีขนาด 47 kDa ซึ่งเป็นแถบของโปรตีน 5HT1BR 
โดยเปรียบเทียบกับแถบโปรตีนของ Marker แสดงให้เห็นว่าหลังจากที่สัตว์ทดลอง ได้รับสารสกัด
กานพลูทุกขนาดมีความจ้าเพาะกับโปรตีนที่ต้องการ โดยมีขนาดความเข้มและความหนาของ Band 
มากกว่ากลุ่มควบคุม จึงเป็นการยืนยันว่าวิธีการทดลองที่ใช้เลียนแบบอาการปวดไมเกรนใน
สัตว์ทดลองมีความเกี่ยวข้องกับการปวดไมเกรนและสารสกัดกานพลูสามารถมีฤทธิ์รักษาอาการปวด
ไมเกรนได้เช่นเดียวกับยา Sumatriptan ซึ่งมีความสอดคล้องกับ Berman et al., 2006 และ Harriott and 
Gold, 2008 ซึ่งเป็นไปได้ว่าสารสกัดจากดอกกานพลูอาจมีฤทธิ์เป็น Serotonin agonist 
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4.4  ผลของสารสกัดกานพลูต่อฤทธ์ิการนอนหลับและความสัมพันธ์ของกล้ามเนื อ 
  4.4.1  Sleeping time 
   จากการศึกษาผลของสารสกัดกานพลูต่อฤทธิ์การนอนหลับในสัตว์ทดลอง เนื่องจาก
ในผู้ที่มีอาการปวดศีระษะไมเกรนไม่รุนแรง การได้พักหรือนอนหลับ เป็นการช่วยลดความถี่ของการ
ปวดศีรษะไมเกรนได้อย่างหนึ่งและยาที่ใช้ในการป้องกันการเกิดอาการปวดศีรษะไมเกรน 
(Preventive or prophylactic medicine) ที่ใช้ในปัจจุบันส่วนใหญ่มีฤทธิ์ท้าให้นอนหลับและพักผ่อนได้ 
เช่น ยาต้านอาการซึมเศร้ากลุ่ม Tricyclics, กลุ่ม β-blocker [129] ดังนั นการทดลองครั งนี จึงได้ศึกษา
ฤทธิ์ของสารสกัดกานพลูต่อการนอนหลับเพื่อใช้เป็นข้อมูลอีกหนึ่งแนวทางในการลดความถี่ของการ
เกิดอาการปวดศีรษะไมเกรน โดยการให้สารสกัดกานพลูทั ง 3 ขนาด (250, 500 และ 750 mg/kg/bw) 
และเหนี่ยวน้าให้หนูทดลองเกิดการนอนหลับ ด้วยยา Diazepam หลังจากนั นสังเกตพฤติกรรมและ
บันทึกระยะเวลาการนอนหลับซึ่งแสดงฤทธิ์ดังภาพที่ 4.8 และภาพที่ 4.9 
 

 
  
ภาพท่ี 4.8  Onset ของสารสกัดกานพลูด้วยวิธี Sleeping time 
* มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมโดยวิธี One-way 
ANOVA และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มโดยใช้วิธี Tukey’s post hoc test   
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    ผลการทดลองพบว่าการออกฤทธิ์ของสารสกัดกานพลูขึ นอยู่กับขนาดของสารสกัด (Dose 
dependent manner) โดยสารสกัดกานพลูทุกขนาด (250, 500 และ 750 mg/kg/bw) มีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) ของ Onset (ระยะเวลาตั งแต่ป้อนยา Diazepam ถึงระยะเวลาที่หนู
เร่ิมหลับ) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ดังแสดงในภาพที่ 4.8 ซึ่งสารสกัดกานพลูขนาด 750 mg/kg 
สามารถท้าให้หนูทดลองเร่ิมหลับได้เร็วที่สุดคือ 10.00±0.63 นาที เมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัดกานพลู
ขนาดอ่ืนและสารสกัดกานพลูขนาด 750 mg/kg/bw มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) ของ Duration time (ระยะเวลาตั งแต่ที่หนูเร่ิมหลับถึงเวลาที่หนูตื่น) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม ดังแสดงในภาพที่ 4.9 นอกจากนี ยังพบว่าสารสกัดกานพลูขนาด 750 mg/kg/bw ออกฤทธิ์ท้า
ให้หนูทดลองหลับได้นานที่สุดคือ 146.20 ± 7.66 นาที เมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัดกานพลูขนาดอ่ืน 
ส่วนสารมาตรฐาน Caffeine ไม่สามารถท้าให้หนูทดลองหลับได้ 

 

 
 
ภาพท่ี 4.9  Duration time ของสารสกัดกานพลูด้วยวิธี Sleeping time 
* มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมโดยวิธี One-way 
ANOVA และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มโดยใช้วิธี Tukey’s post hoc test   
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 การออกฤทธิ์ของสารสกัดกานพลูในการนอนหลับจากผลการทดลองดังกล่าวนี ออกฤทธิ์
ไปในทางเดียวกับยา diazepam เป็นยาในกลุ่ม Benzodiazepines ออกฤทธิ์กดระบบประสาทส่วนกลาง 
โดยยาจะจับกับ GABAA receptors ที่ Benzodiazepines receptor ท้าให้ GABA และ GABAA receptors 
จับกันได้มากขึ น และ Cl- ไหลเข้าเซลล์ประสาทมากขึ น ท้าให้เกิด Hyperpolarization หรือลดการเกิด 
Depolarization [124] ส่วนกลุ่มสารมาตรฐาน affeine ไม่สามารถท้าให้หนูหลับได้ เนื่องจาก caffeine 
มีฤทธิ์ในการกระตุ้นระบบประสาทส่วนกลาง (CNS stimulant) และเพิ่มการหลั่งของ Norepinephrine 
ในสมอง จึงท้าให้ระบบประสาทเกิดการตื่นตัว [130, 131]  
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  4.4.2  Muscle relaxant activity 
   จากการศึกษาผลของสารสกัดกานพลูต่อความสัมพันธ์ของกล้ามเนื อ โดยใช้ทดสอบ
ร่วมกับวิธี Sleeping time เนื่องจากหนูทดลองปกติที่ไม่ได้รับยา diazepam จะเดินสัมพันธ์กันโดยไม่
ตกจาก Rota rod แต่เมื่อหนูทดลองได้รับยาจะเดินไม่สัมพันธ์กันและตกจาก Rota rod ซึ่งผลของสาร
สกัดกานพลูต่อความสัมพันธ์ของกล้ามเนื อ (Muscle coordination) แสดงดังภาพที่ 4.10 
 

 
 

ภาพท่ี 4.10  ผลของสารสกัดกานพลูต่อระยะเวลา (วินาที) ที่สัตว์ทดลองสามารถเดินบน Rota rod  
* มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมโดยวิธี One-way 
ANOVA และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มโดยใช้วิธี Tukey’s post hoc test   
 
  ผลการทดลองพบว่าสารสกัดกานพลูทุกขนาด (250, 500 และ 750 mg/kg/bw) มีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) ของระยะเวลาที่หนูเดินบน Rota rod ความเร็ว 20 รอบ
ต่อนาที (rpm) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่เป็นไปในลักษณะที่ขึ นกับขนาดของยา (Dose 
dependent manner) การที่หนูทดลองตกจาก Rota rod เกิดจากฤทธิ์ของยา Diazepam นอกจากจะท้าให้
เกิดอาการง่วง (Sedation) และท้าให้หลับ (Hypnotic) แล้วยังมีฤทธิ์ในการคลายกล้ามเนื อ (Muscle 
relaxation) โดยจะจับกับ α2-GABAA receptors ที่ปลายประสาท (ด้าน Presynaptic membrane) ในไข
สันหลัง [124, 132] 
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4.5  ผลของน ้ามันและสารสกัดกานพลูในการต้านการอักเสบ 
  4.5.1  EPP-induced rat ear edema 
  จากการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของน ้ามันกานพลูด้วยวิธี EPP-induced rat ear 
edema เน่ืองจากที่ได้มีการศึกษาเอกสารงานวิจัยที่เกี่ยวข้องพบว่าพยาธิก้าเนิดของการปวดไมเกรนเกิด
จากการอักเสบและมีการขยายตัวของหลอดเลือดจึงท้าให้มีการหลั่งสารสื่อกลาง (Chemical mediator) 
ในการอักเสบขึ น เช่น Histamine, Serotonin, Prostaglandin เป็นต้น ดังนั นการทดลองนี จึงได้มีการ 
ศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบในสัตว์ทดลองร่วมด้วย โดยหลังจากให้น ้ามันกานพลูทั ง 3 ความเข้มข้น
(1%, 7.5% และ 15% v/v) และเหนี่ยวน้าให้เกิดการอักเสบแบบเฉียบพลันบริเวณใบหูของหนูทดลอง
โดยใช้ EPP หลังจากนั นวัดความหนาของใบหูที่เวลา 30 นาที, 1 ชั่วโมง และ 2 ชั่วโมง พบว่าน ้ามัน
กานพลูความเข้มข้นต่างๆ แสดงฤทธิ์ต้านการอักเสบบริเวณใบหูของหนูทดลองในทุกช่วงเวลาของ
การทดสอบดังแสดงในตารางที่ 4.4 โดยน ้ามันกานพลูทุกขนาดความเข้มข้นสามารถยับยั งการอักเสบ
ที่ใบหูหนูได้อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) ทุกช่วงเวลาของการทดสอบเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุม เช่นเดียวกับยามาตรฐาน Phenylbutazone นอกจากนี ยังพบว่าน ้ามันกานพลู 7.5% v/v มี
เปอร์เซ็นต์ยับยั งการอักเสบสูงที่สุดคือ 36.72 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบกับน ้ามันกานพลูความ
เข้มข้นอ่ืน ดังแสดงในตารางที่ 4.5 
 
ตารางท่ี 4.4  ฤทธิ์ต้านการอักเสบของน ้ามันกานพลูด้วยวิธี EPP-induced rat ear edema 

Groups N 
Ear thickness (mean ± s.e.)  

0.5 h 1 h 2 h 

Control 6 10.67±0.56 11.33±0.49 10.50±0.76 

Phenylbutazone 5% w/v 6 8.00±0.37a 7.33±0.33 a 7.00±0.37 a 

Clove oil 1% v/v 6 8.83±0.48 a 8.33±0.21 a 7.67±0.42 a 

Clove oil 7.5% v/v 6 8.33±0.42 a 7.17±0.48 a 6.83±0.46 a 

Clove oil 15% v/v 6 7.33±0.33 a 7.67±0.42 a 8.33±0.76 a 

 

a มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมโดยวิธี One-way 
ANOVA และเปรียบเทียบแตกต่างระหว่างกลุ่มโดยใช้วิธี Tukey’s post hoc test   
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ตารางท่ี 4.5  %inhibition ของน ้ามันกานพลูด้วยวิธี EPP-induced rat ear edema 

Groups 
% inhibition 

0.5 h 1 h 2 h 

Control - - - 

PBZ 5% w/v 25.02 35.30 33.33 

Clove oil 1% v/v 17.24 26.48 26.95 

Clove oil 7.5% v/v 21.93 36.72 34.95 

Clove oil 15% v/v 31.30 32.30 20.67 

 
 4.5.2  Carrageenan-induced rat paw edema 
 จากการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดกานพลู (Clove extract) ในสัตว์ 

ทดลอง เมื่อทดสอบด้วยวิธี Carrageenan-induced rat paw edema หลังจากให้สารสกัดกานพลูทั ง 3 
ขนาด (250, 500 และ 750 mg/kg/bw) และเหนี่ยวน้าให้เกิดการอักเสบแบบเฉียบพลันโดยการฉีด 
Carrageenan 1% w/v เข้าที่อุ้งเท้าหลังของหนูทดลอง จากนั นวัดปริมาตรของอุ้งเท้าที่เวลา 1 ชั่วโมง, 2 
ชั่วโมง และ 3 ชั่วโมง พบว่าสารสกัดกานพลูขนาดต่างๆ แสดงฤทธิ์ต้านการอักเสบบริเวณอุ้งเท้าของ
หนูทดลองในทุกช่วงเวลาของการทดสอบดังตารางที ่4.6 โดยสารสกัดกานพลูทุกขนาดสามารถยับยั ง
การอักเสบของอุ้งเท้าหนูได้อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) ทุกช่วงเวลาของการทดสอบเมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ซึ่งดูจากปริมาตรของอุ้งเท้าหนู (Paw volume) เช่นเดียวกับยามาตรฐาน 
Phenylbutazone นอกจากนี ยังพบว่าสารสกัดกานพลู 750 mg/kg/bw มีเปอร์เซ็นต์ยับยั งการอักเสบสูง
ที่สุดคือ 72.97 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัดกานพลูขนาดอ่ืน ดังแสดงในตารางที่ 4.7 
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ตารางท่ี 4.6  ฤทธิ์ต้านการอักเสบของสารสกัดกานพลูด้วยวิธี Carrageenan-induced rat paw edema 

Groups N 
Paw volume (mean ± s.e.)  

1 h 2 h 3 h 

Control 6 0.37±0.05 0.46±0.05 0.57±0.04 

Phenylbutazone 250 mg/kg 6 0.13±0.02a 0.09±0.02 a 0.07±0.02 a 

Clove extract 250 mg/kg 6 0.18±0.04 a 0.32±0.05 a 0.36±0.04 a 

Clove extract 500 mg/kg 6 0.18±0.01a 0.36±0.02 a 0.42±0.02 a 

Clove extract 750 mg/kg 6 0.10±0.01a 0.30±0.03 a 0.34±0.02 a 

 
a มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมโดยวิธี One-way 
ANOVA และเปรียบเทียบแตกต่างระหว่างกลุ่มโดยใช้วิธี Tukey’s post hoc test   
 
ตารางท่ี 4.7  %inhibition ของสารสกัดกานพลูด้วยวิธี Carrageenan-induced rat paw edema 

Groups 
% inhibition 

1 h 2 h 3 h 

Control - - - 

Phenylbutazone 250 mg/kg 64.86 80.43 87.72 

Clove extract 250 mg/kg 51.35 30.43 36.84 

Clove extract 500 mg/kg 51.35 21.74 26.32 

Clove extract 750 mg/kg 72.97 34.78 40.35 
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 จากผลการออกฤทธิ์ต้านการอักเสบในสัตว์ทดลองท้าให้ทราบว่าการออกฤทธิ์ยับยั งการ
อักเสบของน ้ามันและสารสกัดกานพลูน่าจะมีผลเกี่ยวข้องกับสารสื่อการอักเสบ Prostaglandin ซึ่ง
น ้ามันและสารสกัดกานพลูมีสาร Eugenol ที่เป็นองค์ประกอบหลัก มีคุณสมบัติเป็นยาชาเฉพาะที่และ 
ท้าให้หลอดเลือดเกิดการหดตัวเมื่อได้รับน ้ามันกานพลูในความเข้มข้นที่เหมาะสมจึงสามารถลดการ
บวมของใบหูได้ โดยวิธีการทาลงบนใบหู เมื่อทดสอบด้วยวิธี EPP-induced rat ear edema หลังจาก
การเหนี่ยวน้าให้เกิดการขยายตัวของหลอดเลือดด้วย EPP ซึ่ง EPP เป็นสาเหตุให้เกิดการหลั่งของสาร
สื่ออักเสบต่างๆ ได้แก่ Histamine, Serotonin และ Prostaglandin จึงก่อให้เกิดการขยายตัวของหลอด
เลือด เพิ่มการซึมผ่านผนังหลอดเลือดและท้าให้เกิดการบวมน ้า [133] นอกจากนี สารสกัดกานพลู
ขนาดที่เหมาะสมก็สามารถลดการบวมของอุ้งเท้าหนูได้เช่นกัน เมื่อสัตว์ทดลองได้รับด้วยวิธีการป้อน 
โดยทดสอบด้วยวิธี Carrageenan-induced rat paw edema ซึ่งการอักเสบในวิธีการนี จะเหนี่ยวน้าให้
เกิดการอักเสบด้วย Carrageenan โดย Carrageenan จะกระตุ้นการหลั่งของ Histamine, Serotonin และ 
Bradykinin ท้าให้มี Prostaglandin สูงขึ นจึงท้าให้เกิดการอักเสบ [134]  

 ดังนั น จากการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบของน ้ามันและสารสกัดกานพลูทั งสองวิธีการนี  
สามารถออกฤทธิ์ต้านการอักเสบได้เช่นเดียวกับยามาตรฐาน Phenylbutazone ที่เป็นยาแก้อักเสบชนิด
ไม่ใช่สเตียรอยด์ (Non-steroidal anti-inflammatory drugs ; NSAIDs) โดยจะออกฤทธิ์ยับยั งการท้างาน
ของเอนไซม์ Cyclooxygenase (COX) ที่ท้าหน้าที่ในการสร้างสารสื่อการอักเสบ Prostaglandin จึงท้า
ให้สามารถต้านการอักเสบดังกล่าวได้ 



บทที ่5    
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ     

   

5.1  สรุปผลการวิจัย 
 จากการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของน ้ามันและสารสกัดจากดอกกานพลูในการบรรเทาอาการ
ปวดไมเกรนและอาการข้างเคียงในสัตว์ทดลองโดยใช้วิธีการต่างๆ สามารถสรุปผลการทดลองได้ดังนี  
 5.1.1  การศึกษาฤทธิ์บรรเทาอาการปวดของน ้ามันและสารสกัดจากดอกกานพลู 
             5.1.1.1 Tail flick test จากการทดสอบฤทธิ์บรรเทาอาการปวดด้วยวิธี Tail flick test
ท้าให้ทราบว่าน ้ามันกานพลู 5% w/w มีฤทธิ์บรรเทาอาการปวดได้ ซึ่งกลไกการออกฤทธิ์จะยับยั งการ
ท้างานของระบบประสาทรับความรู้สึกใต้ผิวหนังบริเวณนั น จึงท้าให้เกิดอาการชาบริเวณที่ทายา 
[123] เช่นเดียวกับยามาตรฐาน Emla 5% w/w ที่อยู่ในรูปของครีมซึ่งมีส่วนประกอบของ Lidocaine 
และ Prilocaine อย่างละ 2.5% โดยการออกฤทธิ์ของยาชาและน ้ามันกานพลูโดยสรุป แสดงดังภาพที่ 
5.1  
 

 
 

ภาพท่ี 5.1  กลไกการออกฤทธิ์ของยาชาเฉพาะที่และน ้ามันกานพลู [124] 
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  จากภาพที่ 5.1 ยาชาจะปิดกั นการส่งกระแสประสาทรับความรู้สึกเพียงชั่วคราวโดยการปิด
กั น Na+ channels เมื่อมีการซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์จะยับยั งการไหลของ Na+ เข้าเซลล์ในระยะกระตุ้น 
(Activated Na+ channels) หรือระยะ Depolarization และท้าให้ Na+ channels ระยะยับยั ง (Inactivated 
state หรือ Refractory phase) นานขึ น [124] หาก Eugenol มีความเข้มข้นสูงเกินไปก็จะท้าให้มีฤทธิ์ใน
การกระตุ้นความรู้สึกเจ็บปวดที่เกิดจากความร้อน โดยการกระตุ้นที่ Transient receptor potential 
vanilloid subtype 1 (TRPV1) ที่ปลายประสาทรับความรู้สึกปวด ท้าให้ Calcium channel เปิด จึงเกิด
อาการปวดขึ น [125]  
  ในขณะที่สารสกัดกานพลูขนาด 500 mg/kg/bw ก็มีฤทธิ์บรรเทาอาการปวดได้เช่นเดียวกับ
ยามาตรฐาน Ibuprofen 100 mg/kg เน่ืองจากเข้าไปยับยั งการท้างานของเอนไซม์ Cyclooxygenase-2 ที่
ท้าหน้าที่ในการสร้างสาร Prostaglandin ซึ่งเป็นสารที่ก่อให้เกิดความเจ็บปวดและอักเสบ [122] ดัง
แสดงในภาพที่ 5.2 ซึ่งเป็นไปได้ว่าการออกฤทธิ์ในการบรรเทาอาการปวดอาจเกิดจากสาร Eugenol 
ซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักที่พบในสารสกัดกานพลู 
 

 
 

ภาพท่ี 5.2  กลไกการออกฤทธิ์ในการบรรเทาอาการปวดของยากลุ่ม NSAIDs และสารสกัดจากดอก 
    กานพลู [135] 
 
 
 
 



95 

  5.1.1.2  Hot plate test โดยใช้ Serotonin เหนี่ยวน้าให้เกิดความเจ็บปวดจากความร้อน 
ที่มากกว่าปกติ (Thermal hyperalgesia) พบว่าสารสกัดกานพลูขนาด 500 mg/kg/bw มีฤทธิ์บรรเทา
อาการปวดได้เช่นเดียวกับยามาตรฐาน Sumatriptan 100 mg/kg/bw เมื่อมีอาการปวดในสภาวะปกติจะ
มีการหลั่งสารสื่อประสาท Serotonin ออกมา แต่ในการทดลองนี มีการฉีด Serotonin เข้าไปท้าให้ปวด
มากกว่าปกติเมื่อได้รับสิ่งกระตุ้นที่ปกติ เนื่องจาก Serotonin จะเข้าไปกระตุ้นท้างานของ Transient 
receptor potential vanilloid-1 (TRPV1) ที่เป็นตัวรับความเจ็บปวดชนิดหนึ่ง (Pain receptor) ท้าให้เกิด
ความเจ็บปวดและมีความไวในการตอบสนองต่อการปวดเพิ่มขึ น [107] จึงท้าให้หนูทดลองยกเท้าหนี
จากความร้อนเร็วขึ น และเมื่อน้า Serum ของสัตว์ทดลองมาวิเคราะห์หาระดับของสารสื่อประสาท 
Serotonin ด้วยวิธี ELISA พบว่าสารสกัดกานพลูขนาด 500 และ 750 mg/kg/bw สามารถลดระดับของ
สารสื่อประสาท Serotonin ที่ระบบประสาทส่วนปลายได้เช่นเดียวกับยา Sumatriptan เนื่องจากยา 
Sumatriptan เป็นยาบรรเทาอาการปวดไมเกรนในกลุ่ม Serotonin 1B/1D receptor agonist จึงออกฤทธิ์
เฉพาะที่ Serotonin receptor ท้าให้สามารถบรรเทาอาการปวดและท้าให้ระดับของ Serotonin ที่บริเวณ
ระบบประสาทส่วนปลายลดลง ดังแสดงในภาพที่ 5.3 

 
ภาพท่ี 5.3  กลไกการออกฤทธิ์ของยา Sumatriptan และสารสกัดกานพลูต่อการลดระดับของสารสื่อ 
     ประสาท Serotonin ที่ระบบประสาทส่วนปลาย เมือ่วิเคราะห์จาก Serum ของสัตว์ทดลอง 
      [107] 
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 ส่วนการใช้ Capsaicin เหนี่ยวน้าให้เกิดความเจ็บปวด พบว่าสารสกัดกานพลูขนาด 500 
mg/kg/bw มีฤทธิ์บรรเทาอาการปวดได้ เช่นเดียวกับยา Ibuprofen 100 mg/kg/bw เนื่องจากสารสกัด
กานพลูอาจมีฤทธิ์ยับยั ง TRPV1 ซึ่งท้าหน้าที่เป็นตัวรับความรู้สึกปวด (Pain receptor) ชนิดหนึ่ง จึงท้า
ให้สามารถบรรเทาอาการปวดที่เกิดจาก Capsaicin ได้ ส่วนยา Sumatriptan ไม่สามารถบรรเทาอาการ
ปวดจาก Capsaicin ได้เนื่องจากยา Sumatriptan เป็นยาบรรเทาอาการปวดไมเกรนชนิด Serotonin 
receptor agonist โดยจะจ้าเพาะกับ Serotonin receptor และเป็นยาออกฤทธิ์ที่ระบบประสาทส่วนกลาง 
(CNS drug) [126] ส่วน Capsaicin เหนี่ยวน้าให้เกิดความเจ็บปวดที่ระบบประสาทส่วนปลาย ซึ่งแสดง
ให้เห็นว่ากลไกของ Sumatriptan และ Capsaicin อาจไม่มีความเกี่ยวข้องกัน  
 

 
 

ภาพท่ี 5.4  กลไกการออกฤทธิ์ของยากลุ่ม NSAIDs และสารสกัดดอกกานพลูในการบรรเทาอาการ 
   ปวดที่เกิดจาก Capsaicin [136] 
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 5.1.2 การศึกษาระดับของสารสื่อประสาท Serotonin ในสมองของสัตว์ทดลอง ด้วยวิธี 
Reserpine-induced low serotonin level เพื่อวิเคราะห์หาระดับของสารสื่อประสาท Serotonin พบว่า
สารสกัดกานพลูขนาด 500 และ 750 mg/kg/bw สามารถเพิ่มระดับของสารสื่อประสาท Serotonin ใน
สมองของสัตว์ทดลองได้เช่นเดียวกับยา Sumatriptan ดังแสดงในภาพที่ 5.5 ซึ่งผลการทดลองข้างต้นมี
ความสอดคล้องกับ Wu et al., 2014 นอกจากนี ยังมีรายงานการศึกษาอ่ืนๆ ที่แสดงให้เห็นว่า นอกจาก
สารสื่อประสาท Serotonin (5-HT) แล้วยังมี Beta-endophin (β-EP) และ Dopamine (DA) ที่มีบทบาท
ส้าคัญกับการปวดไมเกรน [128] 
 

 
ภาพท่ี 5.5  กลไกการออกฤทธิ์ของยา Sumatriptan และสารสกัดจากดอกกานพลูต่อการเพิ่มระดับของ 
   สารสื่อประสาท Serotonin ในสมองของสัตว์ทดลอง [108] 
 
  5.1.3 การติดตาม 5-HT1BR ด้วยวิธี Western blotting technique เนื่องจากยา Sumatriptan 
เป็นยาในกลุ่ม 5-HT1B/1D agonist ซึ่งมีความเกี่ยวข้องกับการรักษาอาการปวดไมเกรน จึงได้ท้าการ
ติดตามโปรตีน 5-HT1BR  ในสมองของสัตว์ทดลอง โดยพบว่าการแสดงออกของ 5-HT1BR มีขนาด 47 
kDa ซึ่งสัตว์ทดลองกลุ่มที่ได้รับยา Sumatriptan และสารสกัดกานพลูมีขนาดความเข้มและความหนา
ของ band มากกว่ากลุ่มควบคุม จึงท้าให้สามารถยืนยันได้ว่าวิธีการที่ใช้เลียนแบบอาการปวดไมเกรน
ในสัตว์ทดลองมีความเกี่ยวข้องกับการปวดไมเกรนและสารสกัดกานพลูสามารถออกฤทธิ์บรรเทา
อาการปวดไมเกรนในสัตว์ทดลองได้  ซึ่งเป็นไปได้ว่าสารสกัดกานพลูอาจออกฤทธิ์เป็น 5-HT1B 
agonist เช่นเดียวกับยา Sumatriptan ที่เป็นยาบรรเทาอาการปวดไมเกรน  
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 5.1.4  การศึกษาฤทธิ์ในการนอนหลับด้วยวิธี Sleeping time และศึกษาความสัมพันธ์ของ
กล้ามเนื อด้วยวิธี Muscle relaxant activity ผลการทดลองพบว่าสารสกัดกานพลูทุกขนาด (250, 500 
และ 750 mg/kg/bw) มีฤทธิ์ท้าให้เกิดอาการง่วง (Sedation) ท้าให้หลับ (Hypnotic) และคลายกล้ามเนื อ 
(Muscle relaxation) ซึ่งออกฤทธิ์ไปในทางเดียวกับยา Diazepam ซึ่งเป็นยาในกลุ่ม Benzodiazepines 
จะออกฤทธิ์กดระบบประสาทส่วนกลาง ดังแสดงในภาพที่ 5.6 โดยยาจะจับกับ GABAA receptors ที่ 
Benzodiazepines receptor ท้าให้ GABA และ GABAA receptors จับกันได้มากขึ น และ Cl- ไหลเข้า
เซลล์ประสาทมากขึ น ท้าให้เกิด Hyperpolarization หรือลดการเกิด Depolarization [124] ส่วนกลุ่ม
สารมาตรฐาน Caffeine ไม่สามารถท้าให้หนูทดลองหลับได้ เนื่องจาก Caffeine มีฤทธิ์ในการกระตุ้น
ระบบประสาทส่วนกลาง (CNS stimulant) และเพิ่มการหลั่งของ Norepinephrine ในสมอง จึงท้าให้
ระบบประสาทเกิดการตื่นตัว [130, 131] นอกจากนี ยังมีฤทธิ์ในการคลายกล้ามเนื อโดยจะจับกับ α2-
GABAA receptors ที่ปลายประสาท (ด้าน presynaptic membrane) ในไขสันหลัง 

 

 
 

ภาพท่ี 5.6  กลไกการออกฤทธิ์ของยากลุ่ม Benzodiazepine และสารสกัดจากดอกกานพลูต่อการนอน 
   หลับและความสัมพันธ์ของกล้ามเนื อของสัตว์ทดลอง  
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  5.1.5 การศึกษาฤทธิ์ต้านการอักเสบของน ้ามันและสารสกัดจากดอกกานพลู  พบว่าน ้ามัน
กานพลูทุกความเข้มข้น (1%, 7.5% และ 15% v/v ในอะซีโตน) และสารสกัดกานพลูทุกขนาดมีฤทธิ์
ต้านการอักเสบได้ เมื่อทดสอบด้วยวิธี EPP-induced rat ear edema และ Carrageenan-induced rat paw 
edema ตามล้าดับ โดยออกฤทธิ์ไปในทางเดียวกับยามาตรฐาน Phenylbutazone ซึ่งเป็นยาในกลุ่ม 
NSAIDs ออกฤทธิ์โดยยับยั งการท้างานของเอนไซม์ Cyclooxygenase ที่ท้าหน้าที่ในการสร้างสารสื่อ
อักเสบ Prostaglandin ซึ่งกลไกการออกฤทธิ์ของยากลุ่ม NSAIDs นี  จะแสดงดังภาพที่ 5.2 
 ดังนั นการศึกษาวิจัยในครั งนี ท้าให้ทราบถึงการออกฤทธิ์ของน ้ามันและสารสกัดจากดอก
กานพลูต่อกลไกต่างๆ ที่เกี่ยวข้องกับอาการปวดไมเกรนและอาการข้างเคียง ได้แก่ ฤทธิ์ผ่อนคลาย 
นอนหลับและต้านการอักเสบ ที่ได้มีการยืนยันทั งใน in vitro และ in vivo ซึ่งสามารถใช้เป็นแนวทาง
เพื่อน้าไปพัฒนาผลิตภัณฑ์ที่มีฤทธิ์จ้าเพาะเจาะจงต่อการบรรเทาอาการปวดไมเกรนที่มาจากพืช
สมุนไพรและในอนาคตสามารถน้าไปใช้ในการศึกษาวิจัยทางคลินิกในมนุษย์ (Clinical trial) ได้ 
นอกจากนี ยังสามารถน้าไปประยุกต์ใช้ในการรักษาโรคของกลุ่มอาการโรคอ่ืนๆ ที่เกี่ยวข้องได้ เช่น 
ฤทธิ์ในการนอนหลับและผ่อนคลายอาจจะน้าไปพัฒนาเป็นยานอนหลับเพื่อให้ผู้ที่มีอาการดังกล่าว
เกิดการผ่อนคลายและหลับได้ดีขึ น 

 

5.2  ข้อเสนอแนะ 

 5.2.1  ในอนาคตควรมีการทดสอบความเป็นพิษต่อสัตว์ทดลอง (Toxicity) เพื่อดูอาการเป็น
พิษที่แสดงออกเมื่อสัตว์ทดลองได้รับสารทดสอบ 
 5.2.2  ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับการดูดซึมของสารสกัดกานพลู  
 5.2.3  สามารถใช้ข้อมูลจากการวิจัยนี เป็นแนวทางเพื่อน้าไปพัฒนาผลิตภัณฑ์ธรรมชาติที่มี
ฤทธิ์บรรเทาอาการปวดไมเกรน รวมทั งใช้รักษาโรคของกลุ่มอาการโรคอ่ืนๆ ที่เกี่ยวข้องได้ 
 5.2.4  น้าข้อมูลจากการวิจัยไปใช้ในการศึกษาวิจัยทางคลินิกในมนุษย์ (Clinical trial) 
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ภาพท่ี 1ก  เคร่ืองกลั่นด้วยน ้ำ (Hydro-distillation) 

 

 
 

ภาพท่ี 2ก  เคร่ืองระเหยสำร (Rotary evaporator) 
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ภาพท่ี 3ก  เคร่ือง Tail flick meter  
 

 
  
ภาพท่ี 4ก  อุปกรณ์ที่ใช้ในกำรทดสอบฤทธิ์บรรเทำอำกำรปวดด้วยวิธี Hot plate test 

 

 
 

ภาพท่ี 5ก  Pocket thickness gauge  
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ภาพท่ี 6ก  เคร่ือง Rota rod  
 

 
 

ภาพท่ี 7ก  เคร่ือง Plethysmometer  
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ภาพท่ี 8ก  อุปกรณ์และสำรเคมีที่ใช้ในกำรท้ำ ELISA  
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ภาพท่ี 10ก  อุปกรณ์และสำรเคมีที่ใช้ในกำรท้ำ Western blotting 
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ภาพท่ี 12ก  ชุด iBlotTM Gel Transfer Device  
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การเตรียมสัตว์ทดลองเพื่อใช้ในการวิจัย 
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          (ก) 
 

 
 

          (ข) 

 
(ค) 

 

ภาพท่ี 1ข  การเลี้ยงและดูแลหนูขาวเพศผู้สายพันธุ์ Wistar rat 
      ก.  ห้องเลี้ยงสัตว์ทดลอง 

    ข.  หนูในกรงเลี้ยง 
     ค.  หนูขาวเพศผู้สายพันธุ์ Wistar rat 



 
121 

 

(ก) 

 
 

(ข) 
 

 

(ค) 

ภาพท่ี 2ข  การเลี้ยงและดูแลหนูขาวเพศผู้สายพันธุ์ ICR Mouse 
    ก.  ห้องเลี้ยงสัตว์ทดลอง 
    ข.  หนูในกรงเลี้ยง 

     ค.  หนูขาวเพศผู้สายพันธุ์ ICR Mouse 
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(ก) 

 

(ข) 

ภาพท่ี 3ข  การชั่งน้้าหนักหนู Rat และ หนู Mice 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ค 

การเตรียมสารทดสอบและบัฟเฟอร์ 
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1.  การเตรียมสารสกัดให้อยู่ในรูปสารละลายเพื่อใช้ป้อนให้กับสัตว์ทดลอง  
 1.1  ค ำนวณหำขนำด (Dose) ของสำรที่ต้องกำรป้อนให้กับสัตว์ทดลอง 
  ตัวอย่ำงกำรค ำนวณ เช่น ต้องกำรเตรียม dose 250 mg/kg  
   ถ้ำหนูหนัก 1000 g  จะมีสำร  250  mg   

   ถ้ำหนูหนัก x g  จะมีสำร = 250x

1000 
  = x

4
 mg   

   ถ้ำต้องกำรเตรียมควำมเข้มข้น 75 mg/ml  
    ปริมำณสำร 75 mg ในน  ำกลั่น 1 ml  
    ปริมำณสำร x

4
 mg ในน  ำกลั่น  1

75
  x

4
 = x

300
 (Factor) 

   ถ้ำหนูหนัก 250 g จะได้สำร = 250

300
 = 0.84 ml   

 1.2  ค ำนวณหำปริมำตรทั งหมดของสำร และปริมำณที่เหมำะสมที่ใช้ส ำหรับป้อนให้สัตว์  
ทดลองในแต่ละกลุ่ม เช่น ในหนู Rat ควรป้อนไม่เกิน 2.5 ml และในหนู Mice ควรป้อนไม่เกิน 1 ml 
ตัวอย่ำงกำรค ำนวณ เช่น  
  ถ้ำหนูหนัก 250 g จะได้สำร 0.84 g เตรียมส ำหรับป้อนให้หนู 6 ตัว จะต้องใช้สำร
ทั งหมด = 0.84 ml  6 ตัว = 5.04 ml (แต่ต้องมีกำรเตรียมประมำณ 8 ml เนื่องจำกให้ง่ำยต่อกำรดูด
เพื่อป้อนให้กับสัตว์ทดลอง) เป็นต้น  
 1.3  ค ำนวณหำควำมเข้มข้นของสำรที่ต้องกำรเตรียม  
  ตัวอย่ำงกำรค ำนวณ เช่น เตรียมควำมเข้มข้น 75 mg/ml ปริมำตร 8 ml  
   สำรละลำยปริมำตร 1 ml ต้องชั่งสำร 75 mg  
   ถ้ำต้องกำรเตรียม 8 ml ต้องชั่งสำร = 875 = 600 mg (0.6 g)  
  Acacia 5% w/v 
   สำรละลำยปริมำตร 100 ml  จะมี Acacia 5 g 

   ถ้ำต้องกำรเตรียม 8 ml จะมี Acacia = 85

100
 = 40

100
 = 0.4 g 

  ดังนั น ต้องชั่งสำร 0.6 g ละลำยในน  ำกลั่น 8 ml ที่เติม Acacia 0.4 g  
 1.4  ขั นตอนกำรเตรียมสำรสกัด 
  1.4.1  ชั่งสำรสกัดปริมำณที่ต้องกำร 
  1.4.2  ชั่ง Acacia ที่ต้องมีกำรเติม Acacia เน่ืองจำกยำหรือสำรสกัดบำงชนิดไม่สำมำรถ
ละลำยในน  ำได้ จึงต้องมีกำรใช้ Acacia ที่มีคุณสมบัติท ำให้สำรละลำยเข้ำกันได้ดี และเป็นเนื อเดียวกัน 
โดยจะค่อยๆ พองตัว ท ำให้สำรอยู่ในรูปแขวนลอย ซึ่งควำมเข้มข้นของ Acacia ที่ใช้ขึ นอยู่กับชนิด
สำรสกัด เช่น หำกสำรสกัดนั นละลำยได้ง่ำยก็จะใช้ปริมำณ Acacia น้อย เป็นต้น 
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ภาพท่ี 1ค  ขั นตอนกำรเตรียมสำรสกัดเพื่อใช้ป้อนให้สัตว์ทดลอง 
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2.  สูตรการเตรียม Wetting compound 
  Wetting compound เป็นสำรละลำยที่ใช้กับเคร่ือง Plethysmometer ใช้วัดปริมำตรของอุ้ง
เท้ำหนู (Paw volume) โดยมีสูตรกำรเตรียมดังนี  
  -  Teepol    1  ml 
  -  NaCl    0.5 g 
  -  น  ำกลั่น (Distilled water) 1 L 
 ขั นตอนกำรเตรียม  
  2.1  ชั่งหรือตวงสำรชนิดต่ำงๆ ตำมปริมำตรที่ก ำหนดใส่ในขวดที่ต้องกำรเตรียม 
  2.2  เติมน  ำกลั่นและปรับปริมำตรให้ครบตำมที่ต้องกำร 
  2.3  น ำสำรที่ผสมกันเสร็จแล้วไปปั่นให้เข้ำกันด้วยเคร่ือง Magnetic stirrer 
 

3.  การเตรียม Carrageenan 1% w/v 
 Carrageenan 1 % w/v ซึ่งจะละลำยใน Normal saline solution (NSS) เตรียมเพื่อใช้ฉีดเข้ำที่ 
อุ้งเท้ำหลังของสัตว์ทดลองตัวละ 0.1 ml ในกำรศึกษำฤทธิ์ต้ำนกำรอักเสบด้วยวิธี Rat paw edema เพื่อ
เหนี่ยวน ำให้อุ้งเท้ำเกิดกำรอักเสบ โดยมีกำรค ำนวณและกำรเตรียม  ดังนี  
 ขั นตอนกำรเตรียม  
  3.1  กำรค ำนวณ 
   NSS 100 ml     จะใช้ Carrageenan 1 g   
   ถ้ำต้องกำรเตรียม 8 ml  จะใช้ Carrageenan = 8

100
 = 0.08 g  

   ดังนั น ต้องชั่ง Carrageenan 0.08 g ละลำยใน NSS 8 ml  
  3.2 ชั่งหรือตวงสำรชนิดต่ำงๆ ตำมปริมำตรที่ก ำหนดใส่ในขวดที่ต้องกำรเตรียมให้
ครบปริมำตรที่ต้องกำร 
  3.3 น ำสำรที่ผสมกันเสร็จแล้วไปปั่นให้เข้ำกันด้วยเคร่ือง Magnetic stirrer  
 
*หมายเหตุ  
  กำรเตรียม Carrageenan ควรเตรียมก่อนวันท ำกำรทดลอง 1วัน โดยปั่นทิ งไว้เพื่อให้พองตัว
ได้ดีและเต็มที่ (ยิ่งพองตัวเต็มที่ ยิ่งมีประสิทธิภำพในกำรเป็น inducer) และเมื่อปั่นเรียบร้อยแล้ว ตั งทิ ง
ไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
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4.  การเตรียม Ethyl phenylpropiolate (EPP) 5% v/v 
 เตรียมโดยละลำยใน Acetone  
 

5.  การเตรียม Serotonin 0.1 nmol/ l 
 เตรียมเป็น Stock solution ควำมเข้มข้น 10 nmol/l โดยละลำยใน HPLC grade water และ
น ำมำเจือจำงเพื่อให้ได้ควำมเข้มข้น 0.1 nmol/l  
 

6. การเตรียม Capsaicin 3 nmol/50 l 
 เตรียมเป็น Stock solution ควำมเข้มข้น 60 nmol/l โดยละลำยใน Ethanol 95% และน ำมำ
เจือจำงเพื่อให้ได้ควำมเข้มข้น 3 nmol/50 l และให้ได้ควำมเข้มข้นของ ethanol <0.5% 
 

7. การเตรียม Reserpine 
 เตรียมที่ควำมเข้มข้น 0.2 mg/ml โดยละลำยใน normal saline solution (NSS) 
 

8.  สูตรการเตรียม 1X  MES buffer  
 -  20X MES buffer  25 ml 
 -  HPLC grade water  475 ml 
 

9.  สูตรการเตรียม Washing buffer 
 -  0.02 M Tris HCl  pH 7.6 
 -  NaCl    9 g/L 
 -  Tween   1 ml/L 
 

10.  สูตรการเตรียม Skim milk 
 - Skim milk 5% w/v ใน Washing buffer 
 

11.  สูตรการเตรียม Equilibrate buffer 
 - 1.5 M Tris HCl   pH 9.5 
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12. สูตรการเตรียม Phosphate Buffer Saline (PBS) ความเข้มข้น  1M, 1X, 1N  
 PBS มีสูตรกำรเตรียม ดังนี   
  -  Sodium Chloride (NaCl)    8 g 
  -  Potassium Chloride (KCl)    0.2 g 
  -  Sodium Hydrogen Phosphate (Na2HPO4)  1.44 g   
  -  Potassium Dihydrogen Phosphate (KH2PO4)  0.24 g 
  -  Distilled water      1 L 
 ขั นตอนกำรเตรียม    
  4.1  ชั่งหรือตวงสำรชนิดต่ำงๆ ตำมปริมำตรที่ก ำหนดใส่ในขวดที่ต้องกำรเตรียม 
  4.2  ผสมน  ำกลั่นประมำณ 300 ml และปรับ pH ให้ได้ 7.4 
  4.3  เติมน  ำกลั่นและปรับปริมำตรให้ครบตำมที่ต้องกำร 
  4.4  น ำสำรที่ผสมกันเสร็จแล้วไปปั่นให้เข้ำกันด้วยเคร่ือง Magnetic stirrer  
 กำรน ำไปใช้  
  -  ควำมเข้มข้นที่ใช้จริงคือ 0.1 M มีวิธีกำรเตรียม ดังนี  
   -  ดูด PBS จำกควำมเข้มข้น 1 M มำ 100 ml และเติมน  ำกลั่น 900 ml  
   -  น ำสำรที่ผสมกันเสร็จแล้วไปปั่นให้เข้ำกันด้วยเคร่ือง Magnetic stirrer  
 

13.  สูตรการเตรียม Radio Immuno Precipitation Assay (RIPA) buffer pH 7.4 
 - 50 mM Tris 
 - 150 mM NaCl 
 - 1 mM Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 
 - 0.1% Triton X-100 
 - 0.1% Sodium dodecyl sulphate (SDS) 
 - Protease inhibitor 
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14.  การเตรียม Primary antibody 
 เตรียม Primary antibody (Anti-5HT1B receptor antibody) 2 µg/ml หรือ 1:500 จำก Stock 
ควำมเข้มข้น 0.5 mg/ml (500 µg/ml) โดยเตรียมใน Washing buffer โดยมีวิธีกำรค ำนวณ ดังนี  
      C1V1 = C2V2 
          (0.5 x 10-3) V1 = (2 x 10-6) x 10 ml 
        V1 = (2 x 10-6) x 10 ml  
          (0.5 x 10-3) 
            = 20 x 10-3  
       0.5 
            = 40 x 10-3 
            = 0.0040 ml  
            = 4 µl    
 ดังนั น ใช้ Primary antibody 4 µl ผสมกับ Washing buffer ให้ได้ปริมำตรรวม 10 ml 
จำกนั นเติม Primary antibody ให้ท่วมแผ่น Membrane เขย่ำเป็นเวลำ 1 ชั่วโมง 
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