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บทคัดย่อ 
 สารสกัดน้ำเบญจกูลเป็นยาปรับธาตุที่ใช้ในการรักษาแบบพื้นบ้านในประเทศไทยเพื่อลดระดับน้ำตาลในเลือด 
อย่างไรก็ตามยังไม่เคยมีการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดน้ำเบญจกูลต่อการแก่ของเซลล์ตับอ่อนในหนูอ้วนที่ได้รับอาหาร
ไขมันสูงเป็นระยะเวลากลางๆ การศึกษาในครั้งนี้มุ่งหวังให้ความเข้มของเอนไซม์ senescence-associated beta-

galactosidase (sa-β-gal) ในเซลล์ตับอ่อนเป็นตัวชี้วัดในการศึกษาฤทธิ์ต้านชราของสารสกัดน้ำของเบญจกูล โดยใช้ 
วิธีการทดสอบอิมมูโนฮิสโตเคมี ศึกษาในหนูขาวเพศผู้สายพันธุ์ Sprague-Dawley จำนวน 18 ตัว ที่แบ่งออกเป็น 3 
กลุ่ม กลุ่มละ 6 ตัว เมื่อเลี้ยงหนูจนครบ 16 สัปดาห์ จึงทำการทดสอบน้ำหนักตัวหนู ระดับน้ำตาลในเลือดหนูและอิมมู
โนฮิสโตเคมีของ sa-β-gal ของตับอ่อนหนู ผลการศึกษาเมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุ่มควบคุมหรือหนูกลุ่มที่ได้รับอาหาร
หนูปกติ พบว่าหนูกลุ่มที่ได้รับอาหารไขมันสูงร่วมกับสารสกัดน้ำของเบญจกูลขนาดต่ำ (41.3 มก./น้ำหนักหนู 1 กก.) 
มีน้ำหนักตัวเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ แต่ระดับน้ำตาลในเลือดและการติดสีของ sa-β-gal มีแนวโน้มที่จะลดลง  
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แต่ไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ ส่วนเมื่อเปรียบเทียบกับหนูกลุ่มที่ได้รับอาหารไขมันสูงอย่างเดียว  พบว่าหนูกลุ่มที่ได้รับ
อาหารไขมันสูงร่วมกับสารสกัดน้ำของเบญจกูลขนาดต่ำ (41.3 มก./น้ำหนักหนู 1 กก.) มีน้ำหนักตัว ระดับน้ำตาลใน
เลือดและการติดสีของ sa-β-gal ของตับอ่อนมีแนวโน้มที่จะลดลง แต่ไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ สรุปได้ว่าสารสกัดน้ำของ
เบญจกูลขนาดต่ำ (41.3 มก./น้ำหนักหนู 1 กก.) มีแนวโน้มที่จะช่วยลดน้ำหนัก แต่ไม่สามารถช่วยลดระดับน้ำตาลใน
เลือดและลดการชราภาพของตับอ่อนในหนูที่ได้รับอาหารไขมันสูงเป็นระยะเวลากลางๆ (15 สัปดาห์) โดยไม่มี
นัยสำคัญทางสถิติ (p = 0.182) และ (p = 0.139) ตามลำดับ 
 
คำสำคัญ: สารสกัดน้ำของเบญจกูล, ภาวะอ้วนลงพุง, ความชรา, เอนไซม์เบต้ากาแลกโตสิเดส 
 
Abstract 

The water extract of Benjakul is a traditional remedy used in Thailand to regulate body systems 
and reduce blood sugar levels. However, there have been no studies on the effects of Benjakul water 
extract on pancreatic cells aging in obese rats fed a high-fat diet over a moderate period. This study 
aims to use the intensity of the enzyme senescence-associated beta-galactosidase (sa-β-gal) in 
pancreatic cells as an indicator to evaluate the anti-aging effects of the Benjakul water extract, using 
immunohistochemical methods. The study was conducted on 18 male Sprague-Dawley rats, divided 
into 3 groups of 6 rats each. After 16 weeks of feeding, the rats were tested for body weight, blood 
sugar levels, and pancreatic sa-β-gal immunohistochemistry. The results showed that compared to 
the control group or the group fed a normal diet, the group fed a high-fat diet along with a low dose 
of Benjakul water extract (41.3 mg/kg rat weight) had a statistically significant increase in body weight. 
However, their blood sugar level and sa-β-gal staining tended to decrease, although not significantly. 
Compared to the group fed a high-fat diet alone, the group fed a high-fat diet along with a low dose 
of Benjakul water extract (41.3 mg/kg rat weight) showed a tendency for decreased body weight, 
blood sugar levels, and sa-β-gal staining in the pancreas, but these differences were not statistically 
significant. In conclusion, a low dose of Benjakul water extract (41.3 mg/kg rat weight) tends to help 
reduce weight but does not significantly reduce blood sugar levels or pancreatic aging in rats fed a 
high-fat diet over a moderate period (15 weeks) (p = 0.182) and (p = 0.139) respectively. 
 
Keywords: Benjakul water extract, metabolic syndrome, aging, senescence-associated beta- 
galactosidase (sa-β-gal) 
 
บทนำ 
 ในปี พ.ศ. 2565 ประเทศไทยได้เข้าสู่สังคมผู้สูงอายุ ซึ่งกระทรวงสาธารณสุขได้ดำเนินการดูแลสุขภาพของ
ผู้สูงอายุผ่านแผนปฏิบัติราชการที่เน้นการรักษาส่งเสริมสุขภาพป้องกันและฟื้นฟูสุขภาพรวมถึงการดำเนินแผนเชิงรุก
และเชิงรับ มีปัจจัยเสี่ยงต่าง ๆ ที่เป็นสาเหตุของกลุ่มโรคไม่ติดต่อเรื้อรังที่มีผลต่อโรคอ้วน  โรคไขมันในตับที่ไม่เกิดจาก
การดื ่มแอลกอฮอล์ เบาหวานและโรคหัวใจ (Silawan, 2024) ปัจจุบันปัจจัยที ่สำคัญที ่ทำให้เกิดโรคอ้วนและ
ภาวะแทรกซ้อนคือการบริโภคอาหารที่มีพลังงานสูงทำให้เซลล์ไขมันขยายตัวและหลั่ง adipokine เช่น MCP-1, TNF-
α และ IL-6 ซึ่งเป็นตัวกระตุ้นให้เกิดการอักเสบและดื้อต่ออินซูลินรวมถึงการหลั่งกรดไขมันอิสระเข้าสู่กระแสเลือดทำ
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ให้เพิ่มความเสี่ยงต่อความผิดปกติในอวัยวะต่าง ๆ เช่น ตับและตับอ่อน นอกจากนี้ยังส่งผลให้เกิดภาวะอักเสบและ
ภาวะเครียดออกซิเดชัน (Clemente-Suárez, 2023) 
 โรคอ้วนถือเป็นปัญหาร้ายที่พบมากที่สุดทั่วโลก ทำให้เกิดการสะสมไขมันเกินไปภายในร่างกาย ทำให้เกดิผล
กระทบที่มีความรุนแรงต่อสุขภาพร่างกาย การสะสมไขมันมากเกินไปนี้มีผลทำให้เกิดสภาวะชราในเซลล์ ( cellular 
aging) และเพิ่มความเสี่ยงต่อปัญหาสุขภาพที่หลากหลาย อาทิเช่นโรคเบาหวาน โรคหลอดเลือดและโรคหัวใจ อีกทั้ง
ยังทำให้อายุสั้นลง กระบวนการการเกิดความชราเกิดขึ้นเมื่อมนุษย์เข้าสู่ช่วงวัยชราซึ่งนำมาซึ่งการสูญเสียประสิทธิภาพ
ของอวัยวะและเนื้อเยื่อต่างๆ ในร่างกาย นอกจากนี้ยังเกิดการลดการทำงานของอวัยวะต่างๆ ซึ่งทำให้ระบบหลายๆ 
ด้านไม่สามารถทำงานได้ตามปกติอีกต่อไปทำให้เกิดปัญหาเกี ่ยวกับ oxidative stress ภายในเซลล์ ซึ ่งเป็น
กระบวนการที่เกิดจากการสะสมของสารออกซิเดชันภายในร่างกาย ซึ่งสามารถทำให้เกิดความเสียหายในเซลล์และ
ระบบต่างๆ ของร่างกาย ในขณะที่การทำงานของระบบซ่อมแซมเซลล์ลดลง ทำให้ไม่สามารถซ่อมแซมความเสียหาย
ของเซลล์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ (Silawan, 2024) 
 ความเครียดที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาออกซิเดชันมีต้นเหตุมาจากอนุมูลอิสระที่สร้างความเสียหายในโครงสร้าง
ของสารชีวโมเลกุลภายในร่างกาย (Lobo, 2010) ภาวะเครียดนี้ทำให้เซลล์ทำหน้าที่ผิดปกติและเสี่ยงต่อการตาย (กรม
สุขภาพจิต, 2564) การเผชิญหน้ากับความเครียดสามารถเกิดขึ้นในทุกเซลล์ของร่างกาย และหากเกิดต่อเนื่องนาน
มากๆ นั้นทำให้เกิดภาวะการแก่ของเซลล์ (senescence) ซึ่งเป็นกระบวนการที่เซลล์สูญเสียความสามารถในการ
ทำงาน และมีผลให้เกิดความผิดปกติหรือโรค (ภาวะ "เครียด" จากวิกฤติโควิด เช็กอาการเบื้องต้น หลายคนเผชิญโดย
ไม่รู้ตัว, 2564) 

ความชราในระดับเซลล์มีผลทำให้เพิ ่มความเสี ่ยงในการเป็นโรคต่างๆ และในทางกลับกันก็ยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเซลล์ การเข้าใจถึงกระบวนการนี้มีความสำคัญในการพัฒนาวิธีการป้องกันและการรักษาที่เน้นการ
บรรเทาความเครียดและรักษาสารชีวโมเลกุลภายในเซลล์ เพื่อลดความเสี่ยงต่อการเกิดโรคและส่งเสริมการฟื้นฟูและ
การเจริญเติบโตของเซลล์อย่างเหมาะสม (Tenchov, 2024) 

การวิจัยทางวิทยาศาสตร์ได้สรุปว่าปัจจัยที่มีผลต่อความชราในระดับเซลล์เกิดจากกระบวนการต่างๆ ซึ่ง
รวมถึงความเสียหายของดีเอ็นเอ (DNA damage) ที่สะสมขึ้นเรื่อยๆ ซึ่งทำให้เซลล์ไม่สามารถแบ่งตัวและเข้าสู่ภาวะ
เซลล์ชราได้ นักวิจัย López-Otín ได้นำเสนอแนวความคิดเกี่ยวกับ hallmarks of aging ซึ่งเป็นองค์ความรู้ที่รวมถึง
ปัจจัยต่างๆ ที่มีผลในการเกิดภาวะชรา (López-Otín, 2013) 

เอนไซม์เบต้ากาแลกโตสิเดสหรือ senescence-associated beta-galactosidase (sa-β-gal) เป็นสารที่
ปรากฏในเซลล์ชราและมีความจำเพาะที ่ภาวะค่า pH 6 ซึ่งเพิ่มขึ้นตามอายุของเซลล์ การทดสอบ sa-β-gal มี
ประโยชน์ในการจำแนกและวัดปริมาณเซลล์ชรา (Valieva, 2020)  

ตับอ่อน (pancreas) เป็นอวัยวะที่อยู่บริเวณช่องท้องส่วนบนวางพาดจากแนวขวาไปซ้าย ตำแหน่งจะอยู่ค่อน
ไปทางด้านหลังเมื่อเทียบกับอวัยวะอื่นๆ และอยู่ใกล้กับอวัยวะสำคัญหลายส่วน โดยมีหน้าที่ในการย่อยอาหารและ
ควบคุมระดับน้ำตาล ดังนี้ 1) ผลิตเอนไซม์ (enzyme) เช่น อะไมเลส (amylase) และไลเปส (lipase) เป็นต้น เพื่อ
ช่วยในการย่อยอาหาร ทั้งคาร์โบไฮเดรต ไขมัน และโปรตีน  2) ผลิตฮอร์โมน (hormones) โดยเฉพาะฮอร์โมนที่
เก่ียวข้องกับการควบคุมระดับน้ำตาลในเลือด เช่น อินซูลิน (insulin) และกลูคากอน (glucagon) เป็นต้น (Karpińska, 
2022)  

สารสกัดเบญจกูลเป็นส่วนผสมทางธรรมชาติที่มีคุณสมบัติที่สามารถปรับสมดุลร่างกายและมีประโยชน์ในการ
บำรุงธาตุทั้ง 4 ตัว (คณะการแพทย์แผนไทย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ , 2561) ส่วนประกอบของสูตรเบญจกูล
ประกอบด้วยช้าพลู ดีปลี สะค้าน เจตมูลเพลิงแดง และขิงแห้ง การศึกษาในสัตว์ทดลองพบว่าเบญจกูลช่วยลดระดับ
ไขมันโคเลสเตอรอล ไตรกลีเซอไรด์ในเลือด และลดการแสดงออกของ NF-κB p65 ในหนูที่ได้รับอาหารที่มีปริมาณ
ไขมันสูง (ปราณี ชวลิตธำรง, 2539) การศึกษาผลของสารสกัดน้ำเบญจกูลในตับอ่อนของหนูที่ได้รับอาหารที่มีปริมาณ
ไขมันสูงพบว่าช่วยลดความเข้มของการติดสีของ sa-β-gal และลดปริมาณ malondialdehyde (MDA) ในตับอ่อน 
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(Vongthoung, 2016) cellular aging ของ pancreatic cells จะส่งผลกระทบต่อระบบต่าง ๆ ในร่างกาย เช่น ระบบ
ทางเดินอาหาร ต่อมไร้ท่อ และระบบภูมิคุ้มกันเนื่องจากตับอ่อนเป็นอวัยวะที่ผลิตเอนไซม์ช่วยย่อยอาหาร และผลิต
ฮอร์โมนที่ควบคุมการทำงานของน้ำตาลในร่างกาย อย่างไรก็ตาม ยังไม่เคยมีการศึกษาเกี่ยวกับฤทธิ์ต้านชราของสาร
สกัดเบญจกูลในตับอ่อนในการเลี้ยงหนูเป็นระยะเวลากลางๆ การศึกษาครั้งนี้จึงสนใจศึกษาผลของสารสกัดเบญจกูล
ต่อการยับยั้งความแก่ของเซลล์ตับอ่อนในการเลี้ยงหนูเป็นระยะเวลากลางๆ ที่สามารถลดความเสี่ยงในการเกิดโรคที่
เกิดจากความเสื่อมของเซลล์ตับอ่อนได้ 
 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

ศึกษาผลของสารสกัดเบญจกูลต่อการยับยั้งความแก่ของเซลล์ตับอ่อนในการเลี้ยงหนูเป็นระยะเวลากลางๆ ที่
สามารถลดความเสี่ยงในการเกิดโรคที่เกิดจากความเสื่อมของเซลล์ได้ 
 
วิธีดำเนินการวิจัย 
 การสกัดน้ำจากเบญจกูลประกอบด้วยพืช 5 ชนิดที่มีส่วนผสมดังนี้ ดอกดีปลี (Piper retrofractum Vahl.) : 
2 ส่วน, รากช้าพลู (Piper sarmentosum Roxb.) : 16 ส่วน, เถาสะค้าน (Piper interruptum Opiz.) : 8 ส่วน, ราก
เจตมูลเพลิงแดง (Plumbago indica Linn.) : 6 ส่วน , เหง้าขิงแห้ง (Zingiber mekongens Gagnep.) : 4 ส่วน 
(สมุนไพรดอทคอม, 2559) จากนั้นนำพืชทั้ง 5 ชนิดมาอบที่อุณหภูมิ 55 °C จนแห้ง และนำไปต้มในน้ำเดือดที่อุณหภูมิ 
100 °C โดยสัดส่วนน้ำ:พืช = 2:1 จนเหลือน้ำเพียง 1 ส่วน จากนั้นทำการกรองและทำให้แห้งด้วยเครื่อง lyophilizer 
จะได้ผลผลิตคือ 6.6% หลังจากนั้นนำไปเก็บที่อุณหภูมิ -20 °C และนำไปให้อาหารหนู 
 การเลี้ยงหนูในงานวิจัยนี้ใช้หนูขาวเพศผู้สายพันธุ์ Sprague – Dawley อายุ 6-8 สัปดาห์ จำนวน 18 ตัว โดย
ทำการเลี้ยงหนูตลอดระยะเวลา 16 สัปดาห์ โดยให้อาหารหนูปกติเป็นระยะเวลา 1 สัปดาห์ หลังจากนั้นแบ่งหนู
ออกเป็น 3 กลุ่มและให้อาหารแยกตามกลุ่มที่เลี้ยงอีก 15 สัปดาห์ ได้แก่ กลุ่มควบคุมที่ได้รับอาหารหนูปกติ 6 ตัว กลุ่ม
ที่ได้รับอาหารที่มีปริมาณไขมันสูง 6 ตัว และกลุ่มที่ได้รับอาหารที่มีปริมาณไขมันสูงร่วมกับสารสกัดน้ำของเบญจกูล
ขนาดต่ำ (41.3 มก./น้ำหนักหนู 1 กก.) 6 ตัว (Reagan-Shaw, 2008) งานวิจัยนี้ได้รับการรับรองจากคณะกรรมการ
จรรยาบรรณและได้รับการติดตามผลโครงการวิจัยการใช้สัตว์ทดลองทางวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ เลขที่ 
AE001/2015 
 อาหารมาตรฐานได้มาจากศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล (CP, สมุทรปราการ, ประเทศไทย) 
ซึ่งประกอบด้วยพลังงานจากไขมัน คาร์โบไฮเดรต และโปรตีน 13%, 55% และ 31% ตามลำดับ อาหารที่กระตุ้นให้
เกิดโรคอ้วนเป็นอาหารที่ดัดแปลงจากงานของ Claret และคณะในปี 2004 อาหารกระตุ้นให้เกิดโรคอ้วนประกอบด้วย
พลังงานจากไขมันสูง (65%, 23% และ 11% ของพลังงานมาจากไขมัน คาร์โบไฮเดรต และโปรตีน ตามลำดับ) และมี
กรดไขมันอิ่มตัวและคอเลสเตอรอลสูง เตรียมอาหารเม็ดที่มีไขมันสูงในห้องครัวของหน่วยโภชนาการ โรงพยาบาล
ธรรมศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ป้อนอาหารหนูทุกวันเป็นเวลารวม 16 สัปดาห์ โดยการป้อนผ่านทางปาก หนู
กลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับการรักษาจะได้รับการป้อนน้ำกลั่นในปริมาณที่เท่ากัน ติดตามและบันทึกน้ำหนักตัวของหนูและ
การบริโภคอาหาร (ปริมาณอาหารและพลังงาน) ทุกวันตลอดระยะเวลาการศึกษา ให้อาหารหนูในเวลาเดียวกันช่วง 
9.00-10.00 น. ของทุกวัน 
 ละลายผงเบญจกูลแห้งบดหยาบในน้ำกลั่นและให้ทางปากในขนาด 41.3 มก./กก. น้ำหนักหนู/วัน ให้แก่กลุ่ม
หนูที่ได้รับอาหารไขมันสูงพร้อมกับสารสกัดน้ำเบญจกูลในช่วงสัปดาห์ที่ทำการทดลอง เตรียมขนาดยาให้มีปริมาตร
คงที่ 0.1 มล./100 กรัมของน้ำหนักตัวหนูแต่ละตัว กลุ่มควบคุมและกลุ่มที่ได้รับอาหารไขมันสูงจะได้รับน้ำกลั่นใน
ปริมาตรเดียวกันกับสารสกัดเบญจกูลและและให้ทางปากเหมือนกัน ขนาดของสารสกัดน้ำเบญจกูลถูกคำนวณตาม
สมการต่อไปนี้ (Reagan-Shaw, 2008) 
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Normal people eat 2 g × 3 times/day    = 6 g/day 
Benjakul yield = 6.7%   = 6.7 × 6 = 0.4 g/day 

    100 
Dose     = 0.4 × 37 = 0.0413 g/kg BW/day 

    6 × 60 
         = 4.13 mg/kg BW/day 
 บันทึกน้ำหนักตัวของหนูทุกวันตลอดระยะเวลาการศึกษา การคำนวณน้ำหนักที่เพิ่มขึ้นสามารถทำได้โดยใช้
สูตรดังนี้: น้ำหนักที่เพิ่มขึ้น (กรัม) = น้ำหนักตัวสุดท้าย (กรัม) - น้ำหนักตัวเริ่มต้น (กรัม) โดยน้ำหนักตัวเริ่มต้นและ
น้ำหนักตัวสุดท้ายของแต่ละตัวจะแสดงถึงน้ำหนักตัวในวันแรกและวันสุดท้ายก่อนที่จะทำการฆ่าหนูตามลำดับ 
 เมื ่อสิ ้นสุดระยะเวลาการวิจัย ทำการสลบและฆ่าหนูด้วยการฉีด sodium pentobarbital (nembutal) 
ปริมาณสูง (150 มก./กก.) ทางช่องท้อง หลังจากการอดอาหารประมาณ 16 ชั่วโมง (Eu, C. H., 2010) ผ่าตัดหนูตาม
เส้นยาวจากด้านบนของทรวงอกถึงบริเวณอุ้งเชิงกรานเพื่อเปิดเผยอวัยวะภายใน ภายใต้สภาพปลอดเชื้ออย่าง
ระมัดระวัง นำตับอ่อนมาใส่ในบีกเกอร์ที่มีน้ำเกลือฟอสเฟตบัฟเฟอร์เย็น (4 °C) หรือน้ำเกลือปกติ และทำความสะอาด
เนื้อเยื่อที่ปนเปื้อนด้วยความระมัดระวัง ดำเนินกระบวนการผ่าตัดไปอย่างรวดเร็วที่สุด หลังจากนั้นนำตับอ่อนมา fix 
ในฟอร์มาลิน 10% และเก็บเนื้อเยื่อไว้เพื่อใช้ในการวิเคราะห์ทางอิมมูโนฮิสโตเคมี 
 ในการตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือดขณะที่หนูอดอาหาร (fasting blood glucose, FBG) หลังจากการเลี้ยง
หนูในสัปดาห์ที่ 16 ให้หนูอดอาหารข้ามคืน (16 ชั่วโมง) ก่อนที่จะทำการชั่งน้ำหนักของหนูและทำการตัดปลายหาง 
แล้ววัดระดับน้ำตาลในเลือดโดยใช้เครื่องตรวจวัดระดับน้ำตาลในเลือด Accu-Chek Performa (Roche Diagnostics, 
Zurich, Switzerland) หลักการของการตรวจคือเอนไซม์ในแถบทดสอบ Accu-Chek Performa ที่มีชื่อว่า Mut. Q-
GDH ของเชื้อ Acinetobacter calcoaceticus ซึ่งได้รับการตัดต่อพันธุกรรมเพื่อเพิ่มจำนวนในเซลล์เจ้าบ้าน โดย
เปลี่ยนกลูโคสในตัวอย่างเลือดเป็น gluconolactone และทำการวัดสัญญาณกระแสไฟฟ้าเพื่อรายงานระดับน้ำตาลใน
เลือด 
 การย้อม Sa-β-gal ด้วยอิมมูโนฮิสโตเคมี (de Mera-Rodríguez, 2022) จะทำตามขั้นตอนต่อไปนี้: อบสไลด์
ที่อุณหภูมิ 60 °C เป็นเวลา 30 นาที ก่อนที่จะเร่ิมกระบวนการตรวจอิมมูโนฮิสโตเคมีเพื่อตรวจหา sa-β-gal ในชิ้นเนื้อ 
deparaffinize เพื่อเอา paraffin ที่เคลือบบนสไลด์ออกโดยทำการแช่สไลด์ใน coplin jar ตามขั้นตอนต่อไปนี้: ไซลีน: 
5 นาที 100% เอทานอล: 3 นาที 95% เอทานอล: 3 นาที 90% เอทานอล: 3 นาที 80% เอทานอล: 3 นาที 70% เอ
ทานอล: 3 นาที ทำขั้นตอน rehydrate โดยล้างด้วยน้ำปราศจากไอออนเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นวงรอบชิ้นเนื้อด้วย
ปากกา PAPPen และทำในกล่องชื้นที่มืด ขั้นตอน antigen retrieval ด้วยเอ็นไซม์ไฮยาลูโรนิเดส (200 µl/ชิ้นเนื้อ) 
incubate สไลด์ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 10 นาที ล้างสไลด์ในน้ำปราศจากไอออน 5 นาที ชะล้าง (quenching) 
เอ็นไซม์เปอร์ออกซิเดสภายในเซลล์โดย incubate 37 °C ด้วย 3% ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในเมทานอล (200 µl/ชิ้น
เนื้อ) เป็นเวลา 30 นาที ล้างด้วยน้ำปราศจากไอออน 3 ครั้ง ล้างใน 1 x PBST 1 ครั้ง เป็นเวลา 5 นาที ขั้นตอนการ 
blocking background ที่เกิดจาก non-specific binding โดย incubate ชิ้นเนื้อที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 30 
นาที ด้วย 5% BSA ใน 1x PBST (200 µl/ชิ้นเนื้อ) ห้ามล้าง serum ออกหลัง incubate เติม primary antibody 
(200 µl/ชิ้นเนื้อ) และ incubate ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 60 นาที ล้างด้วย 1x PBST 5 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที เติม 
secondary antibody (200 µl/ชิ้นเนื้อ) และ incubate ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 60 นาที ล้างด้วย 1x PBST 5 
ครั้ง ครั้งละ 5 นาที ตรวจจับสีด้วยสารละลาย 0.05% DAB + 0.06% H2O2 (200 µl/ชิ้นเนื้อ) เป็นเวลา 5 นาที หยุด
ปฏิกิริยาการย้อมสีด้วยน้ำปราศจากไอออน (deionized water) counterstain ด้วย hematoxylin เป็นเวลา 5 นาที 
ล้างออกด้วยน้ำประปาเป็นเวลา 5 นาที ล้างด้วยน้ำปราศจากไอออน (deionized water) dehydrate โดยการแช่
สไลด์ใน coplin jar ตามขั้นตอนต่อไปนี้: 95% เอทานอล: 3 นาที 100% เอทานอล: 3 นาที ไซลีน: 5 นาที ไซลีน: 5 
นาที ไซลีน: 5 นาที เมื่อชิ้นเนื้อแห้งแล้วใส่ mounting media แล้วปิดด้วย coverslip 
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 บันทึกสไลด์ที่เป็นภาพที่ย้อมสีของตับอ่อนไว้โดยใช้เลนส์ขยาย 40 ที่ต่ออยู่กับกล้องจุลทรรศน์ Olympus 
BX60 ที่มีกล้องดิจิตัล (Nikon, ประเทศญี่ปุ่น) และเชื่อมต่อกับซอฟต์แวร์ NIH Image 1.63 เพื่อวิเคราะห์ความ
หนาแน่นเฉลี่ยของ sa-β-gal ในเซลล์ของตับอ่อนด้วยโปรแกรม NIH program 
 
การวิเคราะห์ข้อมูล 
 การวิเคราะห์ผลทางสถิติของความเข้มข้นของการติดสีเฉลี่ยของ sa-β-gal ในตับอ่อนโดยใช้โปรแกรม ZEN 
2 lite ทำตามขั้นตอนต่อไปนี้: นำผลลัพธ์ที่ได้จาก ZEN 2 lite มาคำนวณหาค่าเฉลี่ยเลขคณิตบวกหรือลบความกระเจงิ
ของค่าเฉลี่ย (standard error of the mean: SEM) ใช้สถิติของโคลโมโกรอฟ-สมินอฟ (Kolmogorov-Smirnov) 
ดำเนินการตรวจสอบการแจกแจงว่าเป็นแบบปกติหรือไม่ ใช้โปรแกรม SPSS เพื่อทำการวิเคราะห์ความแปรปรวนทาง
เดียว (one-way ANOVA) ด้วยวิธี Tukey ทำการวิเคราะห์ค่า p-value โดยกำหนดให้ค่า p-value น้อยกว่า 0.05 (p 
< 0.05) เพื่อพิจารณาว่ามีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
 
ผลการวิจัย 
 1. ผลการวัดน้ำหนักตัวหนู 
 หลังจากให้อาหารครบ 15 สัปดาห์ หนูที่ได้รับอาหารไขมันสูงอย่างเดียว มีน้ำหนักตัวที่เพิ ่มขึ้น (body 
weight gain) เท่ากับ 358.38  6.19 กรัม สูงกว่าหนูกลุ่มควบคุมหรือกลุ่มที่ได้รับอาหารหนูปกติที่มีค่า body 
weight gain เท่ากับ 289.75  5.74 กรัม อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p = 0.000) หนูกลุ่มที่ได้รับอาหารที่มีปริมาณ
ไขมันสูงร่วมกับสารสกัดน้ำของเบญจกูลขนาดต่ำ (41.3 มก./น้ำหนักหนู 1 กก.) มีน้ำหนักตัวที่เพิ่มขึ้น (body weight 
gain) เท่ากับ 346.38  11.41 กรัม สูงกว่าหนูกลุ่มควบคุมหรือกลุ่มที่ได้รับอาหารหนูปกติที่มีค่า body weight gain 
เท่ากับ 289.75  5.74 กรัม อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p = 0.000) และหนูกลุ่มที่ได้รับอาหารที่มีปริมาณไขมันสูง
ร่วมกับสารสกัดน้ำของเบญจกูลขนาดต่ำ (41.3 มก./น้ำหนักหนู 1 กก.) มีน้ำหนักตัวที่เพิ่มขึ้น (body weight gain) 
เท่ากับ 346.38  11.41 กรัม ไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p = 0.313) กับหนูกลุ่มที่ได้รับอาหารไขมันสูง
อย่างเดียว ที่มีค่า body weight gain เท่ากับ 358.38 ± 6.19 กรัม ดังที่แสดงไว้ในตารางที่ 1 
 
 ตารางที่ 1 แสดงน้ำหนักหนูเร่ิมต้น (initial body weight) และน้ำหนักตัวหนูที่เพิ่มขึ้น (body weight gain)  
ข้อมูลถูกนำเสนอเป็นค่าเฉลี่ย  SEM ของหนู 3 กลุ่ม กลุ่มละ 6 ตัว (* แทนความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ p  
< 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมหรือกลุ่มที่ได้รับอาหารหนูปกติ โดยใช้สถิติ One-way ANOVA) 

Parameters ICT IHF IBL 
   Initial BW (g) 244.00 ± 3.37 240.38 ± 2.25 245.63 ± 3.65 
   BW gain (g) 289.75 ± 5.74 358.38 ± 6.19* 346.38 ± 11.41* 

หมายเหตุ 
ICT = กลุ่มควบคุมหรือกลุ่มที่ได้รับอาหารหนูปกติ 
IHF = กลุ่มที่ได้รับอาหารไขมันสูง 
IBL = กลุ่มที่ได้รับอาหารไขมันสูงร่วมกับสารสกัดน้ำของเบญจกูลขนาดต่ำ (41.3 มก./น้ำหนักหนู 1 กก.) 
 
 2. ผลการตรวจหาระดับน้ำตาลในเลือดขณะอดอาหาร (fasting blood glucose, FBG) 

หลังจากให้อาหารครบ 15 สัปดาห์ หนูกลุ่มควบคุมหรือกลุ่มที่ได้รับอาหารหนูปกติมีค่า FBG เท่ากับ 109.38 
 3.62 mg/dL หนูที่ได้รับอาหารไขมันสูงอย่างเดียวมีค่า FBG เท่ากับ 111.25  2.10 mg/dL ไม่มีความแตกต่าง
อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ p = 0.619 หนูที่ได้รับอาหารไขมันสูงร่วมกับสารสกัดน้ำของเบญจกูลขนาดต่ำ (41.3 มก./
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น้ำหนักหนู 1 กก.) มีค่า FBG เท่ากับ 106.13  1.77 mg/dL ซึ่งไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ p = 
0.391 และ p = 0.182 กับหนูกลุ่มควบคุมหรือกลุ่มที่ได้รับอาหารหนูปกติและหนูที่ได้รับอาหารไขมันสูงอย่างเดียว 
ตามลำดับ ดังที่แสดงไว้ดังภาพที่ 1 

 
ภาพที่ 1 ผลน้ำตาลในเลือด (fasting blood glucose) ของหนู ข้อมูลถูกนำเสนอเป็นค่าเฉลี่ย  SEM ของหนู 3 กลุ่ม 
กลุ่มละ 6 ตัว 
หมายเหตุ 
ICT = กลุ่มควบคุมหรือกลุ่มที่ได้รับอาหารหนูปกติ 
IHF = กลุ่มที่ได้รับอาหารไขมันสูง 
IBL = กลุ่มที่ได้รับอาหารไขมันสูงร่วมกับสารสกัดน้ำของเบญจกูลขนาดต่ำ (41.3 มก./น้ำหนักหนู 1 กก.) 
  
 3. ผล density ของ sa-β-gal ในตับอ่อนของหนูอ้วนที่ได้รับอาหารไขมันสูงเป็นระยะเวลากลางๆ 

กลุ่มควบคุมหรือกลุ่มที่ได้รับอาหารหนูปกติมีค่า density ของ sa-β-gal เท่ากับ 0.533  0.04 a. u. กลุ่มที่
ได้รับอาหารไขมันสูงมีค่า density ของ sa-β-gal เท่ากับ 0.535  0.02 a. u. ซึ่งไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติ p = 0.955 กลุ่มที่ได้รับอาหารไขมันสูงร่วมกับสารสกัดน้ำของเบญจกูลขนาดต่ำ (41.3 มก./น้ำหนักหนู 1 
กก.) ที่มีค่า density ของ sa-β-gal เท่ากับ 0.478  0.01 a. u. ซึ่งไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ p = 
0.151 และ p = 0.139 กับหนูกลุ่มควบคุมหรือกลุ่มที่ได้รับอาหารหนูปกติและหนูที่ได้รับอาหารไขมันสูงอย่างเดียว 
ตามลำดับดังที่แสดงไว้ดังภาพที่ 2 และภาพที่ 3 
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ภาพที่ 2 ผล density ของ sa-β-gal ของหนู ข้อมูลถูกนำเสนอเป็นค่าเฉลี่ย  SEM ของหนู 3 กลุ่ม กลุ่มละ 6 ตัว 
 

 
 
ภาพที่ 3 ความหนาแน่นของการย้อมสี sa-β-gal ในเซลล์ไอส์เลตของตับอ่อน (กำลังขยาย ×400, มาตราสเกล = 50 
µm) 
หมายเหตุ 
ICT = กลุ่มควบคุมหรือกลุ่มที่ได้รับอาหารหนูปกติ 
IHF = กลุ่มที่ได้รับอาหารไขมันสูง 
IBL = กลุ่มที่ได้รับอาหารไขมันสูงร่วมกับสารสกัดน้ำของเบญจกูลขนาดต่ำ (41.3 มก./น้ำหนักหนู 1 กก.) 
 
อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 
 หนูที่เลี้ยงด้วยอาหารไขมันสูงสามารถพัฒนากลุ่มอาการเมตาบอลิซึม เช่น โรคอ้วน ไขมันในเลอืดสูง ความดนั 
ความทนทานต่อกลูโคสผิดปกตแิละความตา้นทานต่ออินซูลินผดิปกติ (Wong, 2016) เบญจกูลเป็นตำรบัยาทีบ่ัญญัติ
อยู่ในบัญชียาหลักแห่งชาติ มสีรรพคุณในการใช้เป็นยาปรับธาตุ (Rattarom, 2014) นอกจากนี้การศึกษาของเกวลิน
และคณะเมื่อปี 2016 ชี้ให้เห็นว่าสารสกัดน้ำของเบญจกูลสามารถลดการชราภาพของตับอ่อนในหนูที่ได้รับอาหาร
ไขมันสูงเปน็ระยะเวลาสั้นๆ (4 สัปดาห์) ได ้(Vongthoung, 2016) การวิจัยคร้ังนี้ไดท้ำการศึกษาฤทธิ์ต้านชราของสาร
สกัดน้ำของเบญจกูลในตับอ่อนของหนูอ้วนที่ได้รับอาหารไขมันสูงเป็นระยะเวลากลางๆ (15 สปัดาห์) เราตัง้สมมติฐาน
ว่าสารสกัดน้ำของเบญจกลูอาจจะลด sa-β-gal ในเซลลต์ับอ่อนของหนูอ้วนที่ได้รับอาหารไขมันสงูเป็นระยะเวลา
กลางๆ (15 สัปดาห์) ได้ ในการศึกษาคร้ังนี้พบวา่หนูทุกกลุ่มทีไ่ด้รับอาหารไขมนัสูงมนี้ำหนักตวัสูงขึ้นเมื่อเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมหรือกลุ่มที่ได้รับอาหารปกติ สอดคล้องกับผลการวิจัยของอชิรญาและคณะ (Kamchansuppasin, 2020) และ
ณรงค์ศักดิ์และคณะ (Munkong, 2022) สิ่งที่น่าสนใจคือพบวา่หนูที่ได้รบัอาหารไขมันสูงร่วมกับสารสกัดน้ำของเบญจ
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กูลขนาดตำ่ (41.3 มก./น้ำหนักหนู 1 กก.) มีแนวโน้มที่จะช่วยลดน้ำหนักตัว ลดระดับน้ำตาลในเลือดและลด sa-β-gal 
ในตับอ่อนเมื่อเทียบกับหนูที่ได้รับอาหารไขมันสูงอย่างเดียว การศึกษาในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าการให้สารสกัดนำ้ของ
เบณจกูลขนาดตำ่ (41.3 มก./น้ำหนักหนู 1 กก.) มีแนวโน้มที่จะทำให้ตับอ่อนแก่น้อยลงซึง่สอดคล้องกับผลการวิจยัของ
เกวลินและคณะเมื่อปี 2016 ทีร่ายงานไว้วา่สารสกัดนำ้ของเบญจกูลขนาดตำ่ (41.3 มก./นำ้หนักหนู 1 กก.) สามารถ
ลดความหนาแน่นของการติดสขีอง sa-β-gal ในเซลล์ไอส์เลตของตับอ่อนในหนูที่ได้รบัอาหารไขมันสงูเป็นระยะเวลา
สั้นๆ (4 สัปดาห์) ได้ (Vongthoung, 2016) กลไกการทำงานของสารสกัดนำ้เบญจกูลมสีว่นในการทำให้เกิดผลใน
การศึกษาคร้ังนี้คือมีแนวโน้มทีท่ำให้ตับอ่อนแก่น้อยลงนา่จะเกิดจากการเพิ่มการตอบสนองของอินซูลินผ่านการแสดง 
ออกของยีน insulin receptor substrate-2 (IRS-2) ลดปริมาณ malondialdehyde (MDA) ควบคุมการแสดงออก
ของยีน NF-kappa B p65 และปรับปรุงโครงสร้างทางจุลกายวิภาคของเซลล์ไอส์เลต และเซลล์อะซินาร์ของตับอ่อน
ในหนูที่ได้รับอาหารไขมันสูงให้มีลักษณะที่ดีขึ้น (Vongthoung, 2016) และสอดคล้องกับผลการวิจัยของเกวลินและ
คณะเมื่อปี 2024 ที่รายงานไว้ว่าสารสกัดน้ำของเบญจกูลมีแนวโน้มสามารถลดความหนาแน่นของการติดสีของ sa-β-
gal ในเซลล์ตับในหนูที่ได้รับอาหารไขมันสูงได้ (Vongthoung, 2024) ปัจจัยที่ทำให้ไม่ได้ผลที่มีนัยสำคัญทางสถิติอย่าง
ที่คาดไว้อาจจะเกิดจากความเข้มข้นของสารสกัดที่ใช้ และระยะเวลาที่ให้หนู รวมถึงข้อจำกัดเช่น ชนิดและสายพันธุ์
ของสัตว์ที่มีคุณสมบัติทางพันธุกรรมตรงกับวัตถุประสงค์และเป้าหมายของงานวิจัย และใช้สัตว์จำนวนน้อยที่สุดที่จะให้
ผลงานถูกต้อง แม่นยำ และเป็นที่ยอมรับมากที่สุด 
 
สรุป 

การวิจัยคร้ังนี้แสดงให้เห็นว่าสารสกัดน้ำของเบญจกูลขนาดตำ่ (41.3 มก./น้ำหนักหนู 1 กก.) มีแนวโน้มที่จะ
ช่วยลดน้ำหนัก แตไ่ม่พบความแตกต่างอย่างมนีัยสำคัญทางสถิตใินการลดระดับน้ำตาลในเลือดและลดการชราภาพของ
ตับอ่อนในหนูที่ได้รับอาหารไขมนัสูงเปน็ระยะเวลากลางๆ (15 สัปดาห์) ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเก่ียวกับฤทธิ์ของสาร
สกัดน้ำเบญจกูลใน dose ที่สงูขึ้น และระยะเวลาที่นานขึ้น รวมถึงควรมีการศึกษาการต้านการชราในอวัยวะอ่ืนๆ เช่น 
ปอด ไต หลอดเลือดและหัวใจ เป็นตน้ เพื่อดูว่าสารสกัดนำ้เบญจกูลมีฤทธิ์ต้านการชราในเซลลต์่างๆ เหล่านี้ด้วยหรือไม่ 
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