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บทคัดย่อ 
มะแขว่น (Zanthoxylum myriacanthum Wall. ex Hook.f.) เป็นพืชสมุนไพรที่มีการใช้ประโยชน์อย่างแพร่หลายในภาคเหนือ 
ของประเทศไทยทั้งในด้านอาหารและการแพทย์แผนไทย โดยมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาหลากหลาย เช่น ต้านอนุมูลอิสระ ต้านการอกัเสบ 
ต้านเชื้อแบคทีเรีย และเชื้อรา รวมถึงการน าไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ แต่ข้อมูลด้านความปลอดภัยของสารสกัดมะแขว่น ยังมีจ ากัด 
ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงศึกษาการก่อกลายพันธุ์ของสารสกัดมะแขว่นด้วยวิธีทดสอบเอมส์ ทั้งในสภาวะที่มีและไม่มีเอนไซม์ S9 กระตุ้น  
โดยใช้เชื ้อแบคทีเรีย Salmonella typhimurium 4 สายพันธุ ์ ได้แก่ TA98, TA100, TA1535, TA1537 และ Escherichia coli  
สายพันธุ์ WP2 uvrA ผลการทดลองพบว่า สารสกัดมะแขว่นไม่เกิดการก่อกลายพันธุ์ ชี้ให้เห็นว่าสารสกัดมะแขว่นมีความปลอดภัย  
ในระดับหนึ่ง หากมีการน าสารสกัดมะแขว่นไปพัฒนาเป็นยาหรือผลิตภัณฑ์จ าเป็นต้องศึกษาในเชิงลึกต่อไปเพื่อให้มีความปลอดภัยและ
น่าเชื่อถือมากขึ้น 
 
ส าคัญ:  การก่อกลายพันธ์ุ  สารสกัดมะแขว่น  วิธีทดสอบเอมส ์
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Abstract 
Makwan (Zanthoxylum myriacanthum Wall.  ex Hook. f. )  is a medicinal plant widely utilized in northern Thailand 
for both culinary and traditional medicine purposes.  It exhibits various pharmacological properties, including 
antioxidant, anti- inflammatory, antibacterial, and antifungal activities, and has been developed into various 
products. However, safety information regarding Makwan extract remains limited. Therefore, this study investigated 
the mutagenicity of Makwan extract using the Ames test under conditions with and without S9 metabolic activation, 
employing four strains of Salmonella typhimurium ( TA98, TA100, TA1535, TA1537)  and one strain of Escherichia 
coli (WP2 uvrA) .  The results indicated that Makwan extract did not induce mutagenicity indicating a certain level 
of safety. Nevertheless, if Makwan extract is to be developed into pharmaceutical products, further in-depth safety 
studies are necessary to ensure greater safety and reliability. 
 
Keywords:  Mutagenicity, Zanthoxylum myriacanthum Wall. ex Hook.f., Ames test 
 
1. บทน า  

 มะแขว่น มีชื่อวิทยาศาสตร์ Zanthoxylum myriacanthum Wall. ex Hook.f. เป็นพืชที่มีถิ่นก าเนิดทางภาคเหนือ เช่น 
น่าน พะเยา แม่ฮ่องสอน ล าปาง และล าพูน มะแขว่นเป็นไม้ยืนต้นขนาดใหญ่ สูงประมาณ 10-20 เมตร ล าต้นมีหนามยาว 3 เซนติเมตร
กิ่งกลวง มีหนามแหลมตรงจ านวนมาก ใบประกอบแบบขนนกปลายคี่ โคนใบมน กึ่งหัวใจ หรือเบี้ยวเล็กน้อย ขอบใบหยัก 6 -8 หยัก           
ผลมีลักษณะแห้งกลม ผิวขรุขระสีน ้าตาล เมื่อแก่ผลจะแตกจนเห็นเมล็ดสีด ากลมผวิเรียบเป็นมัน มีรสเผ็ดเล็กน้อย คนท้องถิ่นภาคเหนือ
นิยมน าใบอ่อน เมล็ด และผลแห้ง มาใช้ในการประกอบอาหาร เพื่อลดกลิ่นคาว เพิ่มกลิ่นหอม และท าให้รสอาหารเผ็ดร้อนคล้าย
พริกไทย เช่น ลาบ หลู้ ย า และแกงต่าง ๆ (ณัฐกานต์ วงศ์สีสม, 2557) ในทางการแพทย์ตามภูมิปัญญาไทยได้น าทุกส่วนของ            
มะแขว่นมาใช้เป็นยาสมุนไพรรักษาโรค เช่น เปลือกมะแขว่น ใช้ในการลดไข้ ขับเหง่ือ ขับปัสสาวะ ส่วนผลมะแขว่น มีฤทธิ์ในการไล่ยุง
และรักษาฟันผุ นอกจากนี้ยังใช้เป็นส่วนประกอบในยาบ ารุงหัวใจ แก้โลหิตเป็นพิษ บ ารุงโลหิต บ ารุงธาตุ ขับลมในทา งเดินอาหาร               
แก้วิงเวียนศีรษะ (ชุลี ยมภักดี และวรินทร ชวศิริ, 2554) ซึ่งในผลมะแขว่นมีองค์ประกอบทางเคมี ได้แก่ น ้ามันระเหยยาก (Fixed oil) 
น ้ามันหอมระเหย (Volatile oil) เช่น Limonene Alpha-phellandrene และ Trans-beta-ocimene รวมทั้ง แอลคาลอยด์ ลิกแนน 
คูมาริน เทอร์พีน แทนนิน ฟลาโวนอยด์ ฟีโนลิก และไกลโคไซด์ ซึ่งสารเหล่านี้มีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ (Anti-oxidation) ต้านการ
อักเสบ (Anti-inflammatory) ต้านเชื ้อแบคทีเรีย (Anti-bacterial) ต้านเชื ้อรา (Anti-fungal) และต้านมะเร็ง (Anti-cancer) 
(Tangjitjaroenkun et al., 2012) นอกจากนี้สารแอลคาลอยด์ที ่พบในมะแขว่นบางชนิด แสดงฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์ เช่น                    
8-methoxy-N-methylflindersine ซึ่งเป็นองค์ประกอบในเปลือกล าต้น แสดงฤทธิ์ความเป็นพิษต่อเซลล์อย่างอ่อนจากการทดสอบ
ด้วย Brine shrimp lethality bioassay มีค่า LC50 53.96 µg/mL (Ahsan et al., 2000) สาร 6-Acetonyldihydrochelerythrin 
และ arnottianamide ที่แยกได้จากหนามล าต้น แสดงฤทธิ์ความเป็นพิษอย่างอ่อนต่อเซลล์มะเร็งของมนุษย์ ได้แก่ เซลล์มะเร็ง              
ปากมดลูกชนิด HeLa มะเร็งตับชนิด Hep G2 มะเร็งเต้านมชนิด SK-BR-3 และ MDA-MB-231 มะเร็งล าไส้ชนิด HCT 116 และ 
SW480 และมะเร็งผิวหนังชนิด A375 ที่ค่า IC50 ในช่วง 29.74-500.00 µM (Sreelekha et al., 2014) ส่วนการทดสอบทางพิษวิทยา
ในการทดสอบสารออกฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์จากมะแขว่น พบว่าสารสกัดเมล็ดมะแขว่นไม่เกิดการก่อกลายพันธุ ์ต่อเชื ้อแบคทีเรีย 
Salmonella typhimurium สายพันธุ์ TA98 และ TA100 ทั้งในสภาวะที่มีและไม่มีเอนไซม์กระตุ้น (ชุลี ยมภักดี และวรินทร ชวศิริ, 
2554) และการศึกษาในสัตว์ทดลอง (in vivo) พบว่าเจลที่มีส่วนประกอบของน ้ามันหอมระเหยจากผลแห้งของมะแขว่น สามารถยับยั้ง
พฤติกรรมแบบ licking ของหนูที่เกิดแผลที่เยื ่อบุปากท าให้ช่วยลดจ านวนของเซลล์อักเสบได้ (Netweera et al., 2016) ซึ ่งจาก
การศึกษางานวิจัยพบว่าข้อมูลด้านพิษวิทยาของสารสกัดมะแขว่นยังมีรายงานอยู่น้อย ส่วนใหญ่แล้วจะเป็นข้อมูลฤทธิ์ทางชีวภาพท้ัง             
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ในระดับเซลล์ (in vitro) และในสัตว์ทดลอง (in vitro) ท าให้ปัจจุบันได้มีการน าสารสกัดจากมะแขว่นมาต่อยอดเป็นผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ               
เช่น เอสเซ้นส์บ ารุงผิวหน้ามะแขว่นที่มีสารประกอบฟีนอลิคสูงมีฤทธิ์ในการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชัน (มหาวิทยาลัยแม่โจ้ , 2565) 
ผลิตภัณฑ์ฆ่าเชื ้อแบคทีเร ียในช่องปากจากสารสกัดมะแขว่นที ่ม ีฤทธิ ์ต ้านแบคทีเร ียสแตฟิโลค็อกคัสมิวแทน (พัชรวรรณ                 
ตันอมาตยรัตน์, 2558) ผลิตภัณฑ์น ้ามันหอมระเหยจากผลมะแขว่นที่มีฤทธิ์ในการบรรเทาอาการปวด (จุรีภรณ์ อิ้มพัฒน์  และนันท
กานต์ วุฒิศิลป์, 2564) จากความต้องการน าสารสกัดมะแขว่นมาพัฒนาเป็นยารักษาโรคหรือผลิตภัณฑ์ที่เพิ่มม ากขึ้น จึงท าให้พืช
สมุนไพร ถูกมองว่ามีประสิทธิภาพสูงกว่าการใช้ยาบริสุทธิ์ อาจเนื่องมาจากสารสกัดประกอบด้วยสารที่มีโครงสร้างแตกต่างกันอย่าง
หลากหลายและร่วมกันแสดงฤทธ์ิอย่างมีประสิทธิภาพสูงด้วยกลไกที่ซับซ้อน ดังนั้น ผู้วิจัยจึงเล็งเห็นถึงความส าคัญของการใช้สมุนไพร
อย่างปลอดภัย จึงได้มีการศึกษาในหลอดทดลองโดยการประยุกต์ใช้การทดสอบในสารสกัดสมุนไพรโดยใช้เชื้อแบคทีเรีย เรียกว่า                    
การทดสอบการก่อกลายพันธุ ์โดยวิธีทดสอบเอมส์ (Ames test) หรือที่เรียกว่าการทดสอบการก่อกลายพันธุ ์แบบย้อนกลับของ
แบคท ี เร ีย อ ้างอ ิงจาก OECD Guideline No.471 ซ ึ ่ งการทดสอบน ี ้ ใช ้ เช ื ้อแบคท ี เร ีย Salmonella typhimurium และ                 
Escherichia coli ที่มีการกลายพันธุ ์ในยีนที่เกี ่ยวข้องกับการสังเคราะห์ฮิสทิดีนและทริปโตเฟน เพื่อตรวจสอบว่าสารเคมีและ                  
สารสมุนไพรสามารถ ท าให้เกิดความผิดปกติในระดับ DNA หรือไม่ หากสารเคมีหรือสารสมุนไพรดังกล่าว เป็นการก่อกลายพันธุ์ 
(Mutagen) จะแสดงให้เห็นว่าสารนั้นอาจจะไม่ปลอดภัยที่จะบริโภค เนื่องจากอาจจะก่อโรคที่ผิดปกติทางพันธุกรรมหรือโรคมะเร็งได้ 
โดยมีการทดสอบทั้งในสภาวะที่มีและไม่มีเอนไซม์ S9 กระตุ้น ซึ่งการทดสอบในสภาวะที่มีเอนไซม์ S9 กระตุ้น เป็นเอนไซม์จากตับหนู
ที ่ท าการเลียนแบบการเผาผลาญของสัตว์เลี ้ยงลูกด้วยนมและเพิ ่มการตรวจจับกิจกรรมการกลายพันธุ ์ ( Vijay et al., 2018)                       
ซึ ่งการทดสอบเอมส์เป็นหนึ่งในการทดสอบที่เป็นความต้องการของผู้ประกอบการ เนื ่องจากเป็นวิธีการทดสอบความปลอดภัย                 
ตามกฎข้อบังคับ การประเมินความปลอดภัยทางเคมี การเลือกและจัดล าดับสารเคมีที่อยู่ระหว่างการพัฒนาสารเคมีและผลิตภัณฑ์ใหม่ 
รวมทั ้งการขึ ้นทะเบียนผลิตภัณฑ์สุขภาพกับคณะกรรมการอาหารและยา (อย.) ที ่เป็นหน่วยขึ้นทะเบียนที ่ต้องใช้ข้อมูลด้าน                   
ความปลอดภัยในการประเมินผลิตภัณฑ์สุขภาพต่าง ๆ ท าให้ (อย.) มีการร้องขอผลการทดสอบการก่อกลายพันธุ์ภายใต้ระบบ OECD 
GLP ในผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ เช่น ยา อาหาร เครื่องส าอาง และสารเคมี เนื่องจากระบบมาตรฐาน OECD GLP เป็นระบบมาตรฐานสากล               
ที่ได้รับการยอมรับอย่างกว้างขวาง โดยเน้นความน่าเชื่อถือและความสมบูรณ์ของข้อมูลการทดสอบ ส่งผลในการสร้างความมั่นใจให้ 
กับผู้บริโภค และยังมีประโยชน์ทางเศรษฐกิจที ่ส าคัญโดยการลดต้นทุน ลดความซ ้าซ้อน เพิ่มประสิทธิภาพในการก ากับดูแล                     
และส่งเสริมการเข้าสู่ตลาดโลก  
 ดังนั้น จึงได้มีการศึกษาการก่อกลายพันธุ์ของสารสกัดมะแขว่น โดยอาศัยวิธี Bacterial reverse mutation (Ames test)  
ในสภาวะที่มีและไม่มีเอนไซม์ S9 กระตุ้น โดยใช้เชื ้อแบคทีเรีย Salmonella typhimurium 4 สายพันธุ ์ ได้แก่ TA98, TA100, 
TA1535, TA1537 และ Escherichia coli สายพันธุ์ WP2 uvrA ซึ่งหากสารทดสอบมีฤทธิ์การก่อกลายพันธุ์ จะพบว่าจ านวนโคโลนี 
กลายพันธ ุ ์ท ี ่ เก ิดข ึ ้น (Revertant colony) ของเชื ้อแบคทีเร ียจะมีจ  านวนเพิ ่มข ึ ้นตามความเข้มข้นของตัวอย่างทดสอบ                           
ดังนั้น ในการศึกษาการก่อกลายพันธุ์จึงใช้เป็นข้อมูลยืนยันทางด้านความปลอดภัย ซึ่งหากมีการน าสารสกัดมะแขว่นไปต่อยอด                  
ในการผลิตเป็นยาหรือผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ จ าเป็นต้องมีการทดสอบในสัตว์ทดลองหรือเชิงลึกต่อไป เพื่อให้ผู้บริโภคเกิดความมั่นใจ                 
ในการบริโภคสมุนไพรมากขึ้น 
 
2. วัตถุประสงค์การวิจัย 
   เพื่อศึกษาการก่อกลายพันธุ์ของสารสกัดมะแขว่นในเช้ือแบคทีเรีย 5 สายพันธ์ุ (ท้ังในสภาวะที่มีและไม่มีเอนไซม์ S9 กระตุ้น)  
ด้วยวิธีทดสอบเอมส์ อ้างอิงจาก OECD Guideline No.471 (OECD Guidelines for the Testing of Chemicals, 2020)  
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3. วิธีด าเนินการวิจัย  
3.1 วัสดุอุปกรณ์ ได้แก่ 

3.1.1 เครื่องช่ังไฟฟ้าความละเอียดไมเ่กนิ 0.00001 กรัม ยี่ห้อ Sartorius รุ่น AX224 
3.1.2 เครื่องช่ังไฟฟ้าความละเอียดไมเ่กนิ 0.001 กรัม ยี่ห้อ Mettler Toledo รุ่น XS2002S 
3.1.3 เครื่องผสมส าหรับหลอดทดลอง ยีห่้อ Scientific Industries รุ่น G-560E 
3.1.4 ตู้ชีวนิรภัย ยี่ห้อ EUROCLONE รุน่ Safemate EZ1.8 
3.1.5 ขวดรูปชมพู่ ยี่ห้อ KIMA 
3.1.6 หลอดทดลอง ยี่ห้อ SPLLIFESCIENCE 
3.1.7 หลอดเซนติฟิวก์พลาสติก ยี่ห้อ VWR 
3.1.8 ตะแกรงใส่หลอดทดลอง 
3.1.9 ปิเปตอัตโนมัติแบบอิเล็คทรอนิกส ์ปริมาตร 10, 5 มิลลิลติร และ 1000, 300, 100, 10 ไมโครลติร  

ยี่ห้อ RAININ  
3.1.10 จานเพาะเช้ือ ยี่ห้อ CLINAG 
3.1.11 ขวดแก้วใส่สารเคมี ยีห่้อ KIMA 
3.1.12 อ่างน ้าแบบควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่า ยี่ห้อ Julabo รุ่น SW23 
3.1.13 ตู้อบเพาะเช้ือ ยี่ห้อ SalvisLAB รุน่ IC400 
3.1.14 เครื่องวัดการดูดกลืนแสง ยี่ห้อ Metertech รุ่น SB8001 
3.1.15 กล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับ ยีห่้อ EVOS รุ่น M7000 
3.1.16 เครื่องบันทึกภาพแบบนับโคโลนีอัตโนมัติ ยีห่้อ Interscience รุ่น Scan4000 
3.1.17 ตู้แช่แข็งแบบพิเศษ (-80องศาเซลเซียส) ยี่ห้อ ilshin รุ่น DF8524 
3.1.18 ตู้แช่แข็ง (-30องศาเซลเซียส) ยี่หอ้ Haier รุ่น DW-40L262 
3.1.19 ตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส ยี่ห้อ Haier รุ่น HYC-390 
3.1.20 เตาไมโครเวฟ ยี่ห้อ Electrolux 
3.1.21 เครื่องให้ความร้อนแบบหลุม ยีห่้อ Ohaus รุ่น HB6DG 

3.2  สารเคมี ได้แก่ 
3.2.1 Nutrient broth No.2 ยี่ห้อ OXOID 
3.2.2 Agar ยี่ห้อ Merck 
3.2.3 Magnesium sulfate ยี่ห้อ Sigma- ALDRICH 
3.2.4 Citric acid monohydrate ยี่ห้อ Sigma-ALDRICH 
3.2.5 Potassium phosphate, dibasic (anhydrous) ยี่ห้อ Sigma-ALDRICH 
3.2.6 Sodium ammonium phosphate ยี่ห้อ Sigma-ALDRICH 
3.2.7 Sodium chloride (NaCl) ยี่ห้อ Merck 
3.2.8 L-Histidine HCl ยี่ห้อ Sigma-ALDRICH   
3.2.9 Biotin ยี่ห้อ Sigma-ALDRICH 
3.2.10 Glucose ยี่ห้อ Sigma-ALDRICH 
3.2.11 Potassium chloride ยี่ห้อ Merck  
3.2.12 L-Typtoplan ยี่ห้อ Sigma-ALDRICH 
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3.3 เชื้อแบคทีเรียท่ีใช้ในการทดสอบ  
เช้ือทั้ง 5 สายพันธุ์เป็นเช้ือที่ได้กลายพันธุ์ไปจากสายพันธุ์ปกติ เพื่อให้มีความไวต่อการทดสอบการกลายพันธุ์ต่อสารเคมีต่าง ๆ 

และเป็นเช้ือที่ได้อ้างอิงจาก OECD test guideline No.471 เช้ือมาจาก Japan Collection of Microorganism 
3.3.1 S. typhimurium สายพันธ์ุ TA98  
3.3.2 S. typhimurium สายพันธ์ุ TA100 
3.3.3 S. typhimurium สายพันธ์ุ TA1535 
3.3.4 S. typhimurium สายพันธ์ุ TA1537 
3.3.5 Escherichia coli สายพันธ์ุ WP2 uvrA 

3.4 สารเคมีก่อกลายพันธุ์  
3.4.1 2-Aminoanthracene (2-AA) ยีห่้อ Sigma-ALDRICH 
3.4.2 4-Nitro-o-phenylenediamine (NPD) ยี่ห้อ Sigma-ALDRICH 
3.4.3 Sodium azide (SA) ยี่ห้อ Sigma-ALDRICH 
3.4.4 2-Nitrofluorene (2-NF) ยี่ห้อ Sigma-ALDRICH 
3.4.5 4-Nitroquinoline-N-oxide (4NQNO) ยี่ห้อ Sigma-ALDRICH 
3.4.6 Acridine Mutagen ICR191 (ICR-191) ยี่ห้อ Sigma-ALDRICH 

3.5 S9 mix 
3.5.1 S9 Moltox จากประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.5.2 Cofactor-I จากประเทศญี่ปุ่น 

3.6 ตัวท าละลาย 
3.6.1 Dimethyl sulfoxide (DMSO) ยี่ห้อ Sigma-ALDRICH 

3.7 ตัวอย่างทดสอบ 
3.7.1 วัตถุดิบ: ตัวอย่างมะแขว่นแก่จัด อายุประมาณ 4 เดือน เก็บในเดือนพฤศจิกายน 2567 ในพื้ นที่ อ าเภอ 

ท่าวังผา จังหวัดน่าน ตัวอย่างได้รับการยืนยันข้อมูลทางด้านพฤกษศาสตร์และตรวจสอบชื่อวิทยาศาสตร์ของพืช โดยนายศักดิ์วิชัย อ่อน
ทอง นักพฤกษศาสตร์ของสถาบันวิจัยสมุนไพร กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ และเก็บตัวอย่าง voucher specimen เลขที่ DMSC 
5370 อ้างอิงที่พิพิธภัณฑ์พืช กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์  
   3.7.2 ขั้นตอนการสกัดตัวอย่าง เก็บตัวอย่างมะแขว่น มาคัดและตัดก้านช่อผล ล้างท าความสะอาดและน าไป             
ผึ่งลม จากนั้นน าไปอบแห้งในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส เมื่ออบแห้งแล้วให้น ามาคัดเฉพาะผลมะแขว่น                 
ที่ประกอบด้วยส่วนของเนื้อผลและส่วนของเมล็ด น าไปบดเป็นผงหยาบ สกัดด้วยวิธีการหมักโดยใช้ตัวท าละลาย 95%  เอทานอล               
เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง น าสารไปกรองและน ากากที่แยกได้ไปสกัดต่ออีก 1 รอบ หลังจากนั้นน าสารละลายที่ได้จากการสกัดไประเหยแห้ง
ด้วยวิธี Rotary evaporator 

3.8 การเตรียมสารสกัดมะแขว่น ชั่งสารสกัดมะแขว่นละลายด้วย Dimethyl sulfoxide (DMSO) โดยสารจะต้องละลาย
สมบูรณ์และไม่ตกตะกอน ใช้ความเข้มข้นสูงสุดที ่สามารถเตรียมได้ การทดสอบนี ้ใช้ความเข้มข้นเร ิ ่มต้น 5 ,000 µg/plate                  
ท าการเจือจางแบบ half log (ประมาณ 3.16 เท่า) อีก 5 ระดับความเข้มข้น ได้แก่ 1,500 500 150 50 15 µg/plate 

3.9 การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย 
  เชื้อที่ใช้ในการทดสอบถูกเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส โดยเชื้อที่น ามาใช้ต้องผ่านคุณสมบัติของเช้ือ
แบคทีเรียและมีปริมาณเชื ้อที่เหมาะสมต่อการทดสอบ คือ ต้องมากกว่าหรือเท่ากับ 10 9 CFU/ml ปิเปตเชื ้อที ่พร้อมทดสอบ  
S. typhimurium สายพันธุ ์ TA98 TA100 TA1535 TA1537 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงใน Nutrient broth No.2 ส่วน E. coli                  



วารสารวิชาการวิทยาศาสตร์                                                                                           13 
มหาวิทยาลัยราชภัฏจันทรเกษม                               

 

สายพันธุ์ WP2 uvrA ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ปิเปตลงใน Luria Broth เขย่าเชื้อที่ความเร็วรอบ 120 rpm ในอ่างน ้าแบบควบคุม
อุณหภูมิและเขย่าท่ีอุณหภูมิ 37±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8-12 ช่ัวโมง เมื่อครบก าหนดเวลาวัดค่าความขุ่นของเช้ือที่ความยาวคลื่น 
600 นาโนเมตร  

3.10 การทดสอบการก่อกลายพันธุ์แบบย้อนกลับด้วยวิธีทดสอบเอมส์ 
1) เตรียม top agar ที่ผสม Histidine และ Biotin ส าหรับใช้ Overlay หน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ Minimal Glucose 

Agar (MGA) ของเชื้อ S. typhimurium และเตรียม top agar ที่ผสม tryptophan ส าหรับเชื้อ E. coli สายพันธ์ุ WP2 uvrA  
   2) การทดสอบแบ่งออกเป็น 2 สภาวะ ได้แก่ สภาวะที่มีเอนไซม์ S9 กระตุ้น และสภาวะที่ไม่มีเอนไซม์ S9 กระตุ้น 

ท าการทดสอบจ านวน 3 ซ ้า โดยมีล าดับการน าสารใส่หลอดทดลอง ดังนี้ 
  สภาวะที่มีเอนไซม์ S9 กระตุ้น  1. Top agar ปริมาตร 2000 ไมโครลิตร (เตรียมตามข้อ 1) 
      2. Negative/Positive/test item ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
      3. เช้ือแต่ละสายพันธ์ุ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร (เตรียมตามข้อ 3.9) 
      4. เอนไซม์ S9mix ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
  สภาวะที่ไม่มีเอนไซม์ S9 กระตุ้น 1. Top agar ปริมาตร 2000 ไมโครลิตร (เตรียมตามข้อ 1) 

      2. Buffer pH7.4 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
3. Negative/Positive/test item ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
4. เชื้อแต่ละสายพันธ์ุ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร (เตรียมตามข้อ 3.9) 

3) ผสมสารที่เติมให้เข้ากัน จากนั้น overlay ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ เมื่อหน้าเพลทแห้งแล้วน าไปบ่มในตู้อบเพาะ
เชื้อที่อุณหภูมิ 37±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 50±2 ช่ัวโมง 

3.11 วิเคราะหผ์ลการทดสอบการก่อกลายพันธุ์แบบย้อนกลบัด้วยวิธีทดสอบเอมส ์
 1) ส่องดูการเกิด Killing effect บน background lawn ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบอินเวอร์ท 

  2) นับจ านวนโคโลนีกลายพันธ์ุที่ข้ึนบนอาหารเลี้ยงเช้ือ โดยใช้เครื่องบันทึกภาพและนับจ านวนโคโลนีอัตโนมัติ 
  

B A 

ภาพที่ 1 A. แสดงภาพกล้องจุลทรรศน์แบบอินเวอร์ท  B. แสดงภาพเครื่องบันทึกภาพและโคโลนีแบบอัตโนมัต ิ
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3.12 การแปลผลการทดสอบการก่อกลายพันธุ์แบบย้อนกลบัด้วยวิธีทดสอบเอมส์ 
  1) ต้องไม่พบตะกอนหรือเกดิการขุ่นบนหน้าอาหารเลี้ยงเช้ือ  
  2) ความเข้มข้นท่ีไม่เหมาะสมต่อการทดสอบ ดไูดจ้ากการเกดิความผิดปกติของ background lawn ซึ่งจะพบว่า 
background lawn บนอาหารเลีย้งเช้ือเกิดการตายของเชื้อ (Killing effect) ภาพที่ 2 
 

 
3) ตัวอย่างทดสอบที่เกิดการก่อกลายพันธ์ุ จะพบความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของตัวอย่างทดสอบกับจ านวน

โคโลนีกลายพันธุ์ (Revertant colony) โดยจะพบว่าเชื้อสายพันธุ์ TA98, TA100 และ E. coli สายพันธุ์ WP2 uvrA จ านวนโคโลนีก
ลายพันธ์ุ มีจ านวนสูงเกิน 2 เท่า เมื่อเทียบกับจ านวนโคโลนีท่ีกลายพันธุ์ตามธรรมชาติ (Negative Control) ส่วนเช้ือสายพันธุ์ TA1535 
และTA1537 จ านวนโคโลนีกลายพันธ์ุสูงเกิน 3 เท่า เมื่อเทียบกับจ านวนโคโลนีท่ีกลายพันธุ์ตามธรรมชาติ (Negative Control) 
 
4. ผลการวิจัย  

การศึกษาการก่อกลายพันธุ์ของสารสกัดมะแขว่น ในเชื้อแบคทีเรีย S. typhimurium สายพันธุ์ TA98, TA100, TA1535, 
TA1537 และ E. coli สายพันธุ ์ WP2 uvrA แบ่งความเข้มข้นออกเป็น 6 ความเข้มข้น ได้แก่ 5,000 1,500 500 150 50 และ              
15 µg/plate ทั้งในสภาวะที่มีและไม่มีเอนไซม์ S9 กระตุ้น ผลการทดลองพบว่าสารสกัดมะแขว่นทุกระดับความเข้มข้นไม่ก่อให้เกิด   
การกลายพันธ์ุ (ดังตารางที่ 1 และ 2)  แต่เมื่อท าการส่องเพลทภายใต้กล้องจุลทรรศน์พบการเกิด Killing effect ที่ระดับความเข้มข้น 
5,000 µg/plate ของเชื้อแบคทีเรียสายพันธ์ุ TA1535 และ TA1537 ทั้งในสภาวะที่มีและไม่มีเอนไซม์ S9 กระตุ้น (ดังภาพท่ี 3) 
 
ตารางที่ 1 แสดงค่าจ านวนโคโลนกีลายพันธุ์ (Revertant colony) ของสารสกัดมะแขว่นในเช้ือแบคทีเรีย  5 สายพันธุ์  (ในสภาวะทีม่ี
เอนไซม์ S9 กระตุ้น) ท าการทดสอบ 3 ซ ้า 

Concentration 
(µg/plate) 

Revertant colony (Mean±S.D.)  With S9 
TA98 BL TA100 BL TA1535 BL TA1537 BL WP2 uvrA BL 

Negative Control 27.33±5.51 N 164.00±12.12 N 12.33±2.89 N 14.67±0.58 N 54.67±5.86 N 

Positive Control 634.33±51.73 N 333.33±19.43 N 147.00±8.54 N 205.33±21.73 N 433.67±18.45 N 
5,000 35.00±6.00 N 124.00±10.39 N 7.00±2.65 K 3.00±0.00 K 62.67±1.53 N 

1,500 27.00±6.00 N 144.33±6.03 N 12.33±3.51 N 9.00±2.65 N 54.33±2.31 N 

500 20.33±4.04 N 157.67±9.29 N 11.50±0.71 N 13.50±2.12 N 54.67±4.93 N 

ภาพที่ 2 แสดงผลการส่องดู Background lawn โดยใช้กล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับ ก าลังขยาย 10 เท่า 
A. แสดงถึง background lawn ที่ปกติ ไม่เกิดการตายของเชื้อ ส่วนภาพ B. เกิด Killing effect ซึ่งจะเห็นว่า 
background lawn ไม่เต็ม มีช่องว่างที ่พื ้นหลัง แสดงถึงการตายของเชื ้อเนื ่องจากความเข้มข้นไม่
เหมาะสมต่อการทดสอบ 

A B 
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Concentration 
(µg/plate) 

Revertant colony (Mean±S.D.)  With S9 
TA98 BL TA100 BL TA1535 BL TA1537 BL WP2 uvrA BL 

150 25.33±6.11 N 175.00±11.31 N 15.33±3.21 N 11.67±0.58 N 50.00±2.83 N 

50 24.00±2.00 N 157.33±7.64 N 10.00±0.00 N 11.00±1.41 N 51.00±1.41 N 
15 21.67±1.53 N 155.00±8.54 N 15.00±2.65 N 15.50±3.54 N 57.00±0.00 N 

 
ตารางที่ 2 แสดงค่าจ านวนโคโลนกีลายพันธุ์ (Revertant colony) ของสารสกัดมะแขว่น ในเชื้อแบคทีเรีย  5 สายพันธุ์  (ในสภาวะที่
ไม่มเีอนไซม์ S9 กระตุ้น) ท าการทดสอบ 3 ซ ้า 

Concentration 
(µg/plate) 

Revertant colony (Mean±S.D.)  With S9 
TA98 BL TA100 BL TA1535 BL TA1537 BL WP2 uvrA BL 

Negative Control 11.67±3.06 N 147.00±13.89 N 13.67±5.03 N 4.67±3.21 N 56.33±5.77 N 
Positive Control 76.00±5.66 N 394.00±8.19 N 311.67±40.38 N 540.67±78.82 N 330.00±1.00 N 

5,000 24.50±3.54 N 156.50±4.95 N 10.67±3.51 K 1.00±0.00 K 64.33±7.09 N 
1,500 9.50±3.54 N 142.50±0.71 N 16.33±1.53 N 4.00±1.73 N 53.00±8.54 N 
500 17.00±1.41 N 160.33±2.89 N 12.67±1.15 N 5.33±1.53 N 65.00±5.66 N 
150 6.50±2.12 N 127.50±9.19 N 21.00±0.00 N 6.67±1.53 N 35.00±0.00 N 
50 9.00±0.00 N 140.50±7.78 N 23.00±2.83 N 5.00±2.00 N 51.50±7.78 N 
15 5.33±2.08 N 138.50±2.12 N 11.00±1.41 N 6.33±1.53 N 58.00±2.65 N 

หมายเหตุ :  BL= Background lawn      N = Normal background lawn     K = Killing effect background lawn 

 

A B C D 

E F G H 

+S9 TA1535 Negative Control -S9 TA1535 Negative Control +S9 TA1535 5,000 µg/plate -S9 TA1535 5,000 µg/plate 

+S9 TA1537 Negative Control -S9 TA1537 Negative Control +S9 TA1537 5,000 µg/plate -S9 TA1537 5,000 µg/plate 

ภาพที่ 3 A. Background lawn ของ TA1535 ในสภาวะที่มีเอนไซม์กระตุ้น B. Background lawn ของ TA1535 ในสภาวะที่ไม่มี
เอนไซม์กระตุ้น C. เกิด Killing effect Background lawn ที่ความเข้มข้น 5,000 µg/plate ของ TA1535 ในสภาวะ ที่มีเอนไซม์
กระตุ้น D. เกิด Killing effect Background lawn ที่ความเข้มข้น 5,000 µg/plate ของ TA1535 ในสภาวะที่ไม่มีเอนไซม์กระตุ้น 
E. Background lawn ของ TA1537 ในสภาวะที่มีเอนไซม์กระตุ้น F. Background lawn ของ TA1537 ในสภาวะที่ไม่มีเอนไซม์
กระตุ้น G. เกิด Killing effect Background lawn ที่ความเข้มข้น 5,000 µg/plate ของ TA1537 ในสภาวะที่มีเอนไซม์กระตุ้น  
H. เกิด Killing effect Background lawn ที่ความเข้มข้น 5,000 µg/plate ของ TA1537 ในสภาวะที่ไม่มีเอนไซม์กระตุ้น 
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5. อภิปรายผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ      
การทดสอบการก่อกลายพันธ์ุโดยวิธีทดสอบเอมส์ (Ames test) ในสภาวะที่มีและไม่มีเอนไซม์กระตุ้น เป็นการทดสอบเพื่อใช้

คัดกรองหาฤทธิ์ก่อกลายพันธุ์ของสารสกัดสมุนไพร ที่จะน าไปสู่การเกิดมะเร็งได้ เรียกว่า การทดสอบการกลายพันธุ์แบบย้อนกลับ 
อ้างอิงจาก OECD test guideline 471 เป็นการทดสอบพิษวิทยาและการประเมินความปลอดภัย เนื่องจากแบคทีเรียที่น ามาใช้ใน 
การทดลองนี้ ถูกท าให้กลายพันธุ์ไปจนไม่สามารถสังเคราะห์กรดอะมิโน Histidine หรือ Tryptophan ได้ ท าให้ไม่สามารถเจริญเติบโต
ในอาหารเลี ้ยงเชื ้อที ่ขาดกรดอะมิโนชนิดนี้ แต่ถ้าสารทดสอบมีฤทธิ์ก่อกลายพันธุ ์จะท าให้แบคทีเรียชนิ ดนี้ เกิดการกลายพันธุ์ 
แบบย้อนกลับ ท าให้สามารถสร้าง Histidine หรือ Tryptophan ได้เองอีกครั้ง จึงสามารถกลับมาเจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ 
ขาด Histidine หรือ Tryptophan ได้อีก ในกระบวนการทดสอบด้วยวิธีทดสอบเอมส์ มีทั้งในสภาวะที่ไ ม่มีการเติมเอนไซม์และมี 
การเติมเอนไซม์จากตับหนูเพื่อกระตุ้นเมแทบอลิซึมของสารที่ทดสอบด้วยวิธีทดสอบเอมส์ จึงเป็นการทดสอบการก่อกลายพันธุ์ใน
สถานการณ์จ าลองการย่อยสลายสารเคมี/สารสมุนไพรในร่างกาย (บรรจง วิทยวีรศักดิ์และคณะ, 2553) หากสารเคมี/สารสมุนไพรที่
ส่งผลให้เกิดการกลายพันธุ์ต่อเซลล์ร่างกาย เมื ่อมีการบริโภคเข้าไปนั้นอาจท าให้เซลล์ถูกพัฒนาไปเป็น เซลล์มะเร็งหรือเกิดโรค 
ความผิดปกติทางพันธุกรรมได้ ดังนั ้นผลการทดสอบการก่อกลายพันธุ์ขอ งสารสกัดมะแขว่นในเชื ้อแบคทีเรีย S. typhimurium  
สายพันธ์ุ TA98, TA100, TA1535, TA1537 และ E. coli สายพันธ์ุ WP2 uvrA ด้วยวิธีทดสอบเอมส์ ทั้งในสภาวะที่มีและไม่มีเอนไซม์ 
S9 กระตุ้น โดยพิจารณาความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของตัวอย่างทดสอบกับจ านวนโคโลนีกลายพันธุ์ ( Revertant colony) 
พบว่าสารสกัดมะแขว่นไม่เกิดการก่อกลายพันธุ์ เนื่องจากจ านวนโคโลนีกลายพันธุ์ สูงไม่เกิน 2 -3 เท่าเมื่อเทียบกับจ านวนโคโลนี 
ที่กลายพันธุ์ตามธรรมชาติ (Negative Control) จากการศึกษาพบว่ามะแขว่นมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์สูง  
ซึ่งสารเหล่านี้เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ โดยอนุมูลอิสระเป็นโมเลกุลที่ไม่เสถียรที่สามารถท าลายเซลล์และ DNA ท าให้เกิดการกลายพันธ์ุ
และน าไปสู่การเกิดมะเร็งได้ ดังนั้นเมื่อสารประกอบฟินอลิกและฟลาโวนอยด์ไปจับและก าจัดอนุมูลอิสระ จึงช่วยลดความเสียหาย 
ต่อ DNA และลดความเสี่ยงของการกลายพันธุ์ได้ (Alam et al., 2019) แต่เมื่อพิจารณาความเข้มข้นที่ไม่เหมาะสมโดยดูจากความ
ผิดปกติของ background lawn พบความผิดปกติของ background lawn ที่ระดับความเข้มข้น 5,000 µg/plate ของเชื้อแบคทีเรีย
สายพันธุ์ TA1535 และ TA1537 ทั้งในสภาวะที่มีและไม่มีเอนไซม์ S9 กระตุ้น โดยความผิดปกติของ background lawn ที่เกิดขึ้น 
จะเรียกว่า Killing effect background lawn ซึ่งลักษณะของ background lawn จะมีช่องว่างที่พื้นหลังแสดงถึงการตายของเช้ือ 
ส่วนระดับความเข้มข้นที่ลดลงถัดมา คือ 1,500 µg/plate ไม่เกิดความผิดปกติของ background lawn ซึ่งชี ้ให้เห็นว่าสารสกัด 
มะแขว่นมีความปลอดภัยในระดับหนึ่ง โดยระดับความเข้มข้นท่ีน าไปใช้ในการศึกษาต่อต้องไม่เกิน 1,500 µg/plate ซึ่งเป็นเกณฑ์การ
ตัดสินใจอย่างหนึ่งที่บ่งบอกถึงความเหมาะสมของระดับความเข้มข้นของสารทดสอบที่ปลอดภัย จากผลการทดลองข้างต้นสอดคล้อง
กับงานวิจัยของปฐมาวัลย์ วิภูษณพันธุ์ (2561) รายงานว่าสารสกัดเมล็ดมะแขว่นไม่มีฤทธิ์การก่อกลายพันธุ์ในเชื้อ S. typhimurium 
สายพันธุ์ TA98 TA100 ในสภาวะที่มีและไม่มีไนไตร์กระตุ้น โดยไม่มีผลท าให้เซลล์สิ่งมีชีวิตเกิดการกลายพันธุ์  ซึ่งการทดสอบการ 
ก่อกลายพันธุ์มีประโยชน์อย่างมาก นอกจากจะใช้เป็นวิธีทดสอบศักยภาพของสารสมุนไพรในการที่จะก่อให้เกิดมะเร็งหรือท าน ายว่า
สารสมุนไพรชนิดนั้น ๆ มีฤทธิ์ก่อมะเร็งหรือไม่แล้ว ยังสามารถน าไปใช้หรือประยุกต์ใช้ในการจัดอับดับความส าคัญของสารสมุนไพร  
เพื่อท าการทดสอบฤทธิ์ก่อมะเร็งในสัตว์ทดลองต่อไป แต่อย่างไรก็ตามผลการศึกษาทดลองในครั้งนี้เป็นเพียงตัวชี้วัดทางด้านความ
ปลอดภัยในระดับหนึ่ง แต่ก็ต้องมีการศึกษาในเชิงลึกเพิ่มเติมและจะต้องมีการศึกษาหาข้อมูลด้านความปลอดภัยที่ถูกต้องก่อนน ามาบริโภค 
 
6. กิตติกรรมประกาศ  
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