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บทคัดย่อ

	 บทน�ำและวตัถุประสงค์:  เจลสารสกดัรากทองพนัชัง่ (0.1% rhinacanthin C) เป็นต�ำรบัผลิตภัณฑ์สมุนไพรทีพั่ฒนา

ขึ้นภายใต้ผลการศึกษาวิจัยทางวิทยาศาสตร์ร่วมกับการใช้องค์ความรู้ในทางการแพทย์แผนโบราณของไทย เพื่อให้เป็น

ผลิตภัณฑ์สมุนไพรส�ำหรับใช้ภายนอกท่ีมีคุณภาพและมีสรรพคุณในการรักษาโรคผิวหนังจากเชื้อรา อย่างไรก็ตาม การ

พฒันาสมุนไพรให้อยูใ่นรปูแบบใหม่ควรมีการศึกษาความปลอดภยัของต�ำรบัก่อนน�ำไปใช้ในมนุษย์ การศึกษานีมี้เป้าหมาย

เพื่อประเมินความปลอดภัยของต�ำรับเจลสารสกัดรากทองพันชั่งที่ทดลองผลิตในโรงงานต้นแบบ 

	 วิธีการศึกษา:  ประเมินความปลอดภัยของเจลสารสกัดรากทองพันชั่ง โดยทำ�การทดสอบการก่อกลายพันธุ์ในเชื้อ

แบคทีเรียด้วยวิธีทดสอบตามแนวทางขององค์การเพื่อความร่วมมือทางเศรษฐกิจและการพัฒนา หมายเลข 471 (OECD 

Guideline No. 471) ทดสอบการระคายเคืองทางผิวหนัง/การกัดกร่อนในสัตว์ทดลองด้วยวิธีทดสอบตามแนวทางของ

องคก์ารเพือ่ความรว่มมอืทางเศรษฐกจิและการพฒันา หมายเลข 404  (OECD Guideline No. 404) และศึกษาความปลอดภยั

ของเจลสารสกดัรากทองพนัช่ังโดยการทดสอบการระคายเคืองในอาสาสมัครคนไทยสุขภาพดีด้วยวธีิ Single patch test การ

ทดลองในสตัว์ผา่นการพจิารณาและอนมัุติด้านจรยิธรรมจากคณะกรรมการดูแลการเล้ียงและใชสั้ตวท์ดลองของกรมวทิยา

ศาสตร์การแแพทย์ รหัสหมายเลข 63-031 (62-018) การทดลองในคนได้รับอนุมัติจากคณะกรรมการพิจารณาศึกษาวิจัยใน

คน กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ รหัส 4/2563

	 ผลการศกึษา:  ตำ�รบัเจลสารสกดัรากทองพนัช่ังไม่กอ่ใหเ้กดิการกลายพนัธ์ุในแบคทเีรยีทีท่ำ�การศึกษาทกุสายพนัธ์ุ 

ไม่ก่อให้เกิดการระคายเคืองทางผิวหนัง/การกัดกร่อนในสัตว์ทดลอง และไม่ก่อให้เกิดการระคายเคืองท่ีผิวหนังของอาสา

สมัคร 

	 อภปิรายผล:  ตำ�รบัสารสกดัทองพนัชัง่น้ีจดัเปน็ผลติภณัฑ์สมุนไพรประเภทวจิยัพฒันา (ข3) ต้องมีขอ้มูลดา้นความ

ปลอดภัยและประสิทธิผลเพิ่มเติม นอกเหนือจากองค์ความรู้ดั้งเดิมในการขออนุญาตผลิตและจำ�หน่าย ทั้งผลการศึกษาใน

ห้องทดลอง สัตว์ทดลอง และในมนุษย์ โดยต้องทดสอบการก่อกลายพันธ์ุ การกัดกร่อน และการระคายเคืองต่อผิวหนัง

ตามมาตรฐานสากล การศึกษานี้ได้ดำ�เนินการตามมาตรฐานท้ังการเตรียมเจลสารสกัด การทดสอบในสัตว์ และในมนุษย์ 

ซ่ึงพบว่าสารสกัดท่ีทดสอบไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษทางพันธุกรรม ไม่มีผลกัดกร่อนผิวหนัง และไม่ก่อให้เกิดการระคาย

เคืองทางผิวหนังทั้งในสัตว์ทดลองและในมนุษย์
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	 ข้อสรุปและข้อเสนอแนะ:  เจลสารสกัดรากทองพันชั่งที่พัฒนามีความปลอดภัยสำ�หรับนำ�ไปใช้ในมนุษย์ สามารถ

นำ�ไปใช้ศึกษาในระดับคลินิกเพื่อประเมินประสิทธิผลและความปลอดภัยของตำ�รับในการรักษาผู้ป่วยโรคผิวหนังจากเชื้อ

ราได้ต่อไป

	 ค�ำส�ำคัญ:  เจลสารสกัดรากทองพันชั่ง, ความปลอดภัย, การระคายเคือง, การกัดกร่อน, การกลายพันธุ์
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Abstract

	 Introduction and Objective:  Rhinacanthus nasutus (commonly known as thong phan chang in Thai) root 
extract gel preparation, containing 0.1% rhinacanthin C, is an herbal product that was developed as an effective 
topical agent for fungal skin infection using knowledge from both scientific research and Thai traditional medicine. 
However, the safety of a novel herbal preparation should be assessed before it is approved for use in humans. This 
study aimed to evaluate the safety of R. nasutus root extract gel preparation prepared in a pilot plant.
	 Methodology:  Safety study of R. nasutus root extract gel was conducted following the Organisation for 
Economic Co-operation and Development (OECD) Guidelines, including the bacterial reverse mutation test (Test 
Guideline 471) and the acute dermal irritation/corrosion test (Test Guideline 404). Skin irritation testing in healthy 
Thai volunteers was performed using a single patch test. Animal experiments were reviewed and approved ethically by 
Institutional Animal Care and Use Committee of the Department of Medical Sciences, code number 63-031 (62-018). 
Human experiments were approved by Research Ethic Committee, Department of Medical Sciences Code 4/2563
	 Results:  Topical preparation of R. nasutus root extract was not found to cause any mutations in bacteria, 
nor did it irritate or corrode the animal skin. Moreover, it did not cause any skin  (Test Guideline 404). reactions in 
healthy volunteers during the single patch test. 
	 Discussion:  R. nasutus root extract gel preparation, containing 0.1% rhinacanthin C, is categorized as an 
herbal product derived from research and development beyond traditional knowledge. Thus, the product needs safety 
and efficacy data from animal models and humans for product registration. In order to study the safety profile of the 
product according to international standards, the results suggest the R. nasutus root extract gel had non-genotoxic 
and non-skin corrosive effects, nor did it cause dermal irritation in both animal models and humans. 
	 Conclusion and Recommendation:  R. nasutus root extract gel preparation is deemed to be safe for humans 
and we can further proceed to clinical trials for efficacy and safety evaluations in patients with fungal skin infections.

	 Key words:  Rhinacanthus nasutus root extract gel, safety, irritation, corrosion, mutation
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บทนำ�และวัตถุประสงค์

	 ทองพันชั่ง (Rhinacanthus nasutus (L.) 

Kurz) เป็นพืชในวงศ์ Acanthaceae พบได้ในบาง

ส่วนของประเทศอินเดีย จีน เอเชียตะวันออกเฉียง

ใต้ และภูมิภาคเอเชียท่ีมีลักษณะทางภูมิอากาศ

แบบร้อนชื้น ทางการแพทย์แผนไทยใบทองพันชั่งมี

สรรพคุณ ดับพิษไข้ แก้ไข้ตัวร้อน และรากทองพันชั่ง

มีสรรพคุณแก้กลากเกลื้อน ผื่นคัน และโรคผิวหนังที่

เป็นน�้ำเหลืองบางชนิด[1-2] พืชนี้มีสารหลากหลายชนิด

เป็นองค์ประกอบทางเคมี เช่น สารกลุ่ม naphthoqui-

nones, anthraquinones, flavonoids, benzenoids, 

glycosides, terpenoids และ sterols[3] นอกจากนี ้ทอง

พนัชัง่ยงัมรีายงานฤทธ์ิทางเภสชัวทิยาทีห่ลากหลาย เช่น 

ต้านรา[4-5] ต้านแบคทเีรีย[6] ต้านไวรัส[7-8] ต้านการอกัเสบ
[9-10] บรรเทาปวด[9] และต้านการแพ้[11] โดยมสีารออกฤทธ์ิ

เป็นสารในกลุ่ม napthoquinones และมีสารออกฤทธิ์

หลัก คือ ไรนาแคนทิน ซี (rhinacanthin C)[4-11]

	 สารสกดัทองพนัชัง่มฤีทธ์ิในการต้านเชือ้ราหลาก

หลายชนิด เช่น เชื้อยีสต์ ได้แก ่Candida albicans, 

C. tropicalis, Malassezia furfur และ M. glo-

bosa เชือ้ราในกลุม่เดอร์มาโตไฟต์ (dermatophytes) 

ได้แก่ Trichophyton rubrum, T. mentagro-

phytes, Microsporum canis, M. gypseum, และ 

Epidermophyton floccosum รวมถงึเชือ้ราในกลุม่

ทีไ่ม่ใช่เดอร์มาโตไฟต์ (non-dermatophytes) ได้แก่ 

Aspergillus niger  และ Penicillium chrysoge-

num[5,12-14] โดยพบว่าสารสกัดใบทองพันชั่งมีฤทธิ์ฆ่า

เช้ือรา (fungicidal activity) กลุ่มเดอร์มาโตไฟต์ที่

ความเข้มข้นของสารสกัดสูงกว่าค่าความเข้มข้นต�่ำ

สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ (minimum 

inhibitory concentration, MIC) โดยสารสกัดไป

มผีลต่อผนงัเซลล์ของเชือ้ท�ำให้เกดิความผดิปกตขิอง

เยื่อหุ้มเซลล์ รูปร่างของเซลล์ผิดรูป แบน และยุบตัว

ลง ส่งผลให้เกิดเซลล์ตาย[12] จากรายงานการศึกษา

เหล่านี้จะเห็นได้ว่าสารสกัดทองพันชั่งมีฤทธ์ิต้านเชื้อ

รากลุ่มเดอร์มาโตไฟต์ซ่ึงเป็นเชื้อก่อโรคกลาก[5] และ

ต้านเชื้อ Malassezia sp. ซึ่งเป็นเชื้อก่อโรคเกลื้อน[14] 

รวมถึงมีฤทธ์ิต้านเชื้อราท่ีสามารถก่อให้เกิดการติด

เช้ือราท่ีผิวหนัง (cutaneous fungal infections) 

ชนิดอื่นได้ด้วย เช่น C. albicans, C. tropicalis, A. 

niger  และ P. chrysogenum[12-13] ซ่ึงฤทธ์ิต้านเชือ้รา

ดังกล่าวนี้สนับสนุนการใช้ทองพันชั่งตามต�ำราแพทย์

แผนโบราณของไทยเพื่อการรักษาโรคผิวหนัง กลาก 

และเกลื้อน โดยการใช้ทองพันช่ังตามวิธีการดังเดิม

นั้นจะใช้ใบสดและรากต�ำให้ละเอียดแช่ในเหล้าโรง 

แล้วน�ำตัวยาท่ีได้ทาบริเวณที่มีอาการวันละ 2-3 คร้ัง

จนกว่าจะหาย[1-2] ซ่ึงวธีิการนีน้บัว่ายงัคงไม่สะดวกต่อ

การน�ำไปใช้จริงในชีวิตประจ�ำวัน

	 ปัจจุบันมีการน�ำทองพันช่ังมาท�ำเป็นยาในรูป

แบบ “ยาทงิเจอร์ทองพนัชัง่’’ ซ่ึงยาดงักล่าวนีไ้ด้บรรจุ

อยู่ในบัญชียาจากสมุนไพรในบัญชียาหลักแห่งชาติ 

โดยมีข้อบ่งใช้เป็นยาทาแก้กลาก เกลื้อน โรคผิวหนัง

ที่เกิดจากเชื้อรา และน�้ำกัดเท้า ท�ำให้ทองพันชั่งอยู่ใน

รูปแบบยาท่ีสะดวกและพร้อมใช้งานมากขึ้น อย่างไร

ก็ตาม ต�ำรับยาดังกล่าวไม่มีการก�ำหนดปริมาณสาร

ส�ำคญัในการออกฤทธ์ิ ระบเุพยีงมตีวัยาส�ำคญัเป็นสาร

สกดัเอทลิแอลกอฮอล์ (70 เปอร์เซ็นต์) ของใบทองพนั

ชัง่สด ร้อยละ 10 โดยน�ำ้หนกัต่อปริมาตร (w/v)[15] ซึง่

การไม่ก�ำหนดปรมิาณสารส�ำคญัอาจท�ำให้การผลติยา

แต่ละครั้งมีคุณภาพไม่คงที่ และมีผลต่อประสิทธิผล

ของยาในการรักษาโรค นอกจากนี้ยาในรูปแบบ

ทงิเจอร์จะมปีริมาณแอลกอฮอล์ในต�ำรับสงู จึงมกัก่อ

ให้เกดิการระคายเคอืงในบริเวณเนือ้เยือ่อ่อน ผวิหนงั

ที่มีบาดแผลหรือมีแผลเปิด และการใช้สารสกัดจาก
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ใบทองพนัชัง่สดท�ำให้มสีารสเีขยีวของคลอโรฟิลล์ปน

อยู่ในต�ำรับ ซ่ึงสารสีดังกล่าวนี้เปื้อนเสื้อผ้าได้ ดังนั้น

คณะผู้วิจัยนี้จึงพัฒนาผลิตภัณฑ์สมุนไพรต้านเชื้อรา

จากทองพันชั่ง โดยเลือกใช้สารสกัดจากส่วนรากทอง

พันชั่งซึ่งมีปริมาณสารส�ำคัญ ไรนาแคนทิน ซี สูงกว่า

ส่วนอื่นของพืชมาเป็นส่วนประกอบในต�ำรับ[5] พัฒนา

ต�ำรับในระดับห้องปฏิบัติการให้อยู่ในรูปแบบเจลที่มี

การก�ำหนดปริมาณสารส�ำคัญชัดเจน โดยให้ต�ำรับมี

ปริมาณสารไรนาแคนทนิ ซี ร้อยละ 0.1 โดยน�ำ้หนกั ซ่ึง

ต�ำรับดงักล่าวมปีระสทิธิผลในการต้านเชือ้รา ไม่ท�ำให้

เกิดการระคายเคืองต่อผิวหนัง และไม่ก่อให้เกิดการ

แพ้ในสัตว์ทดลอง เมื่อท�ำการทดสอบตามมาตรฐาน 

ISO 10933-10: 2010 นอกจากนี ้ต�ำรับผลติภณัฑ์เจล

สารสกัดรากทองพันชั่งที่ได้ มีปริมาณแอลกอฮอล์ใน

ต�ำรับลดลง และไม่มสีารสเีขยีวของคลอโรฟิลล์ปนอยู่

ในต�ำรับ[16] 

	 การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อประเมินความ

ปลอดภัยของต�ำรับเจลสารสกัดรากทองพันชั่งที่

พัฒนาขึ้น โดยทดลองเพิ่มขนาดการผลิตต�ำรับเจล

สารสกัดรากทองพันชั่งในโรงงานต้นแบบ ตรวจ

วิเคราะห์คุณภาพของต�ำรับ และน�ำต�ำรับไปทดสอบ

ความปลอดภัยตามข้อก�ำหนดขององค์การเพื่อความ

ร่วมมือทางเศรษฐกิจและการพัฒนา (Organisation 

for Economic Co-operation and Development, 

OECD) ได้แก่ การทดสอบการก่อกลายพันธุ์ใน

เชื้อแบคทีเรีย (OECD Guideline for Testing of 

Chemical: Bacterial Reverse Mutation Test) 

Test No. 471 และ การทดสอบการระคายเคือง

ทางผิวหนัง/การกัดกร่อนในสัตว์ทดลอง (OECD 

Guideline for Testing of Chemicals: Acute 

Dermal Irritation/Corrosion) Test No. 404 รวม

ถึงศึกษาความปลอดภัยของเจลสารสกัดรากทองพัน

ช่ังโดยการทดสอบการระคายเคืองในอาสาสมัครคน

ไทยสุขภาพดีด้วยวิธี Single patch test 

ระเบียบวิธีศึกษา

1. วัสดุ

	 1.1 สารเคมี

	 Sodium CMC, Cremophor RH40, PEG 

400, refined glycerine USP grade และ pro-

pylene glycol USP grade ใช้สารเคมีชนิด phar-

maceutical grade จากบริษัท P.C. Drug Center 

(กรุงเทพมหานคร, ประเทศไทย); EDTA ได้จาก

บริษัท Univar Solutions (Washington, USA) 

methyl paraben, propyl paraben และ trifluo-

roacetic acid ได้จากบริษัท Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO, USA)  ethanol, citric acid mono-

hydrate และ tri-sodium citrate dihydrate ได้

จากบริษัท Merck (Darmstadt, Germany) โดยใช้

สารเคมีชนิด analytical grade; acetronitrile และ 

methanol ใช้ตัวท�ำละลายชนิด HPLC grade จาก

บริษัท J.T. Baker (Maharashtra, India)

	 Oxid nutrient broth No.2 ได้จากบริษัท 

Oxoid Limited (Hampshire, UK) Volgel-Bonner 

medium E และS9 enzyme ได้จากบริษัท Molecu-

lar Toxicology Inc. (Boone, NC, USA) Cofactor-I 

ได้จากบริษัท Oriental yeast Co. LTD. (Tokyo, 

Japan) agar และ sodium chloride ได้จากบริษัท 

Merck (Darmstadt, Germany) Luria broth, 

glucose, L-histidine, D-biotin, tryptophan, 

crystal violet, ampicillin, mitomycin, 2-ni-

trofluorene, sodium azide, acridine mutagen 

ICR191, 4-nitroquinoline-N-oxide, 4-nitro-o-
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phenylenediamine และ 2-aminoanthracene ได้

จากบริษัท Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

	 1.2 ตัวอย่างพืช

	 รากทองพันชัง่เกบ็จากต้นทองพนัชัง่ทีม่าจากต้น

พันธุ์ที่เคยตรวจระบุชื่อชนิดพันธุ์พืช และเก็บรักษา

ตัวอย่างพรรณไม้อ้างอิงเพื่องานวิจัย (Herbarium 

no. BKF 194241) ที่ส�ำนักหอพรรณไม้ กรมอุทยาน

แห่งชาติสัตว์ป่าและพันธุ์พืช กรุงเทพมหานคร โดย

เก็บรากจากพืชที่มีอายุมากกว่า 6 เดือน จากอ�ำเภอ

บางแพ จังหวัดราชบุรี เดือนกันยายน 2562 

2. วิธีการศึกษา

	 2.1		การเตรียมสารสกัดรากทองพันชั่ง[16]

	 รากทองพันชั่งสดน�ำมาล้างเพื่อก�ำจัดเศษดินที่

ติดรากด้วยน�้ำสะอาด และคัดแยกสิ่งปนเปื้อนออก 

จากนั้นน�ำมาผึ่งในที่พ้นแสงให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง 

และบดให้มีขนาดเล็กกว่า 2 มิลลิเมตรหรือสามารถ

ผ่านแร่งขนาด 10 mesh ได้ น�ำผงรากแห้งไปหมัก

ด้วย เอทานอล 95%  ในอตัราส่วน 1 กรัมของสมนุไพร

แห้งต่อเอทานอล 20 มลิลลิติร เป็นระยะเวลามากกว่า 

16 ชัว่โมง และสกดัต่อด้วยคลืน่อลัตราโซนคิ 15 นาที 

โดยท�ำการสกัดตามขั้นตอนข้างต้นซ�้ำ 2 คร้ัง กรอง

และน�ำส่วนเอทานอลไประเหยแห้งภายใต้สญุญากาศ

ท่ีอุณหภูมิ 37˚ซ. ได้สารสกัดหยาบของรากทองพัน
ชั่ง จากนั้นน�ำสารสกัดหยาบท่ีได้มาสกัดแยกต่อด้วย

น�้ำกับเอทิลแอซีเทต น�ำสารสกัดชั้นเอทิลแอซีเทตไป

ระเหยแห้งภายใต้สุญญากาศที่อุณหภูมิ 37˚ซ. ได้
สารสกัดรากทองพันชั่งแห้ง และท�ำแห้งแบบแช่เยือก

แข็งต่อเป็นระยะเวลา 6 ชั่วโมง เก็บรักษาตัวอย่างสาร

สกดัในโถแก้วดดูความชืน้ (desiccator) จนกระท่ังน�ำ

ไปใช้วเิคราะห์ปริมาณสารไรนาแคนทนิ ซี และเตรียม

ต�ำรับเจลสารสกัดรากทองพันชั่ง

	 2.2 	การวิเคราะห์ปริมาณสารไรนาแคนทิน ซี 

ในสารสกัดรากทองพันชั่ง[16]

	 การวิเคราะห์ปริมาณสารไรนาแคนทิน ซี ใน

สารสกัดรากทองพันช่ังด้วยวิธี RP-HPLC ใช้เคร่ือง 

HPLC-PDA และใช้คอลัมน์ VertiSep UPS C18 

HPLC Column (Thailand) ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 

4.6 มม. 5 ความยาว 250 มม. ขนาดอนุภาค 5 

ไมครอน โดยมีวัฏภาคเคลื่อนที่ประกอบด้วย 0.1% 

(v/v) กรดไตรฟลอูอโรแอซิตกิในแอซิโตไนไตรล์ และ 

0.1% (v/v) กรดไตรฟลูออโรแอซิติกในน�้ำ อัตราส่วน 

75:25 อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที เป็นเวลา 

20 นาที ตรวจวัดการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต

ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ปริมาณสารไรนา-

แคนทิน ซี ในสารสกัดรากทองพันชั่งวิเคราะห์โดยใช้

สารละลายสารสกดัรากทองพนัชัง่ในเมทานอลทีค่วาม

เข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตรที่ฉีด 50 

ไมโครลิตร โดยวิเคราะห์ตัวอย่างสารสกัดละ 3 คร้ัง 

และใช้พืน้ท่ีใต้พคีค�ำนวณปริมาณสารไรนาแคนทิน ซี 

จากสมการเส้นตรงของกราฟสารมาตรฐานไรนา- 

แคนทิน ซี ที่มีความเข้มข้นในช่วงการวิเคราะห์ 10-

100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

	 2.3		การเตรียมต�ำรับเจลสารสกัดรากทองพัน

ชั่งที่มีความเข้มข้นของสารไรนาแคนทิน ซี 0.1%[16]

	 เจลสารสกัดรากทองพันชั่ง (0.1% rhinacan-

thin C) ผลิตโดยห้องปฏิบัติการโรงงานต้นแบบผลิต

ผลิตภัณฑ์สมุนไพร สถาบันวิจัยสมุนไพร โดยใน

เจลสารสกัดรากทองพันชั่งมีสารส�ำคัญคือสารไรนา- 

แคนทนิ ซี 0.1% w/w และส่วนประกอบในต�ำรับอืน่ ๆ   

ได้แก่ water, PEG400, 95% ethanol, glycerine, 

propylene glycol, sodium CMC, Cremophor 

RH40, tri-sodium citrate dehydrate, citric 

acid monohydrate, EDTA, methylparaben, 
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โรแอซิติกในน�้ำ ในอัตราส่วน 72:28 อัตราการไหล

ของวัฏภาคเคลื่อนที่ 1 มิลลิลิตรต่อนาที เป็นเวลา 

20 นาที ตรวจวัดการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตท่ี

ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร ใช้ตัวอย่างของต�ำรับ

เจลสารสกัดรากทองพันชั่งท่ีเตรียมได้ตามวิธีข้างต้น

ปริมาตร 50 ไมโครลิตรส�ำหรับการวิเคราะห์ และใช้

พื้นท่ีใต้พีคค�ำนวณปริมาณสารไรนาแคนทิน ซี จาก

สมการเส้นตรงของกราฟสารมาตรฐานไรนาแคนทิน 

ซี ที่มีความเข้มข้น 10, 40, 70, 100, 130 และ 160 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร

	 2.5		การประเมินความปลอดภัยของต�ำรับเจล

สารสกัดรากทองพันชั่ง

	 2.5.1 การทดสอบการก่อกลายพันธุ์ในเช้ือ

แบคทีเรียด้วยวิธีการตาม OECD Guidelines No. 

471[17]  

	 การทดสอบการก่อกลายพันธุ์ของเจลสารสกัด

รากทองพันชั่งในแบคทีเรียใช้วิธีการทดสอบอ้างอิง

ตาม OECD test guideline ที่ 471 หรือเรียกว่าวิธี

ทดสอบเอมส์ (Ames test) ใช้เชื้อแบคทีเรียในการ

ทดสอบรวม 5 ชนิด ประกอบด้วย เช้ือ Salmonella 

typhimurium จ�ำนวน 4 สายพันธุ์ (TA98, TA100, 

TA1535, และ TA1537) ได้จาก Japan Collection 

of Microorganisms (JCM) และเชื้อ Escherichia 

coli WP2 uvrA ได้จาก Leibniz Institute DMSZ-

German Collection of Microorganisms and Cell 

Cultures โดยเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวชนิด Oxid 

nutrient broth No.2 และ Luria broth ตามล�ำดับ 

และเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรียในตู้แช่เยือกแข็ง -80˚ซ 
หรือเก็บท่ี liquid nitrogen ก่อนน�ำมาใช้งาน การ

ทดสอบมีขั้นตอน ดังนี้

	 	 1)	 การทดสอบคุณสมบัติเชื้อแบคทีเรีย

	 	 ก่อนเร่ิมการทดสอบ ตรวจยนืยนัคณุสมบัติ

propylparaben มีวิธีการเตรียมคือน�ำสารก่อเจล 

sodium CMC โปรยลงในน�้ำ จากนั้นเติม glycerin, 

polyethylene glycol 400, propylene glycol, para-

ben concentrate และ EDTA แล้วผสมให้เข้ากนั น�ำ 

ethanol และ Cremophor RH40 มาใช้ละลายสาร

สกัดรากทองพันชั่งแล้วใส่ลงในต�ำรับยาเตรียม เติม

น�ำ้ส่วนท่ีเหลอืลงไปผสมให้เข้ากนั น�ำต�ำรับท่ีเตรียมได้

ไปตรวจสอบลกัษณะทางกายภาพ และ pH ของต�ำรับ 

รวมถึงวิเคราะห์หาปริมาณสารไรนาแคนทิน ซี ใน

ต�ำรับยาเตรียม ตรวจสอบการปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ 

และตรวจสอบการปนเปื้อนจากโลหะหนักในต�ำรับ

	 2.4	 การวิเคราะห์ปริมาณสารไรนาแคนทิน ซี 

ในเจลสารสกัดรากทองพันชั่งด้วยวิธี RP-HPLC[16]

	 การหาปริมาณสารไรนาแคนทิน ซี ในต�ำรับเจล

สารสกัดรากทองพันชั่งใช้วิธี RP-HPLC โดยเตรียม

ตวัอย่างส�ำหรับวเิคราะห์ด้วยการชัง่ต�ำรับเจลสารสกดั

รากทองพันชัง่น�ำ้หนกั 1 กรัม น�ำไปละลายในเอทานอล 

99.9% ให้ได้ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใน volumetric 

flask แล้วต้มที่อุณหภูมิ 50˚ซ. เป็นเวลา 30 นาที จาก
นั้นแช่เย็นที่อุณหภูมิ -20˚ซ. เพื่อเร่งการตกตะกอน
ของสารก่อเจลเป็นเวลา 30 นาท ีเมือ่ครบก�ำหนดน�ำไป

ปั่นที่ 3,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที แล้วน�ำส่วนใสมา 

กรองผ่าน 0.45 µm nylon filter การเตรียมตัวอย่าง

ส�ำหรับฉีดจะผสมสารละลายท่ีเตรียมข้างต้นกับ 

เมทานอลในอตัราส่วน 1:1 โดยปริมาตร แล้วบรรจุใส่

ขวดส�ำหรับฉีด HPLC ส�ำหรับน�ำไปวิเคราะห์ปริมาณ

สารไรนาแคนทิน ซี ใช้วฏัภาคคงท่ี (stationary phase) 

เป็นคอลมัน์ชนดิ VertiSep UPS C18 HPLC Column 

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.6 มม. 5 ความยาว 250 

มม. ขนาดอนุภาค 5 ไมครอน และใช้วัฏภาคเคลื่อนที่ 

ประกอบด้วย 0.1% (v/v) กรดไตรฟลูออโรแอซิติก 

ในแอซิโตไนไตรล์ และ 0.1% (v/v) กรดไตรฟลูออ-
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ของเชื้อแบคทีเรียที่ใช้ทดสอบในแต่ละด้าน ได้แก่

	 	 	 1.1)	 ความต้องการกรดอะมิโนฮีสทิดีน 

ของเชื้อ S. typhimurium ทั้ง 4 สายพันธุ์: สังเกต

การเจริญของเชื้อบนอาหาร Minimal glucose 

agar (MGA; Vogel-Bonner medium E, 40% 

glucose และ 1.5% agar) และอาหารเลี้ยงเชื้อที่

คลุมผิวเพลทด้วย Top agar (0.6% agar และ 

0.5% NaCl) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ที่มีส่วนผสมของ 

0.1 M L-histidine ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ/

หรือ 1 mM D-biotin ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่ม

ที่อุณหภูมิ 37˚ซ. เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แบคทีเรีย 

S. typhimurium ทั้ง 4 สายพันธุ์ ที่ใช้ต้องเจริญ

ได้ดีในอาหารที่มีส่วนผสมของ L-histidine และ 

D-biotin 

	 	 	 1.2)	 ความต้องการกรดอะมโินทริปโตเฟน 

ของเชื้อ E. coli: สังเกตการเจริญของเชื้อบนอาหาร 

MGA ที่มีส่วนผสมของ 0.05 mM tryptophan บ่ม

ที่อุณหภูมิ 37˚ซ. เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เชื้อ E. coli ที่

ใช้ต้องเจริญได้ดีบนอาหารนี้ 

	 	 	 1.3)	 การตรวจสอบ rfa mutation: ดู

ความไวของเชื้อต่อ crystal violet (sensitivity to 

crystal violet) เมื่อท�ำการทดสอบโดยใช้ paper 

disc ที่มี 0.1% crystal violet วางบนเพลทที่มีเชื้อ 

S. typhimurium ในอาหาร MGA ที่มีส่วนผสมของ 

0.5 mM L-histidine กบั 0.5 mM D-biotin กบัเพลท

ที่มีเชื้อ E. coli ในอาหาร MGA ที่มีส่วนผสมของ 0.5 

mM tryptophan น�ำเพลทไปบ่มที่อุณหภูมิ 37˚ซ.
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง อ่านผลการทดสอบโดยแบคทเีรีย

ทีม่ ีrfa mutation จะเกดิโซนใส (clear zone) คอืไม่มี

แบคทเีรียเจริญบริเวณรอบแผ่นทดสอบ โดยโซนใสมี

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 12-14 มิลลิเมตร 

	 	 	 1.4)	 การตรวจสอบการมี R-factor plas-

mids: ดูการต้านทานยา ampicillin (ampicillin 

resistance) แบคทีเรียที่มี R-factor plasmids จะ

ดื้อต่อยาเมื่อท�ำการทดสอบด้วย paper disc ท่ีมี 8 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ampicillin วางบนเพลทที่มี

เชื้อแบคทีเรียในอาหาร MGA ท่ีมีส่วนผสมของกรด

อะมิโนดังกล่าวข้างต้น แล้วน�ำเพลทไปบ่มท่ีอุณหภูม ิ

37˚ซ. เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง สังเกตผลการเจริญของ
เช้ือรอบแผ่นทดสอบส�ำหรับสายพนัธ์ุทีม่ ีR-factor (S. 

typhimurium TA98 และ TA100) จะไม่เกิดโซนใส 

(clear zone) คือมีแบคทีเรียเจริญบริเวณรอบแผ่น

ทดสอบ

	 	 	 1.5)	 การตรวจสอบ urvB mutation: ดู

ความไวของเช้ือต่อ mitomycin (sensitivity to 

mitomycin) เมื่อท�ำการทดสอบโดยใช้ paper disc 

ที่มี 0.2 ไมโครกรัม mitomycin วางบนเพลทที่มีเชื้อ

แบคทีเรียในอาหาร MGA ที่มีส่วนผสมของกรดอะ

มิโนดังกล่าวข้างต้น แล้วน�ำเพลทไปบ่มที่อุณหภูม ิ

37˚ซ. เป็นเวลา 24 ชัว่โมง สงัเกตผลการเจริญของเชือ้
รอบแผ่นทดสอบ โดยแบคทีเรียที่มี urvB mutation 

จะเกิดโซนใส (clear zone) คือไม่มีแบคทีเรียเจริญ

บริเวณรอบแผ่นทดสอบ

	 	 2)	 การทดสอบฤทธ์ิก่อกลายพันธุ์ในเชื้อ

แบคทีเรีย

	 	 การทดสอบฤทธ์ิก่อกลายพันธุ์ใช้วิธี plate 

incorporation ท�ำการทดสอบเจลสารสกัดรากทอง

พันช่ังท่ี 6 ระดับความเข้มข้น โดยหาขนาดความเข้ม

ข้นท่ีเหมาะสมในการทดสอบ ซ่ึงเป็นความเข้มข้นท่ี

สูงสุดของสารทดสอบที่ละลายอย่างสมบูรณ์และไม่

เกิดตะกอน จากนั้นเตรียมสารทดสอบในความเข้ม

ข้นที่เจือจางแบบ half log อีก 5 ความเข้มข้น ใช้

แบคทีเรียทดสอบแต่ละชนิดท่ีเตรียมใหม่โดยการ

เพาะเลี้ยงแบบเขย่าในอาหารเหลวที่อุณหภูมิ 37˚ซ. 
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เป็นเวลา 8-12 ชั่วโมง (วัดความขุ่นท่ีค่าการดูดกลืน

แสงความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ให้มีปริมาณเชื้อ

มากกว่า 1 5 109 cell/mL) ท�ำการทดสอบในระบบที่

ไม่มีและมีเอนไซม์กระตุ้น

	 	 	 2.1) การทดสอบในระบบท่ีไม่มีเอนไซม์

กระตุ้น: ผสมสารทดสอบปริมาตร 100 ไมโครลิตร, 

บัฟเฟอร์ 0.5 M NaPO4-KCl, pH 7.4 ปริมาตร 500 

ไมโครลิตร และแบคทีเรียปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

กับ Top agar ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (ใช้อาหารที่มี

ส่วนผสมของ L-histidine กับ D-biotin ส�ำหรับเชื้อ 

S. typhimurium และอาหารที่มีส่วนผสมของ tryp-

tophan ส�ำหรับเชื้อ E. coli อุ่นอยู่ที่อุณหมูมิ 45˚ซ.) 
แล้วเทลงบนอาหาร MGA จากนั้นปล่อยให้อาหาร

แข็งตัว และน�ำเพลทไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 ± 2˚ซ. เป็น
เวลา 50 ± 2 ชั่วโมง ท�ำการทดสอบความเข้มข้นละ 3 

ซ�ำ้ ใช้น�ำ้ปราศจากเชื้อแทนสารทดสอบส�ำหรับ nega-

tive (solvent or vehicle) control และใช้ positive 

control (Table 1) เมือ่ครบก�ำหนดเพาะเลีย้ง อ่านผล

การทดสอบ

	 	 	 2.2)	 การทดสอบในระบบท่ีมีเอนไซม์

กระตุ้น: ใช้สารละลายผสมของ Aroclor 1254-in-

duced male Sprague-Dawley rat liver และ 

Cofactor-I หรือเรียกว่า S9 mix เป็นตัวกระตุ้น 

ท�ำการทดสอบโดยวิธีการเช่นเดียวกับการทดสอบใน

ระบบที่ไม่มีเอนไซม์กระตุ้น แต่ใช้ S9 mix ปริมาตร 

500 ไมโครลิตร แทนบัฟเฟอร์ 0.5 M NaPO4-KCl, 

pH 7.4 และใช้ positive control (Table 1) เมื่อครบ

ก�ำหนดเพาะเลี้ยง อ่านผลการทดสอบ

	 	 	 2.3)	 การอ ่านผลและประเมินผลการ

ทดสอบ: การทดสอบต้องไม่พบการตกตะกอนหรือ

เกิดการขุ่นบนหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อเมื่อสังเกตด้วย

ตาเปล่า และท�ำการตรวจสอบความผิดปกติของ 

background lawn ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบหัว

กลบั (inverted microscope) น�ำเพลทมานบัจ�ำนวน 

โคโลนีกลายพันธุ์ (revertant colony) ด้วยเครื่อง

บันทึกภาพและนับโคโลนีแบบอัตโนมัติ สารทดสอบ

ท่ีมีฤทธ์ิก่อกลายพันธุ์จะพบความสัมพันธ์ระหว่าง

ปริมาณสารทดสอบกับจ�ำนวนโคโลนีกลายพันธุ์ re-

Table 1  Positive controls for bacterial reverse mutation assay

Chemicals	 Strains	 Concentration (µg/mL)

Absence of metabolic activation system

2-Nitrofluorene (2-NF)	 TA98	 2

Sodium azide (SA)	 TA100 และ TA1535	 0.5

Acridine mutagen ICR191 (ICR-191)	 TA1537	 0.5

4-Nitroquinoline-N-oxide (4NQNO)	 WP2	 0.5

Presence of metabolic activation system

4-nitro-o-phenylenediamine (NPD)	 TA99 และ TA100	 20

4-Nitroquinoline-N-oxide (4NQNO)	 TA1535	 12.5

2-Nitrofluorene (2-NF)	 TA1537	 25

2-Aminoanthracene (2-AA)	 WP2	 20
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vertant colony ทีเ่พิม่ขึน้ 1 ความเข้มข้นหรือมากกว่า 

1 ความเข้มข้น แบบ dose-related response อย่าง

น้อย 1 สายพันธุ์ ทั้งในระบบท่ีมีเอนไซม์กระตุ ้น

และไม่มีเอนไซม์กระตุ้น และพบว่ามีความเข้มข้นท่ี

ให้จ�ำนวนโคโลนีกลายพันธุ์มากกว่าจ�ำนวนที่กลาย

พันธุ์ตามธรรมชาติ (negative control) โดยต้องมี

อย่างน้อย 1 ความเข้มข้น ที่สามารถท�ำให้จ�ำนวนโค

โลนีกลายพันธุ์สูงเกิน 2 เท่าของการกลายพันธุ์ตาม

ธรรมชาติ 

	 	 	 2.5.2	 การทดสอบการระคายเคืองทาง

ผิวหนัง/การกัดกร่อนในสัตว์ทดลองด้วยวิธีการตาม 

OECD Guidelines No.404[18]

	 	 	 การทดสอบการระคายเคืองทางผิวหนัง/

การกัดกร่อนในสัตว์ทดลองของเจลสารสกัดราก

ทองพันชั่งใช้วิธีตาม Test No. 404 ได้รับอนุมัติให้

ด�ำเนินการวิจัยในสัตว์จากคณะกรรมการดูแลการ

เลี้ยงและใช้สัตว์ทดลองของกรมวิทยาศาสตร์การ

แพทย์ [หมายเลขควบคมุโครงการ 63-031 (62-018)] 

ใช้กระต่ายสายพันธ์ุ New Zealand White จากศนูย์

สัตว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล จ�ำนวน 3 

ตัว ไม่ระบุเพศ ไม่จ�ำกัดอายุ มีน�้ำหนักไม่น้อยกว่า 2 

กโิลกรัม แยกเล้ียงแต่ละตวัในกรงขนาดมาตรฐานเพือ่

ปรับสภาพเป็นเวลา 1 สัปดาห์ก่อนการทดสอบ การ

ดแูลสตัว์ทดลองเป็นไปตามมาตรการเลีย้งสตัว์สากล 

และให้สัตว์กินอาหารและน�้ำอย่างไม่จ�ำกัดปริมาณ 

ก่อนเร่ิมทดสอบ 24 ชั่วโมง โกนขนกระต่ายบริเวณ

หลังด้วยเคร่ืองโกนไฟฟ้า ใช้ตัวอย่างทดสอบเจลสาร

สกัดรากทองพันชั่ง 0.5 กรัม แปะลงบนต�ำแหน่งที่

ทดสอบ และใช้น�้ำกลั่นปราศจากเชื้อปริมาตร 0.5 

มิลลิลิตรเป็นตัวอย่างควบคุม ทดสอบการกัดกร่อน 

(การทดสอบขัน้ต้น) โดยการแปะตวัอย่างทดสอบและ

ตัวอย่างควบคุม 3 นาที แล้วอ่านผลการทดสอบ หาก

ไม่มอีาการทางผิวหนงัให้ทดสอบขัน้ต้นต่อด้วยวิธีการ

ดังกล่าวข้างต้น โดยท�ำการแปะตัวอย่างทดสอบและ

ตัวอย่างควบคุม แล้วอ่านผลการทดสอบท่ี 1 ช่ัวโมง 

และ 4 ช่ัวโมง ตามล�ำดับ หากไม่มีอาการทางผิวหนัง 

(ไม่พบการกดักร่อน) ให้ทดสอบการระคายเคอืง (การ

ทดสอบยืนยัน) โดยการแปะตัวอย่างทดสอบและ

ตัวอย่างควบคุม แล้วอ่านผลการทดสอบเมื่อครบ 4 

ชั่วโมง โดยอ่านผลทดสอบอีก 4 คร้ัง ในชั่วโมงท่ี 1, 

24, 48 และ 72 หลังเอาแผ่นแปะตัวอย่างออก ให้

คะแนนระดบัการเกดิรอยแดง (erythema) และบวม 

(oedema) บริเวณทดสอบ 0 ถึง 4 คะแนน สังเกต

สขุภาพสตัว์และประเมนิผลการกดักร่อน โดยหากพบ

ปฏิกิริยาการกัดกร่อนบริเวณที่แปะตัวอย่างทดสอบ 

เช่น เนื้อตาย (necrosis) แผลหลุม (ulcer) เลือดไหล 

(bleeding) สะเกด็แผล (bloody scabs) จะให้สิน้สดุ

การทดสอบทันที หากไม่พบการกัดกร่อน สัตว์จะถูก

สังเกตอากการต่ออีก 14 วัน หลังเอาแผ่นแปะออก 

หากพบว่าสีผิวหนังเปลี่ยนไป หรือสีซีดลง มีภาวะ

ขนร่วงและแผลเป็น วิการที่บ่งบอกว่าเป็นความเสีย

หายทางผิวหนังท่ีไม่สามารถกลับคืนสู่ปกติ จะสรุป

ว่าตวัอย่างทดสอบมคีณุสมบตักิารกดักร่อน ประเมนิ

ผลการระคายเคืองโดยสังเกตการบวมหรือแดงตาม

ระยะเวลาท่ีทดสอบ กรณีพบวิการให้ติดตามสุขภาพ

สัตว์ต่ออีก 14 วัน เพื่อดูว่าวิการท่ีเกิดขึ้นสามารถ

กลับสู่ปกติได้หรือไม่ นอกจากนี้ สังเกตสุขภาพสัตว์

นอกเหนือจากวิการทางผิวหนัง ได้แก่ น�้ำหนักสัตว์

ทดลอง การกินอาหารและน�้ำ อัตราการตาย อาการ

แสดงออกหรือพฤติกรรมท่ีผิดปกติ รวมถึงอาการ

ไม่พึงประสงค์ท่ีส่งผลกระทบท่ัวร่างกาย (systemic 

adverse effects) ค�ำนวณผลการทดสอบโดยน�ำ

ข้อมูลการสังเกตเฉพาะท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง, 48 ช่ัวโมง 

และ 72 ช่ัวโมง มาค�ำนวณคะแนนเฉลี่ยของการแดง
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หรือบวม โดยค่าเฉลี่ยของการแดงหรือบวมในสัตว์

แต่ละตัวค�ำนวณจากผลรวมของการแดงหรือบวม 

หารด้วย 3 และแปรผลการทดสอบการระคายเคือง 

ดังนี้ 0 ถึง < 1.5 = ไม่ระคายเคือง, > 1.5 ถึง < 2.3 

= ระคายเคืองอย่างอ่อน (category 3) ในสัตว์อย่าง

น้อย 2 ใน 3 ตัว และ > 2.3 ถึง < 4.0 = ระคายเคือง 

(category 2) ในสัตว์อย่างน้อย 2 ใน 3 ตัว[18-19]

	 	 	 2.5.3	 การประเมินความปลอดภัยของเจล

สารสกัดรากทองพันชั่งโดยการทดสอบการระคาย

เคืองในอาสาสมัครคนไทยสุขภาพดีด้วยวิธี Single 

patch test

	 	 	 โครงการ “การประเมนิความปลอดภยัของ

เจลสารสกดัรากทองพนัชัง่โดยการทดสอบการระคาย

เคืองในอาสาสมัครคนไทยสุขภาพดีด้วยวิธี Single 

patch test’’ ผ่านการรับรองจริยธรรมการวิจัยจาก

คณะกรรมการพิจารณาการศึกษาวิจัยในคน กรม

วิทยาศาสตร์การแพทย์ รหัสโครงการวิจัย 4/2563 

วันท่ีให้การรับรอง 6 เมษายน 2564 และด�ำเนินการ

ตามแนวทางหลักจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ท่ีเป็น

มาตรฐานสากล ได้แก่ Declaration of Helsinki, The 

Belmont Report, CIOMS Guideline, International 

Conference on Harmonization in Good Clinical 

Practice (ICH-GCP) และ 45 CFR460101 (b) 

		  1)	 รูปแบบการศึกษา

	 	 เป็นการศกึษาโดยไม่มกีลุม่ควบคมุและเป็น

แบบเปิดในผูเ้ข้าร่วมวิจัยสขุภาพดจี�ำนวน 10 คน เพือ่

ทดสอบการก่อการระคายเคืองของเจลสารสกัดราก

ทองพันชั่ง ด้วยวิธี single patch test 

		  2)	 สารทดสอบ  

	 	 สารท่ีใช้ทดสอบคอื เจลสารสกดัรากทองพนั

ชัง่ (0.1% rhinacanthin C), เจลพืน้ ทีม่อีงค์ประกอบ

เหมอืนในต�ำรับเจลสารสกดัรากทองพนัชัง่ยกเว้นไม่มี

สารสกัดรากทองพันชั่ง (placebo) และ น�้ำปราศจาก

เชื้อ (sterile water) (สารควบคุม)

		  3)	 กลุ่มประชากรที่จะศึกษา

ก�ำหนดเกณฑ์การคัดเลือกผู ้เข้าร่วมวิจัยเข้าร่วม

โครงการ (inclusion criteria) คือ เพศชายและ

หญิงสุขภาพดี อายุระหว่าง 20-60 ปีแบ่งเป็นเพศ

ชายจ�ำนวน 5 คน และเพศหญิงจ�ำนวน 5 คน ไม่

เคยมีประวัติการแพ้ หรือมีอาการแพ้ยา ยาสมุนไพร 

อาหาร หรือผลิตภัณฑ์เครื่องส�ำอาง และหากเป็นเพศ

หญิง ต้องไม่อยู่ระหว่างให้นมบุตร หรือตั้งครรภ์ โดย

จะมีการตรวจต้ังครรภ์ในวันที่เร่ิมท�ำการศึกษา และ

ก�ำหนดเกณฑ์การไม่รบัผูเ้ข้าร่วมวจัิยเข้าร่วมโครงการ 

(exclusion criteria) คอื มโีรคประจ�ำตวัหรือมปีระวตัิ

เป็นโรคหัวใจ โรคตับ โรคไต โดยเฉพาะโรคที่เกี่ยว

กับภูมิคุ้มกัน เช่น โรคภูมิคุ้มกันบกพร่อง โรคภูมิแพ้

ตนเอง มีประวัติแพ้ยาสมุนไพร หรือมีผิวแพ้ง่าย ผู้ที่

ได้รับยาแก้แพ้ ยาทาสเตียรอยด์ ยากดภมูคิุม้กนั หรือ

ยาที่จะมีผลรบกวนการทดสอบ เป็นเวลาน้อยกว่า 14 

วันก่อนเร่ิมการศึกษา และจนกระท่ังจบการศึกษา 

รวมถึงผู้ท่ีมีขนท่ีหลังดก มี กระ จุดด่างด�ำ ผื่น แผล

เป็น รอยสัก รอยโรคท่ีผิวหนังบริเวณแผ่นหลัง หรือ

มีพยาธิสภาพท่ีแสดงออกมาทางผิวหนัง เช่น สะเก็ด

เงิน เรื้อนกวาง ด่างขาว เกลื้อน และสิว ก�ำหนดเกณฑ์

พิจารณายุติการศึกษาท้ังโครงการ (termination 

criteria for the study) เมื่อผู้เข้าร่วมวิจัยถูกถอน

ออกจากการศึกษามากกว่าร้อยละ 50

		  4)	 วิธีการทดสอบ

	 	 การทดสอบผิวหนังใช้วิธีการทดสอบตาม

มาตรฐานโดยปิดสารทดสอบบนผิวหนัง (closed 

patch test under occlusion) เพื่อดูการก่อการ

ระคายเคือง ท�ำการทดสอบตามค�ำแนะน�ำใน COS-

METICS EUROPE[19] โดยจะตรวจแผ่นหลังของผู้
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เข้าร่วมวจัิยด้วยตาเปล่าว่ามผ่ืีน ตุม่ ในบริเวณใดหรือ

ไม่ จากนั้นเช็ดท�ำความสะอาดบริเวณที่จะติดแผ่น

ทดสอบด้วย 70% แอลกอฮอล์ ทิ้งไว้ให้แห้ง แล้วน�ำ

สารทดสอบ ได้แก่ เจลสารสกัดรากทองพันชั่ง เจล

พื้น และน�้ำปราศจากเชื้อ ใส่ใน Finn Chamber® 8 

mm (50 mm2) หลุมละ 25 ไมโครลิตร แล้วน�ำแผ่น

ทดสอบที่เตรียมได้ปิดลงบนแผ่นหลังบริเวณสะบัก

ของผูเ้ข้าร่วมวจัิยโดยตดิให้แนบสนทิกบัผวิหนงั ให้ผู้

เข้าร่วมวจัิยนัง่พกั 1 ชัว่โมงหลงัตดิแผ่นแปะ หากไม่มี

อาการข้างเคยีงใดจึงปล่อยให้กลบับ้านได้ เมือ่ปิดสาร

ทดสอบครบ 48 ชั่วโมง ให้แกะแผ่นทดสอบออก จาก

นัน้เชด็แผ่นหลงับริเวณทีท่ดสอบของผูเ้ข้าร่วมวจัิยให้

สะอาดด้วย 70% แอลกอฮอล์ แล้วให้ผูเ้ข้าร่วมวจัิยนัง่

พักประมาณ 30 นาที เพื่อรออ่านผลการทดสอบครั้ง

ที่ 1 และกลับมาอ่านผลการทดสอบอีกคร้ังเมื่อครบ 

96 ช่ัวโมง (คร้ังท่ี 2) และสัปดาห์ท่ี 3 (คร้ังท่ี 3) รวม

ถงึมกีารอธิบายให้ผูเ้ข้าร่วมวิจัยสงัเกตอาการท่ีเกดิข้ึน

ตั้งแต่เริ่มทดสอบจนถึงสิ้นสุดการทดสอบเพื่อสังเกต

อาการผดิปกตทิีอ่าจเกดิขึน้จากสารทดสอบ และมกีาร

ตรวจทางโลหิตวิทยา ตรวจสารชีวเคมีในเลือดเพื่อดู

การท�ำงานของตับและไตก่อนเร่ิมการศึกษาและหลัง

สิ้นสุดการศึกษา 

	 	 5)	 การอ ่ านผลและวิ เคราะห ์ผลการ 

ทดสอบ[20-22]

	 	 อ่านผลการทดสอบด้วยตาเปล่าภายใต้

สภาวะที่มีแสงพอเพียง ตามระยะเวลาที่ก�ำหนด โดย

มเีกณฑ์คะแนนท่ีใช้ในการประเมนิผลการทดสอบการ

ก่อการระคายเคือง (Table 2) 

Table 2  Criteria for assessment of the irritation potential

				    Criteria
	 Score	 Category
			   Erythema 	 Oedema 	 Dryness 	 Vesicles

	 0	 Absent	 No erythema	 No oedema	 No dryness of 	 No papule, vesicles,
					     desquamation	 bulla, pustule

	 0.5	 Very slight	 Pink coloration of	 Very slight oedema 	 Slight dryness	 Papule or small
			   one part of the 			   vesicle, < 1 mm
			   tested area			 

	 1	 Slight	 Pink coloration	 Slight oedema 	 Clear dryness	 Vesicle, 1-2 mm
			   of the complete 	 (visible)
			   tested area

	 2	 Obvious	 Clear erythema	 Clear oedema with/	 Moderate	 Pustules
 			   (covered the tested	 without papules or	 desquamation
			   area)	 vesicles	

	 3	 Severe	 Severe erythema 	 Severe oedema	 Severe	 Bulla
			   (diffused outside	 (extended area 	 desquamation
			   the tested area) 	 outside the tested

				    area)	 	
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	 วเิคราะห์และประเมนิผลการทดสอบการก่อการ

ระคายเคืองท�ำโดยน�ำผลการทดสอบมาค�ำนวณค่า 

Cumulative Irritation Index (C.I.I.) ของผู้เข้าร่วม

วิจัยแต่ละรายโดยใช้สูตรค�ำนวณ (1)

	 C.I.I.     =	 ∑ of scores (erythema + oedema + dryness + vesicles) 	 (1)

 	 	 	 	 	 	 	 Number of reading

	 ข้อมูล C.I.I ของผู้เข้าร่วมวิจัยแต่ละรายจะถูก

น�ำมาใช้ค�ำนวณค่า Mean Cumulative Irritation 

Index (M.C.I.I.) ดังสมการ (2)

	 M.C.I.I.	 =	 C.I.I.  / number of subjects	 (2)

	 ค่า ที่ได้จะน�ำมาแปลผล ดังนี้ < 0.25  = non irritating/ negligible, 0.25 ถึง < 0.50 = very slightly 

irritating, 0.50 ถึง < 1.00 = slightly irritating, 1.00 ถึง < 2.00 = moderately irritating และ ≥ 2.00 = 

strongly irritating

ผลการศึกษา

	 1.	 การเตรียมสารสกัดรากทองพันช่ังและ

วิเคราะห์ปริมาณ rhinacanthin C ในสารสกัดด้วย

วิธี HPLC

	 การจัดเตรียมสารสกัดรากทองพันชั่งส�ำหรับใช้

ในการผลติเจลสารสกดัรากทองพนัชัง่ สามารถเตรียม

สารสกัดได้ 27 กรัม และเมื่อน�ำไปวิเคราะห์ปริมาณ

สารส�ำคัญด้วยวิธี HPLC โดยวิเคราะห์ซ�้ำ 3 ครั้ง พบ

ว่า สารสกดัรากทองพนัชัง่มปีริมาณ rhinacanthin C 

ที่วิเคราะห์ได้ในตัวอย่างอยู่ที่ 56.395 ± 0.763% โดย

น�้ำหนัก 

	 2.	 การเตรียมต�ำรับเจลสารสกดัรากทองพนัช่ัง

และวิเคราะห์คุณภาพ

	 น�ำสารสกัดรากทองพันชั่งท่ีเตรียมได้ข้างต้น

มาผลิตต�ำรับเจลสารสกัดรากทองพันช่ังท่ีมีความ

เข้มข้นของสารไรนาแคนทิน ซี 0.1% ขนาดการผลิต 

13 กิโลกรัม (รุ่นการผลิต GELRN6301) เพื่อน�ำ

ไปใช้ในการทดสอบความปลอดภัย โดยด�ำเนินการ

ผลิตผลิตภัณฑ์ ณ โรงงานต้นแบบผลิตผลิตภัณฑ์

สมุนไพร สถาบันวิจัยสมุนไพร และน�ำต�ำรับท่ีผลิต

ข้ึน ไปวิเคราะห์คุณภาพ โดยการหาปริมาณสารไรนา

แคนทิน ซี ในต�ำรับยาเตรียม ตรวจสอบการปนเปื้อน

เช้ือจุลินทรีย์ด้วยวิธีวิเคราะห์ตาม BP 2018[23] และ

วิเคราะห์หาปริมาณโลหะหนักด้วยเทคนิค atomic 

absorption spectroscopy (ASS) เพื่อตรวจสอบ

การปนเป้ือนจากโลหะหนกัในต�ำรับ มผีลการวเิคราะห์

คุณภาพ ดังแสดงในข้อมูล Certificate of Analysis 

(COA) (Table 3)
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Table 3 Quality assessment of R. nasutus root extract gel preparation (Lot No. GELRN01)
Certificate of Analysis (COA)
Product Name :   Rhinacanthus nasutus Root Extract Gel (0.1% rhinacanthin C)
Active Ingredients :   rhinacanthin C
Manufacturing Date : 02/01/2020                 		
Manufacturer :   Medicinal Plant Research Institute	   Analytical Date : 20/01/2020
Lot No. :     GELRN6301	 Batch Size : 13 kg

Test Parameter	 Requirement	 Result

Description	 Honey-orange gel with	 Pass
		  characteristic odor

Identification	 Not less than 90.0 % and not	 108.13% of labeled
 		  more than 110.0 % of the 	 amount (0.108 % w/w)
		  labeled amount of	  
		  Rhinacanthin C (0.1 % w/w)

Microbial limit test*		
	 - Total aerobic microbial count	 ≤ 2 5 102 CFU/g	 Less than 10 CFU/g
	 - Total combined yeasts and moulds count	 ≤ 2 5 101 CFU/g	 Less than 10 CFU/g
	 - Staphylococcus aureus	 Absence/g	 Absence/g
	 - Pseudomonas aeruginosa	 Absence/g	 Absence/g
	 - Clostridium spp	 Absence/g	 Absence/g

Heavy metals**		
	 - Arsenic	 ≤ 4 ppm	 Absence/g
	 - Cadmium	 ≤ 0.3 ppm	 Absence/g
	 - Lead	 ≤ 10 ppm	 Absence/g
	 - Mercury	 ≤ 0.5 ppm	 Absence/g
pH	 5.4-5.9	 5.5

*British Pharmacopoeia 2018
**Thai Herbal Pharmacopoeia 2019
Conclusion: PASS

	 3.	 การทดสอบการก ่อกลายพันธุ ์ในเ ช้ือ

แบคทีเรียด้วยวิธีการตาม OECD Guidelines No. 

471

	 การตรวจสอบคุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรียที่ใช้

ในการทดสอบ พบว่า เช้ือ S. typhimurium ท้ัง 4 สาย

พันธุ์ (TA98, TA100, TA1535 และ TA1537) และ

เชื้อ E. coli WP2 uvrA มีคุณสมบัติตรงตามลักษณะ

ทางพันธุกรรมที่ก�ำหนดทุกการทดสอบ (Table 4)
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Table 4 Test system characterization

Characteristics			   Tester strains

		  TA98	 TA100	 TA1535	 TA1537	 WP2 uvr A

Genetic characteristics of bacteria
his/trp mutation	 hisD3052	 hisG46	 hisG46	 hisC3076	 trpE

Additional mutation	 rfa uvrB	 rfa uvrB	 rfa uvrB	 rfa uvrB	 uvrA

Plasmid	 R factor 	 R factor	 -	 -	 -

		  (pKM101)	  (pKM101)	

Types of mutation	 Frame-shift 	 Base-pair	 Base-pair	 Frame-shift	 Base-pair

		  mutation	 substitution	 substitution	 mutation	 substitution

Verification of genetic characteristics of bacteria
Amino acid requirement

	 Negative	 -	 -	 -	 -	 -	

	 Histidine	 ++	 ++	 ++	 ++	 N/A

	 Biotin	 -	 -	 -	 -	 N/A

	 Histidine + Biotin	 +++	 +++	 +++	 +++	 N/A

	 Tryptophane	 N/A	 N/A	 N/A	 N/A	 +++	

rfa mutation	 clear zone	 clear zone	 clear zone	 clear zone	 clear zone

R-factor	 no clear zone	 no clear zone	 clear zone	 clear zone	 clear zone

uvrB mutation	 clear zone	 clear zone	 clear zone	 clear zone	 clear zone

N/A means Not applicable

	 ความเข้มข้นที่เหมาะสมในการทดสอบฤทธ์ิก่อ

กลายพันธุ์ในเชื้อแบคทีเรียของเจลสารสกัดรากทอง

พันชั่ง (0.1% rhinacanthin C) อยู่ในช่วง 15-5,000 

ไมโครกรัมต่อเพลท โดยในช่วงความเข้มข้นดังกล่าว

ไม่พบการตกตะกอนของสารทดสอบเมื่อน�ำมาผสม

กบั Top agar และไม่พบความเป็นพษิของของเจลสาร

สกดัรากทองพนัชัง่ต่อเชือ้ท่ีใช้ทดสอบทุกสายพนัธ์ุใน

ระดับความเข้มข้นที่ท�ำการทดสอบทั้ง 6 ระดับความ

เข้มข้น (5, 50, 150, 500, 1,500 และ 5,000 ไมโครกรัม

ต่อเพลท) ผลการทดสอบฤทธ์ิก่อกลายพันธุ์ในเชื้อ

แบคทีเรียในระบบที่ไม่มีและมีเอนไซม์กระตุ้น พบว่า 

เจลสารสกดัรากทองพนัช่ังไม่ก่อให้เกดิการกลายพนัธ์ุ

ในเชื้อแบคทีเรียที่ท�ำการทดสอบทุกสายพันธุ์ในทุก

ระดบัความเข้มข้นท่ีท�ำการทดสอบ โดยไม่พบจ�ำนวน

โคโลนีกลายพันธุ์เพิ่มข้ึนมากกว่าจ�ำนวนท่ีกลายพันธุ์

ตามธรรมชาติ (negative control) สูงขึ้นเกิน 2 เท่า 

และไม่พบความผิดปกติของ background lawn ใน

เช้ือแบคทเีรียท่ีท�ำการทดสอบทุกสายพนัธ์ุในทุกระดบั

ความเข้มข้นที่ท�ำการทดสอบ (Table 5)
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Table 5  Mutation test results of R. nasutus root extract gel preparation

Tester strains 	 Test samples	 Concentration		 Average of revertant colony/plate [background lawn]
			   (µg/plate)	 Without S9 mix	 With S9 mix

Test item : R. nasutus root extract gel (0.1% rhinacanthin C)
	 TA98	 R. nasutus root	 0 	 15.00 ± 2.65	 [N]	 36.00 ± 6.56	 [N]
		  extract gel	 5,000	 16.67 ± 3.06	 [N]	 40.67 ± 12.66	 [N]
			   1,500	 18.67 ± 3.79	 [N]	 31.00 ± 3.46	 [N]
			   500	 23.67 ± 4.04	 [N]	 28.67 ± 4.73	 [N]
			   150	 17.67 ± 4.04	 [N]	 36.33 ± 7.09	 [N]
			   50	 20.67 ± 2.89	 [N]	 36.33 ± 0.58	 [N]
			   15	 21.33 ± 2.89	 [N]	 35.00 ± 1.00	 [N]
	 TA100	 R. nasutus root	 0	 148.33 ± 17.79	 [N]	 155.33 ± 1.15	 [N]
		  extract gel 	 5,000	 133.33 ± 4.73	 [N]	 155.33 ± 14.05	 [N]
			   1,500	 142.00 ± 12.53	 [N]	 149.00 ± 6.24	 [N]
			   500	 138.67 ± 13.43	 [N]	 156.33 ± 10.02	 [N]
			   150	 147.67 ± 11.02	 [N]	 158.00 ± 4.36	 [N]
			   50	 122.33 ± 8.39	 [N]	 165.33 ± 17.24	 [N]
			   15	 129.67 ± 8.74	 [N]	 153.00 ± 5.00	 [N]
	 TA1535	 R. nasutus root 	 0	 12.67 ± 3.51	 [N]	 10.33 ± 5.03	 [N]
		  extract gel	 5,000	 9.67 ± 6.03	 [N]	 11.00 ± 2.00	 [N]
			   1,500	 14.00 ± 1.00	 [N]	 8.33 ± 3.06	 [N]
			   500	 14.67 ± 2.52	 [N]	 11.00 ± 2.00	 [N]
			   150	 17.00 ± 5.00	 [N]	 11.00 ± 1.00	 [N]
			   50	 10.00 ± 1.73	 [N]	 13.67 ±4.04	 [N]
			   15	 11.33 ± 5.77	 [N]	 12.67 ± 7.64	 [N]
	 TA1537	 R. nasutus root	 0	 4.00 ± 1.00	 [N]	 13.33 ± 4.73	 [N]
		  extract gel	 5,000	 6.67 ± 2.08	 [N]	 13.67 ± 3.79	 [N]
			   1,500	 5.00 ± 1.00	 [N]	 13.00 ±1.00	 [N]
			   500	 3.67 ± 2.08 	 [N]	 15.33 ± 6.11	 [N]
			   150	 7.00 ± 2.65	 [N]	 9.00 ± 2.65	 [N]
			   50	 4.33 ± 1.53	 [N]	 15.00 ± 5.57	 [N]
			   15	 3.00 ± 1.00	 [N]	 13.67 ± 2.52	 [N]
	 WP2 uvrA	 R. nasutus root	 0	 60.00 ± 11.14	 [N]	 49.33 ± 9.02	 [N]
		  extract gel	 5,000	 62.67 ± 1.53	 [N]	 59.00 ± 9.54	 [N]
			   1,500	 59.00 ± 13.00	 [N]	 54.00 ± 9.54	 [N]
			   500	 60.00 ± 4.58	 [N]	 71.33 ± 5.51	 [N]
			   150	 64.00 ± 5.20	 [N]	 59.33 ± 8.05	 [N]
			   50	 65.00 ± 4.36	 [N]	 48.00 ±3.61	 [N]
			   15	 59.67 ± 10.60	 [N]	 50.67 ± 5.69	 [N]
Positive controls :
	 TA98	 2-NF	 2.0	 492.67 ± 30.92	 [N]	 -	
	 TA100	 SA	 0.5	 494.67 ± 18.82	 [N]	 -	
	 TA1535	 SA	 0.5	 379.00 ± 7.81	 [N]	 -	
	 TA1537	 ICR-191	 0.5	 581.67 ± 50.21	 [N]	 -	
	 WP2 uvrA	 4NQNO	 0.5	 373.33 ± 10.41	 [N]	 -	
	 TA98	 NPD	 20.0	 -		  132.67 ± 122.71	 [N]
	 TA100	 NPD	 20.0	 -		  390.00 ± 6.56	 [N]
	 TA1535	 4NQNO	 12.5	 -		  79.00 ± 11.00	 [N]
	 TA1537	 2NF	 25.0	 -		  561.33 ± 5.51	 [N]
	 WP2 uvrA	 2-AA	 20.0	 -		  742.77 ± 77.70	 [N]

N  means Normal of  Background lawn (evaluated using inverted microscope)
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	 4.	 การทดสอบการระคายเคืองทางผิวหนัง/

การกัดกร่อนในสัตว์ทดลองด้วยวิธีทดสอบตาม 

OECD Guidelines No.404

	 การทดสอบการระคายเคืองทางผิวหนัง/

การกัดกร่อนในสัตว์ทดลอง ของเจลสารสกัดราก 

ทองพันชัง่ ใช้กระต่ายสายพนัธ์ุ New Zealand White 

เพศผู้ 3 ตัว น�้ำหนักตัวเริ่มต้นการทดสอบ 2.97–3.28 

กโิลกรัม ใช้เวลาในการทดสอบรวม 36 วัน การสงัเกต

สขุภาพสตัว์ระหว่างการทดสอบ พบว่ากระต่ายทุกตวั

มีสุขภาพแข็งแรง สมบูรณ์ น�้ำหนักตัวขึ้นตามปกติ 

ยกเว้นกระต่าย 2 ตัว ที่มีน�้ำหนักตัวลดลงเล็กน้อยใน

บางช่วงของการทดสอบ โดยตัวที่ 1 น�้ำหนักลดลงใน

ชว่งการทดสอบชัว่โมงแรกถงึการอา่นผลที ่24 ชั่วโมง 

และตัวที่ 2 น�้ำหนักลดลงในช่วงการทดสอบชั่วโมงที ่

72 ถึงสิ้นสุดการใช้สัตว์ ซ่ึงอาจเกิดจากภาวะเครียด

ระหว่างการท�ำการศึกษา แต่ในช่วงอื่น ๆ กระต่ายทุก

ตวัมนี�ำ้หนกัเพิม่ขึน้ทุกระยะของการทดสอบ สามารถ

กินอาหารและน�้ำได้ดีเป็นปกติ ไม่พบการป่วย-ตาย 

หรือพฤตกิรรมท่ีผดิปกต ิและไม่พบวิการทางผิวหนงั

และการกัดกร่อน เจลสารสกัดรากทองพันชั่งมีค่า

เฉลี่ยของการแดงในสัตว์แต่ละตัวอยู่ท่ี 0.33-0.67 

และมีค่าเฉลี่ยของการบวมในสัตว์แต่ละตัว อยู่ท่ี 0 

ซ่ึงอยู่ในช่วง 0 ถึง < 1.5 สามารถแปรผลได้ว่า เจล

สารสกัดรากทองพันชั่ง (0.1% rhinacanthin C) ไม่

ก่อการระคายเคือง/การกัดกร่อนต่อผิวหนังกระต่าย 

	 5.	 การประเมนิความปลอดภยัของเจลสารสกัด

รากทองพันช่ังโดยการทดสอบการระคายเคืองในผู้

เข้าร่วมวิจัยคนไทยสุขภาพดีด้วยวิธี Single patch 

test

	 การทดสอบการระคายเคืองในผู้เข้าร่วมวิจัย

สขุภาพด ีจ�ำนวน 10 คน เป็นเพศชาย 5 คน เพศหญิง 5 

คน อายุระหว่าง 26-53 ปี โดยมีอายุเฉลี่ย 37.2 ปี การ

ประเมนิผลการทดสอบเบ้ืองต้นจากการซักถามอาการ

เพิม่เติมของผู้เข้าร่วมวจัิย และการอ่านผลการทดสอบ

ในบริเวณที่ติดแผ่นแปะ ไม่พบผู้เข้าร่วมวิจัยท่ีเกิด

รอยแดง (erythema), บวม (oedema), ผิวแห้งเป็น

สะเกด็ (dryness/ scaling) หรือเกดิตุม่น�ำ้ (vesicles) 

ในบริเวณทดสอบที่แปะเจลสารสกัดรากทองพันชั่ง 

(0.1% rhinacanthin C), เจลพ้ืน และน�ำ้ปราศจากเชือ้ 

ท้ังในการอ่านผลคร้ังท่ี 1 (หลังการแปะแผ่นทดสอบ 

48 ช่ัวโมง), การอ่านผลคร้ังท่ี 2 (หลังการแปะแผ่น

ทดสอบและแกะแผ่นทดสอบออก 96 ชัว่โมง) และการ

อ่านผลครั้งที่ 3 (หลังการทดสอบ 3 สัปดาห์) อย่างไร

ก็ตาม พบผู้เข้าร่วมวิจัยเพศหญิง 1 ราย อายุ 29 ปี มี

ผืน่คนัในร่มผ้าในต�ำแหน่งทีไ่ม่ใช่บริเวณทดสอบ (หลงั 

ท้อง และเอว) ในการอ่านผลการทดสอบครั้งที่ 2 และ

ผู้เข้าร่วมวิจัยรายดังกล่าวได้ไปพบแพทย์ในวันท่ี 12 

หลังเร่ิมการทดสอบ ตรวจวินิจฉัยว่าเป็นผ่ืนกุหลาบ 

ได้รบัยาทาสเตียรอยด์ Clobetasol โดยผูเ้ข้าร่วมวจัิย

แจ้งเพิ่มเติมในการอ่านผลการทดสอบคร้ังที่ 3 ว่าใน

ช่วงระยะเวลา 1 เดือนก่อนเข้าร่วมการศึกษาเคยได้

รับวัคซีนโควิด-19 เนือ่งจากผู้เข้าร่วมวิจัยรายดงักล่าว

ได้รับยาทาสเตียรอยด์ในระหว่างการศกึษา ซ่ึงตรงกบั

เกณฑ์การแยกอาสาสมคัรออกจากโครงการ จึงไม่อ่าน

ผลการทดสอบครั้งที่ 3 

	 การวิเคราะห์ผลการทดสอบการระคายเคอืงโดย

การค�ำนวณค่า Cumulative Irritation Index (C.I.I.) 

ของผู้เข้าร่วมวิจัยแต่ละราย พบว่า ค่า C.I.I. ของผู้เข้า

ร่วมวจัิยทกุรายมค่ีาเป็น 0 เมือ่น�ำข้อมลู C.I.I ของผูเ้ข้า

ร่วมวจัิยแต่ละรายมาค�ำนวณค่า Mean Cumulative 

Irritation Index (M.C.I.I.) พบว่ามีค่าเท่ากับ 0 ซ่ึง

แปลผลได้ว่าต�ำรับเจลสารสกัดรากทองพันชั่ง (0.1% 

rhinacanthin C) ไม่ก่อให้เกิดการระคายเคือง 

นอกจากนี้ ไม่พบความแตกต่างของผลการตรวจทาง
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โลหิตวิทยาและการตรวจสารชีวเคมีในเลือดก่อนเริ่ม

การศึกษาและหลังสิ้นสุดการศึกษา

อภิปรายผล

	 การจัดเตรียมสารสกัดรากทองพันชั่งให้มี

คณุภาพในปริมาณทีม่ากเพยีงพอต่อการน�ำไปผลติต�ำ

รับเจลสารสกดัรากทองพนัชัง่ในโรงงานต้นแบบคร้ังนี ้

พบว่าลกัษณะของสารสกดัท่ีเตรียมได้ไม่แตกต่างจาก

ลักษณะของสารสกัดท่ีเตรียมขึ้นในปริมาณน้อยเพื่อ

น�ำไปใช้ผลิตต�ำรับในระดับห้องปฏิบัติการ สารสกัด

รากทองพันชั่งที่ได้มีปริมาณสารส�ำคัญไรนาแคนทิน 

ซี อยู่ที่ 56.395 ± 0.763% โดยน�้ำหนัก ซ่ึงมีปริมาณ

สารส�ำคัญในสารสกัดใกล้เคียงกับสารสกัดที่เตรียม

ขึ้นในปริมาณน้อยเพื่อน�ำไปใช้ผลิตต�ำรับในระดับ 

ห้องปฏบัิติการ[16] การเตรียมเจลสารสกดัรากทองพนัชัง่ 

(0.1% rhinacanthin C) ในโรงงานต้นแบบผลิต

ผลิตภัณฑ์สมุนไพร ได้เปลี่ยนมาใช้สารประกอบใน

ต�ำรับส่วนใหญ่เป็นสารเคมีชนิด pharmaceutical 

grade พบว่าลักษณะทางกายภาพของต�ำรับที่เตรียม

ได้ไม่แตกต่างจากต�ำรับที่เตรียมในระดับห้องปฏิบัติ

การ และมีปริมาณสารออกฤทธ์ิส�ำคัญไรนาแคนทิน 

ซี อยู่ในเกณฑ์ที่ก�ำหนด (ร้อยละ 90.0-110.0 ของ

ปริมาณที่ระบุในฉลาก) ผลการวิเคราะห์การปนเปื้อน

จุลชีพ (microbial limit test) และการวิเคราะห์การ

ปนเปื้อนโลหะหนัก (heavy metal test) เช่น สารหนู 

(arsenic) แคดเมียม (cadmium) ปรอท (mercury) 

และ ตะกั่ว (lead) พบว่าอยู่ในปริมาณที่ก�ำหนดตาม

เกณฑ์การยอมรับของ Thai Herbal Pharmaco-

poeia 2019[24] ดังนั้นเจลสารสกัดรากทองพันชั่งที่

เตรียมได้นี้จึงมีคุณภาพตรงตามเกณฑ์มาตรฐานที่

ก�ำหนด และต�ำรับมีคุณสมบัติเหมาะสมต่อการน�ำไป

ศึกษาความปลอดภัย

	 ต�ำรับเจลสารสกัดรากทองพันชั่ง (0.1% rhi-

nacanthin C) จัดเป็นผลิตภัณฑ์สมุนไพรประเภท

ยาจากสมุนไพรท่ีวิจัยพัฒนา (ข3) หมายถึง ยาจาก

สมนุไพร ยาตามองค์ความรู้แพทย์ทางเลอืกอืน่ ท่ีต้อง

อาศัยข้อมูลที่ได้จากการศึกษาวิจัยทางคลินิก ข้อมูล

จากวารสารทางวิชาการ การศึกษาพรีคลินิก ร่วมกับ

ข้อมูลตามองค์ความรู้ที่สืบทอดต่อกันมา ซ่ึงยากลุ่ม

นีค้วรต้องมเีอกสารข้อมลูทีไ่ม่ใช่การศกึษาทางคลนิกิ 

(non-clinical study reports) ทั้งในส่วน in vitro 

และ in vivo ที่แสดงข้อมูลด้านความปลอดภัย ซึ่งใน

ส่วน in vitro ก�ำหนดให้มีการศึกษา genotoxicity 

ของผลิตภัณฑ์สมุนไพรด้วย โดยข้อมูลด้านความ

ปลอดภัย รวมถึงข้อมูลด้านพิษวิทยาที่ได้ ควรปฏิบัติ

ตามระเบียบวิธีการวิจัยท่ีดีตามมาตรฐานสากล เช่น 

Organisation for Economic Co-operation and 

Development (OECD)[25] ในการศกึษานีไ้ด้ประเมนิ

ความเป็นพษิทางพนัธุกรรมของต�ำรับเจลสารสกดัราก

ทองพันชั่ง โดยใช้วิธีการทดสอบที่ได้รับการรับรอง

จากองค์กรระหว่างประเทศ ท�ำการทดสอบการก่อ

กลายพันธุ์ในเช้ือแบคทีเรียด้วยวิธีการตาม OECD 

Guideline No. 471 เลือกใช้เชื้อ S. typhimurium 

TA98, TA100, TA1535, TA1537 และ E. coli 

WP2 uvrA ซ่ึงเป็นตัวแทนเชื้อแบคทีเรียทดสอบ

ท่ีมีการกลายพันธุ์ท้ังแบบ frameshift mutation 

และ base-pair substitution mutation[17] ท�ำการ

ทดสอบเจลสารสกัดรากทองพันช่ังท่ี 6 ระดับความ 

เข้มข้น (5, 50, 150, 500, 1,500 และ 5,000 ไมโครกรัม

ต่อเพลท) ทั้งในระบบที่ไม่มีและมีเอนไซม์กระตุ้น ซึ่ง

ผลการทดสอบแสดงให้เห็นว่าต�ำรับเจลสารสกัดราก

ทองพนัชัง่ไม่ก่อให้เกดิการกลายพนัธ์ุในเชือ้แบคทเีรีย

ท้ัง 5 สายพันธุ์ท่ีคัดเลือกมาใช้ท�ำการทดสอบท้ังใน

ระบบท่ีไม่มแีละมเีอนไซม์กระตุ้น แม้ว่ารากทองพนัช่ัง
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เคยมปีระวติัการใช้อ้างองิตามต�ำราทางการแพทย์แผน

โบราณในประเทศไทยท่ีระบุถึงสรรพคุณในการแก้

กลากเกลื้อน ผื่นคัน และโรคผิวหนังท่ีเป็นน�้ำเหลือง

บางชนิด[2] รวมถึงมีรายงานวิจัยทางวิทยาศาสตร์

แสดงฤทธ์ิในการต้านเชื้อราของสารสกัดรากทองพัน

ชั่งต่อเชื้อราก่อโรคที่ผิวหนัง[5] ซ่ึงนับเป็นการยืนยัน

ถงึสรรพคณุของสมนุไพรนีอ้ย่างชดัเจน อย่างไรกต็าม 

เมื่อค้นหาข้อมูลการวิจัยเกี่ยวกับการศึกษาความเป็น

พิษทางพันธุกรรมของสมุนไพรนี้ จนถึงปัจจุบันยัง

ไม่พบรายงานการศึกษาในด้านนี้มาก่อน ท�ำให้ไม่มี

ข้อมูลด้านความเป็นพิษทางพันธุกรรมของรากทอง

พันชั่งที่จะน�ำมาใช้อ้างอิงได้ ดังนั้นผลการทดสอบ

ฤทธ์ิก่อกลายพันธุ์ในเชื้อแบคทีเรียของเจลสารสกัด

รากทองพันชั่งคร้ังนี้จึงเป็นการยืนยันความปลอดภัย

ของผลิตภัณฑ์สมุนไพรดังกล่าวในด้านไม่ก่อให้เกิด

ความเป็นพิษทางพันธุกรรม

	 การทดสอบการระคายเคืองทางผิวหนัง/การ

กัดกร่อนในสัตว์ทดลองของต�ำรับเจลสารสกัดราก

ทองพันชั่ง (0.1% rhinacanthin C) ด�ำเนินการ

ทดสอบตามวิธีการที่อ้างอิงตาม OECD Guidelines 

No.404 โดยใช้กระต่ายสายพันธุ์ New Zealand 

White การทดสอบแสดงให้เห็นว่าต�ำรับเจลสารสกัด

รากทองพันชั่งไม่มีฤทธิ์ในการกัดกร่อน และไม่ก่อให้

เกดิการระคายเคอืงทางผวิหนงั ซ่ึงผลการทดสอบของ

ผลติภณัฑ์เจลสารสกดัรากทองพนัชัง่ท่ีผลติในโรงงาน

ต้นแบบผลติผลติภณัฑ์สมนุไพรคร้ังนี ้สอดคล้องกบั

ผลการทดสอบการระคายเคืองของเจลสารสกัดราก

ทองพันชั่งที่ผลิตในระดับห้องปฏิบัติการ ซ่ึงด�ำเนิน

การทดสอบตามข้อก�ำหนด ISO 10993-10: 2010 

โดยใช้กระต่ายสายพันธุ์ albino[16] ผลการทดสอบที่

ได้นี้จึงเป็นข้อมูลที่ไม่ใช่การศึกษาทางคลินิกในส่วน 

in vivo ที่แสดงข้อมูลด้านความปลอดภัยของต�ำรับ

เจลสารสกัดรากทองพันชั่ง

	 ผลิตภัณฑ์เจลสารสกัดรากทองพันชั่ง (0.1% 

rhinacanthin C) นับเป็นยาจากสมุนไพรท่ีวิจัย

พัฒนา (ข3) ที่ซ่ึงประวัติการใช้แบบดั้งเดิมที่อ้างอิง

ไม่สามารถประเมินขนาดการใช้ของผลิตภัณฑ์ได้ 

อาจมีความจ�ำเป็นต้องยื่นข้อมูลด้านความปลอดภัย 

และประสิทธิผลอื่น ๆ เพิ่มเติมในการขออนุญาต

ผลิตภัณฑ์สมุนไพร[25] ในการศึกษานี้ จึงได้ประเมิน

ความปลอดภัยของต�ำรับเจลสารสกัดรากทองพันชั่ง

ในระดับคลินิก โดยการทดสอบการระคายเคืองในผู้

เข้าร่วมวิจัยคนไทยสุขภาพดีด้วยวิธี Single patch 

test ท�ำการทดสอบตามค�ำแนะน�ำใน COSMETICS 

EUROPE ซ่ึงผลการทดสอบแสดงให้เห็นว่า ต�ำรับ

เจลสารสกัดรากทองพันช่ัง (0.1% rhinacanthin 

C) ไม่ก่อให้เกิดการระคายเคืองในผู้เข้าร่วมวิจัยคน

ไทยสุขภาพด ีโดยไม่พบผู้เข้าร่วมวิจัยท่ีเกิดรอยแดง 

(erythema), บวม (oedema), ผิวแห้งเป็นสะเก็ด 

(dryness/ scaling) หรือเกิดตุ่มน�้ำ (vesicles) ใน

บริเวณทดสอบที่แปะเจลสารสกัดรากทองพันชั่ง จาก

ผลการประเมินด้านความปลอดภัยของต�ำรับเจลสาร

สกัดรากทองพันชั่ง (0.1% rhinacanthin C) ทั้งใน

ระดับ in vitro และ in vivo รวมถึงการทดสอบใน

ระดับคลินิกสามารถสรุปได้ว่า ผลิตภัณฑ์ดังกล่าวมี

ความปลอดภัยส�ำหรับน�ำไปใช้ในมนุษย์ สูตรต�ำรับ

ผลติภัณฑ์สมนุไพรนี ้สามารถน�ำไปศกึษาประสทิธิผล

และความปลอดภัยของต�ำรับในระดับคลินิกเพื่อ

ประเมินผลในการรักษาผู้ป่วยโรคผิวหนังจากเช้ือรา

ได้ต่อไป

ข้อสรุป

	 การศึกษานี้ ได้ทดลองผลิตต�ำรับเจลสารสกัด

รากทองพันชั่งท่ีมีปริมาณสารไรนาแคนทิน ซี 0.1% 
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w/w ในโรงงานต้นแบบผลิตผลิตภัณฑ์สมุนไพร 

และตรวจวิเคราะห์คุณภาพของต�ำรับผลิตภัณฑ์ให้

ตรงตามเกณฑ์มาตรฐาน โดยเจลสารสกัดรากทอง

พันชั่งที่เตรียมได้มีปริมาณสารส�ำคัญไรนาแคนทิน ซี 

คิดเป็น 0.108% w/w ซ่ึงเป็นไปตามก�ำหนด (90.0-

110.0% ของปริมาณท่ีระบใุนฉลาก) ผลการตรวจสอบ

การปนเปื้อนเชื้อจุลชีพ และการปนเปื้อนโลหะหนัก 

พบว่าอยู่ในปริมาณที่ก�ำหนดตามเกณฑ์การยอมรับ

ของ Thai Herbal Pharmacopoeia 2019 เมื่อน�ำ

ต�ำรับไปศึกษาความปลอดภัยโดยท�ำการทดสอบการ

ก่อกลายพันธุ์ในเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธีตาม OECD 

Guideline for Testing of Chemicals: Bacte-

rial Reverse Mutation Test, Test No. 471 ใช้

วิธี plate incorporation ท�ำการทดสอบด้วยระบบที่

ไม่มเีอนไซม์กระตุน้และมเีอนไซม์กระตุ้น พบว่าต�ำรับ

เจลสารสกดัรากทองพนัชัง่ไม่ก่อให้เกดิการกลายพนัธ์ุ

ในแบคทีเรียที่ท�ำการศึกษาทุกสายพันธุ์ การทดสอบ

การระคายเคืองทางผิวหนัง/การกัดกร่อนในสัตว์

ทดลองด้วยวิธีตาม OECD Guideline for Testing 

of Chemicals : Acute Dermal Irritation/Cor-

rosion, Test No. 404 พบว่าต�ำรับเจลสารสกัดราก

ทองพนัชัง่ไม่ก่อให้เกดิการระคายเคอืงและไม่พบการ

กดักร่อน นอกจากนี ้ผลการศกึษาความปลอดภยัของ

เจลสารสกดัรากทองพนัชัง่โดยการทดสอบการระคาย

เคอืงในผูเ้ข้าร่วมวจัิยคนไทยสขุภาพดด้ีวยวิธี Single 

patch test พบว่าต�ำรับเจลสารสกดัรากทองพนัชัง่ไม่

ก่อให้เกิดการระคายเคืองท่ีผิวหนังของผู้เข้าร่วมวิจัย 

ดังนั้น เจลสารสกัดรากทองพันชั่งตามสูตรต�ำรับนี้จึง

มีความปลอดภัยส�ำหรับน�ำไปใช้ในมนุษย์ สามารถ

น�ำไปศึกษาในระดับคลินิกเพื่อประเมินประสิทธิผล

และความปลอดภัยของต�ำรับในการรักษาผู้ป่วยโรค

ผิวหนังจากเชื้อราได้

กิตติกรรมประกาศ

	 ขอขอบคุณกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ในการ

ให้ทุนสนับสนุนการศึกษานี้
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