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กิตติกรรมประกาศ 
 

การวิจัยเร่ืองการหาขนาดที่เหมาะสมและทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดฟลาโวนอยด์จากหัว
กวาวเครือแดงในหนูทดลองเพศผู้ ในครั้งนี้ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
ปีงบประมาณ 2555-2556 ท าให้งานวิจัยในครั้งนี้ส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี และขอขอบคุณ คุณสุดารัตน์ แทน
พลกรัง ที่ช่วยในการสกัดและพิสูจน์เอกลักษณ์สารท าให้งานวิจัยในครั้งนี้ส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี คุณวณัทก
มล นาคณรงค์ ที่ช่วยในการสกัดและพิสูจน์เอกลักษณ์สารเพิ่มเติม ตลอดจนท าการทดสอบสารกับหนู
ทดลอง และคุณกิตติพจน์ สิริชัยเวชกุล ที่ช่วยทั้งการพิสูจน์เอกลักษณ์สารสกัด ช่วยท าการทดสอบสารกับ
หนูทดลองและวิเคระห์ผลงานวิจัยในคร้ังนี้ กลุ่มงานพยาธิวิทยากายวิภาค โรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมา 
ที่อ านวยความสะดวกในการเร่ืองของการตรวจสอบพยาธิของเนื้อเยื่อและตัวอสุจิ คุณจรรจิรา วงศ์วิวัฒนา ที่
ช่วยในการพิสูจน์เอกลักษณ์สารสกัด ศูนย์เคร่ืองมือวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุร
นารี ที่อนุเคราะห์ทั้งอุปกรณ์และสถานที่ในการท าวิจัยจนประสบผลส าเร็จ       
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บทคัดย่อภาษาไทย 
 

กวาวเครือแดง ได้ถูกน ามาใช้ในผู้ชายไทยเป็นยากระตุ้นก าหนัดและถูกใช้ป้องกันการหย่อน
สมรรถภาพทางเพศ แต่อย่างไรก็ตาม สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพและขนาดที่ใช้  ยังไม่มีข้อมูลที่ชัดเจน ดังนั้น
การศึกษาคร้ังนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของสารสกัดจากกวาวเครือแดงต่อระบบสืบพันธุ์ของ หนูไมซ์
เพศผู้  

ผลการศึกษาในครั้งนี้พบว่า สารที่สกัดได้จากหัวกวาวเครือแดงได้แก่ ไบโอชานินเอ เจนิสตีน ซึ่งทั้ง
สองสารถูกพบว่าสามารถสกัดได้จากกวาวเครือแดงเป็นคร้ังแรก อีกสารที่สกัดได้คือ ไดซีน การทดลองโดย
ป้อนหนูไมซ์ด้วยไดซีนหรือเจนิสตีนเดี่ยวๆ และสารผสมของไดซีนและเจนิสตีน ผลการทดลองพบว่า  หนู
ไมซ์ที่ได้รับสารไอโซฟลาโวนส์ทุกกลุ่ม ทั้งเดี่ยวๆและผสม  มีจ านวนตัวอสุจิ การเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ   
ระดับคอเรสเทอรอล และระดับเทสทอสเทอโรน  สูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.01) จะเห็นได้
อย่างชัดเจนว่า เมื่อให้ไดซีนผสมกับเจนิสตีนจะให้ผลเสริมฤทธิ์กัน ซึ่งเป็นรายงานการค้นพบเป็นคร้ังแรก         
ส่งผลให้ระดับต่างๆทั้งของอสุจิ คอเรสเทอรอล และระดับเทสทอสเทอโรน สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
เมื่อเทียบกับกลุ่มกลุ่มอื่นๆทั้งหมด      

ดังนั้นการเสริมฤทธิ์กันของไอโซฟลาโวนส์เหล่านี้  อาจน าไปใช้ประโยชน์ ในการรักษาโรคหย่อน
สมรรถภาพทางเพศ เช่นความต้องการทางเพศและการแข็งตัวขององคชาต และรักษาการเป็นหมันในเพศ
ชายที่มีสาเหตุจากการมีอสุจิปริมาณน้อยและอ่อนแอ     
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
 

Butea superba Roxb. (BS) has been used in Thai men as an aphrodisiac, and prevent erectile dysfunction. 
Nevertheless, the active ingredients, dosages, have not been cleared. Hence, this study was to investigate 
the effect of compounds from the BS on the reproductive parameters of male mice. 
     The results revealed that BS was extracted to afford biochanin A, genistein, which were the first 
report on BS, and daidzein. The mice were treated by daidzein, genistein alone and in combination. The 
results showed that the sperm number and motility, cholesterol, and testosterone level of all isoflavones 
treated groups were significantly higher than controls (p<0.01). Obviously, daidzein plus genistein 
exhibited a synergistic effect, which is also the first report, resulted in significantly displayed higher levels 
of these parameters compared to others.   
     So, the synergistic activity of these isoflavones may useful in improving libido, erectile capacity, 
and assist infertility of poor spermatozoa in men. 
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บทที1่ 

บทน ำ 

1. ควำมส ำคัญและท่ีมำของปัญหำกำรวิจัย 

    โรคหย่อนสมรรถภาพทางเพศของชาย (Erectile Dysfunction : ED) หมายถึงการที่องคชาติไม่สามารถ

แข็งตัวได้หรือแข็งได้ไม่นานพอที่จะมีเพศสัมพันธ์ได้จนส าเร็จเป็นที่พึงพอใจอยู่เป็นประจ าหรืออย่าง

ต่อเนื่อง อาจมีสาเหตุจากหลายประการทั้งทางร่างกายและจิตใจ โดยสาเหตุทางร่างกายอาจมาจาก โรค

หลอดเลือด เบาหวาน โรคซึมเศร้า หรือภายหลังการผ่าตัดต่อมลูกหมาก มีชายไม่น้อยกว่า 30 ล้านคนใน

ประเทศสหรัฐอเมริกาที่ประสบปัญหานี้ ส าหรับประเทศไทยมีข้อมูลระบุว่า ชายไทยวัย 40 ปีขึ้นไปกว่า      

30 % มีปัญหาหย่อนสมรรถภาพทางเพศ (กระทรวงสาธารณสุข, 2006) และคาดว่ามีผู้ชายอย่างน้อย 100 

ล้านคนทั่วโลกที่เผชิญกับปัญหานี้ โรคหย่อนสมรรถภาพทางเพศมีผลต่อทั้งสามีและภรรยา ซึ่งอาจน าไปสู่

การนอกใจและหย่าร้างกันในที่สุด ปัจจุบันผู้ชายที่มีอาการหย่อนสมรรถภาพทางเพศทั่วโลกไม่ต้องทนทุกข์

อยู่กับเร่ืองงมงายว่าตนเองไม่ใช่ชายชาตรี ไร้สมรรถภาพทางเพศอีกต่อไป เมื่อมียา Sildenafil (Viagra) 

ได้รับอนุมัติให้สามารถจ าหน่ายได้ในประเทศสหรัฐอเมริกาเป็นคร้ังแรกของโลก  เมื่อวันที่ 27 มีนาคม 2541  

ไวอาก้า ก็เป็นยาที่สร้างยอดขายที่สูงที่สุดในประวัติศาสตร์วงการเภสัชกรรมของประเทศนั้น ยาอ่ืนๆที่ได้รับ

การขึ้นทะเบียนให้รักษาโรคนี้ในสหรัฐอเมริกาได้แก่ Tadalafil และ Vardenafil (Harvey et al., 2009)  

 ส าหรับประเทศไทยนับเป็นประเทศล าดับที่ 8 ของโลกและเป็นประเทศแรกในเอเชียที่อนุมัติให้ขึ้น

ทะเบียนต ารับยาไวอาก้า และเป็นยาที่ อ.ย. ก าหนดให้มีมาตรฐานควบคุมการใช้และจ าหน่ายมากที่สุดเท่าที่

เคยมีมาก่อน   และมีการซื้อขายกันในตลาดมืดในราคาที่สูงลิ่ว และเกี่ยวข้องกับผลประโยชน์จ านวน

มหาศาล  นอกจากนี้แล้ว ยาไวอาก้ายังถือได้ว่าเป็นยาที่ประชาชนให้ความสนใจมากที่สุดและผู้คนต้องการ

ข้อมูลเกี่ยวกับการใช้ยาตัวนี้เป็นจ านวนมากอย่างที่ไม่เคยเป็นมาก่อน หลังจากที่เร่ิมมีการน ายาไวอาก้ามาใช้

กันอย่างแพร่หลายมากขึ้นได้ระยะหนึ่งก็ปรากฏมีผลข้างเคียง  ได้แก่ ปวดศีรษะ หน้าแดง อาหารไม่ย่อย คัด

จมูก และตาบอดสีชั่วคราว ตลอดจนเป็นอันตรายส าหรับโรคหลอดเลือดหัวใจ     และมีข่าวการเสียชีวิตของ

ผู้ที่ใช้ยานี้  

    ดังนั้นเพื่อให้สอดคล้องกับยุทธศาสตร์การพัฒนาประเทศ นโยบายและยุทธศาสตร์การวิจัยของชาติ การ

ค้นหาตัวยารักษาโรคตัวใหม่จากสมุนไพรไทย ที่มีราคาถูกกว่า ปลอดภัยกว่า และยังมีคุณภาพที่ดีกว่า 
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สามารถพึ่งพาตัวเองได้ ลดการน าเข้ายาที่มีราคาแพงและไม่ปลอดภัยจากต่างประเทศ เป็นการเพิ่มคุณค่าของ

สมุนไพรไทย และเพิ่มรายได้ให้เกษตรกร และผู้ผลิต  โดยสมุนไพรไทยที่น่าสนใจและน ามาท าการวิจัยมาก

ก็คือ  กวาวเครือแดง (Butea superba Roxb. : BS) ซึ่งเป็นสมุนไพรที่ถูกใช้เป็นยาสมุนไพรแผนโบราณเพื่อ

เป็นความหนุ่มขึ้น เพิ่มประสิทธิภาพทางเพศหรือป้องกันไม่ให้การท างานหย่อนสมรรถภาพทางเพศ 

กวาวเครือแดงใช้เป็นยาอายุวัฒนะท าให้คนสูงอายุกลับกลายเป็นหนุ่ม สามารถใช้ในการกระตุ้นก าหนัดใน

เพศชายได้ และบ าบัดอาการเสื่อมสมรรถภาพทางเพศของผู้ชายได้  ท าให้องคชาติแข็งตัวเร็วขึ้น และจะ

แข็งตัวได้นานขึ้นภายหลังการหลั่งแล้ว นอกจากนี้ยังพบว่ามีการสร้างน้ าอสุจิได้มากขึ้น ท าให้มีผลต่อการ

ตื่นตัวขององคชาติในช่วงเวลากลางคืน หัวของสารสกัดกวาวเครือแดงที่มีส่วนประกอบคาร์โบไฮเดรต

แสดงให้เห็นกิจกรรมการกระตุ้นภูมิคุ้มกันสูงสุดในหลอดทดลอง (Burana-Osot et al., 2010) นอกจากนี้  

ผลการรักษาระยะยาวในหนูแรทและหนูถีบจักรด้วยสารสกัดจากหัวของกวาวเครือแดงแสดงการเพิ่มขึ้น

อย่างมีนัยส าคัญของจ านวนสเปิร์มและเพิ่มการเคลื่อนที่ของสเปิร์มให้เร็วขึ้น (Tocharus et al., 2005) 

งานวิจัยของ Manosroi et al. พบว่าให้สารสกัดหยาบของผงกวาวเครือแดงที่ความเข้มข้น 1250 mg/kg เป็น

เวลา 8 สัปดาห์ สามารถท าให้น้ าหนักของอัณฑะของหนูทดลองเพิ่มขึ้นและจ านวนสเปิ ร์มเพิ่มขึ้นประมาณ 

16% เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (Manosroi et al., 2006) ต่อมามีงานวิจัยรายงานว่าสารสกัดหยาบของ

กวาวเครือแดงที่ 1 mg/kg มีประสิทธิภาพในการเสริมการตั้งตรงขององคชาติของหนู โดยอาจผ่านวิถี 

cAMP/cGMP (Tocharus et al., 2006). งานวิจัยที่ท าการทดลองกับอาสาสมัคร โดยให้ทานสารสกัดหยาบ

จากกวาวเครือแดงเปรียบเทียบกับยา sildenafil แล้วให้อาสามัครตอบแบบทดสอบพบว่าผู้ที่ทานสารสกัด

หยาบจากกวาวเครือแดงให้ผลการทดสอบพอใจมากกว่าผู้ที่ทานยา silnadefil (Cortés‐González et al., 

2010). ซึ่งสอดคล้องกับงานของ (Cherdshewasart and Nimsakul, 2003) ที่ได้ท าวิจัยกับอาสาสมัครชายอายุ 

30-70 ปี พบว่าผู้ป่วยที่ทานสารสกัดหยาบของกวาวเครือแดงมีผลให้อาการหย่อนสมรรถภาพทางเพศ (ED) 

ดีขึ้น   

    อย่างไรก็ตามผลงานวิจัยที่ผ่านมาได้ท าวิจัยกับสารสกัดหยาบของกวาวเครือแดง โดยไม่มีงานวิจัยใด

ทราบว่าสารที่ออกฤทธิ์คืออะไร เคยมีงานวิจัยของ Roengsumran et al, (2000) พบว่ารสกัดจากหัวกวาวเครือ

แดง ได้แก่  3,7,3-Trihydroxy-4-methoxyflavone และ 3,3-dihydroxy-4-methoxyflavone-7-0-(3-D-

glucopyranoside) (IC50 = 190 และ 58 g/ml ตามล าดับ) สามารถยับยั้ง cAMP phosphodiesterase ได้ดีกว่า 

caffeine และ theophylline (IC50 = 420 และ 615 g/ml ตามล าดับ).   
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    เมื่อดูรายงานการวิจัยเกี่ยวกับพิษวิทยาของสารสกัดจากกวาวเครือแดงพบว่า ที่ 1000 mg/kg/day มีผลให้

เกิด micronuclei in polychromatic erythrocytes มากกว่ากลุ่มควบคุม แต่ไม่มีผลต่อน้ าหนักตัวของหนู

ทดลอง (Pongpanparadon A, 2002).  เมื่อดูถึงสารสกัดจากหัวกวาวเครือแดงว่ามีพิษต่อเซลล์อย่างไร พบว่า

สารกัด Formononetin และ Prunetin มีผลต่อ KB (ที่ IC50 37.3  2.5 และ 71.1  0.8 ตามล าดับ) และ BC 

cell lines (ที่ IC50 32.7  1.5 และ 47.3  0.3 ตามล าดับ)  (Ngamrojanavanich et al., 2007). ส าหรับสาร

สกัดหยาบจากหัวกวาวเครือแดง ได้มีผู้ท าวิจัยเกี่ยวกับความเป็นพิษในหนูทดลองพบว่า เมื่อให้ขนาด 150 

mg/kg BW/day เวลา 90 วัน จะท าให้ม้ามมีขนาดโตขึ้น ระดับ ALP และ AST เพิ่มขึ้น และที่ขนาด 200 

mg/kg BW/day เวลา 90 วัน มีผลท าให้ neutrophil ลดลง, eosinophil เพิ่มขึ้น, creatinine ลดลง และ 

testosterone ลดลง (Cherdshewasart et al., 2008).  เป็นที่ทราบกันว่า การกระตุ้นความต้องการทางเพศนั้น 

ท าให้ระดับของ nitric oxide สูงขึ้น มีผลท าให้ activity of guanylyl cyclase มากขึ้น  และส่งผลท าให้ cyclic 

guanosine monophosphate (cGMP) สูงขึ้น ระดับ cGMP ที่สูงขึ้น ท าให้กล้ามเนื้อลายของ corpus 

cavernosum คลายตัว และมีเลือดมาหล่อเลี้ยงมากขึ้น ในท้ายที่สุด องคชาตจะเกิดการตั้งตรงขึ้น (Harvey et 

al., 2009)  

      ซึ่งจากงานวิจัยที่ผ่านมาจะเห็นว่า ยังไม่มีงานวิจัยใดเลยที่ทราบว่าสารออกฤทธิ์บริสุทธิ์ที่สามารถ เพิ่ม

สมรรถนะของตัวอสุจิและฮอร์โมนในชายได้ มีแต่การใช้สารสกัดหยาบ (crude extract) ซึ่งท าให้ประสบ

ปัญหา เร่ืองการไม่ทราบปริมาณที่แน่นอน ของสารออกฤทธิ์บริสุทธิ์และปริมาณที่ให้หนูทดลองกินสาร

สกัดหยาบของแต่ละผู้วิจัยก็ไม่แน่นอนและมีขนาดห่างกันมาก การรับประทานในคน ถ้าขนาดของสารออก

ฤทธิ์ที่ได้รับมากเกินไปอาจเป็นอันตรายต่อระบบเลือดและฮอร์โมนได้ ตลอดจนงานวิจัยที่ผ่านมายังไม่

สามารถไปจดทะเบียนขอขึ้นต ารับยาแผนปัจจุบันกับคณะกรรมการอาหารและยาได้ เนื่องจากยังขาดข้อมูล

สารบริสุทธิ์ที่ออกฤทธิ์และการทดสอบทางพิษวิทยาของสารนั้น   ผู้วิจัยตระหนักถึงปัญหานี้ จึงได้ท าการ

วิจัยสกัดสารออกฤทธิ์บริสุทธิ์ในกลุ่ม Flavonoids และน ามาท าการทดลองเพื่อหา Dose-respond 

relationship จนได้ขนาดที่เหมาะสมในการใช้ จากนั้นจะหาขนาดที่ท าให้เกิดพิษ เพื่อให้สามารถจดสิทธิบัตร 

และขึ้นทะเบียนต ารับยาแผนปัจจุบัน กับคณะกรรมการอาหารและยาได้ต่อไป   

 

วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 
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1 เพื่อสกัดสารในกลุ่ม Flavonoids จากหัวกวาวเครือแดง และหาสูตรโครงสร้างของสารออกฤทธิ์ใน

กลุ่ม Flavonoids ที่บริสุทธิ์และพิสูจน์เอกลักษณ์  

2 เพื่อหาขนาดที่เหมาะสมของสารสกัด Flavonoids จากหัวกวาวเครือแดงในหนูทดลอง ที่ท าให้เกิด

การกระตุ้นระบบสืบพันธุ์ของหนูเพศผู้ได้ดีที่สุด 

3 เพื่อทดสอบความเป็นพิษของสารสกัด Flavonoids จากหัวกวาวเครือแดงในหนูทดลอง จะได้ทราบ

ขนาดที่ท าให้เกิดพิษต่อระบบต่างๆในหนูทดลองได้ 

สมมติฐำนกำรวิจัย  

สารในกลุ่ม Flavonoids ที่สกัดได้จากหัวกวาวเครือแดง สามารถหาสูตรโครงสร้างและพิสูจน์

เอกลักษณ์ได้ สารที่สกัดได้นี้สามารถแสดงฤทธิ์ในการเพิ่มการเคลื่อนไหวของอสุจิ  จ านวนอสุจิและ

ฮอร์โมนเทสทอสเทอโรนในหนูไมซ์เพศผู้ได้ โดยขนาดที่ใช้ไม่ก่อให้เกิดพิษต่อระบบต่างๆในหนูทดลอง              

ขอบเขตของกำรวิจัย 

หัวกวาวเครือแดงจะได้จากบริเวณภาคเหนือของไทยเช่น จ.ล าปาง สารสกัดที่น ามาทดลอง จะเลือก

สารในกลุ่ม Flavonoids ส่วนสัตว์ทดลอง จะเลือกหนู male mice ที่มีอายุ ขนาด น้ าหนักใกล้เคียงกัน สารที่

สกัดได้เฉพาะที่มีศักยภาพจะถูกน ามาทดสอบว่ามีผลต่อ จ านวนและการเคลื่อนไหวของตัวอสุจิหรือไม่  ผล

ต่อระดับฮอร์โมนเทสทอสเทอโรน การทดสอบความเป็นพิษ จะดูผลของสารสกัดต่อ  testis, epididymis, 

vas deferens, seminal vesicle และ prostate gland นอกจากนั้นจะดูผลต่อ  haematology and blood chemistry      

ประโยชน์ท่ีได้รับจำกกำรวิจัย 

จะสามารถทราบขนาดการใช้ที่เหมาะสมของสารสกัด Flavonoids จากหัวกวาวเครือแดง   โดยอาจ

ใช้เป็นยาเพิ่มสมรรถภาพทางเพศแผนปัจจุบันสูตรใหม่เพื่อช่วยเพิ่มจ านวนตัวและการเคลื่อนไหวของอสุจิ  

และอาจใช้ในการรักษา Erectile dysfunctionในชาย โดย มทส. จะสามารถช่วยเหลือภาคอุตสาหกรรมการ 

ผลิตยาซึ่งเป็นการสนับสนุน ภารกิจหลักและยุทธศาสตร์การพัฒนา มทส ตลอดจนช่วยแก้ปัญหาในชายที่

เป็นโรคนี้ซึ่งนับวันจะมากขึ้นเร่ือยๆ และจะสามารถเป็นองค์ความรู้ในการวิจัยขั้นต่อไป เช่น  การวิจัยใน

อาสาสมัคร เพื่อพัฒนาเป็นยาได้ในที่สุด   
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บทที ่2 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 

2.1 ทบทวนวรรณกรรมและงำนวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

            Butea superba หรือ "กวาวเครือแดง" เป็นพืชสมุนไพรไทยแผนโบราณที่ถูกน ามาใช้ในประเทศไทย

เป็นระยะเวลานาน การใช้สมุนไพรจากพืชชนิดนี้นั้นเชื่อว่าจะให้ความแข็งแรง ให้พลังงานและฟื้นฟู

สมรรถภาพทางเพศหรือการป้องกันการหย่อนสมรรถภาพทางเพศ (Suntara, 1931) การใช้ตามการแพทย์

แผนโบราณนั้นเชื่อว่าจะช่วยให้ผู้สูงอายุนั้นมีพลังเหมือนกลับไปเป็นวัยรุ่นอีกครั้ง และกระตุ้นให้เกิดความ

ต้องการทางเพศและใช้ส าหรับการรักษาการเสื่อมสภาพของเพศชาย (Sutjit, 2003)  

กวาวเครือแดง มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Butea superba อยู่ในวงศ์  Leguminosae อนุวงศ์ Papilionaceae มีชื่อ

สามัญได้แก่ Kwao kreu (Phayub), Jan-Kwao (Isaan), Ton-Jom-Thong(Chumporn), Thong-Kwao (Thai), 

Pho-Ta Ku (Karen-Kanchanaburi), Pho-Mue (Karen-Mae Hong Son) ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของ

กวาวเครือแดงนั้น มีลักษณะต้นสูง 5-10 เมตร มีใบขนาดใหญ่ ล าต้นมีเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 4-10 ซม., 

เปลือกมีสีน้ าตาลเข้ม กิ่งไม้มีลักษณะเป็น 1 กิ่งมีใบ 3 ใบและดอกเป็นสีส้มสีเหลืองกว้างประมาณ 4-5 

เซนติเมตรเมื่อบานเต็มที่ ฝักมีลักษะณะแบนยาวและมีความยาวประมาณ 10-15 เซนติเมตร เมล็ดมีขนาด

ใหญ่มีสีน้ าตาลอ่อน รากนั้นจะถูกฝังอยู่ใต้พื้นดินคล้ายรากหัวของมันเทศ รากพืชชนิดนี้มีความยาว 30-50 

เซนติเมตร ซึ่งหากมีการตัดรากพืชจะมีน้ าเลี้ยงสีแดงออกมา (Smitinand, 2001). มักจะถูกพบส่วนใหญ่ในป่า

ในภาคเหนือ, ภาคกลาง, ภาคตะวันตกและภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ซึ่งพบในแหล่งที่อยู่

อาศัยเดียวกับกวาวเครือขาวและยังสามารถพบได้ในบริเวณภูเขา ขยายพันธุ์ด้วยเมล็ดและราก 

กำรศึกษำฤทธิ์ทำงเภสัชวิทยำ 

ความแตกต่างของการออกฤทธิ์ของกวาวเครือขาว (Pueraria mirifica), กวาวเครือแดง (Butea superba 

Roxb.) และกวาวเครือด า (Mucuna collettii) นั้นพบว่า สารสกัดจากพืชในกลุ่มกวาวเครือนั้นมีผลต่อการ

เจริญเติบโตของเซลล์ MCF-7 ซึ่งได้ประเมินหลังจากเลี้ยงเซลล์ 4 วัน ผลลัพธ์แสดงให้เห็นว่ากวาวเครือขาว

มีผลคล้ายเอสโตรเจนในการกระตุ้น เซลล์ MCF-7 ให้เจริญเจริญเติบโต และยับยั้งเอสตราไดออล 

(Estradiol (E2)) (Cherdshewasart et al., 2004). นอกจากนี้มีการรายงานผลของกวาวเครือแดงในหนูเพศผู้
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พบว่าท าให้น้ าหนักตัวสัมพัทธ์ของหนูทุกตัวเพิ่มขึ้นและไม่มีการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางกายวิภาคและ

เน้ือเยื่อของหัวใจ,ไตและต่อมหมวกไตเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (Manasathien, 2001). นอกจากนี้ผลของ 

สารสกัดหยาบกวาวเครือแดงต่อระบบสืบพันธุ์ของหนูได้มีการศึกษา ซึ่งพบว่าอัตราส่วนร้อยละน้ าหนัก

สัมพัทธ์ของ seminal vesicle และต่อมลูกหมากของหนูทดลองนั้นไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม ยกเว้น

น้ าหนักอัณฑะของกลุ่มที่ได้รับสารสกัดหยาบที่ให้ขนาดของสารที่ 1,250 มก./กก. นั้น พบว่าสูงขึ้นอย่างมี

นัยส าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มอื่นๆ นอกจากนี้จ านวนอสุจิของกลุ่มที่ได้รับสารสกัดหยาบที่ 1,250 มก./

กก. พบว่ามีปริมาณสูงกว่ากลุ่มควบคุม 16%  (Manosroi et al., 2006). นอกจากนีแ้ล้ว กวาวเครือแดงน้ันยัง

เป็นที่รู้จักกันว่าเป็นสมุนไพรไทยที่ออกฤทธิ์ยับยั้งฮอร์โมนเอสโตรเจน จากผลจากการศึกษาก่อนหน้านี้

แสดงให้เห็นว่า การให้สารสกัดหยาบกวาวเครือแดงกับหนทูี่ถูกตัดรังไข่ ในขนาดที่ 250 มก./กก.น้ าหนัก

ตัว/วัน นั้นจะเพิ่มความหนาของมดลูกและจ านวนของต่อมในมดลูก (Malaivijitnond et al., 2009). ยิ่งไปกว่า

นั้น งานวิจัยก่อนหน้านี้พบว่า ผลของสารสกัดหยาบจากกวาวเครือแดงเมื่อเปรียบเทียบกับ sildenafil ที่ใช้

เป็นยาส าหรับการรักษาโรคหย่อนสมรรถภาพทางเพศ (Erectile dysfunction; ED) ผลที่ได้แสดงให้เห็นว่า

กลุ่มที่ให้กวาวเครือแดง  27 คน (84%) นั้นตอบสนองในทางที่ดีขึ้น (บวก) เมื่อเทียบกับ 26 คน (81%) ใน

กลุ่มที่ได้รับ sildenafil (Cortes-Gonzalez et al., 2010).   

กวาวเครือแดงนั้นสามารถช่วยรักษาความผิดปกติของอวัยวะเพศชายได้ การทดลองทางคลินิกเมื่อให้

อาสาสมัครทานรากกวาวเครือแดงป่นที่ 1000 มก./วัน เป็นเวลาสามเดือน พบว่าสามารถเพิ่มคะแนนจากการ

ประเมินผลจากแบบสอบถามอย่างมีนัยส าคัญ ซึ่งพบว่า 82.4% ของผู้ป่วยนั้นแสดงให้เห็นอาการที่ดีขึ้นอย่าง

เห็นได้ชัด ผลทางโลหิตวิทยาและการวิเคราะห์สารเคมีในเลือดน้ันพบว่าไม่มีการเปลี่ยนแปลงที่เห็นได้ชัด 

ซึ่งแสดงผลให้เห็นว่ากวาวเครือแดงนั้นสามารถเพิ่มสมรรถภาพทางเพศในผู้ป่วยที่มีการท างานที่ผิดปกติ

ของอวัยวะเพศชายและไม่เกิดผลข้างเคียงที่ท าให้เกิดพิษ (Cherdshewasart and Nimsakul, 2003). นอกจากนี้

ผลระยะยาวของกวาวเครือแดงต่อความสัมพันธ์ระหว่างการเคลื่อนไหวและความเข้มข้นของอสุจิในหนูกับ

พยาธิสภาพของอัณฑะได้มีการทดลอง โดยให้สารสกัดหยาบจากรากกวาวเครือแดงที่ 0.01, 0.1 หรือ 1.0 

มก. / กก / วันเป็นเวลา 6 เดือน ซึ่งพบว่าความเข้มข้นของตัวอสุจิเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญและช่วยยืดระยะ

การเคลื่อนที่ของอสุจิให้นานขึ้น โดยตัวอสุจิไม่มีความผิดปกติและไม่เกิดพยาธิสภาพที่อัณฑะ ซึ่งแสดงให้

เห็นว่าการใช้กวาวเครือแดงเป็นเวลานานนั้นสามารถเพิ่มจ านวนอสุจิและท าให้อสุจินั้นเคลื่อนที่เป็น

เวลานานขึ้นในหลอดทดลองในขณะไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของตัวอสุจิ ดังนั้นการใช้สารสกัด

แอลกอฮอล์ของกวาวเครือแดงอาจจะมีประโยชน์ในการช่วยการปฏิสนธิ (Tocharus et al., 2005). จากกราย
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งานการวิจัยพบว่า ประมาณ 30% ของคู่สมรสที่มีบุตรยากมีสาเหตุมาจากเพศชาย โดยสาเหตุหลักๆมาจาก 

การลดลงของการผลิตอสุจแิละคุณภาพของอสุจิ (Isidori et al., 2006). อีกปัจจัยหนึ่งที่มีความส าคัญต่อการ

เป็นหมันได้แก่ คอเลสเตอรอล (Cholesterol) เน่ืองจากเป็นสารต้ังต้นในการสังเคราะห์เทสทอสเทอโรน  ซึ่ง

มีบทบาทส าคัญต่อการสร้างตัวอสุจิและระบบสืบพันธุ์เพศชาย (Maqdasy et al., 2013). นอกจากนี้งานวิจัย

ยังพบอีกว่า ผู้ที่มีเทสทอสเทอโรนรวม (Total testosterone; TT) หรือ เทสทอสเทอโรนอิสระ (Free 

testosterone) เป็นปัจจัยร่วมที่เพิ่มความเสี่ยงต่อโรคความจ าเสื่อม (Dementia of the Alzheimer's Type; 

DAT) ในเพศชาย (Hogervorst et al., 2004). อย่างไรก็ตามมีบางงานวิจัยรายงานว่า กับผลของสารสกัดหยาบ

จากรากของกวาวเครือแดงต่อเทสทอสเทอโรน, ฮอร์โมน ลูทิไนด์ซิ่ง (Luteinizing hormone) และความเป็น

พิษในหนูเพศผู้  ซึ่งผลการทดลองนั้นพบว่าผงสกัดหยาบจากรากของกวาวเครือแดงนั้นมีฤทธิ์ลดฮอร์โมน

เทสทอสเทอโรนในเลือด แต่ไม่ได้มีการเปลี่ยนแปลงฮอร์โมน ลูทิไนด์ซิ่งอย่างมีนัยส าคัญ (Cherdshewasart 

et al., 2008). นอกจากนีแ้ล้ว ยังมีงานวิจัย ในอาสาสมัครที่มี จ านวนตัวอสุจิต่ าอย่างมาก (oligospermia) 

รุนแรงที่ได้รับ phytoestrogens ที่ 80 มก./วัน ที่มีส่วนประกอบ 40-45% genistein, daidzein 40-45% และ 

10-20% glycitein ผลการทดลองพบว่า จ านวนอสุจิ, การเคลื่อนที่ของอสุจิ มีค่าสูงขึ้นอย่างมันัยส าคัญ

ภายหลังได้รับสารเป็นเวลาสามเดือน (Casini et al., 2006). นอกจากนี้แล้ว งานวิจัยในหนูวิสตาร์-ยูนิลีเวอร์

เพศผู้ที่ได้รับ สารอาหารที่มีส่วนผสม isoflavone จากถั่วเหลือง (200 หรือ 2000 มก /อาหาร 1กิโลกรัม) ที่มี

ส่วนประกอบเป็น genistein 45%, daidzein 23% และ glycitein 4% เป็นเวลา 12 เดือน ผลปรากฎว่า 

สารอาหารเหล่านี้ไม่ส่งผลกระทบต่อจ านวนอสุจิ, การผลิตอสุจิหรือรูปร่างของตัวอสุจิ  อย่างมีนัยส าคัญใน

กลุ่มใดๆ (Faqi et al., 2004). รายงานการวิจัยเกี่ยวกับ องค์ประกอบทางเคมีของสารสกัดจากกวาวเครือแดง 

โดย Roengsumran, et al, (2000) รายงานการแยกสารจากรากพืชของกวาวเครือแดง 

ซึ่งพบ 3,7,3 '-trihydroxy-4'-methoxyflavone และ 3,5'-glucopyranoside dihydroxy-4'-methoxyflavone-7-O-

β-D glucopyranoside พบว่าฤทธิ์ทางชีวภาพของ 3,7,3 '-trihydroxy-4'-methoxyflavone  และ 3,5'-

dihydroxy-4'-methoxyflavone-7-O-β-D glucopyranoside  นั้น มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง 

phosphodiesterase เอนไซม์มากกว่า theophylline และคาเฟอีนซึ่งแสดงให้เห็นว่ามีความส าคัญในการ

ควบคุมการท างานของร่างกายในส่วนที่ท าให้เกิดโรคเสื่อมสมรรถภาพทางเพศได้ (Roengsumran S, 2000).   

รายงานการวิจัยก่อนหน้านี้แสดงให้เห็นว่า puerarin, daidzin, genistin, daidzein และ genistein ได้ถูกแยก

จากกวาวเครือขาว (Pueraria mirifica)  พืชในตระกูล  Leguminosae เช่นกัน (Cherdshewasart et al., 2007). 

นอกจากนั้นยังมีรายงานการวิจัยในการแยกสาร หาโครงสร้างองค์ประกอบทางเคมีของหัวกวาวเครือแดง
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และการทดสอบความเป็นพิษ นั้นพบว่าสารเคมีที่พบคือ carpin, medicarpin และมีสารกลุ่ม isoflavone 4 

ชนิด คือ formononetin, 7,4-dimethoxyisoflavone, prunetin และ 7-hydroxy,4-6-dimethoxyisoflavone ผล

การทดสอบของสาร formononetin และ prunetin นั้นพบว่าเป็นพิษต่อเซลล์ KB ซึ่งมีค่า IC50 เท่ากับ 37.3 ± 

2.5 และ 71.1 ± 0.8 ไมโครโมล (μM) ตามล าดับและมีพษิต่อเซลล์ BC ซึ่งมีค่า IC50 เท่ากับ 32.7 ± 1.5 และ 

47.3 ± 0.3 ไมโครโมล (μM) ตามล าดับ (Ngamrojanavanich et al., 2007).    

จากการตรวจพบสารเคมีเหล่านี้ในกวาวเครือขาว (Pueraria mirifica) จึงเป็นสิ่งที่น่าสนใจในการตรวจสอบ

ว่ากวาวเครือแดง (Butea superba) ซึ่งจัดอยู่ในวงศ์เดียวกับกวาวเครือขาว จะมีสารเคมีที่เหมือนหรือต่างกัน

อย่างไร เมือ่มองในแง่ของการประยุกต์ใช้ในผู้มีบุตรยากแล้ว  มีการศึกษาหนึ่งที่แสดงผลการวิจัยว่า ความ

เข้มข้นของอสุจ ิ ร้อยละการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ และสัณฐานของเซลล์อสุจิปกติ มากขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ 

หลังการได้สาร Sildenafil มากกว่าก่อนการได้รับสาร (Dimitriadis et al., 2010). โดยการวิจัยนี้สอดคล้องกับ

รายงานการวิจัยที่ว่า การเคลื่อนไหวของอสุจิในชายหนุ่มที่มีบุตรยากเพิ่มขึ้นมากเมื่อได้รับ Sildenafil เพียง

คร้ังเดียว (Pomara et al., 2007). นอกจากนีแ้ล้ว Sildenafil สามารถน ามาใช้อย่างประสบความส าเร็จในการ

เพิ่มความส าเร็จของอสุจิในการปฏิสนธิกับไข่ โดยเฉพาะอย่างยิ่งในระหว่างการรักษาผู้มีบุตรยาก (du 

Plessis et al., 2004). อย่างไรก็ตาม Sildenafil มีผลกระทบจากอาการที่ไม่พึงประสงค์เช่นปวดหัว, หน้าแดง, 

อาหารไม่ย่อย, คัดจมูกและการรบกวนในการมองเห็นสี  ผลกระทบร้ายแรงอาจรวมถึงกล้ามเนื้อหัวใจตาย

เมื่อใช้เด่ียวๆ หรือใช้ร่วมกับยาในกลุ่มไนเตรต (Flomenbaum, 2006). แม้ว่าหลายงานวิจัยได้ท าการทดลอง

ในสารสกัดหยาบของกวาวเครือแดง แตส่ารออกฤทธิ์ที่ส าคัญ ขนาดที่ใช้ และระยะเวลาที่ใช้ให้เหมาะสม 

ยังม่มีนักวิจัยใดท าการศึกษา นอกจากนี้ ผลการวิจัยที่ผ่านมาบางอย่างยังมีความขัดแย้งกัน และผลลัพธ์ที่ได้

ยังคงไม่ชัดเจน เช่น ผลของสารสกัดจากกวาวเครือแดง เพิ่มคอเลสเตอรอลฮอร์โมนเพศชายในหนูเพศผู้จริง

หรือไม่? ดังนั้นจึงจ าเป็นที่จะต้องศึกษาผลของสารสกัดจากกวาวเครือแดง ต่อจ านวนและการเคลื่อนที่ของ

อสุจิ, ฮอร์โมนเพศชายและระดับคอเลสเตอรอลของหนูเพศผู้ การศึกษาคร้ังนี้จะช่วยให้ใหม่เกี่ยวกับ สาร

ออกฤททธิ์ที่ส าคัญ ที่แยกได้จากหัวกวาวเครือแดง เพื่อที่จะช่วยรักษาความผิดปกติของอสุจิหรือฮอร์โมน

เพศชาย เพื่อทดแทนการใช้ยาสังเคราะห์เพียงอย่างเดียว 

2.2 แหล่งท่ีมำของวัตถุดิบพืช 

หัวสดของกวาวเครือแดงนั้นถูกเก็บจากจังหวัดเชียงรายในประเทศไทย ตัวอย่างของพืชชนิดนี้นั้น

ได้รับการพิสูจน์เอกลักษณ์ว่าถูกต้องทางสายพันธุ์ โดย Dr.Paul J Grote ผู้เชี่ยวชาญในการพิสุจน์เอกลักษณ์
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พรรณไม้ มทส. โดยเทียบกับตัวอย่างจากหอพรรณไม้กรุงเทพฯ หัวกวาวเครือแดงถูกล้างให้สะอาดและท า

ให้แห้งในเตาอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นตัวอย่างแห้งที่ได้จะถูกบดเป็นผง 

2.3 สำรเคมี 

2.3.1 ตัวท ำละลำย 

ตัวท าละลายอินทรีย์ที่ใช้ในการสกัดและใช้เป็นตัวชะส าหรับ Thin-Layer Chromatography และ

Column chromatography นั้นเป็นเกรดธรรมดาและน ามากลั่นก่อนการใช้งาน สารเคมีอ่ืนๆ ที่ใช้เป็นเกรด

ส าหรับวิเคราะห์และเกรดส าหรับ HPLC ดังต่อไปนี้: 

Ethyl acetate   Carlo Erba 
Hexane     Carlo Erba 
Methanol   Carlo Erba 
Dichloromethane  Carlo Erba 
Chloroform   Carlo Erba 
Acetone    Carlo Erba 
Acetone-d6   Aldrich 

Chloroform-d1   Aldrich 

Methanol-d4   Aldrich 

2.4 เครื่องมือท่ีใช้ส ำหรับกำรวิจัย 

Rotary evaporator     Buchi 
Heating bath: Buchi heating bath B-490 
Rotavapor: Buchi rotavapor R-200 
Controller: Buchi vacuum controller V-800 

UV/VIS Spectrophometer series CARY 1E  Varian 
UV-Cabinet II      Camag 
FT-IR Spectrophotometer Model    Nicolet 
NMR Spectrometer INOVA 300     Varian 
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    ข้อมูล  UV สเปคตรัมได้จากเคร่ือง Varian CARY 1E UV-Vis สเปกโทรโฟโตมิเตอร์, FT-IR ถูกบันทึก

ด้วยเคร่ือง Nicolet สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ 1H-NMR และ 13C-NMR สเปคตรัมถูกบันทึกด้วยเคร่ือง Varian 

INOVA 300 NMR สเปกโทรมิเตอร์ ในสารละลาย acetone-d6 ส าหรับสารประกอบ 1, ในสาร 

CDCl3+CD3OD ผสมส าหรับสารประกอบ 2, chemical shifts ถูกแสดงในหน่วย  (ppm) ส าหรับ solvent 

signals, การพิสูจน์เอกลักษณ์ของสารประกอบ 3 ได้ใช้ Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-

MS), 6400 Series Triple Quadrupole B.05.00 (B5027.0), quadrupole mass spectrometer ติดตั้งด้วย 

electrospray ionization (ESI) turbo ion interface โดยเทียบกับสารมาตรฐาน แมสสเปกโทรมิเตอร์ (mass 

spectrometer) ถูกบันทึกด้วยเคร่ือง Hewlett Packard 5989 HP mass spectrometer, คอลัมน์โครมาโตกราฟี 

(Column Chromatography) ได้ท าการทดลองโดยคอลัมน์ชนิดซิลิกาเจล (silica gel 60 Art 7734 และ 9385) 

และโดยเคร่ือง Preparative Thin Layer Chromatography (PTLC) silica gel GF254  

2.5  กำรสกัดสำร กำรแยกและกำรพิสูจน์เอกลักษณ์สำร 

    วิธีการสกัดกวาวเครือแดง, การแยกและการพิสูจน์เอกลักษณ์สำรได้ดัดแปลงมาจาก Cherdshewasart et 

al. (2007) และ Kayano et al. (2012) (Cherdshewasart et al., 2007; Kayano et al., 2012) โดยสรุปคือ ผงหัว

กวาวเครือแดง (B. superba : 2 กิโลกรัม) ถูกสกัดอย่างต่อเนื่องด้วยเอทานอลผ่าน Soxhlet 12 ชั่วโมง 

กวาวเครือแดงที่ถูกสกัดแล้วจะกรองผ่านกระดาษกรอง (Whatman คร้ังที่ 1) หลังจากนั้นน าสารไปผ่านการ

ระเหยตัวท าละลายภายใต้ความดันจนได้สาร 30.5 กรัมมีลักษณะเป็นน้ าเชื่อมสีน้ าตาลเข้ม สารสกัดเอทา

นอล (25 กรัม) จะถูกแยกออกโดยคอลัมน์ chromatography ชนิดซิลิกาเจล คอลัมน์นี้ถูกชะล้างตามล าดับ

ด้วย    เฮกเซน, คลอโรฟอร์ม, อะซิโตนและเมทานอล ซึ่งแฟลกชันที่ได้นั้นจะถูกท าให้เข้มข้นทุกแฟลกชัน 

จนได้ สารสกัดหยาบในเฮกเซน (0.5 กรัม), สารสกัดในคลอโรฟอร์ม (1.6 กรัม), สารสกัดในอะซีโตน (7.4 

กรัม) และสารสกัดในเมทานอล (8.6 กรัม) 

สารสกัดอะซีโตนจะถูกแยกโดยใช้คอลัมน์ chromatography ชนิดซิลิกาเจล คอลัมน์นี้ถูกชะอย่าง

ต่อเนื่องด้วยเฮกเซน-อะซิโตน (1:1), อะซีโตน, คลอโรฟอร์ม-เมทานอล (1:1) และเมทานอล ทุกแฟลกชัน

นั้นจะถูกเก็บและท าให้เข้มข้นขึ้นซึ่งจะมีส่วนแฟลกชันที่ส าคัญ 4 ส่วน (Fr.l 1.7 กรัม, Fr.2 l.8 กรัม, Fr.3 1.1 

กรัม, Fr.4 2.0 กรัม และ Fr.5 4.0 กรัม)  
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ส่วนของแฟลกชัน 1 (1.0 กรัม) นั้นจะถูกแยก่อในซิลิกาเจล 60 คอลัมน์ คอลัมน์นี้ถูกชะอย่าง

ต่อเน่ืองด้วยเฮกเซน, 1:4 เฮกเซน -อะซีโตน, 2:3 เฮกเซน-อะซีโตน, 3:2 เฮกเซน-อะซิโตน, 4:1 เฮกเซน-อะซิ

โตน, และอะซีโตนตามล าดับ ทุกแฟลกชันนั้นจะถูกเก็บรวบรวมและท าให้เข้มข้นขึ้น จนได้ปริมาตรน้อยลง 

และแฟลกชันที่ได้ทั้งหมดรวมหกส่วน (Fr. l-1 2.8 มก., Fr. l-2 81.2 มก., Fr. l-3 59.5 มก., Fr. l-4 126.5 มก., 

Fr. l-5 53.2 มก. และ Fr.1-6 54.8 มก.) 

แฟลกชัน l-2 (81.2 มก.) จะถูกแยกโดยให้คอลัมน์ 60 chromatography ชนิดซิลิกาเจล ถูกท าให้

บริสุทธิ์มากขึ้นโดยการใช้ preparative thin layer chromatography (PTLC) (เฮกเซน: อะซิโตน 2:1) จะได้

สองแฟลกชัน (A 57.6 มก., B 9.4 กรัม) แฟลกชัน A (5.76 มก.) ถูกท าให้บริสุทธิ์มากขึ้นด้วย PTLC โดยใช้

ตัวท าละลายชนิดเดียวกันซึ่งจะได้สารที่ 1 (2.11 มก.) ซึ่งจะถูกท าให้เป็นผลึกด้วยคลอโรฟอร์มผสมเมทา

นอลเพื่อให้ได้สารบริสุทธิ์ 1 (18.1 มก.) ซึ่ง เป็นผงสีเหลืองอ่อน 

แฟลกชัน 1-5 (53.2 มก.) ถูกท าให้บริสุทธิ์มากขึ้นโดยการใช้ PTLC (เฮกเซน: อะซิโตน 1:1) เพื่อให้

ได้สารบริสุทธิ์ 2 (8.5 มก.) ซึ่งเป็นผงสีขาว 

ส่วนของแฟลกชัน 5 (2.0 กรัม) นั้นจะถูกแยกต่อในคอลัมน์ชนิดซิลิกาเจล 60 คอลัมน์นี้ถูกชะอย่าง

ต่อเนื่องด้วย เฮกเซน-อะซีโตน (1:1) ถูกท าให้บริสุทธิ์มากขึ้นด้วย TLC โดยใช้ท าละลายเดียวกันซึ่งจะให้

สารประกอบที่ 3 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของสารประกอบที่แยกได้ ได้ด าเนินการตามวิธีของ Shaw et al. 

(2013) (Shaw et al., 2013) กล่าวโดยสรุปคือ LC-MS, 6400 Series Triple Quadrupole B.05.00 (B5027.0), 

quadrupole mass spectrometer equipped ESI turbo ion interface ถูกน ามาใช้ในการพิสูจน์เอกลักษณ์ของ

สารประกอบที่ 3 โดยการเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน โดยที่แมสสเปกโทรมิเตอร์ถูกด าเนินการโดยใช้ 

positive ion detection mode  การวิเคราะห์เชิงปริมาณถูกวิเคราะห์โดยวิธี multiple-reaction monitoring 

(MRM) โดยวิเคราะห์ร่วมกับ วิธี precursor-to-product ion pair 

2.6 สัตว์ทดลองและวิธีด ำเนินกำร 

    ได้ท าการทดลองในของหนูไมซ์เพศผู้ทั้งหมดห้าสิบตัวโดยมีอายุประมาณ 130 วัน, น้ าหนัก 30-40 กรัม, 

ซึ่งได้รับการเลี้ยงที่อาคารสัตว์ทดลอง, มทส ประเทศไทย โดยวิธีการการทดลองได้รับการอนุมัติตาม

แนวทางส าหรับการดูแลและการใช้สัตว์ทดลองโดยคณะกรรมการก ากับดูแลการใช้สัตว์เพื่อการศึกษาวิจัย 

 

 

 

 

 

 

 

 



12 

 

มทส. (ACUC), ใบอนุญาตเลขที่ 13/2555, มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี และได้ด าเนินการตามแนวปฏิบัติ

ของสหภาพยุโรป 

หนูไมซ์ถูกแบ่งออกเป็น 5 กลุ่มกลุ่มละ 10 ตัวโดยแต่ละกลุ่ม ก่อนการให้สาร (Pre-treatment) หนู

ทั้งหมดในกลุ่มจะถูกเจาะเลือดทางหาง และเก็บอสุจิโดยการผ่าตัดช่องท้องเพื่อน าไปเปรียบเทียบกับค่าหลัง

การให้สาร (Post-treatment) หนูถูกเลี้ยงด้วยสูตรอาหาร casein-based open formula purified diet โดยที่

อาหารเหล่านี้ไม่มี  estrogenic isoflavones genistein, daidzein หรือ glycitein (Fielden et al., 2003) ในช่วง

ระยะเวลาการทดลอง กลุ่มแรกได้รับการป้อนน้ ามันข้าวโพด 0.1 มล.(Sigma, St Louis, MO, USA) ทุกวัน 

โดยการให้อาหารด้วยที่ป้อนอาหารลงสู่กระเพาะ  กลุ่มที่สองได้รับการป้อนด้วยน้ ามันข้าวโพด 0.1 มล. 

บวกด้วย sildenafil ที่ 10.00 mg/kg BW/วัน  ทุกวัน โดยการให้อาหารด้วยที่ป้อนอาหารลงสู่กระเพาะ ซึ่งใช้

เป็นกลุ่มควบคุมแบบบวก และ กลุ่มที่ สาม สี่ และ ห้า ได้รับอาหารผ่านทางปากด้วยที่ป้อนอาหารลงสู่

กระเพาะ  ได้แก่กลุ่มที่ได้รับ daidzein, genistein และ daidzein ผสมกับ genistein ในน้ ามันข้าวโพด โดย

ขนาดของสารคือ 1.0, 1.0 and 0.2 + 0.2 mg/kg BW/วัน ตามล าดับ โดยขนาดการทดลองที่ใช้พัมนามาจาก

การวิจัยก่อนหน้านี้ของ Pinmongkholgul (2001) และการทดลอง Pilot study ของคณะผู้วิจัย และน้ าหนัก

ของหนูไมซ์จะถูกบันทึกไว้ทุกวันตลอดระยะเวลาการทดลอง ซึ่งการทดลองได้ด าเนินการตลอดทั้ง 40 วัน

ติดต่อกัน เมื่อสิ้นสุดระยะเวลาการให้สารหนูทุกตัวจะถูกเมตตาฆาต โดยท าให้สลบด้วย Sodium thiopental 

และอวัยวะที่ต้องตรวจสอบก็ถูกตัดเนื้อเยื่อมาตรวจสอบต่อไป ตลอดจนเลือดและอสุจิถูกเก็บรวบรวมเพื่อ

เปรียบเทียบจ านวน และการเคลื่อนไหวของอสุจิ  คอเลสเตอรอล และระดับฮอร์โมนเทสทอสเทอโรนกับ

ก่อนได้รับสารในแต่ละตัว (Cherdshewasart et al., 2008; Sharma et al., 2013) 

2.7 พำรำมิเตอร์ท่ีใช้เปรียบเทียบประสิทธิภำพของสำรสกัด 

2.7.1  จ ำนวนและกำรเคลื่อนท่ีของตัวอสุจิ 

 การทดสอบการเคลื่อนที่ของอสุจิได้ท าตามวิธีการของ Sharma et al., (2013) (Sharma et al., 2013)โดยใช้

สูตร 

การเคลื่อนที่ (%) = (จ านวนอสุจิที่เคลื่อนที่ / อสุจิทั้งหมด) x 100 
ท่อเก็บอสุจิถูกตัดและชั่งน้ าหนัก การแขวนลอยตัวอสุจิถูกเตรียมโดยละลายในน้ าเกลือ 0.85%  1 

มล. อสุจิเหล่านี้ได้รับการเก็บรักษาไว้เป็นเวลา 24 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นน ามากรอง

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi_kenqsJXMAhXKmZQKHRYtDHAQFggaMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.swedenabroad.com%2FSelectImageX%2F28005%2FEUHR.pdf&usg=AFQjCNH05w5Kzi2wodCXO8M9IpvKBIZ99w&sig2=Yll6pqjQibiEvBnmlz1Nag&bvm=bv.119745492,d.dGo
https://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi_kenqsJXMAhXKmZQKHRYtDHAQFggaMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.swedenabroad.com%2FSelectImageX%2F28005%2FEUHR.pdf&usg=AFQjCNH05w5Kzi2wodCXO8M9IpvKBIZ99w&sig2=Yll6pqjQibiEvBnmlz1Nag&bvm=bv.119745492,d.dGo
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ผ่านผ้ากรองสองชั้น และน าไปนับตัวอสุจิใน Makler counting chamber  จากนั้นอสุจิถูกย้อมด้วยสี 

hematoxylin และ eosin และตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (CH-2, Olympus, Japan) ที่ก าลังขยาย 100X  

อสุจิที่มีหัวและหางผิดปกติ (ไม่เกิน 200 เซลล์ ต่อสัตว์ 1 ตัว) จะถูกบันทึกไว้  

2.7.2 ระดับฮอร์โมนเทสทอสเทอโรน 

    ความเข้มข้นของฮอร์โมนเทสทอสเทอโรนของหนูถูกวัดโดยใช้เทคนิค radioimmunoassay ตามวิธีของ

องค์การอนามัยโลกและสกัดด้วยไดเอทิลอีเทอร์ ค่าสัมประสิทธิ์ระหว่างการทดสอบของการเปลี่ยนแปลง

เป็น 7% ส าหรับฮอร์โมนเพศเทสทอสเทอโรน (Sharma et al., 2013) 

2.7.3 กำรวิเครำะห์โลหิตวิทยำ สำรเคมีในเลือดและคอเลสเทอรอล 

    เลือดถูกเก็บก่อนและหลังการได้รับสาร ส าหรับวิเคราะห์คอเลสเทอรอลในตอนท้ายของการทดลองจะมี

การเก็บตัวอย่างเลือดโดยเจาะผ่านหัวใจหลังจากการดมยาสลบ (อีเทอร์) เวลา 9.00-10.00 AM ซึ่งเลือดถูกใช้

ประเมินทางโลหิตวิทยา เลือดถูกปั่นเหวี่ยงที่ 1,000×g เป็นเวลา 30 นาทีและเก็บไว้ที่ -20 องศาเซลเซียสเพื่อ

ใช้ในการวิเคราะห์โลหิตวิทยา สารเคมีในเลือดและคอเลสเทอรอล โดยด าเนินการตรวจวิเคราะห์ด้วย

เค ร่ืองตรวจระบบอัตโนมัติที่ห้องปฏิบัติการของโรงพยาบาลมหาวิทยาลัย เทคโนโลยีสุรนา รี 

(Cherdshewasart et al., 2008) 

2.7.4 ผลกระทบต่ออวัยวะสืบพันธุ์และน  ำหนักตัว 

    ในตอนท้ายของระยะเวลาให้สารสกัดตามที่อธิบายไว้ก่อนหน้านี้หนูทุกตัวจะถูกเมตตาฆาต และตัวอย่าง

ก็ถูกน ามาวิเคราะห์อวัยวะส าคัญโดยการตัดชิ้นเนื้อ และระบบอวัยวะสืบพันธุ์ (อัณฑะ, หลอดน้ าอสุจิ, 

หลอดน าอสุจิ, ถุงน้ าเชื้อและต่อมลูกหมาก) ถูกตัดออกเพื่อตรวจสอบผลของสารต่ออวัยวะเหล่านั้น และ

พยาธิสภาพของอวัยวะเหล่านั้น ตลอดจนเปรียบเทียบน้ าหนักอวัยวะเหล่านี้สัมพัทธ์ในแต่ละกลุ่ม  โดย

น้ าหนักของหนูทดลองทุกตัวถูกบันทึกไว้ทุกวันตลอดระยะเวลาการทดลอง (Sharma et al., 2013) 

2.8  กำรเสริมฤทธิ์ และกำรวิเครำะห์ทำงสถิติ 

ข้อมูลทั้งหมดจะถูกน าเสนอเป็นค่าเฉลี่ย เลขคณิต ± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของค่าเฉลี่ย 

(S.E.M) การค านวณการเสริมฤทธิ์กันระหว่างสารผสมสองตัวท าได้โดยการค านวณค่า Fractional Effective 

Concentration Index (FECI) ของการใช้สารร่วมกัน เช่น ค่า FECI ของสารผสม genistein และ daidzein 
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ค านวณจาก Fractional Effective Concentration (FEC) ของ genistein บวกกับ FEC daidzein โดยที่ FEC 

genistein ได้จาก ความเข้มข้นของ genistein ที่แสดงประสิทธิภาพโดยมีควมแตกต่างทางสถิติอย่างมี

นัยส าคัญระหว่างก่อนและหลังได้รับสาร (statistical significant difference; SSD) ในสารผสม / ความ

เข้มข้นของ genistein ที่แสดงประสิทธิภาพโดยมีควมแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญระหว่างก่อนและ

หลังได้รับสาร (statistical significant difference; SSD) เมื่อใช้เดี่ยวๆ  ในขณะที่ FEC daidzein ได้จาก       

ความเข้มข้นของ daidzein ที่แสดง SSD ในสารผสม / ความเข้มข้นของ genistein ที่แสดง SSD เมื่อใช้

เดี่ยวๆ; ด้วยเหตุนี้ FECI ของสารผสม  = FEC genistein + FEC daidzein เมื่อ FECI ของสารผสม มีค่าน้อย

กว่า 1.0 จะเรียกว่ามีฤทธิ์เสริมฤทธิ์กัน, เมื่อ FECI เท่ากับ 1.0 แสดงว่า  ไม่มีปฏิสัมพันธ์ระหว่างตัวกระท า 

(no interaction)  และ เมื่อค่า FECI ที่มากกว่า 1.0 บ่งชี้ว่า สารประกอบสองสารต่อต้านกัน (antagonism) 

(Wagner and Ulrich-Merzenich, 2009) 

น้ าหนักอวัยวะสืบพันธุ์สัมพัทธ์และน้ าหนักตัวของกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง ถูกเปรียบเทียบ

ความแตกต่างว่าแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติหรือไม่โดยใช้การเปรียบเทียบแบบ ANOVA 

(Armstrong et al., 2002; Van Breukelen, 2006) ความแตกต่างของโลหิตวิทยา สารเคมีในเลือด  

คอเลสเตอรอล เทสทอสเทอโรน  อัตราการเจริญเติบโตและการวิเคราะห์อสุจิ ระหว่างกลุ่มก่อนและหลัง

การได้รับสาร ถูกค านวณโดย paired student’s t-test จากนั้นความแตกต่างว่ามีนัยส าคัญหรือไม่ระหว่างกลุ่ม

ถูกเปรียบเทียบโดยใช้ ANCOVA โดยใช้ Tukey HSD ในเปรียบเทียบ post hoc โดยที่ p <0.01 (Borm et al., 

2007; Van Breukelen, 2006; Winkens et al., 2007) ตัวอักษรตัวยกที่แตกต่างกัน ในแต่ละกลุ่มแสดงถึง  

ความแตกต่างกนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างแต่ละกลุ่ม  
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บทที ่ 3 

ผลกำรวิจัยและอภิปรำยผลกำรวิจัย 

3.1 โครงสร้ำงและปริมำณของสำรสกัด 

    สารสกัดหยาบในส่วนของอะซีโตนถูกแยกโดย column chromatography and PTLC จนได้สารบริสุทธิ์ 3 
สาร สารชนิดแรกได้แก่ 5,7-dihydroxy-4′-methoxyisoflavone (compound 1) เป็นผงแข็งสีเหลืองอ่อน (l8.1 
mg, 0.0009% yields from dried powder). การวิเคราะห์โดย UV-Vis spectrum แสดง absorption bands 
(λmax) ที่ 260 and 325 nm. การวิเคราะห์โดย IR spectrum of compound 1 แสดงทั้ง strong absorption band 
at 165l cm-1 ซึ่งบ่งบอกว่ามี α,β-unsaturated carbonyl carbon และ broad stripe of the hydroxyl group 
ระหว่าง 3l00 and 3400 cm-1 และ aromatic phenyl group ที่ 1622 and 1609 cm-1. การวิเคราะห์โดย mass 
spectrum แสดง molecular ion peak ที่ m/z 284 [M+] และ EIMS แสดงว่าสูตรโมเลกุลได้แก่ C16H12O5. การ
วิเคราะห์โดย 1H-NMR spectrum ของ compound 1 แสดง 4 signals ของ aromatic protons ที่ δ 6.28 ppm 
(1H, d, J = 2.10 Hz), 6.40 ppm (1H, d, J = 2.10 Hz) ส าหรับต าแหน่ง H-6 and H-8 ใน A ring, และ a 
doublet signal at δ 7.53 ppm (2H, d, J = 8.40 Hz) ส าหรับต าแหน่ง H-2′ and H-6′ และ doublet signal at δ 
6.98 ppm (2H, d, J = 8.40 Hz) ส าหรับต าแหน่ง H-3′ and H-5′ ใน B ring. ส่วนที่เป็น aromatic ของ 1H-
NMR spectrum ของ compound 1 บ่งบอกถึง characteristic resonance ของ H-2 ของ isoflavone ที่ δ 8.15 
ppm (1H, s). ผลการวิเคราะห์เหล่านี้บ่งบอกถึงลักษณะของ isoflavone และ three singlet signals ที่ δ 12.99 
ppm (proton signal disclosed downfield shift) และ 9.60 ppm บ่งบอกถึง hydroxyl groups ที่ H-5 and H-7, 
และการมี methoxy group ดูได้จากการที่มี singlet signal ที่ δ 3.83 ppm. 
    การวิเคราะห์ 13C-NMR spectrum ของ compound 1 แสดงให้เห็นถึง 14 carbon signals ของ 15 skeletal 
carbon atoms (flavonoid characteristic). สารน้ีมี 1 carbonyl group ที่ประกอบด้วย the most downfield shift 
at δ 180.94 ppm, one methoxy carbon signal at δ 54.97 ppm, seven methine carbon on five signals at δ 
153.83 ppm (C-2), 130.46 ppm (C-2′, C-6′), 113.91 ppm (C-3′, C-5′), 99.28 (C-6) and 93.90 (C-8), and 
seven quaternary carbon signals at δ 164.37 ppm (C-7), 163.31 ppm (C-5), 160.08 ppm (C-4′), 158.42 
ppm (C-9), 123.58 ppm (C-1′), 123.20 ppm (C-3), and 105.58 ppm (C-10). การวิเคราะห์โดย 1H-NMR 
และ 13C-NMR chemical shifts ของ compound 1 ดังแสดงในตารางที่ 1. เมื่เปรียบเทียบค่า 1H-NMR and 13C-
NMR chemical shifts ของ compound 1 กับค่าจากการตีพิมพ์ในวาสารของ biochanin A พบว่า compound 1 
ได้แก่ 5,7-dihydroxy-4′-methoxyisoflavone หรือ biochanin A. (Talukdar et al., 2000) (รูปที่ 3). 
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    สาร 5,7,4'-trihydroxyisoflavone (compound 2) ที่ได้เป็นของแข็งสีขาว (0.0085 g, 0.0004% yields from 
dried powder). การวิเคราะห์โดย UV-Vis spectrum แสดง absorption bands (λmax) ที่ 254 and 369 nm. การ
วิเคราะห์โดย IR spectrum ของ compound 2 แสดง absorption band ของ a hydroxyl group ที่ 3000-3500 
cm-1 และ strong absorption band ที่ 1659 cm-1  บ่งชี้ว่ามี α,β-unsaturated carbonyl carbon.  
    การวิเคราะห์โดย 1H-NMR spectrum ของ compound 2 แสดงให้เห็นถึง four signals ของ aromatic 
protons ที่ δ 6.28 ppm (1H, d, J = 2.10 Hz) และ 6.37 ppm (1H, d, J = 2.10 Hz) ส าหรับต าแหน่ง H-6 และ 
H-8 ใน A ring, และที่ δ 7.53 ppm (2H, d, J = 8.70 Hz) ส าหรับต าแหน่ง H-2′ และ H-6′, และ a doublet 
signal ที่ δ 6.89 ppm (2H, d, J = 8.70 Hz) ส าหรับต าแหน่ง H-3′ และ H-5′ ใน B ring. ส่วนที่เป็น aromatic 
จากการวิเคราะห์โดย 1H-NMR spectrum ของ compound 2 บ่งชี้ลักษณะ resonance ส าหรับ H-2 ของ 
isoflavone ที่ δ 7.92 ppm (1H, s). 
    การวิเคราะห์โดย 13C-NMR spectrum ของ compound 2 บ่งชี้ถึง 13 carbon signals ส าหรับ 15 skeletal 
carbon atoms (flavonoid characteristic). ต าแหน่งของ downfield carbon signal ที่ δ 181.24 ppm, บ่งชี้ถึง
การมี carbonyl carbon (C-4), 7 methine carbon signals ที่ δ 153.23 ppm (C-2), 130.37 ppm (C-2′, C-6′), 
115.57 ppm (C-3′, C-5′), 99.46 (C-6) และ 94.18 (C-8), และ 7 quaternary carbon signals ที่ δ 164.57 ppm 
(C-7), 162.49 ppm (C-5), 158.56 ppm (C-4′), 157.47 ppm (C-9), 123.86 ppm (C-1′), 122.18 ppm (C-3), 
และ 105.54 ppm (C-10). 
    กาวิเคราะห์โดย mass spectrum ของ compound 2 แสดง molecular ion peak ที่ m/z 270 [M+] และสูตร
โมเลกุลจากการวิเคราะห์โดย EIMS ได้แก่ C15H10O5    
   จากการวิเคราะห์โดย 1H-NMR และ 13C-NMR ค่า chemical shifts ของ compound 2 ดังแสดงในตารงที่ 1.   
เมื่อวิเคราะห์จากข้อมูลทั้งหมดแล้ว compound 2 ได้แก่ 5,7,4′-trihydroxyisoflavone หรือ genistein โดย
ข้อมูลเหล่านี้ได้ถูกวิเคราะห์เปรียบเทียบกับรายงานการวิจัยที่มีมาก่อนหน้านี้แล้ว (Zhao et al., 2009) (รูปที่  
3). 
    สารที่ 3 ที่ได้จากการสกัดได้แก่ 7,4'-Dihydroxyisoflavone (compound 3) เป็นของแข็งสีขาว (0.425 g, 
0.02 % yields from dried powder). สารน้ีและสารมาตรฐานได้ถูกน ามาวิเคราะห์โดย HPLC-ESI-MS/MS 
ดังที่ได้เอ่ยมาในสารที่ 1 และ 2 แล้ว สารที่ 3 (compound 3) ได้ถูกเปรียบเทียบค่า retention time (RT) และ 
ion fragments กับ daidzein standard. พบว่าทั้ง compounds 3 และ daidzein standard มีค่า RT ที่ 6.93 
minutes (รูปที่ 2) และ positive ion ค่า m/z 253.10 [M+]. ข้อมูลเหล่านี้บ่งชี้ว่า compound 3 คือ daidzein (รูป
ที่ 3). 
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รูปท่ี 1 แสดงผลจากการวิเคราะห์ ฟลาโวนอยด์ซึ่งแยกจากรากของ Butea superba แสดงกราฟมาตรฐานของ 

genistein และ biochanin A โดยวิธี HPLC  
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              รูปท่ี 2  กราฟวิเคราะห์ MRM chromatograms ของ A, Dai. Std. = Daidzein standard;  
                          B, Cpd.3 = Compound 3.   
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ตำรำงท่ี 1 แสดงค่า 1H-NMR และ 13C-NMR chemical shifts ของสารประกอบ 1, 2 และ 3  วัดใน  
                   acetone-d6, ส่วนผสม CDCl3 + CD3OD และ DMSO ตามล าดับ   

Atom 

position 

1
H (J in Hz) of compound 

13
C (J in Hz) of 

compound 

 1 2 3 1 2 3 

2 8.15 (s) 7.92 (s) 8.30 (s) 153.82 153.23 153.36 

3 - - - 123.20 122.18 123.04 

4 - - - 180.94 181.24 179.82 

5 12.99 (s) - - 163.31 162.49 135.56 

5-OH 6.28 (d, J = 2.1) - - 99.28 - - 

6 9.60 (s) 6.28 (d, J = 2.1) 6.95 (d, J = 

8.7, 1.6) 

164.37 99.46 112.24 

7 - - -  164.57 165.24 

7-OH 6.40 (d, J = 2.1) - - 93.90 - - 

8 - 6.37 (d, J = 2.1) 6.90 (d, J = 

1.6) 

158.42 94.19 99.80 

9 - - - 105.58 157.47 157.2 

10 12.99 (s) - - 153.82 105.54 114.76 

1′ - - - 153.82 123.86 126.62 

2′ 7.53 (d, J = 8.4) 7.35 (d, J = 8.7) 7.40 (d, J = 

8.4) 

123.20 130.37 130.14 

3′ 6.98 (d, J = 8.4) 6.89 (d, J = 8.7) 6.94 (d, J = 

8.4) 

180.94 115.57 115.02 

4′ - - - 163.31 158.56 157.56 

4′-OH - - - - - - 

4′-OCH3 3.83 (s) - - 54.97 - - 

5′ 6.98 (d, J = 8.4) 6.89 (d, J = 8.7) 6.94 (d, J = 

8.4) 

113.91 115.57 115.04 

6′ 7.53 (d, J = 8.4) 7.35 (d, J = 8.7) 7.40 (d, J = 

8.4) 

130.46 130.37 130.18 
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                                      รูปท่ี 3 โครงสร้างของสารสกัด 1, 2, และ 3.    

 

3.2 ผลต่อน  ำหนักตัวหนูทดลอง 

ผลการวิเคราะห์น้ าหนักตัวหนูทดลองนั้นไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญในอัตราการ

เจริญเติบโตที่สัมพัทธ์ระหว่างกลุ่ม  โดยวัดจากน้ าหนักของตัวของหนูที่ได้รับสาร Sildenafil, Diadzein, 

Genistein เดี่ยวๆ และ Diadzein ผสม Genistein เมื่อเทียบกลุ่มควบคุม (p <0.01) (รูปที่ 4) ผลการวิจัยนี้

สอดคล้องกับงานวิจัยของ Cherdshewasart และคณะ (Cherdshewasart et al., 2008) ที่พบว่าหนูที่ได้รับผง 

กวาวเครือแดง (Butea superb) ขนาด 150 และ 200 มก./กก.น้ าหนักตัว/วัน นั้นไม่มีความแตกต่างอย่างมี

นัยส าคัญในการวัดอัตราการเจริญเติบโตโดยน้ าหนักตัวหนูทดลองเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
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 รูปท่ี 4 ผลของสารสกัดจากรากของ Butea superba ได้แก่ Diadzein, Genistein เดี่ยวๆ, Diadzein ผสม 

Genistein และ Sildenafil ต่อน้ าหนักหนูทดลอง (กรัม)  Con = Control, Sil(10.0) = Sildenafil ที่ 10 mg/Kg 

BW/day, Dai(1.0) = Daidzein ที่ 1.0 mg/Kg BW/day, Gen(1.0) = Genistein ที่ 1.0 mg/Kg BW/day, 

Dai(0.2)+Gen(0.2) = Daidzein 0.2 mg/Kg BW/day ผสม Genistein 0.2 mg/Kg BW/day ทุกกลุ่มได้รับสาร

เป็นเวลา 40 วัน เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่ม โดยใช้ ANCOVA และใช้ Tukey HSD ในการ

ทดสอบระดับความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญในแต่ละกลุ่มโดย a = p <0.01  

  

3.3 ผลต่อจ ำนวนและลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำของอสุจิ 

รูปที่ 5 แสดงผลของสาร sildenafil, daidzein, และ genistein เด่ียวๆ และ daizein ผสมกับ genistein ต่อ 
จ านวนสเปิร์ม (x100,000 n/ml) ของหนูทดลอง ผลการวิจัยพบว่าจ านวนตัวอสุจิในกลุ่มที่ได้รับสารทั้ง
เด่ียวๆและผสม มีการเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบระหว่างก่อนและหลังการทดสอบ (p<0.01) ยกเว้น
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กลุ่มควบคุม นอกจากนีผ้ลการวิจัยพบว่า เมื่อหนูทดลองได้รับสาร daidzein ผสมกับ genistein ท าให้จ านวน
อสุจิมากขึ้นสูงสุดเมื่อเทียบกับกลุ่มอื่น (p<0.01)  โดยมีค่า FECI เท่ากับ 0.4 ผลการทดสอบยังพบว่าจ านวน
อสุจขิองกลุ่มได้รับสารทดสอบทุกกลุ่ม ยังสูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิ (p<0.01) ลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาของตัวสุจิที่ได้รับสารทดสอบเหล่านี้เผยให้เห็นลักษณะปกติและมีจ านวนสูงกว่ากลุ่ม
ควบคุม (ไม่ได้แสดงภาพ) ผลลัพธ์เหล่านี้สอดคล้องกับผลวิจัยของ Manosroi, et al และคณะ (Manosroi et 
al., 2006) ที่พบว่าอสุจิในหนูเพศผู้ที่ได้รับสารสกัดหยาบจากรากกวาวเครือแดงในปริมาณ 1,250 มก/กก/วัน 
สูงขึ้นกว่ากลุ่มควบคุมประมาณ 16% ยังมีผลการวิจัยก่อนหน้านี้ที่พบว่าจ านวนอสุจิ, ความใคร่ทางเพศและ
ขนาดของการแข็งตัวของอวัยวะเพศของหนูที่ได้รับสารสกัดหยาบจากหัวกวาวเครือแดงขนาด 0.5 และ 5 
มก/มล/วัน  เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (Pinmongkholgul, 2001). 
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รูปท่ี 5 ผลของสารสกัดจากรากของ Butea superba ได้แก่ Diadzein, Genistein เดี่ยวๆ, Diadzein ผสม 

Genistein และ Sildenafil ต่อจ านวนอสุจิของหนูไมซ์ Con = Control, Sil(10.0) = Sildenafil ที่ 10 mg/Kg 

BW/day, Dai(1.0) = Daidzein ที่ 1.0 mg/Kg BW/day, Gen(1.0) = Genistein ที่ 1.0 mg/Kg BW/day, 

Dai(0.2)+Gen(0.2) = Daidzein 0.2 mg/Kg BW/day รวม Genistein 0.2 mg/Kg BW/day ความแตกต่างอย่าง

มีนัยส าคัญระหว่างก่อนและหลังการทดสอบในแต่ละกลุ่มถูกเปรียบเทียบโดยใช้ paired Student t-test ที่ 
*
p<0.05; 


 p<0.01 การวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างกลุ่มนั้น ใช้การทดสอบแบบ ANCOVA และใช้ 

Tukey HSD ในการทดสอบระดับความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญในแต่ละกลุ่มโดย ตัวอักษรที่แตกต่างกัน

แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ p <0.01  
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3.4 ผลต่อกำรเคลื่อนท่ีของอสุจิ 

ผลของสาร sildenafil, daidzein, genistein เดี่ยวๆ และ daizein ผสมกับ genistein ต่อ การเคลื่อนที่ของอสุจิ 

ของหนูทดลอง ถูกน าเสนอในรูปที่ 6 ผลการทดลองพบว่า มีการเพิ่มขึ้นของการเคลื่อนที่อย่างมีนัยส าคัญใน

ทุกกลุ่มเมื่อเปรียบเทียบระหว่างก่อนและหลังการได้รับสาร ยกเว้นกลุ่มควบคุม (p<0.05 และ p<0.01) 

นอกจากนี้ การเคลื่อนที่ของอสุจิในกลุ่มที่ได้รับสารผสม daidzein และ genistein พบว่ามีค่าการเคลื่อนไหว

สูงที่สุดเมื่อเทียบกับกลุ่มอื่นๆทั้งหมดรวมทั้งกลุ่มที่ได้รับ Sildenafil (p<0.01) อันเป็นผลมาจากการออกฤทธิ์

เสริมฤทธิ์กันของสารทั้งสอง โดยดูได้จากค่า FECI เท่ากับ 0.4 ผลการทดลองยังพบว่า การเคลื่อนไหวของ

อสุจิในกลุ่มที่ได้รับ Sildenafil ขนาด 10.00 มิลลิกรัม/กก.น้ าหนักตัว/วัน ก็ยังสูงกว่ากลุ่มควบคุม แต่ไม่

แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p>0.01) การค้นพบนี้ท าให้เราเชื่อได้ว่า daidzein และ genistein อาจมีบทบาท

ส าคัญในการเพิ่มการเคลื่อนไหวของอสุจิ ซึ่งผลการทดสอบการเคลื่อนไหวก็สอดคล้องกับผลต่อจ านวน

อสุจิ ผลลัพธ์เหล่านี้ท าให้เราเชื่อได้ว่า daidzein และ genistein สามารถเพิ่มทั้งจ านวนและการเคลื่อนไหว

ของอสุจิ  
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รูปท่ี 6 ผลของสารสกัดจากรากของ Butea superba ได้แก่ Diadzein, Genistein เดี่ยวๆ, Diadzein ผสม 

Genistein และ Sildenafil ต่อการเคลื่อนที่ของอสุจิของหนูไมซ์ Con = Control, Sil(10.0) = Sildenafil ที่ 10 

mg/Kg BW/day, Dai(1.0) = Daidzein ที่ 1.0 mg/Kg BW/day, Gen(1.0) = Genistein ที่ 1.0 mg/Kg BW/day, 

Dai(0.2)+Gen(0.2) = Daidzein 0.2 mg/Kg BW/day รวม Genistein 0.2 mg/Kg BW/day ความแตกต่างอย่าง

มีนัยส าคัญระหว่างก่อนและหลังการทดสอบในแต่ละกลุ่มถูกเปรียบเทียบโดยใช้ paired Student t-test ที่ 
*
p<0.05; 


 p<0.01 การวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างกลุ่มนั้น ใช้การทดสอบแบบ ANCOVA และใช้ 

Tukey HSD ในการทดสอบระดับความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญในแต่ละกลุ่มโดย ตัวอักษรที่แตกต่างกัน

แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ p <0.01  
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3.5 ผลต่อจุลกำยวิภำคศำสตร์ของหลอดสร้ำงอสุจิ 

    ผลของสารสกัดต่อจุลกายวิภาคศาสตร์ของหลอดสร้างอสุจิ สามารถเห็นได้จากรูปที่ 7 ว่าอสุจิของกลุ่ม

ได้รับสารทั้งหมดมีกระบวนการเจริญเติบโตของ spermatids และกระบวนการสร้างอสุจิมากกว่ากลุ่ม

ควบคุม กระบวนการเหล่านี้สูงขึ้นทั้งกระบวนการเจริญของ spermatid และจ านวน spermatid การค้นพบนี้

เป็นสิ่งบ่งชี้ว่า daidzein และ genistein ที่แยกได้จากกวาวเครือแดง เมื่อใช้ทั้งเดี่ยวๆ และผสมกัน สามารถ

เพิ่มจ านวนอสุจแิละพัฒนาการของอสุจิ  

 

 

รูปท่ี 7 ภาพถ่ายโครงสร้างในระดับจุลภาคของหลอดอัณฑะของหนูหลังจากได้รับสารสกัดจากกวาวเครือ

แดง daidzein, genistein เดียวๆ และผสมกันและ sildenafil; a = Control, b = Sildenafil ที่ 10.00 mg/kg 

BW/day, c = Daidzein ที่ 1.0 mg/Kg BW/day, d = Genistein ที่ 1.0 mg/kg BW/day,  e = Daidzein 0.2 

mg/Kg BW/day ผสมกับ Genistein 0.2 mg/Kg BW/day ภาพถ่ายระดับจุลภาคทั้งหมดแสดงที่ก าลังขยาย 100 

เท่า, บาร์สเกล  = 10 ไมโครเมตร 
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3.6 ผลต่อระดับฮอร์โมนเทสทอสเทอโรนและคอเลสเทอรอล  

    ผลการศึกษาการได้รับสารสกัดจากกวาวแดง ได้แก่ daidzein, genistein เมื่อใช้เดี่ยวๆและผสมต่อ

ฮอร์โมนเทสทอสเทอโรนและคอเลสเทอรอล ได้แสดงดังรูปที่ 8 และ 9 ผลการทดลองจะเห็นว่าฮอร์โมน

เทสทอสเทอโรนมีการเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทุกกลุ่มที่ได้รับสารทดสอบเมื่อเทียบระหว่างก่อนและหลัง

การได้รับสาร ยกเว้นกลุ่มควบคุม (p<0.01) ในท านองเดียวกันทุกกลุ่มที่ได้รับสารทดสอบมีระดับฮอร์โมน

เทสทอสเทอโรนสูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.01) ยิ่งไปกว่านั้นสารผสมระหว่าง daidzein และ 

genistein พบว่ามีค่าดัชนี FECI เท่ากับ 0.4 ท าให้มีการเพิ่มขึ้นของฮอร์โมนเทสทอสเทอโรนสูงสุดอย่างมี

นัยส าคัญเมื่อเทียบกับกลุ่มอ่ืนๆ (p<0.01) ผลการวิจัยยังพบว่าระดับฮอร์โมนเทสทอสเทอโรน ในกลุ่มที่

ได้รับ Sildenafil ที่ 10 มิลลิกรัม/กก./วัน มีค่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญจากกลุ่มที่ได้รับ daidzein อย่าง

เดียว (p>0.10) ผลการวิจัยนี้สอดคล้องกับรายงานการวิจัยของ Saraiva et al (Saraiva et al., 2009) ที่ว่าหนู

ทดลองที่ได้รับ Sildenafil พบว่ามีระดับที่เพิ่มขึ้นของฮอร์โมนเทสทอสเทอโรนอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับ

กลุ่มควบคุม และยังพบอีกว่า Leydig cells มีโครงสร้างที่เปลี่ยนไป เช่น vesicular smooth endoplasmic 

reticulum, large vacuoles, enlarged discontinue cristaes of mitochondria and vesicles of whorled 

membranes at the periphery ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะที่แสดงว่า เซลล์ที่หลั่งสเตียรอยด์ถูกกระตุ้น อย่างไรก็

ตามรายงานการวิจัยของ Cherdshewasart et al พบว่า หนูที่ได้รับสารสารสกัดหยาบจากกวาวเครือแดง

ปริมาณ 150 และ 200 มก./กก./วัน มีระดับฮอร์โมนเทสทอสเทอโรนลดลง โดยขึ้นกับปริมาณสารที่ได้รับ 

(Cherdshewasart et al., 2008) ผลการวิจัยระดับคอเลสเทอรอลพบว่าระดับคอเลสเทอรอลมีค่าสูงขึ้นอย่างมี

นัยส าคัญภายหลังการได้รับสาร เมื่อเทียบกับก่อนการได้รับสารในทุกกลุ่มยกเว้นกลุ่มควบคุม (p<0.01) เมื่อ

เทียบผลของสารต่อระดับคอเลสเทอรอลระหว่างกลุ่มแล้ว จะสามารถเรียงล าดับจากสูงสุดไปต่ าสุดดังนี้ 

daidzein ผสม genistein > genistein เด่ียวๆ   Sildenafil > daidzein เด่ียวๆ > กลุ่มควบคุม (p<0.01) (รูปที่ 9) 

ค่าดัชนีของความเข้มข้นที่มีประสิทธิภาพ (FECI) ที่ 0.4 บ่งชี้ว่าสารผสมของ daidzein และ genistein มีการ

ออกฤทธิ์เสริมกันอย่างชัดเจน ผลการศึกษานี้สอดคล้องกับการศึกษาของ Manasathien (2001) ที่ว่าหนูที่

ได้รับสารสกัดหยาบจากเอทานอลของควาวเครือแดงที่ขนาด 50 มก./มล./วัน เป็นเวลา 3 สัปดาห์ พบว่าท า

ให้เซลล์ตับมีขนาดใหญ่ขึ้นและความระดับของคอเลสเทอรอลสูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ 

(Manasathien, 2001) จากผลการวิจัยก่อนหน้าพบว่าเซลล์ Leydig สามารถถูกกระตุ้นโดย Sildenafil เมื่อ

เซลล์ Leydig ถูกกระตุ้น จะผลิตฮอร์โมนเพศชาย เช่นฮอร์โมนเทสทอสเทอโรน ฮอร์โมนเทสทอสเทอโรน

จะกระตุ้นการสร้างอสุจิ, ส่งเสริมการเจริญเติบโตทางกายภาพและการท างานของตัวอสุจิ  ส่งเสริมการเจริญ
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ของเซลลฺต่างๆในระบบสืบพันธุ์เพศชาย (Martini et al., 2006) เป็นที่ทราบกันดีว่าฮอร์โมนเทสทอสเทอโรน

สังเคราะห์จากสารตั้งต้นคอเลสเทอรอล (Maqdasy et al., 2013; Midzak et al., 2009) ดังนั้นการค้นพบ

เหล่านี้ เป็นสิ่งบ่งชี้ว่า คอเลสเทอรอลที่เพิ่มขึ้นในกลุ่มที่รับสารทดสอบเหล่านี้ ส่งผลต่อเนื่องให้ระดับ

ฮอร์โมนเทสทอสเทอโรนสูงขึ้น 
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รูปท่ี 8 ผลของสารสกัดจากรากของ Butea superba ได้แก่ Diadzein, Genistein เดี่ยวๆ, Diadzein ผสม 

Genistein และ Sildenafil ต่อระดับของฮอร์โมนเทสทอสเทอโรนของหนูไมซ์ Con = Control, Sil(10.0) = 

Sildenafil ที่ 10 mg/Kg BW/day, Dai(1.0) = Daidzein ที่ 1.0 mg/Kg BW/day, Gen(1.0) = Genistein ที่ 1.0 

mg/Kg BW/day, Dai(0.2)+Gen(0.2) = Daidzein 0.2 mg/Kg BW/day รวม Genistein 0.2 mg/Kg BW/day 

ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญระหว่างก่อนและหลังการทดสอบในแต่ละกลุ่มถูกเปรียบเทียบโดยใช้ paired 

Student t-test ที่  p<0.01 การวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างกลุ่มนั้น ใช้การทดสอบแบบ ANCOVA 

และใช้ Tukey HSD ในการทดสอบระดับความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญในแต่ละกลุ่มโดย  ตัวอักษรที่

แตกต่างกันแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ p <0.01  
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รูปท่ี 9 ผลของสารสกัดจากรากของ Butea superba ได้แก่ Diadzein, Genistein เดี่ยวๆ, Diadzein ผสม 

Genistein และ Sildenafil ต่อระดับของคอเลสเทอรอลของหนูไมซ์ Con = Control, Sil(10.0) = Sildenafil ที่ 

10 mg/Kg BW/day, Dai(1.0) = Daidzein ที่ 1.0 mg/Kg BW/day, Gen(1.0) = Genistein ที่ 1.0 mg/Kg 

BW/day, Dai(0.2)+Gen(0.2) = Daidzein 0.2 mg/Kg BW/day รวม Genistein 0.2 mg/Kg BW/day ความ

แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญระหว่างก่อนและหลังการทดสอบในแต่ละกลุ่มถูกเปรียบเทียบโดยใช้  paired 

Student t-test ที่  p<0.01 การวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างกลุ่มนั้น ใช้การทดสอบแบบ ANCOVA 

และใช้ Tukey HSD ในการทดสอบระดับความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญในแต่ละกลุ่มโดย  ตัวอักษรที่

แตกต่างกันแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ p <0.01  

 

3.7 ผลต่อส่วนของอวัยวะสืบพันธุ์และน  ำหนักอวัยวะท่ีส ำคัญ 

    น้ าหนักอัณฑะสัมพัทธ์ของหฯที่ได้รับ Sildenafil และสารสกัดทุกกลุ่ม มีค่าหนักกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมี

นัยส าคัญ (p<0.01) ยิ่งไปกว่านี้แล้ว น้ าหนักสัมพัทธ์ของหลอดน้ าอสุจิและถุงพักน้ าเชื้อ (epididymis and 

seminal vesicle) ในกลุ่มที่ได้รับสารสกัด genistein เด่ียวๆ และผสมกับ daidzein ก็มีค่าสูงกว่ากลุ่มอ่ืนๆอย่าง
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มีนัยส าคัญ (p<0.01) อย่างไรก็ตามน้ าหนักสัมพัทธ์ของต่อมลูกหมากของกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่ได้รับสาร 

daidzein ผสม genistein มีค่ามากกว่ากลุ่มอ่ืนที่เหลืออย่างมีนัยส าคัญ (p<0.01) (ตารางที่ 2) ผลการวิจัยนี้

สอดคล้องกับผลการวิจัยของ Manosroi et al, ที่พบว่าสารสกัดหยาบจากรากกวาวเครือแดง แสดงแนวโน้ม

ในการเพิ่มน้ าหนักอัณฑะและจ านวนอสุจิในหนทูดลอง (Manosroi et al., 2006)  

ผลการทดสอบสารต่ออวัยวะส าคัญพบว่า น้ าหนักม้ามสัมพัทธ์ของกลุ่มที่ได้รับสาร genistein 

เดี่ยวๆ และ genistein ผสมกับ daidzein มีน้ าหนักมากกว่ากลุ่มที่ได้รับ  sildenafil และกลุ่มควบคุมอย่างมี

นัยส าคัญ (p<0.01) ยิ่งไปกว่านั้น กระเพาะอาหารของกลุ่มที่ได้รับ genistein เดี่ยวๆและผสม มีน้ าหนักเบา

กว่ากลุ่มที่ได้รับ Sildenafil อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.01) (ตารางที่ 3) ส่วนผลของสารเหล่านี้ต่อ หัวใจ ตับ ปอด

และไต ไม่มีความแตกต่างจากกลุ่มควบคุมแต่อย่างใด (p>0.01)  

พยาธิสภาพของหัวใจ, ตับ, ม้าม, ไต, และกระเพาะอาหารของทุกกลุ่มที่ได้รับสารนั้นพบลักษณะ

ปกติเมื่อเทียบกับอวัยวะของกลุ่มควบคุม (ไม่ได้แสดงรูปภาพ) 

จากการทดสอบนี้แสดงหลักฐานให้เห็นว่าสารสกัดจาก Butea superba สามารถเพิ่มระดับฮอร์โมน

เทสทอสเทอโรน,จ านวนอสุจิและการเคลื่อนที่ของอสุจิของหนูเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ถึงแม้ว่าสารสกัดนี้

จะมีผลท าให้น้ าหนักของกระเพาะอาหารลดลงและมีผลท าให้น้ าหนักของม้าม, อัณฑะ, ต่อมสร้างน้ าเลี้ยง

อสุจิ, หลอดเก็บอสุจิและระดับคอเลสเทอรอลในกลุ่มที่ได้รับ สารผสม daidzein และ genistein นั้นสูงขึ้น

เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม จากการค้นพบในครั้งนี้อาจถูกน ามาพัฒนาต่อเพื่อใช้เพิ่มฮอร์โมนเทสทอสเทอโรน

,จ านวนอสุจิและการเคลื่อนที่ของอสุจิในเพศชายต่อไป 
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ตำรำงท่ี 2 ผลของสารสกัดจากรากของ Butea superba ได้แก่ Diadzein, Genistein เดี่ยวๆ, Diadzein ผสม 

Genistein และ Sildenafil ต่อน้ าหนักสัมพัทธ์ของอวัยวะสืบพันธุ์ของหนูไมซ์ Con = Control, Sil(10.0) = 

Sildenafil ที่ 10 mg/Kg BW/day, Dai(1.0) = Daidzein ที่ 1.0 mg/Kg BW/day, Gen(1.0) = Genistein ที่ 1.0 

mg/Kg BW/day, Dai(0.2)+Gen(0.2) = Daidzein 0.2 mg/Kg BW/day รวม Genistein 0.2 mg/Kg BW/day 

ข้อมูลถูกแสดงในค่าเฉลี่ย ± SEM (n = 10) ความแตกต่างระหว่างกลุ่มการวิเคราะห์นั้นจะใช้สถิติการ

ทดสอบโดย ANCOVA และใช้ Tukey HSD ในการทดสอบระดับความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญในแต่ละ

กลุ่ม ตัวอักษรที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ p<0.01 

Reproductive 

organ (g) 

Con Sil(10.00) Dai(1.0) Gen(1.0) Dai(0.2)+Gen(0.2) 

Testis 0.18±0.023
b
 0.30±0.045

a
 0.29±0.014

a
 0.25±0.008

ab
 

 

0.24±0.013
ab

 

 

Epididymis 0.08±0.002
b
 0.08±0.01

c
 0.09±0.01

c
 0.16±0.003

a
 

 

0.14±0.007
ab

 

 

Vas deferens 0.03±0.004 0.02±0.003 0.03±0.003 0.03±0.004 

 

0.02±0.004 

 

Seminal vesicle 0.12±0.004
b
 0.13±0.004

b
 0.12±0.005

b
 0.31±0.001

a
 

 

0.30±0.022
a
 

 

Prostate gland 0.06±0.005
a
 0.04±0.005

b
 0.06±0.003

a
 0.02±0.002

a
 0.02±0.002

b
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ตำรำงท่ี 3 ผลของสารสกัดจากรากของ Butea superba ได้แก่ Diadzein, Genistein เดี่ยวๆ, Diadzein ผสม 
Genistein และ Sildenafil ต่อน้ าหนักสัมพัทธ์ของอวัยวะส าคัญของหนูไมซ์ Con = Control, Sil(10.0) = 
Sildenafil ที่ 10 mg/Kg BW/day, Dai(1.0) = Daidzein ที่ 1.0 mg/Kg BW/day, Gen(1.0) = Genistein ที่ 1.0 
mg/Kg BW/day, Dai(0.2)+Gen(0.2) = Daidzein 0.2 mg/Kg BW/day รวม Genistein 0.2 mg/Kg BW/day 
ข้อมูลถูกแสดงในค่าเฉลี่ย ± SEM (n = 10) ความแตกต่างระหว่างกลุ่มการวิเคราะห์นั้นจะใช้สถิติการ
ทดสอบโดย ANCOVA และใช้ Tukey HSD ในการทดสอบระดับความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญในแต่ละ
กลุ่ม ตัวอักษรที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ p<0.01  
Vital organ 

(g/100gBW) 
Con Sil(10.00) Dai(1.0) Gen(1.0) Dai(0.2)+Gen(0.2) 

Heart 0.14±0.002 0.13±0.003 0.14±0.003 0.13±0.010 0.15±0.011 

Liver 1.74±0.005 1.71±0.022 1.76±0.005 1.70±0.05 1.73±0.017 

Spleen 0.05±0.005c 0.04±0.003c 0.07±0.007bc 0.11±0.025ab 0.12±0.007ab 

Lung 0.19±0.01ab 0.17±0.02ab 0.21±0.004a 0.16±0.012ab 0.16±0.011ab 

Kidney 0.8±0.06 0.6±0.01 0.73±0.003 0.59±0.048 0.63±0.026 

Stomach 1.04±0.06ab 1.19±0.008a 1.09±0.06ab 0.70±0.109bc 0.72±0.089bc 
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3.8 ผลต่อโลหิตวิทยำและสำรเคมีในเลือด 

ผลการวิจัยทางโลหิตวิทยาและสารเคมีในเลือดนั้นแสดงในตารางที่ 4 ผลการวิจัยพบว่าระดับ 

hemoglobin และ hematocrit ของกลุ่มที่ได้รับ Sildenafil นั้นมีค่าลดลงอย่างมีนัยส าคัญภายหลังการได้รับ

สารเมื่อเทียบกับก่อนให้สาร p<0.01 นอกจากนั้นแล้ว พบว่าระดับ PMN ของกลุ่มที่ได้รับสารผสม Daidzein 

และ Genistein มีค่าสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญภายหลังการได้รับสารเมื่อเทียบกับก่อนให้สาร p<0.01 อย่างไรก็

ตามระดับของ hemoglobin, hematocrit และ PMN ที่ลดลงและเพิ่มขึ้นภายในกลุ่มนั้น ไม่แตกต่างกับกลุ่ม

ควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ (p>0.01) เมื่อเปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม นอกจากนี้ระดับ MPV ในกลุ่มที่ได้รับ

Sildenafil และ Daidzein นั้นต่ ากว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.01) ส่วนค่าทางโลหิตวิทยาและ

สารเคมีในเลือดอ่ืนๆที่ไม่ได้เอ่ยถึงทั้งหมดนั้น ค่าไม่ได้แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบก่อน

และหลังการได้รับสาร และเปรียบเทียบระหว่างกลุ่ม (p>0.01)  
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ตำรำงท่ี 4 ผลของสารสกัดจากรากของ Butea superba ได้แก่ Diadzein, Genistein เดี่ยวๆ, Diadzein ผสม Genistein และ Sildenafil ต่อโลหิตวิทยาและสารเคมีในเลือด
ของหนูไมซ์ Con = Control, Sil(10.0) = Sildenafil ที่ 10 mg/Kg BW/day, Dai(1.0) = Daidzein ที่ 1.0 mg/Kg BW/day, Gen(1.0) = Genistein ที่ 1.0 mg/Kg BW/day, 
Dai(0.2)+Gen(0.2) = Daidzein 0.2 mg/Kg BW/day รวม Genistein 0.2 mg/Kg BW/day ข้อมูลถูกแสดงในค่าเฉลี่ย ± SEM (n = 10) ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ
ระหว่างก่อนและหลังการทดสอบในแต่ละกลุ่มถูกเปรียบเทียบโดยใช้ paired Student t-test ที่ **p<0.01 ความแตกต่างระหว่างกลุ่มการวิเคราะห์นั้นจะใช้สถิติการ
ทดสอบโดย ANCOVA และใช้ Tukey HSD ในการทดสอบระดับความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญในแต่ละกลุ่ม ตัวอักษรที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ p<0.01  
 

 

 

 

Parameter 
Con Sil(10.0) Dai(1.0) Gen(1.0) Dai(0.2)+Gen(0.2)  

Pre-test Pos-test Pre-test Pos-test Pre-test Pos-test Pre-test Pos-test Pre-test Pos-test 

 
Cholesterol (mg%) 

 
116.4±6.2 

 
123.8±9.9 

 
86.0±6.4 

 
130.8±9.2 

 
88.4±3.42 

 
134±15.6 

 
108±4.04 

 
142.2±13.1 

 
112±17.64 

 
155.2±15.82** 

RBC  (x106 /µL) 8.3±0.2 7.5±0.3 9.0±0.3 7.7±0.2 8.1±19 8.1±1.02 9.23±0.34 8.14±0.10 9.50±0.11 8.71±0.54 

Hemoglobin (g/dL) 14.2±0.5 12.8±0.5b 17.4±0.2 14.1±0.2**ab 14.7±0.4 12.8±0.5b 14.8±0.80 13.8±0.20ab 15.8±0.20 14.4±0.67ab 

Hematocrit (%) 42.0±14 37.8±1.5 49.8±0.5 42.0±0.8** 44.2±1.0 37.8±2.3 45.6±2.15 39.8±0.58 50.2±1.20 44.0±3.86 
 

WBC  (x103 /µL) 9.3±1.3 7.8±1.3 8.7±1.3 6.8±1.7 7.3±0.9 6.9±0.5 7.34±1.85 6.08±0.78 10.1±0.46 8.80±0.71 

PMN (%) 15.2±4.0 17.6±3.7abc 13.8±1.9 15.0±1.4ab 11.4±1.7 9.6±1.4c 5.40±1.60 13.40±2.42abc 4.80±0.86 9.40±1.43**abc 

Lymphocyte (%) 84.6±4.0 84.8±4.3 85.4±1.9 82.8±4.3 88.6±1.7 94.2±1.8 90.2±2.87 84.0±2.70 95.2±0.86 91.2±2.13 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 

 

ตำรำงท่ี 4 (ต่อ) 

Parameter Con Sil(10.0) Dai(1.0) Gen(1.0) Dai(0.2)+Gen(0.2) 

Pre-test Pos-test Pre-test Pos-test Pre-test Pos-test Pre-test Pos-test Pre-test Pos-test 

Platelet  (x103 /µL) 821.4±21.7 793±32.5 820.4±21.7 792±32.5 821.5±21.7 792±32.5 636±19 826.6±50.08 912.2±22.71 859.8±17.04 

 MCV (fL) 50.0±0.6 50.2±0.3 52.5±0.6 51.2±0.7 54.1±0.2 51.2±0.3 49.1±0.53 48.96±0.65 51.7±0.85 50.5±1.24 

MCH (pg/cell) 17.0±0.05 17.5±0.2 18.3±0.1 18±0.3 16.6±1.3 17.8±0.3 16.2±0.27 16.6±0.18 16.5±0.20 16.88±0.21 

MCHC (g/dL) 34.1±0.09 34.0±0.18 34.8±0.2 35.1±0.3 31.1±0.6 34.7±0.6 33.0±0.37 34.0±0.52 31.9±0.35 33.6±0.51 

RDW (%) 23.8±3.0 21.9±2.3 16.0±0.8 16.8±1.0 14.6±0.2 18.0±1.3 21.8±2.48 18.5±0.64 16.6±0.60 17.5±0.79 

MPV (fL) 5.86±0.3 6.96±0.2ab 5.2±0.1 5.6±0.1cd 6.2±0.03 5.8±0.1d 6.82±0.11 7.22±0.24abc 6.60±0.13 6.9±0.40abc 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

บทที ่4 

สรุปผลกำรศึกษำ 

ผลการวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่าสารสกัดอะซีโตนของหัวกวาวเครือแดงถูกสกัดออกมาจนได้สารออก

ฤทธิ์สามสาร เมื่อพิสูจน์เอกลักษณ์แล้ว สารดังกล่าวได้แก่ 5,7-dihydroxy-4'-methoxyisoflavone (biochanin 

A), 5,7,4'- trihydroxyisoflavone (genistein) และ 7,4'-Dihydroxyisoflavone (daidzein) เป็นที่น่าสนใจว่า 

สาร biochanin A และ genistein เป็นการค้นพบคร้ังแรกในกวาวเครือแดง 

    ผลการวิจัยก่อนหน้านี้พบว่าสารสกัดจากรากกวาวเครือแดง เพิ่มขึ้นความเข้มข้นของตัวอสุจิและ

ลดการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิในหนูทดลอง (Tocharus et al., 2005)  นอกจากนี้ผลการวิจัยก่อนหน้านี้ยังพบว่า 

genistein, daidzein และ glycitein สามารถเพิ่มจ านวนอสุจิ, เพิ่มการเคลื่อนที่และเพิ่มจ านวนสัณฐานวิทยา

ของ oligospermia ในอาสาสมัคร (Casini et al., 2006) จากเหตุผลที่เอ่ยถึง งานวิจัยชิ้นนี้จึงได้ศึกษา ผลของ

สารสกัด daidzein และ genistein ที่แยกได้จากหัวกวาวเครือแดง ต่อระบบสืบพันธุ์ จ านวนอสุจิและการ

เคลื่อนทีข่องอสุจ,ิ ฮอร์โมนเทสทอสเทอโรนและระดับคอเลสเทอรอลในหนูไมซ์เพศผู้ ผลการวิจัยพบว่า ทั้ง

สามสารที่ถูกสกัดออกมาได้แก่ biochanin A, genistein และ daidzein ถูกจัดอยู่ในกลุ่มของ isoflavones 

การศึกษาการออกฤทธิ์ของสารสกัดพบว่า ทั้ง daidzein และ genistein เมื่อใช้เดี่ยวๆและผสม สามารถเพิ่ม

จ านวนและการเคลื่อนที่ ตลอดจนพัฒนาการของตัวอสุจิ นอกจากนั้น ระดับคอเลสเตอรอลและฮอร์โมนเทส

ทอสเทอโรนในหนูทดลองได้ ยิ่งไปกว่านั้นแล้ว กลุ่มที่ได้รับสารผสม daidzein และ genistein จะมี

ค่าพารามิเตอร์ที่ทดสอบดังกล่าวสูงที่สุดเมื่อเทียบกับกลุ่มอ่ืนๆ อันเป็นผลมาจากการเสริมฤทธิ์กันของสาร

ทั้งสอง (FECI = 0.4) เป็นที่ทราบกันดีว่าฮอร์โมนเทสทอสเทอโรนถูกสังเคราะห์จากสารตั้งต้นได้แก่คอเล

สเทอรอล (Maqdasy et al., 2013; Midzak et al., 2009) ดังนั้นการค้นพบนี้แสดงหลักฐานที่ชัดเจนว่าคอเล

สเทอรอล ที่เพิ่มขึ้นในกลุ่มที่ได้รับสารสกัดเหล่านี้ ส่งผลให้ฮอร์โมนเทสทอสเทอโรนเพิ่มขึ้นด้วย ผลลัพธ์

เหล่านี้สามารถอธิบายได้ด้วยสมมติฐานที่ว่าการเพิ่มขึ้นของฮอร์โมนเทสทอสเทอโรน สามารถส่งผลให้ 

จ านวนอสุจิและการเคลื่อนที่สูงขึ้น อันเป็นผลมาจากอสุจิและการเจริญเติบโตของตัวอสุจิถูกกระตุ้นโดย

ฮอร์โมนนี้ (Martini et al., 2006) นอกจากนี้แล้วรายงานการวิจัยก่อนหน้านี้ยังพบว่า ความเข้มข้นของ

ฮอร์โมนเทสทอสเทอโรนมีค่าต่ าลงในผู้ป่วยชายที่มีอาการเลวร้ายจากจากโรคอัลไซเมอร์ (Alzheimer’s 

disease; AD) (Moffat et al., 2004) นอกเหนือจากนี้แล้วในเพศชายที่มีอายุมากขึ้นและมีการผลิตฮอร์โมน

เพศชายลดลง เมื่อได้รับเทสทอสเทอโรนพบว่า ท าให้สมรรถถาพทางเพศการตั้งตรงของอวัยวะเพศดีขึ้น  
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(Traish et al., 2011) นอกจากนี้แล้วยังพบว่าสามารถท าให้ ความจ าและความรู้ความเข้าใจในผู้ชายดีขึ้น

เล็กน้อย (Cherrier, 2009) การวิจัยนี้บ่งชี้อย่างชัดเจนว่า ระดับฮอร์โมนเทสทอสเทอโรน, การเคลื่อนไหว

ของอสุจิในกลุ่มที่ได้รับ genistein เดี่ยวๆและผสมกับ daidzein มีค่าสูงกว่ากลุ่มที่ได้รับ Sildenafil และกลุ่ม

ควบคุมอย่างชัดเจน (p<0.01) จากผลการวิจัยดังกล่าวนี้ daidzein และ genistein ที่แยกได้จากหัวกวาวเครือ

แดง อาจมีประโยชน์ในการเพิ่มระดับฮอร์โมนเทสทอสเทอโรนในผู้ป่วยโรคอัลไซเมอร์ (AD) และอาจ

สามารถบ าบัดสมรรถภาพทางเพศ ความใคร่และการตั้งตรงขององคชาต ในเพศชายสูงวัยที่มีการผลิต

ฮอร์โมนเพศชายต่ ากว่าปกติ (hypogonadal) นอกจากนี้แล้ว ลักษณะสัณฐานวิทยาของลูกอัณฑะ (หลอด

สร้างอสุจิ) (รูปที่ 7) เป็นสิ่งสนับสนุนว่ามีการเสริมฤทธิ์กันของ daidzein และ genistein โดยพบว่าจ านวน

อสุจิ มีจ านวนสูงสุดและขนาดของเซลล์ Sertori มีขนาดใหญ่ที่สุดส่งผลให้อสุจิของกลุ่มนี้มีขั้นตอนการ

เจริญเติบโตจนเป็น spermatids กว่ากลุ่มอ่ืนๆ ผลการเสริมฤทธิ์กันของสารที่แยกได้นี้ ท าให้เราเชื่อได้ว่าการ

เพิ่มขึ้นของคอเลสเทอรอลและระดับฮอร์โมนเทสทอสเทอโรน ตลอดจนจ านวนอสุจิ ถูกกระตุ้นโดย 

daidzein และ genistein โดยอาจมาจากขั้นตอนที่แตกต่างกันของกลไกการออกฤทธิ์ 

ผลการวิจัยพบว่า น้ าหนักม้ามสัมพัทธ์ของกลุ่มที่ได้รับสาร genistein เดี่ยวๆ และ ผสมกับ daidzein 

หนักมากกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ นอกจากนี้ระดับ MPV ในกลุ่มที่ได้รับ Daidzein นั้นต่ ากว่ากลุ่ม

ควบคุมอย่างมีนัยส าคัญ เป็นที่ทราบกันว่า ม้ามท าหน้าที่ สร้างแอนตีบอดี ในการต่อต้านเชื้อโรค และยังผลิต

เซลล์เม็ดเลือดแดงขึ้นมาใหม่ได้ด้วย ดังนั้นการที่ม้ามมีน้ าหนักเพิ่มขึ้น ไม่น่าจะเป็นอันตรายต่อร่างกายอย่าง

มีนัยส าคัญ อย่างไรก็ตามการน าสารมาพัฒนาเป็นยาและใช้กับมนุษย์ ต้องติดตามความผิดปกติของม้ามและ

ค่า MPV เช่นกัน    

กล่าวโดยสรุป การศึกษาในปัจจุบันแสดงให้เห็นว่า biochanin A,  genistein และ daidzein ถูกสกัด

ได้จากราก(หัว)ของกวาวเครือแดง (B. superba) และเป็นที่น่าสนใจว่านี้เป็นการรายงานคร้ังแรกที่พบว่า 

biochanin A  และ genistein ถูกสกัดแยกได้จากรากของกวาวเครือแดง ด้วยเหตุนี้ daidzein และ genistein ที่

แยกได้จากกวาวเครือแดง ไม่ว่าจะใช้เดี่ยวๆ หรือรวมกัน อาจเป็นประโยชน์ในการเพิ่มระดับฮอร์โมนเทส

ทอสเทอโรนในผู้ป่วย AD เพิ่มสมรรถภาพทางเพศ และการตั้งตรงของอวัยวะเพศชายในผู้ชายสูงวัยที่มี

ภาวะฮอร์โมนเพศชายต่ าและอาจช่วยในเทคโนโลยีที่จะช่วยชายที่มีบุตรยาก โดยสามารถช่วยในการเพิ่ม

คุณภาพตัวอสุจิในผู้ชายที่มีคุณภาพตัวอสุจิสมบูรณ์ โดยพบว่าในขนาดที่ใช้ทดสอบ มีความปลอดภัยต่อหนู

ทดลอง 
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SHORT COMMUNICATION

The synergy effect of daidzein and genistein isolated from 
Butea superba Roxb. on the reproductive system of male mice

Griangsak Eumkeba, Sudarat Tanphonkrangb, Kittipot Sirichaiwetchakoona, Tanaporn 
Hengpratoma and Wanatkamon Naknaronga

aSchool of Pharmacology, Institute of Science, Suranaree University of Technology, Nakhon Ratchasima, 
Thailand; bSchool of Chemistry, Institute of Science, Suranaree University of Technology, Nakhon Ratchasima, 
Thailand

ABSTRACT
Butea superba Roxb. (BS) has been used in Thai men as an aphrodisiac, 
and prevent erectile dysfunction. Nevertheless, the active ingredients, 
dosages, have not been cleared. Hence, this study was to investigate 
the effect of compounds from the BS on the reproductive parameters 
of male mice. The results revealed that BS was extracted to afford 
biochanin A and genistein, which were first reported on BS, and 
daidzein. The mice were treated by daidzein and genistein alone 
and in combination. The results showed that the sperm number and 
motility, cholesterol and testosterone level of all isoflavones-treated 
groups were significantly higher than controls (p < 0.01). Obviously, 
daidzein plus genistein exhibited a synergistic effect, which is also 
the first report, and resulted in significantly displayed higher levels of 
these parameters compared to others. So, the synergistic activity of 
these isoflavones may be useful in improving libido, erectile capacity 
and assist infertility of poor spermatozoa in men.

1.  Introduction

The Butea superba Roxb. (BS) herb has been employed as traditional herbal medicines, for 
rejuvenation, improve sexual performance, or prevent erectile dysfunction function, in 
Southeast Asian Nations since ancient times. The tubers of BS extract that contained 
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carbohydrates showed the highest immuno-stimulating activity in vitro (Burana-Osot et al. 
2010). The results of long-term treatment in rats and mice with tuberous roots of BS extract 
exhibited that significantly increased the sperm concentration and delayed the decreased 
motility with time (Tocharus et al. 2005), although, the effect of the tuberous roots of the BS 
extract on orchidectomized mature albino rats showed no androgenic and aphrodisiac activ-
ities (Smitasiri et al. 1992 ). Alternatively, low serum total testosterone may be a co-morbid 
feature and could also exacerbate risk factor for Dementia of the Alzheimer’s Type in men 
(Hogervorst et al. 2004). Whereas, Wistar-Unilever male rats received the soy isoflavone mix-
ture that contain 45% genistein, 23% daidzein and 4% glycitein exhibited no significant 
effects on sperm count sperm production, or sperm morphology in any group (Faqi et al. 
2004). Although, many of the experiments were carried out on the tuberous roots of BS crude 
extract, however, the active ingredients, dosages, duration of these compounds have not 
been cleared . Moreover, up to date, the in vivo results are still ambiguous whether the effect 
of the tuberous roots of BS extract increases cholesterol, testosterone on male mice or not.

2.  Results and discussion

2.1.  Structural elucidation and quantity of extract compounds

The crude acetone extracted was isolated by column chromatography and PTLC to pass on 
compound 1 (cp1), compound 2 (cp2) and compound 3 (cp3). The UV–vis spectrum showed 
absorption bands (λmax) at 260 and 325 nm (cp1), 254 and 369 nm (cp2), and 303, 259, 249 
and 238 nm (cp3). The IR spectrum of compounds 1–3 show both a strong absorption band 
at 165 l cm−1 (cp1), 1659 cm−1 (cp2), and 1634, 1462 and 1389 cm−1 (cp3) designating the 
presence of an α,β-unsaturated carbonyl carbon and a broad stripe of the hydroxyl group 
between 3400–3100 cm−1 (cp1), 3500–3000 cm−1 (cp2) and 3600–3550 cm−1 (cp3). The mass 
spectrum showed the molecular ion peak at m/z 284 [M+](cp1), 270 [M+](cp2) and 254 [M+]
(cp3), and its molecular formula was determined as C16H12O5(cp1), C15H10O5(cp2) and 
C15H10O4(cp3) by EIMS. The 1H and 13C NMR chemical shifts value of compounds 1–3 is shown 
in Table S1. Based on the above spectral data, characteristics and comparison of the 1H and 
13C NMR chemical shifts of these compounds with published data, the structure of com-
pounds 1–3 were identified as of biochanin A, genistein and daidzein, respectively (Figure  1; 
Talukdar et al. 2000; Zhao et al. 2009; Singh et al. 2014).

Figure 1. The structure of compounds 1–3.
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2.2.  Sperm count and morphology

The results of sperm count demonstrated the synergistic activity of daidzein plus genistein 
at FIC index 0.4 showing significantly higher and the highest sperm number than others 
(p < 0.01) (Figure S1). The morphology of these sperms was revealed to be normal (Figure 
S3). Obviuosly, these findings provide evidence that this combination clearly increases sperm 
number.

2.3.  Sperm motility

The results exhibited that there were significant increases in sperm motility of all post-treated 
groups compared to pre-treatment except for control (p < 0.05 and p < 0.01). Apart from 
this, the highest motility level was found in the combination of daidzein and genistein-treated 
group compared to others (p < 0.01) as a result of synergy effect of these compounds with 
FIC index 0.4 (Figure S2). Clearly, these results imply that the combination undoubtedly rises 
sperm motility.

2.4.  Histology of seminiferous tubules

It can be seen from Figure S3 that the spermatogenesis of all treated groups had more 
maturation of spermatids than the control .

2.5.  Testosterone and cholesterol level

The results of these tested agents on testosterone and cholesterol exhibited that there were 
significant increases in testosterone and cholesterol level of all post-treated groups com-
pared to pre-treatment except for the control (p < 0.01). Also, the synergistic activity of 
daidzein plus genistein observed with FIC index at 0.4 resulted in a significant great increase 
in testosterone and cholesterol level compared to other groups (p < 0.01) (Figures S5 and 
S6). Our findings provide the first evidence that this combination clearly enhances testos-
terone and cholesterol level.

2.6.  Selected reproductive organs and body weight

The relative testis and seminal vesicle weight of genistein alone and combined with daidzein-
treated groups were significantly heavier than others (p < 0.01) (Table S2).

3.  Conclusion

The present work demonstrated that the tuberous roots of BS were isolated to afford bio-
chanin A, genistein and daidzein. Interestingly, biochanin A and genistein were first reported 
on BS.

Our results found that using daidzein and genistein alone or in combination caused a 
significantly higher sperm number and motility, testosterone and cholesterol level than the 
controls (p < 0.01). Also, these parameters of the combination-treated group were signifi-
cantly highest compared to other groups due to the synergistic activity. These findings 
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provide evidence that cholesterol increased in these treated groups. As a consequence, 
testosterone also increased. For this reason, the daidzein and genistein isolated from BS used 
either alone or combined provide evidence that these would be useful to increase testos-
terone level in AD patients, improve libido and erectile function in hypogonadal males and 
assisted infertility technology to improve sperm quality of poor quality spermatozoa in men 
after safety level is investigated.

Supplementary material

The experimental section, Tables (S1–S2), and Figures (S1–S5) are available in the supplementary data.
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Abstract 

Butea superba Roxb. (BS) has been used in Thai men as an aphrodisiac, and prevent 

erectile dysfunction. Nevertheless, the active ingredients, dosages, have not been 

cleared. Hence, this study was to investigate the effect of compounds from the BS on 

the reproductive parameters of male mice. 

    The results revealed that BS was extracted to afford biochanin A, genistein, which 

were the first report on BS, and daidzein. The mice were treated by daidzein, genistein 

alone and in combination. The results showed that the sperm number and motility, 

cholesterol, and testosterone level of all isoflavones treated groups were significantly 

higher than controls (p<0.01). Obviously, daidzein plus genistein exhibited a synergistic 

effect, which is also the first report, resulted in significantly displayed higher levels of 

these parameters compared to others.   

    So, the synergistic activity of these isoflavones may useful in improving libido, 

erectile capacity, and assist infertility of poor spermatozoa in men. 
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1. Experimental   

1.1 Instrumentation   

The UV spectra were obtained with Varian CARY 1E UV-Vis spectrophotometer. The 

FT-IR spectra were recorded on Nicolet spectrophotometer. The 
1
H-NMR and 

13
C-

NMR spectra were recorded on Varian INOVA 300 NMR spectrometer in acetone-d6 

solution for compound 1, CDCl3+CD3OD mixture for compound 2, the chemical shifts 

are expressed in  (ppm) concerning the solvent signals. The Liquid Chromatography-

Mass Spectrometry (LC-MS), 6400 Series Triple Quadrupole B.05.00 (B5027.0), 

quadrupole mass spectrometer equipped with the electrospray ionization (ESI) turbo ion 

interface was used to identify compound 3 in comparison with the standard compound. 

The mass spectrometer was recorded on Hewlett Packard 5989 HP mass spectrometer. 

Column chromatography was performed on silica gel 60 Art 7734 and 9385 and 

Preparative Thin Layer Chromatography (PTLC) silica gel GF254. 

1.2 Plant materials 

Extract preparation. Fresh tuberous roots of BS were collected from Chiang Rai 

province, Thailand. The plant specimens were authenticated by Associate Professor 

Yuthana Smitasiri who has many experiences in working with this plant and 

identification was done in comparison with the voucher specimen no. BCU 1046. The 

specimen was deposited at Forest Herbarium, National Park, Wildlife, and Plant 

Conservation Department, Ministry of Natural Resources and Environment, Thailand. 

The tuberous roots were washed thoroughly and dried in an oven at 60 
º
C for 72 hours. 

The dried samples were ground to a fine powder.  

1.3 Extraction, isolation, and identification 

The methods of BS extraction, isolation and identification were modified from   

Cherdshewasart et al. (2007) and Kayano et al. (2012) (Cherdshewasart et al. 2007, 

Kayano et al. 2012).  Briefly, dried powdered tuber roots of B. superba (2 kg) were 

extracted continuously with ethanol by Soxhlet extraction for 12 hours. The ethanol 

extracted was evaporated under reduced pressure to pass on the ethanol crude extract 

(30.5 g). The ethanol extract (25.0 g) was separated by silica gel column 

chromatography. The column was eluted sequentially with hexane, chloroform, acetone, 

and methanol. All fractions were concentrated to give hexane crude extract (0.5 g), 

chloroform crude extract (1.6 g), acetone crude extract (7.4 g), and methanol crude 

extract (8.6 g).  
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           The acetone crude extract was subjected to silica gel column chromatography. 

The column was eluted successively with hexane-acetone (1:1), acetone, chloroform-

methanol (1:1), and methanol. Every fraction was concentrated to a small volume to 

give four major fractions (Fr.l 1.7 g, Fr.2 l.8 g, Fr.3 1.1 g, Fr.4 2.0 g and Fr.5 4.0 g).  

           A portion of fraction 1 (1.0 g) was chromatographed on silica gel 60 column. The 

column was eluted successively with hexane, l:4 hexane-acetone, 2:3 hexane-acetone, 

3:2 hexane-acetone, 4:l hexane-acetone, and acetone respectively. Every fraction was 

collected and concentrated to a small volume to give six fractions (Fr. l-1 2.8 mg, Fr. l-2 

81.2 mg, Fr. l-3 59.5 mg, Fr. l-4 126.5 mg, Fr. l-5 53.2 mg and Fr.1-6 54.8 mg).  

           Fraction l-2 (81.2 mg) was further purified by preparative thin layer 

chromatography (hexane: acetone 2:1) to afford two fractions (A 57.6 mg, B 9.4 g). 

Fraction A (57.6 mg) was further purified by preparative thin layer chromatography 

using the same developer solvent to give the crude compound 1 (21.1 mg) which was 

recrystallized from chloroform-methanol mixed solvent to obtain pure compound 1 

(18.1 mg) as a light yellow powder.  

           Fraction l-5 (53.2 mg) was further purified by preparative thin layer 

chromatography (hexane: acetone l: 1) to give pure compound 2 (8.5 mg) as a white 

powder.  

           A portion of fraction 5 (2.0 g) was chromatographed on silica gel 60 column. The 

column was successively eluted with a serial dilution of hexane:acetone, 1:1, separated 

by monitoring with TLC till compound 3 was collected. Structural identification of the 

isolated compounds was carried out following the method of Shaw et al. (2013) (Shaw 

et al. 2013) with a minor modification. Briefly, the LC-MS, 6400 Series Triple 

Quadrupole B.05.00 (B5027.0), quadrupole mass spectrometer equipped ESI turbo ion 

interface was performed to identify compound 3 in comparison with the standard 

compound. The mass spectrometer was completed in the positive ion detection mode. 

The analysis was quantified by multiple-reaction monitoring (MRM) mode performing 

with the precursor-to-product ion pair.     

1.4 Experimental animals and procedures 

Fifty adult male mice, aged about 130 days, weighing 30-40 g, were obtained from the 

National Laboratory Animal Centre, Thailand. The experimental protocol was approved 

in accordance with guidelines for the care and use of laboratory animal by animal care 
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and use committee (ACUC), Permit No. 13/2555, the Suranaree University of 

Technology, which was conducted in accordance with European community guidelines. 

            Mice were divided into five groups with 10 animals each. Before treatment (pre-

treatment), all mice in these groups were collected blood and sperm for comparison 

with after treatment (post-treatment). These mice were fed with a diet that was a casein-

based open formula purified diet with non-detectable levels of the estrogenic 

isoflavones genistein, daidzein or glycitein (Fielden et al. 2003). During the treatment 

period, the first group was treated by daily gavage with 0.1 ml of corn oil (Sigma, St 

Louis, MO, USA). The second group was treated by daily gavage with 0.1 ml of corn 

oil, plus sildenafil, a positive control, at 10.00 mg/kg BW/day. The third, fourth and 

fifth groups were orally gavaged with daidzein, genistein, and daidzein plus genistein in 

corn oil for a nominal dose of 1.0, 1.0 and 0.2 + 0.2 mg/kg BW/day respectively. The 

animal’s weight was recorded daily throughout the experimental period. The 

experimentation was performed throughout 40 consecutive days. At the end of the 

treatment period, all mice were sacrificed under thiopental sodium anaesthesia and 

subjected to necropsy. The blood and sperm were collected to compare sperm motility, 

sperm number, cholesterol, and testosterone level with pre-treatment in each mouse 

(Cherdshewasart et al. 2008, Sharma et al. 2013).   

1.5 Sperm motility and sperm count assays 

Sperm motility was done following the method of Sharma et al., (2013) (Sharma et al. 

2013).  

Motility (%) = (number of motile spermatozoa / total number of spermatozoa) X 100 

           The cauda epididymis was cut and weighed. A cell suspension was prepared by 

macerating the cauda in 1.0 ml of 0.85% saline. The cell suspension was kept for 24 

hours at four ºC. The suspension was then filtered through a double gauze layer, and an 

aliquot of the sample was used for sperm count in an Makler counting chamber. An 

aliquot of the epididymis sperm suspension was smeared, stained with haematoxylin 

and Essen, and then examined under a light microscope (CH-2, Olympus, Japan) at a 

magnification of 100X. The head and tail abnormalities (200 sperms per animal) were 

recorded. 

1.6 Serum testosterone assay 

Concentrations of mice testosterone were measured by radioimmunoassay techniques of 

the World Health Organization and extracted with diethyl ether. The intra-assay 
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coefficients of variation were 7% for testosterone and reagents obtained from the 

National Hormone and Pituitary Program (Sharma et al. 2013).  

1.7 Cholesterol analysis 

Blood was collected for cholesterol analysis before and after treatment. At the end of 

the experiment, blood samples were collected by cardiac puncture under thiopental 

sodium anesthesia from 9.00 to 10.00 a.m. and blood serum was prepared by 

centrifugation at 1,000×g for 30 minutes and kept at −20 ºC for cholesterol analysis. 

The assays were performed with an automated analysis system at the service laboratory 

of Suranaree University of Technology Hospital (Cherdshewasart et al. 2008).  

1.8 Effect on reproductive organs and body weight 

At the end of treatment period as described previously, all mice were sacrificed and 

subjected to necropsy. The reproductive organs (testis, epididymis, vas deferens, 

seminal vesicle and prostate gland) were removed to examine relative organ weight and 

histopathology of seminiferous tubules was studied. These relative organ weights in 

each group were compared. The animal’s weight was recorded every day throughout the 

experimental period (Sharma et al. 2013).  

1.9 Synergy and Statistical Analysis 

All data are presented as the mean ± S.E.M. The interaction between the two agents was 

estimated by calculating the fractional inhibitory concentration of the combination 

(FIC) index. The FIC of each agent was calculated by dividing the concentration of the 

compound present in that treated group in combination where post-treated group 

showed significantly higher levels (SHL) than a pre-treated group of that compound 

alone to increase that measured parameter.  The FIC index was calculated using the 

following formula: FIC of daidzein = SHL daidzein in combination/SHL of daidzein 

alone; FIC of genistein = SHL of genistein in combination/SHL of genistein alone; 

hence FIC index = FIC of daidzein + FIC of genistein. When the FIC index of the 

combination is less than 1.0, the combination is termed as synergistic; when FIC index 

is equal 1.0, it indicates ‘no interaction’ between the agents, and a value above 1.0 

indicates antagonism between the two compounds (Wagner & Ulrich-Merzenich 2009). 

           Significant differences between the relative selected reproductive organ weight 

or body weight control and treatment groups were analysed by ANOVA (Armstrong et 

al. 2002, Van Breukelen 2006). The differences of cholesterol, testosterone level, 

growth rate and sperm analysis between pre- and post-treatment groups were calculated 
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by paired student’s t-test. Then, a significant difference between each group was 

compared using ANCOVA (Borm et al. 2007, Van Breukelen 2006, Winkens et al. 

2007). The Tukey’s HSD post hoc test at p<0.01, means sharing the different 

superscript letters, were also considered statistically significant difference between each 

group. 
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Table S1. The 
1
H-NMR and 

13
C-NMR chemical shifts value of compound 1, 2, and 3 

measured in acetone-d6, CDCl3 + CD3OD mixture and DMSO respectively.   

Atom 

position 

1
H (J in Hz) of compound 

13
C (J in Hz) of 

compound 

 1 2 3 1 2 3 

2 8.15 (s) 7.92 (s) 8.30 (s) 153.82 153.23 153.36 

3 - - - 123.20 122.18 123.04 

4 - - - 180.94 181.24 179.82 

5 12.99 (s) - - 163.31 162.49 135.56 

5-OH 6.28 (d, J = 2.1) - - 99.28 - - 

6 9.60 (s) 6.28 (d, J = 2.1) 6.95 (d, J = 8.7, 

1.6) 

164.37 99.46 112.24 

7 - - -  164.57 165.24 

7-OH 6.40 (d, J = 2.1) - - 93.90 - - 

8 - 6.37 (d, J = 2.1) 6.90 (d, J = 

1.6) 

158.42 94.19 99.80 

9 - - - 105.58 157.47 157.2 

10 12.99 (s) - - 153.82 105.54 114.76 

1′ - - - 153.82 123.86 126.62 

2′ 7.53 (d, J = 8.4) 7.35 (d, J = 8.7) 7.40 (d, J = 

8.4) 

123.20 130.37 130.14 

3′ 6.98 (d, J = 8.4) 6.89 (d, J = 8.7) 6.94 (d, J = 

8.4) 

180.94 115.57 115.02 

4′ - - - 163.31 158.56 157.56 

4′-OH - - - - - - 

4′-OCH3 3.83 (s) - - 54.97 - - 

5′ 6.98 (d, J = 8.4) 6.89 (d, J = 8.7) 6.94 (d, J = 

8.4) 

113.91 115.57 115.04 

6′ 7.53 (d, J = 8.4) 7.35 (d, J = 8.7) 7.40 (d, J = 

8.4) 

130.46 130.37 130.18 
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Table S2. Effects of daidzein, genistein isolated from the BS alone and in combination, 

and sildenafil on the reproductive organ weight of mice. Con = Control, Sil(10.0) = 

Sildenafil at 10 mg/Kg BW/day, Dai(1.0) = Daidzein at 1.0 mg/Kg BW/day, Gen(1.0) = 

Genistein at 1.0 mg/Kg BW/day, Dai(0.2)+Gen(0.2) = Daidzein 0.2 mg/Kg BW/day 

plus Genistein 0.2 mg/Kg BW/day. Data was displayed in mean±SEM (n=10). The 

significant difference between each group, means sharing the different superscript 

letters, was compared using ANOVA and Tukey’s HSD post hoc test at p<0.01. 

 

Reproductive 

organ (g) 

Con Sil(10.00) Dai(1.0) Gen(1.0) Dai(0.2)+Gen(0.2) 

Testis 0.18±0.023
b
 0.30±0.045

a
 0.29±0.014

a
 0.25±0.008

ab
 

 

0.24±0.013
ab

 

 

Epididymis 0.08±0.002
b
 0.08±0.01

c
 0.09±0.01

c
 0.16±0.003

a
 

 

0.14±0.007
ab

 

 

Vas deferens 0.03±0.004 0.02±0.003 0.03±0.003 0.03±0.004 

 

0.02±0.004 

 

Seminal vesicle 0.12±0.004
b
 0.13±0.004

b
 0.12±0.005

b
 0.31±0.001

a
 

 

0.30±0.022
a
 

 

Prostate gland 0.06±0.005
a
 0.04±0.005

b
 0.06±0.003

a
 0.02±0.002

a
 0.02±0.002

b
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



10 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S1. Effects of daidzein, genistein isolated from the BS alone and in combination, 

and sildenafil on sperm count of mice. Con = Control, Sil(10.0) = Sildenafil at 10 

mg/Kg BW/day, Dai(1.0) = Daidzein at 1.0 mg/Kg BW/day, Gen(1.0) = Genistein at 

1.0 mg/Kg BW/day, Dai(0.2)+Gen(0.2) = Daidzein 0.2 mg/Kg BW/day plus Genistein 

0.2 mg/Kg BW/day. The significant difference between pre- and post-test in each group 

was compared using paired Student t-test at 


 p<0.01. A significant difference between 

ANCOVA adjusted post-treated level in each group, means sharing the different 

superscript letters, was compared using ANCOVA and Tukey’s HSD post hoc test at 

p<0.01.  
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Figure S2. Effects of daidzein, genistein isolated from the BS alone and in combination, 

and sildenafil on sperm motility (%) of mice. Con = Control, Sil(10.0) = Sildenafil at 10 

mg/Kg BW/day, Dai(1.0) = Daidzein at 1.0 mg/Kg BW/day, Gen(1.0) = Genistein at 

1.0 mg/Kg BW/day, Dai(0.2)+Gen(0.2) = Daidzein 0.2 mg/Kg BW/day plus Genistein 

0.2 mg/Kg BW/day. The significant difference between pre- and post-test in each group 

was compared using paired Student t-test at 
*
p<0.05; 


 p<0.01. A significant difference 

between ANCOVA adjusted post-treated level in each group, means sharing the 

different superscript letters, was compared using ANCOVA and Tukey’s HSD post hoc 

test at p<0.01.  
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Figure S3. Micrographs of seminiferous tubules section of mice after treatment with 

daidzein, genistein isolated from the BS alone and in combination, and sildenafil; a = 

Control, b = Sildenafil at 10.00 mg/kg BW/day, c = Daidzein at 1.0 mg/Kg BW/day, d 

= Genistein at 1.0 mg/kg BW/day,  e = Daidzein 0.2 mg/Kg BW/day plus Genistein 0.2 

mg/Kg BW/day. All micrographs displayed at X100 magnification. Bar = 10 mm. 
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Figure S4. Effects of daidzein, genistein isolated from the BS alone and in combination, 

and sildenafil on the serum testosterone level of mice. Con = Control, Sil(10.0) = 

Sildenafil at 10 mg/Kg BW/day, Dai(1.0) = Daidzein at 1.0 mg/Kg BW/day, Gen(1.0) = 

Genistein at 1.0 mg/Kg BW/day, Dai(0.2)+Gen(0.2) = Daidzein 0.2 mg/Kg BW/day 

plus Genistein 0.2 mg/Kg BW/day. The significant difference between pre- and post-

test in each group was compared using paired Student t-test at 


 p<0.01. A significant 

difference between ANCOVA adjusted post-treated level in each group, means sharing 

the different superscript letters, was compared using ANCOVA and Tukey’s HSD post 

hoc test at p<0.01.  
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Figure S5. Effects of daidzein, genistein isolated from the BS alone and in combination, 

and sildenafil on cholesterol (mg%) of mice. Con = Control, Sil(10.0) = Sildenafil at 10 

mg/Kg BW/day, Dai(1.0) = Daidzein at 1.0 mg/Kg BW/day, Gen(1.0) = Genistein at 

1.0 mg/Kg BW/day, Dai(0.2)+Gen(0.2) = Daidzein 0.2 mg/Kg BW/day plus Genistein 

0.2 mg/Kg BW/day. The significant difference between pre- and post-test in each group 

was compared using paired Student t-test at 


 p<0.01. A significant difference between 

ANCOVA adjusted post-treated level in each group, means sharing the different 

superscript letters, was compared using ANCOVA and Tukey’s HSD post hoc test at 

p<0.01.  
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