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วัตถุประสงคของการวิจัยในครั้งนี้ เพ่ือศึกษาถึงการใชน้ํามันหอมระเหยและสารสกัดหยาบ
จากตะไคร(Cymbopogon citratus Stapf.) ในการควบคุมเช้ือแบคทีเรียท่ีเปนสาเหตุของมดลูกอักเสบ
และเยื่อบุผนังมดลูกอักเสบในโคนมในหองปฏิบัตกิาร ซ่ึงใหผลการทดลองดังตอไปนี้ วิธีการสกัด
ดวยวิธี Sonication รวมกับ Freeze dryer มีเปอรเซ็นตการผลิตเทากับ 17.71 เปอรเซ็นต และวิธีกล่ัน
ดวยไอน้ํา มีเปอรเซ็นตการผลิตเทากับ 4.38 เปอรเซ็นต  การทดสอบประสิทธิภาพของน้ํามันหอม
ระเหยและสารสกัดหยาบจากตะไคร (Cymbopogon citratus Stapf. ) ในการยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเช้ือแบคทีเรียสาเหตุมดลูกอักเสบและเยื่อบุผนังมดลูกอักเสบ ไดแกเช้ือ Arcanobacterium 
pyogenes, Escherichia coli และ Staphylococcus aureus ดวยวิธี Micro dilution method พบวา
น้ํามันหอมระเหยสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิดในความเขมขนต่ํากวา
สารสกัดหยาบ โดยใหคา MIC ตอเช้ือ A. pyogenes และ E. coli ท่ีระดับความเขมขน 1.5625 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร คา MIC ตอเช้ือ S.aureus ท่ีระดับความเขมขน 0.7813ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร สวนสารสกัดหยาบใหคา MIC ตอเช้ือ A. pyogenes และ S.aureus ท่ีระดับความเขมขน 
62.5  ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร คา MIC ตอเช้ือ E. coli ท่ีระดับความเขมขน 125 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร และจากการทดสอบความเปนพิษตอเซลลลิมโฟไซต พบวา คา IC50  ท่ีไดจากการทดสอบ
ความเปนพิษดวยวิธี Trypan blue dye exclusion assay ท่ีเวลา 12, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง เทากับ 
16.77, 9.87, 1.68 และ 1.63 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร ตามลําดับ การทดสอบความเปนพิษดวยวิธี 
MTT reduction assay  ใหคา IC50 ท่ีเวลา 12, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง เทากับ 44.24, 11.94, 1.99 และ 
1.13 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร ตามลําดับ จากผลการทดสอบฤทธ์ิในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรียและการ
ทดสอบความเปนพิษตอลิมโฟไซต จึงสามารถคํานวณคาความเขมขนของน้ํามันหอมระเหยท่ี
สามารถนําไปใช โดยสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียท่ีเปนสาเหตุของมดลูกอักเสบ
และเยื่อบุผนังมดลูกอักเสบ และไมเปนพิษตอลิมโฟไซตของโค 
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The objectives of this research was studies in the use of  lemon grass Cymbopogon 
citratus Stapf. essential oils and Crude Extract as antibacterial agent causing bovine uterine 
infection in vitro.     Percent yields of the lemon grass, with the water extracted and freeze dried 
method and water distilled with condenser method were 17.71 and 4.38 percent.  The comparative 
antimicrobial activity test between essential oil and crude extract from lemongrass (Cymbopogon 
citratus) against A. pyogenes, E. coli and S. aureus as potential causes of bovine uterine infection 
using Micro dilution method was conducted. The result shows lower concentration of essential oil 
than crude extract at an effective concentration to inhibit those 3 microbes (1.5625 µg/ml against 
A. pyogenes and E. coli and 0.7813 µg/ml against S. aureus for essential oil; vs 62.5 µg/ml against 
A. pyogenes and S. aureu and  125 µg/ml against E. coli for crude extract).The cytotoxicity test on 
bovine lymphocyte was done by Trypan blue dye exclusion assay.  The results found that the 
mortality rates of lymphocyte cells  in each concentrations (0.1, 1, 10 and 100 ul/ml)  of oil  in the 
same period were significantly different (p<0.05).  The linear regression equations at 12, 24, 48, 
72 hours indicate IC50 values as  16.77, 9.87, 1.68 and 1.63  µl/ml for each above concentrations 
respectively.The MTT reduction assay found that the mortality rates of lymphocyte cells  in each 
concentrations (0.1, 1, 10 and 100 ul/ml)  of oil  in the same period were significantly different 
(p<0.05).  The linear regression equations at 12, 24, 48, 72 hours indicate IC50 values as  44.24, 
11.94, 1.99 and 1.13  µl/ml for each above concentrations respectively. The antimicrobial activity 
test and the cytotoxicity test on bovine lymphocyte results can be used to find the appropriate 
concentrations of essential oil from lemongrass that can be used as non-toxic to lymphocyte with 
an antibacterial property against microbes causing uterine infection in cattle. 
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hCG    =  human chrorionic gonadotropins hormone 
IC50    =  inhibitory concentration 50 
Ig    =  immunoglobulin 
IL    =  interleukin 
LC50    =  lethal concentration 50 
MBC    =  minimal bactericidal concentration 
MIC    =  minimal inhibitory concentration 
MTT assay   =  3-(4, 5-dimethylyhiazole-2-yl) – 2, 5-diphenyl-tetrazolium 

bromide assay 
NK cells   =  natural killer cells 
PGF2α    =  prostaglandin F2α 

PMN    =  polymorphonuclear neutrophilic leukocytes 
SAS    =  statistical analysis system 
SEM    = standard error of mean 
TSA    =  tryptic soy agar 
TSB    =  tryptic soy broth 
TTC    =  2, 3, 5-triphenyltetrazolium chlorid



1 

ฤทธิ์ยับยั้งเช้ือแบคทีเรียและความเปนพิษตอเซลลของสารสกัดจากตะไคร 
(Cymbopogon citratus Stapf.) 

 
Antibacterial Activity and Cytotoxicity of Lemon Grass Cymbopogon citratus 

Stapf. Extract 
 

คํานํา 
 

การเล้ียงโคนมในปจจุบัน มักประสบปญหาแมโคนมผสมไมติดภายหลังการคลอด ซ่ึงทํา
ใหตนทุนในการเล้ียงโคนมสูงขึ้น ปญหาการผสมไมติดอาจเกิดจากหลายสาเหตุ แตสาเหตุท่ีมักเปน
ปญหาในฟารมเกษตรกรคือ การเกิดมดลูกอักเสบและภาวะเยื่อบุผนังมดลูกอักเสบ ซ่ึงเปนปญหาท่ี
แฝงอยูในฝูงโค มักเกิดกับโคท่ีเคยใหลูกมาแลว ปญหาดังกลาวเกิดจากการติดเช้ือภายในมดลูกของ
แมโคภายหลังการคลอด ทําใหแมโคไมเปนสัดหลังคลอด ผสมไมติดเพราะมดลูกไมพรอมรับการ
ฝงตัวของคัพภะโดยสวนใหญแมโคไมแสดงอาการออกมาใหเห็นอยางเดนชัด จึงมักถูกมองขาม 
ไมไดรับการรักษา เละเปนผลใหเกิดอาการท่ีรุนแรงตามมา ดวยเหตุนี้จึงมีการใชยาปฏิชีวนะหลาย
ชนิดในการรักษาและใชลางมดลูกภายหลังการคลอด แตพบวาการเลือกใชยาปฏิชีวนะมีขอจํากัด
และตองกระทําดวยความระมัดระวัง การใชยาปฏิชีวนะบางชนิดอาจทําใหเกิดการตกคางและอาจ
ตองงดสงนมหลังการใช จึงควรเลือกทําเฉพาะในแมโคท่ีมีอาการรุนแรงเทานั้น  

 
ในปจจุบันจึงมีการวิจัยและพัฒนาวิธีการรักษาการอักเสบของเยื่อบุผนังมดลูกหลังคลอด

ในโค โดยการเลือกใชพืชสมุนไพร ท่ีมีองคประกอบทางเคมีซ่ึงมีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเช้ือแบคทีเรีย ท่ีเปนสาเหตุทําใหเกิดมดลูกอักเสบ ตะไครแกง Cymbopogon citratus Stapf. เปน
พืชสมุนไพรทางเลือกหนึ่ง ซ่ึงหาไดงาย และไดมีการศึกษาคนพบวามีองคประกอบทางเคมีท่ีมีฤทธ์ิ
ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียบางชนิด ซ่ึงนาจะนํามาใชเปนยาเฉพาะท่ี ในรูป
สารละลายชะลางมดลูกแมโคท่ีพบอาการติดเช้ืออักเสบของมดลูกและเยื่อบุผนังมดลูกได ดังนั้น
การนําตะไครมาวิจัยเพ่ือศึกษาประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียท่ีเปน
สาเหตุของมดลูกอักเสบและเยื่อบุผนังมดลูกอักเสบและการทดสอบความเปนพิษตอเซลลในครั้งนี้ 
นาจะเปนประโยชน และเปนแนวทางในการแกปญหาดังกลาวใหแกเกษตรกรผูเล้ียงโคนมได 
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วัตถุประสงค 
 

1. เพ่ือศึกษาวิธีการเตรียมสารสกัดตะไครท่ีเหมาะสม สําหรับทดสอบฤทธ์ิฆาเช้ือแบคทีเรีย
บางชนิดท่ีเปนสาเหตุของมดลูกอักเสบ (metritis) และเยื่อบุผนังมดลูกอักเสบ (endometritis) ของ
โคนมในหองปฏิบัติการ 

 
2. ศึกษาความเขมขนต่ําสุดของน้ํามันหอมระเหยและสารสกัดหยาบจากตะไครในการออก

ฤทธ์ิยับยั้งการเจริญเติบโต และฆาเช้ือ Arcanobacterium pyogenes, Escherichia coli และ 
Staphylococcus aureus ในหองปฏิบัติการ 

 
 3. ศึกษาระดับความเขมขนท่ีเปนพิษของน้ํามันหอมระเหยจากตะไครตอเซลลลิมโฟไซต
ของโคนม ในหองปฏิบัติการ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



3 

การตรวจเอกสาร 
 
1.  มดลูกอักเสบ และเยื่อบุผนังมดลูกอักเสบ ในโคนม 
 

มดลูกอักเสบ (metritis) และเยื่อบุผนังมดลูกอักเสบ (endometritis) เปนโรคท่ีกอใหเกิด
ความผิดปกติในระบบสืบพันธุโคนม (Sheldon et al., 2008) ทําใหเกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจ 
ตนทุนการผลิตเพ่ิมขึ้น (Drillich et al., 2001) โดยสวนใหญแมโคนมไมวาคลอดแบบปกติหรือ
ผิดปกตมัิกมีการติดเช้ือและอักเสบภายในมดลูก ซ่ึงพบวาภายใน 2 สัปดาหหลังคลอด แมโคนมเกิด
การอักเสบติดเช้ือภายในมดลูกสูงถึง 85-93 เปอรเซ็นต (Studer and Morrow, 1978) และยังคงมีการ
อักเสบติดเช้ือตอไปอีก 45-60 วัน ประมาณ 10-25 เปอรเซ็นต ดังแสดงในภาพท่ี 1 (Studer and 
Morrow, 1978; Sheldon and Dobson, 2004) ทําใหความสมบูรณพันธุของฝูงลดต่ําลง โดยสังเกต
พบจากคาสมรรถภาพทางการสืบพันธุ (Reproductive performance) ของฝูงมีคาลดต่ําจากคาปกติ 
(Oltenacu et al., 1984) 
 

1.1 การอักเสบของมดลูก (Inflammation of uterus) 
 

Endometritis เปนการอักเสบของเยื่อบุผนังมดลูก (Endometrium) พบในโคท้ังท่ีเคยตั้ง
ทองมาแลวและโคสาวในขณะท่ีอยูในระยะ luteal phase ของ estrus cycle เนื่องจากการผสมพันธุ
หรือติดเช้ือท่ีแพรมาจากปากชองคลอด (vulva) และชองคลอด (vagina) สภาพการอักเสบนี้ไม
รุนแรงนัก แตมักทําใหตัวออนตาย (early embryonic death)  การแทง (abortion) การสะสมหนอง 
(pus accumulation) (อัจฉริยา, 2547) ในรายท่ีมีการอักเสบระดับไมรุนแรง จะมีของเหลว 
(discharges) เปนเมือกขุนๆ (mucopurulent) ไหลออกมา ในกรณีท่ีรุนแรงมากขึ้นจะทําใหเนื้อเยื่อ
ของผนังมดลูกตาย การสะสมหนองและเมือก ท่ีมีสีขาวปนเทา (LeBlanc, 2008) 
 

Metritis เปนการอักเสบของผนังมดลูก (wall of uterus) เกิดจากการคลอด เชนการชวย
คลอดเนื่องจากสภาพคลอดยาก (dystocia) เปนตน มดลูกกลับคืนสูสภาพเดิม (uterine involution) 
ชากวาปกติ มีเนื้อเยื่อตายเนื่องจากการหลุดลอกของรก (placental debris) ทําใหเกิดการติดเช้ือ
แบคทีเรียตามมา (Sheldon et al., 2006) การอักเสบของผนังมดลูกอาจเนื่องมาจากการอักเสบท่ี
แพรกระจายมาจากช้ัน endometrium (LeBlanc, 2008) หรือมาตามกระแสเลือด (hematogenous 
spread) เม่ือดูดวยตาเปลาจะพบวาผนังมดลูกมีการคั่งเลือด (congestion) และบวมน้ํา (edema) และมี
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การหลุดลอกของเยื่อบุช้ันใน (mucosa) เยื่อบุผนังมดลูกหลุดลอกออกมารวมกับรก เนื้อเยือ่และ 
ของเหลวตางๆ ท่ีลอกหลุดออกมามีกล่ินเหม็นคาว จากการอักเสบของผนังมดลูกเปนสาเหตุทําให
เกดิการอักเสบแบบเรื้อรัง (chronic endometritis) มดลูกเปนหนอง (pyometra) และการผสมติดต่ํา 
(low infertility) ตามมา (อัจฉริยา, 2547) 

 
1.2 สาเหตุของโรค 

 
สาเหตุของโรคเกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรียระหวางคลอดหรือภายหลังการคลอด 

เพราะเปนชวงท่ีปากมดลูกยังไมปด จึงงายตอการติดเช้ือตางๆ (Foldi et al., 2006) การติดเช้ือมักเกิด
จากการจัดการระหวางคลอด การชวยคลอดท่ีไมถูกวิธี หรือการใชอุปกรณไมสะอาด เช้ือแบคทีเรีย
ท่ีกอใหเกิดโรคนี้มีอยูหลายกลุม บางกลุมเจริญไดในภาวะท่ีมีออกซิเจน บางกลุมเจริญไดในภาวะท่ี
ไรออกซิเจน และบางกลุมสามารถเจริญไดท้ังในภาวะท่ีมีออกซิเจนและไรออกซิเจน ไดแก 
Arcanobacterium pyogenes, Escherichia coli, Streptococcus spp., Citrobacter spp., Proteus spp., 
Staphylococcus spp., Fusobacterium spp., Bacteroides spp., Clostridium perfringens และ 
Porphyromonas levii เปนตน (Drillich et al., 2001) แตภาวะเยื่อบุผนังมดลูกอักเสบรุนแรง จะพบ 
A. pyogenes ปรากฏอยูเสมอ (Miller et al., 2007) การเกิดรกคาง คลอดยาก แทงลูก ลูกตายในทอง 
มดลูกทะลัก หรือการขาดสารอาหารตางๆไดแก วิตามินอี วิตามินเอ และแรธาต ุอาจเปนสาเหตุโนม
นําใหเกิดการติดเช้ือไดงาย (Drillich et al., 2001) นอกจากนี้โรคตางๆ ไดแก บรูเซลโลซีส 
(Brucellosis) เมลลอยโดซีส (Meliodosis) เลปโตสไปโรซีส (Leptospirosis) แคมไพโลแบคเทอริโอ
ซีส (Campylobacteriosis) และทริโคโมนิเอซีส (Trichomoniasis) อาจกอใหเกิดภาวะมดลูกอักเสบ
ในโคไดเชนกัน (ทัศนีย และคณะ, 2539) 

 
แบคทีเรียกอใหเกิดโรคได โดยการผลิตชีวพิษ (toxin) ซ่ึงกอใหเกิดการระคายเคืองตอ

ตัวใหอาศัย (host) และเกิดการอักเสบขึ้น (สวาง, 2552) ชีวพิษแบงออกเปน 2 กลุม คือ ชีวพิษ
ภายในตัว (endotoxin) ท่ีสรางขึ้นภายในเซลล เปนสารประเภทฟอสโฟลิปด (phospholipid)  เม่ือ
เซลลแบคทีเรียตาย สารพิษจะถูกปลอยออกมา มีผลกระทบตอระบบการไหลเวียนเลือด ทําใหเกิด
ล่ิมเลือดภายในหลอดเลือด และมีเลือดออกตามอวัยวะตางๆ กรณีท่ีสัตวไดรับชีวพิษปริมาณนอย 
จะทําใหสัตวมีไขและมีเม็ดเลือดขาวสูง ชีวพิษอีกชนิดหนึ่ง คือชีวพิษภายนอกตัว (exotoxin) ซ่ึง
เปนผลผลิตจากเมแทบอลิซึมของแบคทีเรียท่ีปลอยออกมาในขณะท่ีแบคทีเรียยังมีชีวิตอยู มีผลตอ
สัตวคือทําลายเยื่อหุมเซลล ทําลายเซลล (cytotoxin) และยับยั้งเมแทบอลิซึมของเซลล โดยชีวพิษจะ
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เขาไปจับกับตัวรับ (receptor) ท่ีผิวเซลลกอนเขาไปกดการสรางโปรตีนของเซลล (จินตนา, 2549; 
คมกฤช, 2552)  
 

 
 
ภาพที่ 1  สัดสวนเช้ือแบคทีเรียท่ีปนเปอนในมดลูกชวง 60 วันแรกภายหลังคลอด 
 
ที่มา: Sheldon and Dobson (2004) 
 

1.3 สัณฐานวิทยาของแบคทีเรียสาเหตุหลักท่ีกอใหเกิดโรค 
 

1.3.1 Arcanobacterium pyogenes (A. pyogenes) เปนเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก มีรูปราง
เปนทอน ขนาดส้ัน ไมเคล่ือนท่ี ไมสรางสปอร เจริญไดท้ังในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไรออกซิเจน 
สภาวะท่ีมีคารบอนไดออกไซดเต็มท่ีเปนสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุด (Jost and Billington, 2005) 
โคโลนีมีขนาดเล็ก ผิวโคโลนีแหง (เรืองทอง, 2543; Quinn et al., 1994) เช้ืออาศัยอยูท่ัวไปในเยื่อ
เมือกหรือสารคัดหล่ัง กอใหเกิดโรคเตานมอักเสบแบบเรือ้รัง เยื่อบุผนังและมดลูกอักเสบในโค 
(Carter and Chengappa, 1991) เปนเช้ือฉวยโอกาส กอใหเกิดฝ ปอดอักเสบ ขออักเสบ แทง ในสัตว
เคี้ยวเอ้ืองและสุกร (Nagaraja et al., 1996; Lewis, 1997)  

จํานวนวันหลังการคลอด 

เปอ
รเซ
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1.3.2 Escherichia coli (E. coli) เปนเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปรางเปนทอน ขนาด 
ส้ัน ปลายมน เรียงตัวแบบเดี่ยว เคล่ือนท่ีได ไมสรางสปอร เจริญไดท้ังในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและ
ไรออกซิเจน (นงลักษณ และปรีชา, 2544) ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนเปนภาวะเหมาะสมท่ีสุด โคโลนี
ของเช้ือนูน และมีกล่ินเหม็น (เรืองทอง, 2543) เช้ือนี้อาศัยอยูในลําไสและบริเวณเยื่อเมือกของ
รางกายคน และสัตวเลือดอุน จัดเปนแบคทีเรียประจําถ่ิน ในภาวะท่ีรางกายออนแอหรือมีการติดเช้ือ
จากภายนอกจะทําใหเช้ือ E. coli สามารถกอโรคได โดยสรางเอนไซมและชีวพิษท้ังชีวพิษในตัว 
และนอกตัว ทําใหเซลลตายและแตก (Sirivasan et al., 2007) 
 

1.3.3 Staphylococcus sp. เปนเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก มีรูปรางกลม เรียงตัวเปนกลุม
คลายพวงองุน (grape-liked) ไมเคล่ือนท่ี ไมสรางสปอร สามารถสราง coagulase ได  บางสายพันธุ
สามารถสรางแคปซูล และทําใหเม็ดเลือดแดงแตก (hemolysis) เช้ือหลักท่ีสําคัญ คือ 
Staphylococcus aureus (S. aureus) สามารถเจริญไดท้ังในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไรออกซิเจน 
โคโลนีมีสีขาวจนถึงสีเหลืองทอง การติดเช้ือเปนท้ังแบบท่ีเปนสาเหตุแรกของการติดเช้ือ (primary 
infection) หรือการติดเช้ือแทรกซอนภายหลัง (secondary infection) การติดเช้ือกอใหเกิดทอนซิล
อักเสบ ปอดอักเสบ เตานมอักเสบ มดลูกอักเสบ และขออักเสบ (เรืองทอง, 2543; จินตนา, 2549) 

 
1.3.4 Fusobacterium necrophorum (F. necrophorum) เปนเช้ือแบคทีเรียแกรมลบท่ีมี

รูปรางเปนทอน ไมเคล่ือนท่ี ไมสรางสปอร เจริญไดในสภาวะไรออกซิเจน (Nagaraja et al.,2005) 
พบเช้ือไดในชองปาก ทางเดินอาหาร ทางเดินปสสาวะ และทางเดินระบบสืบพันธุของมนุษยและ
สัตว (Smith et al., 1991; Nagaraja et al., 2005) การกอโรคในสัตวพบวาทําใหเกิดภาวะทองเสียใน
ลูกโค ฝในตับ เตานมอักเสบ มดลูกอักเสบและเยื่อบุผนังมดลูกอักเสบในโคนม (Sheldon et al., 
2004a) เปนตน 

 
1.3.5 Prevotella sp. เปนเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ เช้ือหลักของ Prevotella sp. ท่ี

กอใหเกิดภาวะเยื่อบุผนังมดลูกอักเสบ คือ Prevotella melaninogenicus มีรูปรางเปนแทง สามารถ
สรางสารสีดํา (black-pigmenting bacilli; Allison and Hillman, 1997; Kasimanickam et al., 2005) 
เจริญไดในสภาวะท่ีไรออกซิเจน พบเช้ือไดในชองปาก ทางเดินอาหาร และทางเดินระบบสืบพันธุ
ของมนุษยและสัตว การติดเช้ือทําใหเกิดการอักเสบในชองปากและปอด ตลอดจนทางเดิน อาหาร
และระบบสืบพันธุภายใน มีผลยับยั้งการทํางานของเซลลเม็ดเลือดขาวโดยอาศัย leukocyte 
inhibitory factor และสรางสารท่ีทําลายใหเซลลเม็ดเลือดแดงแตกในมนุษยและสัตว (Haraldsson et 
al., 2005) 



7 

1.3.6 แบคทีเรียอ่ืนท่ีพบหลักฐานวาสามารถกอโรคเยื่อบุผนังมดลูกอักเสบและมดลูก
อักเสบ ไดแก Bacillus sp. และ Clostridium sp. เปนแบคทีเรียแกรมบวกท่ีมีรูปรางแบบแทง สราง
สปอรและแคปซูลไดซ่ึงทําใหทนทานตอการถูกทําลาย  (Sheldon et al., 2002, 2004a, 2004b) 
Bacillus sp.สามารถเจริญไดในสภาวะท่ีมีออกซิเจน สวน Clostridium sp. เจริญไดในสภาวะท่ีไร
ออกซิเจนเทานั้น (เรืองทอง, 2543; Noakes et al., 1991; Zerbe et al., 1996) นอกจากนี้ยังพบ 
Salmonella sp.และ Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรมลบท่ีเจริญได
ท้ังในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและไรออกซิเจน ซ่ึงเช้ือแตละชนิดจะสรางชีวพิษท่ีตางกัน โดยจะทําลาย
และสรางความเสียหายใหกับเซลล (Singh et al., 2000) นอกจากนี้ยังพบแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ อีกท่ี
เพาะแยกไดจากมดลูกโค (ตารางท่ี 1) 
 
ตารางที ่1  การจําแนกประเภทของแบคทีเรียท่ีเพาะแยกไดจากมดลูกโค 
 
เช้ือสาเหตุของมดลูกอักเสบ   เช้ือกอใหเกิดโรคเกี่ยวกับมดลูก  เช้ือท่ีไมกอใหโรคเกี่ยวกับมดลูก 
Arcanobacterium pyogenes Bacillus licheniformis  Clostridium perfringens 
Prevotella melaninogenica  Enterococcus faecalis Klebsiella pneumoniae 
Escherichia coli Mannhiemia haemolytica  Micrococcus sp. 
Fusobacterium necrophorum  Pasteurella multocida Providencia stuartii 
Proteus spp.  Peptostreptococcus sp.  Staphylococcus sp.  
 Staphylococcus aureus        coagulase negative 
 Non-haemolytic  α-Haemoltyic Streptococci 
 Streptococci Streptococcu acidominimus 
 
ที่มา:  Williams et al. (2007) 
 

1.4 อาการของโรค 
 

โคท่ีมีภาวะมดลูกอักเสบจะมีไข ซึม มีของเหลวหรือหนอง มีกล่ินเหม็นไหลออกมา
จากชองคลอด (ภาพท่ี 2) อัตราการเตนของหัวใจเพ่ิมขึ้น กินอาหารนอยลงและน้ํานมลด (Miller et 
al., 2007; LeBlanc, 2008) ทําใหมดลูกกลับเขาอูชา  (Sheldon et al., 2006) ในรายท่ีไมรุนแรงสัตว
จะไมแสดงอาการผิดปกติจนกระท่ังเม่ือเปนสัดแลวจึงพบวานํ้าเมือกจากชองคลอดมีลักษณะขุน 
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และมีกล่ินเหม็น (LeBlanc, 2008) โคท่ีสามารถแสดงอาการเปนสัด และตกไขได แตสภาพของ
มดลูกยังไมพรอมรับการฝงตัวของตัวออน เปนสาเหตุทําใหแมโคผสมไมติด กลายเปนโคท่ีผสมซํ้า
หลายครั้ง ซ่ึงเกษตรกรจะสังเกตเห็นไดยากและมักถูกมองขาม ไมไดรับการรักษา (Hajurkal et al., 
2005) ในรายท่ีปวยรุนแรง จะมีอาการหนาวส่ัน ขนลุกชัน ไมกินอาหาร ไขสูง ชีพจรเตนเร็ว เสียด
ทอง โคจะตายใน 2-5 วัน เนื่องจากเลือดเปนพิษ และในรายท่ีปวยเรื้อรังจะมีหนองในมดลูก หนอง
มีลักษณะขุนขาวหรือสีแดงคลํ้าหรือเทาดําไหลออกเปนครั้งคราว มีกล่ินเหม็น สังเกตเห็นไดท่ี
บริเวณโคนหาง กน โคนขาหลังจะเปยกและโคจะซูบผอม (Sheldon et al., 2006) สามารถแบง
อาการตามการแสดงออกและชวงระยะเวลาการเกิดหลังคลอดไดเปน 2 กลุม ดังนี ้

 
1.4.1 ชนิดแสดงอาการ (clinical sign) สามารถแบงออกไดเปน 2 ประเภท คือ 

 
1.4.1.1 มดลูกอักเสบหลังคลอด (puerperal metritis) เกิดภายหลังการคลอด

ประมาณ 10 – 14 วัน อาการท่ีพบ คือ มีหนองไหลออกมาจากชองคลอด หนองมีสีน้ําตาลแดง กล่ิน
เหม็น มีไข เม่ือลวงคลําผานทางทวารหนักจะพบวาผนังมดลูกหนาขึ้น (Lewis, 1997; Sheldon et 
al., 2006) 
 

1.4.1.2 เยื่อบุผนังมดลูกอักเสบเรื้อรัง (chronic endometritis) เกิดภายหลังการ
คลอดประมาณ 21 วัน และมักพบเปนระยะเวลายาวนาน ในชวงแรกอาจแสดงอาการไมชัดเจน  ทํา
ใหสังเกตอาการไดยาก อาการท่ีสังเกตไดชัดในระยะตอมา คือ มีหนองหรือเมือกปนหนองไหล
ออกมาจากชองคลอด และปากมดลูกขยายใหญขึ้น (Sheldon et al., 2006) 
 

1.4.2 ชนิดไมแสดงอาการ (subclinical sign) เยื่อบุผนังมดลูกอักเสบชนิดไมแสดง
อาการ (subclinical endometritis) ภาวะนี้แฝงอยูในฝูงโค และจะไมแสดงอาการออกมาชัดเจน อาจ 
พบมีไขต่ําๆ (Sheldon et al., 2006) โคยังสามารถแสดงอาการเปนสัดและตกไขได แตสภาพมดลูก
ไมพรอมตอการฝงตัวของตัวออน จึงทําใหผสมไมติด เยื่อบุผนังมดลูกอักเสบชนิดนี้เปนปญหามาก
ท่ีสุดในฟารมของเกษตรกร เนื่องจากยากตอการสังเกตอาการ ทําใหสัตวถูกละเลยในการรักษาอยาง
ทันทวงที จนเกิดสภาพการผสมติดยากและผสมซํ้า (ปราจีน, 2541) 

 



9 

 
 
ภาพที่  2 ลักษณะของเมือกจากชองคลอดตามระดับคะแนน ระดับ 1. เมือกใสมีหนองสีขาวปน

เหลืองเปนจุดเล็กนอย ระดับ 2. เมือกมีหนองสีขาวปนเหลืองนอยกวา 50 เปอรเซ็นต 
ระดับ 3 เมือกมีหนองสีขาวปนเหลืองมากกวา 50 เปอรเซ็นต บางครั้งอาจปนเลือด 

 
ที่มา: Sheldon (2007) 
 

1.5 กลไกในการตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมท่ีเขาสูมดลูกโค 
 

กลไกในการปองกันการติดเช้ือ เกิดจากเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดตาง  ๆ ท่ีเคล่ือนตัวมายัง
บริเวณท่ีมีการอักเสบ โดยการเหนี่ยวนําทางเคมี (chemotaxis) ส่ิงดึงดูดทางเคมีเรียกวา 
chemoattractant ซ่ึง chemoattractant แตละชนิดจะมีผลในการดึงดูดเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดตางกัน 
เพ่ือความเหมาะสมในการทําลายเช้ือ หรือส่ิงแปลกปลอมแตละชนิดใหมีประสิทธิภาพอยางเต็มท่ี 
(สวาง, 2552) นิวโทรฟล (neutrophils) เปนเซลลปองกันการอักเสบดานแรก (first line of defense) 
ท่ีมีคุณสมบัติในการเก็บกิน (phagocytosis) ตอตานการกระจายตัวของเช้ือจุลินทรีย  (Singh et al., 
2007) สามารถแบงตัวไดรวดเร็ว แตมีอายุคอนขางส้ัน เม่ือเกิดการสะสมของนิวโทรฟลจะเกิด
หนอง (purulent) เม่ือเวลาผานไปโมโนไซต (monocyte) ซ่ึงเปล่ียนรูปรางเปนมาโครฟาจ 
(macrophages) จะเขามาทําหนาท่ีเก็บกิน debris และจุลชีพท่ีเหลือ (สวาง, 2552) 

 
หากมีการคงอยูของจุลชีพ และกอใหเกิดการกระตุนอยูตลอดเวลาจะกอใหเกิดการ

อักเสบแบบเรื้อรัง ชนิดของเซลลเม็ดเลือดขาวท่ีพบในการอักเสบเรื้อรัง มักเปนมาโครฟาจ ลิมโฟ
ไซต และพลาสมาเซลล (plasma cell) มาโครฟาจมีความสามารถในการเก็บกินสูง สามารถแบงตัว
เพ่ิม แตสวนใหญมักเปล่ียนรูปรางมาจากโมโนไซตในกระแสเลือด ลิมโฟไซตมักพบกระจายท่ัวไป
ในบริเวณรอยโรคท่ีมีการอักเสบแบบเรื้อรัง มีความสําคัญท่ีสุดตอการตอบสนองทางภูมิคุมกัน 
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พลาสมาเซลล คือ บี-ลิมโฟไซต (B-lymphocyte) มีคุณสมบัติในการสรางอิมมูนโนกลอบูลินตามแต
ละชนิดของ lymphokine ท่ีมากระตุน มักพบเม่ือมีการอักเสบไประยะหนึ่งแลว (สวาง, 2552) 
 

กระบวนการตั้งทองมีอิทธิพลอยางมากตอระบบภูมิคุมกันภายในมดลูกและประชากร
ลิมโฟไซตและมาโครฟาจ ซ่ึงมีปริมาณท่ีแตกตางกันไปตามระยะเวลาของการตั้งทอง (Skopets et 
al., 1992) ในชวงตนและชวงกลางของการตั้งทอง จํานวนของลิมโฟไซตและมาโครฟาจในมดลูก
โคจะลดลง ซ่ึงเกี่ยวของกับการหลีกเล่ียงการไมยอมรับตัวออน ในชวงทายของการตั้งทอง ลิมโฟ
ไซตและมาโครฟาจจะพบไดใน inter-caruncle ในเยื่อบุผนังมดลูก แตไมพบใน caruncle ซ่ึง
เหตุการณนี้แสดงใหเห็นวาการตอบสนองทางภูมิคุมกันนั้น มีท้ังแบบเฉพาะท่ีและจําเพาะตอบริเวณ
ใกลกับเนื้อเยื่อของตัวออนหรอืส่ิงแปลกปลอม (Wooding, 1992) ในชวงระยะเวลาใกลคลอด ระดับ
ของฮอรโมนคอรติซอลท่ีเพ่ิมขึ้น จะนําไปสูการสลายตัวของเม็ดเลือดขาวและทําใหเกิดภาวะท่ีมี
เซลลเม็ดเลือดขาวในเลือดมีจํานวนนอยกวาปกติ (Singh et al., 2007) คุณสมบัติในการฆาทําลาย
และ oxidation burst activity ของนิวโทรฟลจะลดลงในระหวางท่ีมีการคลอด (Kim et al., 2005) แต
ในชวงสัปดาหแรกภายหลังคลอดนิวโทรฟลจะเพ่ิมขึ้นและจะเคล่ือนตัวไปยังชองวางในมดลูกโดย
ทันที องคประกอบอ่ืนๆ รวมท้ัง ลิมโฟไซต อีโอสิโนฟล มาสเซลล และมาโครฟาจ จะมีการ
เคล่ือนท่ีและถูกกระตุนในมดลูกในชวงระยะนี ้ เพ่ือการกําจัดส่ิงแปลกปลอมออกจากมดลูก (Singh 
et al., 2007) จากกลไกดังกลาวแสดงใหเห็นวาลิมโฟไซต และ antigenpresenting macrophage 
สามารถแทรกซึมผานเยื่อบุผนังมดลูกโคได ซ่ึงมีความสําคัญในการจดจําและเกิดกระบวนการ
ตอบสนองตางๆ ตอส่ิงแปลกปลอม รวมท้ังแบคทีเรียกอโรคท่ีเขาไปในมดลูกดวย (Leung et al., 
2000) 
 

1.6 การตรวจวินิจฉัยโรค 
 

การตรวจวินิจฉัยโรค สามารถทําไดโดยการสังเกตอาการ รวมกับการลวงคลํามดลูก
ผานทางทวารหนักภายหลังการคลอด เพ่ือประเมินความหนาของผนังมดลูก และอุณหภูมิภายใน
มดลูก (ทัศนีย และคณะ, 2539)  สามารถตรวจสอบอยางละเอียดไดโดยการนําของเหลวจากชอง
คลอดมาตรวจสอบดวยวิธี uterine swab โดยใชอุปกรณท่ีเรียกวา metricheck เพ่ือประเมินลักษณะ
ของเหลววาจัดอยูในภาวะใด (Sheldon et al., 2006)  หรือเก็บหนองท่ีไหลออกจากชองคลอด หรือ
ตัวอยางเนื้อเยื่อมดลูก (endometrial biopsy; Singh et al., 1983) มาตรวจสอบอยางละเอียดใน
หองปฏิบัติการ เพ่ือเพาะเล้ียงแบคทีเรียแลววิเคราะหเช้ือท่ีเปนสาเหตุของโรค (Sheldon et al., 
2006) แตวิธีการตรวจสอบเหลานี้ไมสามารถปฏิบัติเปนงานประจําวันได เนื่องจากมีขัน้ตอนในการ
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ตรวจสอบหลายขั้นตอน และตองทําดวยความระมัดระวัง เพ่ือปองกันการปนเปอน การตรวจ 
haptoglobin จากระบบเลือดสามารถบงช้ีถึงภาวะเยื่อบุผนังมดลูกได ซ่ึง haptoglobin เปนโปรตีนท่ี
สังเคราะหจากตับ เพ่ือตอบสนองตอเนื้อเยื่อท่ีถูกทําลาย โดย haptoglobin จะมีความเขมขนเพ่ิมขึ้น
ในโคท่ีเปนมดลูกอักเสบชนิดรุนแรง (Dhaliwal et al., 2001) 
 

1.7 การปองกันและการรักษา 
 

การปองกัน โดยการรักษาความสะอาดโรงเรือนรอคลอด การชวยเหลือการคลอดท่ีถูก
สุขลักษณะ ตรวจดูอาการผิดปกติหลังคลอด  (Sheldon et al., 2008) การใหสัตวไดรับโภชนะท่ี
เพียงพอ รวมไปถึงวิตามินและแรธาตุในชวงเวลาวิกฤติ ซ่ึงอาจมีผลทางออมตอสุขภาพของมดลูก
เพ่ือลดความเส่ียงตอภาวะการณเกิดการอักเสบ  

 
การรักษา เปนการยากท่ีจะกําหนดรูปแบบการรักษาประจําในโคหลังคลอด เพราะ

ขึ้นอยูกับความรุนแรงของโรคและความสามารถในการตานทานโรคของโค  ปจจัยตางๆ ท่ีมีผลตอ
การใชยาปฏิชีวนะรักษาโรคในมดลูกใหไดผล เชน ขอจํากัดเกี่ยวกับการตอบสนองทางภูมิคุมกัน
ของสัตวปวย และความเขมขนของยาในระดับท่ีใหผลในการรักษาในเลือด ในผนังมดลูกและใน
มดลูก ซ่ึงขึ้นอยูกับวิธีการให และชนิดของยา เปนตน เพ่ือเปนการประหยัดคาใชจาย การรักษาจึง
เปนแบบเฉพาะตัวตามลักษณะอาการของโรค และคํานึงถึงผลสูงสุดในการรักษา (สุวิชัย, 2538) 

 
โดยท่ัวไปเกษตรกรนิยมใชวิธีการลางมดลูกดวยยาตานจุลชีพ ไดแก ยาปฏิชีวนะ 

(LeBlanc, 2008) เชน tetracycline (Azawi, 2008), oxytetracycline (Foldi et al., 2006; Azawi, 
2008), penicillin (Lewis, 1997), cephapirin (Dohmen et al., 1995), cefquinime (Amiridis et al., 
2003), aminoglycosides (Baron, 2004; Sheldon et al., 2004), gentamycin, spectinomycin 
sulfonamides, nitrofurasone (Gilbert, 1992) หรือยาฆาเช้ือภายนอกแบบเจือจาง ไดแก ไอโอดีน 
และอาจมีการใชยาปฏิชีวนะรวมกับน้ําเกลือ (Kumar et al., 2005) ในรายท่ีมีอาการไมรุนแรงการให
ยาปฏิชีวนะหรือซัลฟาสอดเขาชองคลอดก็เปนการเพียงพอ แตในรายท่ีมีอาการรุนแรงสัตวแสดง
อาการปวยรวมดวย ควรใหยาปฏิชีวนะหรือซัลฟาฉีดเขาเสนเลือดหรือกลามเนื้อพรอมกับสอดยาเขา
มดลูกเพ่ือขับหนองออกจากมดลูกดวย (Sheldon and Dobson, 2004) และไดมีการวิจัยและพัฒนา
วิธีการควบคุมรักษามดลูกอักเสบหลังคลอดโดยการใชฮอรโมน ไดแก การใช prostaglandinF2α 
(PGF2α) เพ่ือชวยใหมดลูกเขาอูไดเร็วขึ้น และชวยขับของเหลวหรือส่ิงแปลก ปลอมท่ีอยูภายใน
ออกมา (Paisley et al., 1986) แตอยางไรก็ตามการรักษามดลูกอักเสบติดเช้ือภายหลังคลอดโดยการ
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ใชยาปฏิชีวนะ หรือใชฮอรโมนเพียงอยางใดอยางหนึ่ง หรือใชรวมกันท้ัง 2 อยาง ตองคํานึงถึงการ
ตกคางของยาในน้ํานมและปญหาการดื้อยา การใชฮอรโมนจําเปนตองเลือกใชอยางระมัดระวัง 
เพราะอาจมีผลขางเคียงของฮอรโมนแตละชนิด และยังตองคํานึงถึงขอจํากัดตางๆ ในการเลือกใช 
จึงเปนสาเหตุท่ีตองมีการศึกษาหาทางเลือกอ่ืนในการควบคุมปองกันการติดเช้ือนี้ในโคนมโดยใช
สมุนไพร เพ่ือหลีกเล่ียงขอจํากัดในการใชใหมีผลกระทบตอผลผลิตน้ํานม และตอตัวสัตวนอยท่ีสุด 

 
2.  ตะไคร  
 
 ตะไคร (Lemon grass) มีช่ือวิทยาศาสตรวา Cymbopogon citratus  จัดอยูในวงศ 
Gramineae (ศิริเพ็ญ, 2549) มีช่ือทองถ่ินวา จะไคร (ภาคเหนือ) ไคร (ภาคใต) คาหอม (แมฮองสอน) 
ตะไครมีถ่ินกําเนิดในประเทศอินโดนีเซีย  ศรลัีงกา พมา อินเดีย ไทย และในทวีปอเมริกาใต (ยุวด,ี 
2550) จัดเปนพืชสมุนไพรท่ีมีสรรพคุณทางยารักษาโรคทางระบบขับเบา ขับเหง่ือ ลดความดัน
โลหิต และยังมีฤทธ์ิฆาเช้ือแบคทีเรียและรา (Onawunmi, 1987) 
 

2.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตรของตะไคร 
 

ตะไคร จัดเปนพืชลมลุก มีอายุหลายป ลักษณะลําตนขึ้นเปนกอ รูปทรงกระบอก แข็ง 
เกล้ียง สูงไดถึง 120 เซนติเมตร ตามขอมีไขปกคลุม สามารถขยายพันธุโดยการแตกกอ (นิจศิริ, 
2534) ลําตนใตดินเปนเหงา มีกล่ินเฉพาะตัว มีสีขาวนวลหรือสีขาวปนมวง ใบเปนใบเดี่ยวคลายใบ
หญา รูปขอบขนานแคบ  แผนใบสากและคม มีสีเขียวแกมเทา ปลายใบคอนขางแหลม ตามขอบมี
ขนเล็กนอย เม่ือขยี้ใบจะมีกล่ินฉุน เนื่องจากมีน้ํามันหอมระเหย ดอกขนาดเล็กเปนชอกระจาย ชอ
ดอกยอยมีกานออกเปนคูๆ ดอกหนึ่งมีกาน อีกดอกไมมีกาน รากเปนระบบรากฝอย ปลูกไดในดิน
ทุกชนิด ยกเวนดินเหนียว และปลูกไดในทุกฤดูกาล (รุงรัตน, 2540) 
 

2.2 องคประกอบทางเคมีของตะไคร 
 

ตะไครสดหรือแหงมีน้ํามันหอมระเหย 0.2-0.4 เปอรเซ็นต สารเคมีท่ีพบอยูในสวน 
ของน้ํามันหอมระเหย น้ํามันนี้จะมีสีเหลืองออน มีกล่ินหอม ปริมาณน้ํามันขึ้นอยูกับแหลงท่ีปลูก 
อายุ และสวนท่ีนํามาสกัด สวนในใบออนมีปริมาณของน้ํามันหอมระเหยมากกวาใบแก 
องคประกอบทางเคมีท่ีสําคัญของน้ํามันหอมระเหย ไดแก  citral 70-80 เปอรเซ็นต ซ่ึงมี 2 อนุพันธ 
คือ geranial (-citral) และ neral (-citral) และยังพบสารอ่ืนๆ อีก (อรชร, 2547) ดังแสดงในภาพท่ี 
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3 และตารางท่ี 2 สวนองคประกอบท่ีไมระเหยท่ีพบในตะไคร ไดแก ฟลาโวนอยด เชน ลูทีโอลิน 
(luteolin) และกลัยโคไซด โฮโม–โอเรียนติน (homo - orientin) กรดคลอโรจีนิก (chlorogenic acid) 
กรดแคฟเฟอิก (caffeic acid) และกรดพาราคูมาริก (ρ - coumaric acid) เปนตน ไทรเทอรปนส เชน 
ซิมโบโพกอน (cymbopogon) และซิมโบโพโกนอล (cymbopogonol; Hiller et al, 1999) เปนตน 
 

 
 
ภาพที่ 3  โครงสรางทางเคมีของ myrcene, geraniol, nerol, geranial และ neral 
 
ที่มา: Lewinsohn et al. (1998) 
 

Citral เปนสารสําคญัในน้ํามันหอมระเหยของตะไคร จัดเปน aliphatic alpha-beta 
unsaturated aldehyde (บังอร และวันเย็น, 2523) มีคุณสมบัติตานเช้ือจุลินทรีย 5 เทาของฟนอล 
(Gruenwald et al., 2000) ใชเปนวัตถุดิบหรือสารเริ่มตนในการผลิตไอโอโนน (ionone) และวิตามิน
เอ ท้ังนี้เพราะ citral ท่ีพบในน้ํามันหอมระเหยของตะไครสามารถเปล่ียนแปลงเปน เบตา-ไอโอโนน 
(β-ionone)ได สารนี้จะนําไปใชเปนสารเริ่มตนในการสังเคราะหวิตามินเอตอไป (บัญญัติ, 2549) 

 
อยางไรก็ตาม ปริมาณสารสําคัญในน้ํามันหอมระเหยจะมากหรือนอยนั้น ขึ้นอยูกับ

ปจจัยหลายประการ ไดแก สวนท่ีมีน้ํามันหอมระเหยมากท่ีสุด คือ ใบ โดยจะมีมากในใบออน แต
ปริมาณ citral จะพบมากในใบแก โดยใบออนพบ citral 77-79 เปอรเซ็นต สวนใบแกพบ 83 
เปอรเซ็นต และปริมาณ citral จะสูงสุดเม่ือดินมีความช้ืน 60-80 เปอรเซ็นต (วิไล, 2495) 
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สภาพแวดลอมท่ีอุณหภูมิต่ําปริมาณน้ํามันหอมระเหยจะลดลง (นันทวัน, 2530) และปริมาณน้ํามัน
หอมระเหยจะมีมากท่ีสุดในฤดูแลง (บังอร และวันเย็น, 2523) 
 
ตารางที่ 2  องคประกอบทางเคมีของน้ํามันหอมระเหยจากตะไคร Cymbopogon citratus  
 
องคประกอบทางเคมี       เปอรเซ็นตท่ีพบ องคประกอบทางเคมี       เปอรเซ็นตท่ีพบ 
geranial    53.6  terpinolene    0.1  
neral     36.1  α-terpineol    0.1  
caryophyllene oxide   1.2  citronellal    0.1  
citronellyl acetate   0.9  geranyl acetate    0.1  
β-caryophllene    0.7  α-humulene    0.1  
linalool     0.5  β-bisabolene    0.1  
6-methyl-5-hepten-2-one  0.5  myrcene   0.1  
isopulegol    0.5   α-phellandrene    0.1  
limonene    0.3  (Z)-β-ocimene    0.1  
β-elemene    0.3  (E)-β-ocimene   0.1  
geraniol     0.2  borneol     0.1  
camphor    0.2  terpinen-4-ol    0.1  
para-cymene    0.1   citronellol    0.1  
      total    96.1  
 

ดัดแปลงจาก: อรชร (2547) 
 

2.3 สรรพคุณของตะไคร 
 

ตะไครเปนพืชสมุนไพรท่ีนํามาใชไดทุกสวนไมวาจะเปนเหงา ใบสด รากและตน เปน
เครื่องเทศท่ีใชปรุงแตงกล่ินและรสอาหาร และมีสรรพคุณทางการรักษาโรค โดยลําตนมีสรรพคุณ
ชวยขับลม แกเบ่ืออาหาร แกโรคทางเดินปสสาวะและนิ่ว เหงามีสรรพคุณใชขับปสสาวะ แกนิ่ว 
รักษาเกล้ือน แกทองอืดทองเฟอ (กระทรวงสาธารณสุข, 2530) ใบสดมีสรรพคุณ ลดความดันโลหิต
สูง เปนยาขับลม แกผมแตกปลาย ชวยใหลมเบงในขณะคลอดลูก แกเบ่ืออาหาร แกโรคทางเดิน
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ปสสาวะ และรักษานิ่ว (อานันท, 2540; มนตร,ี 2545) รากมีสรรพคุณ แกจุกเสียดแนนบริเวณ
หนาอก ปวดกระเพาะปสสาวะ (Pereira et al., 2004)  

 
ในอินเดียใชสวนเหนือดินแหงของตะไครเปนยาพ้ืนบาน แกเบ่ืออาหาร ลําไสและ

ทองอืด ในบราซิลใชบรรเทาอาการกระวนกระวาย มีไข ในเอเชียตะวันออกใชเปนเครื่องเทศ แก
ปวด รักษาอาการผิดปกติของระบบประสาทและระบบทางเดินอาหาร แกไข แกอาเจียน แกไอ ฆา
เช้ือ และบรรเทาขออักเสบรูมาตอยด น้ํามันหอมระเหยจากใบใชขับลม รักษาอาการทองอืด ใชกัน
ยุง แกปวดทอง ในอินเดียใชแกทองรวง ทาแกขออักเสบ ปวดบริเวณเอว เคล็ดขัดยอก กลากเกล้ือน 
เช้ือราท่ีเทา เหา หิด (Hiller et al, 1999) นอกจากนี้ยังมีการนําไปใชรักษาสัตว เชน ใชตะไครทุบ
แลวดองเกลือใหโค กระบือ กินชวยรักษาโรคพยาธิใบไมในกระเพาะได (กรมปศุสัตว, 2547) และ
น้ํามันหอมระเหยจากตะไคร มีฤทธ์ิฆาเห็บโค และพยาธิ หมัด เปนตน (ณรงค และคณะ, 2542) 
 

2.4 ฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของตะไคร 
 

หนูท่ีไดรับสารสกัดตะไคร พบวามีการทํางานของเอนไซม aminopyrine demethylase 
เพ่ิมขึ้น และทําให aflatoxin B1 (AFB1) เปล่ียนเปน aflatoxin Q1 (AFQ1) ซ่ึงเปนเมแทบอไลทของ 
AFB 1 ท่ีมีฤทธ์ิกอการกลายนอยลง สารสกัดตะไครมีฤทธ์ิยับยั้งการกลายพันธุในแบคทีเรียท่ี
เหนี่ยวนําโดยสารกอมะเร็ง AFB 1 และสามารถปองกันการเกิดรอยโรคกอนเกิดมะเร็งท่ีไดรับสาร
กอมะเร็ง Azoxymethane (AOM) ในลําไสหนูขาว (Lomsri., 1993) นอกจากนี้เม่ือทดสอบสารสกัด
ตะไครดวยเอทานอล 80 เปอรเซ็นต ไมมีฤทธ์ิกอการกลายในการทดสอบกับเช้ือ Salmonella 
typhimurium TA98 และ TA100 (Vinitketkumnuen et al., 1994)  

 
การศึกษาน้ํามันหอมระเหยจากตะไครตอเช้ือแบคทีเรียโดยการสกัดดวยวิธี steam 

extraction พบวา α-citral และ β-citral สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียท้ังแกรมบวกและแกรม
ลบ (Onawunmi et al. 1987) สารเคมีในน้ํามันหอมระเหย คือ citral, citronellol, geraneol และ 
cineole มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย ไดแก เช้ือ E. coli ท่ีทําใหเกิดอาการทองเสียได 
(Cimanga et al,. 2002) สารเคมีท่ีออกฤทธ์ิลดการบีบตัวของลําไส คือ menthol, cineole, camphor 
และ linalool จึงลดอาการแนนจุกเสียด และมีสารชวยในการขับน้ําดีเพ่ือชวยยอย คือ borneol, 
fenchone และ cineole (Evans et al., 1978) การศึกษาความจําเพาะตอแบคทีเรียแตละชนิดดวยวิธี 
agar disc diffusion พบวาสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ E.coli, S. aureus (Wannissorn et al., 
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2005) Citrobacter diversus, Klebsiella oxytoca K. pneumonia, Proteus vulgaris และ Salmonella 
typhimurium ได(Cimanga et al., 2002)  
 

นอกจากนี้จากการทดสอบการหาคา MIC โดย Sacchetti et al., (2005) ยังพบวาน้ํามัน
หอมระเหยจากตะไครสามารถยับยั้งการเจริญเติบโของเช้ือแบคทีเรียอ่ืนๆ อีก ไดแก Candida 
albicans ATCC 48274, Rhodotorula glutinis ATCC 16740, Yarrowia lypolitica ATCC 16617 
Schizosaccharomyces pombe ATCC 60232 และ Saccharomyces cerevisiae, ATCC 2365 โดยให
คา MIC ตอเช้ือ Candida albicans ATCC 48274, Rhodotorula glutinis ATCC 16740 และ 
Yarrowia lypolitica ATCC เทากับ  0.03 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และใหคา  MIC ตอ 
Schizosaccharomyces pombe ATCC 60232 และ Saccharomyces cerevisiae เทากับ 0.02 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร และจากงานวิจัยของ Wannissorn et al., (2005) ซ่ึงไดทดสอบน้ํามันหอมระเหยจาก
ตะไครในการยับยั้งเช้ือ E. coli 0157 โดยวิธี disc diffusion assay พบวาสามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเช้ือได โดยมี Inhibition zone เทากับ 16 มิลลิเมตร และจากงานวิจัยของ Cimanga 
et al., (2002) ท่ีไดทําการทดสอบน้ํามันหอมระเหยจากตะไครในการยับยั้งเช้ือ Bacillus subtilis, E. 
coli, Klebsiella pneumonia, Proteus vulgaris และ S. aureus ท่ีเพาะแยกไดจากมดลูก พบวา
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียไดโดย Bacillus subtilis มี Inhibition zone เทากับ 
13 มิลลิเมตร สวน E. coli, Klebsiella pneumonia, Proteus vulgaris และ S. Aureus มี Inhibition 
zone เทากับ 15 มิลลิเมตร  
 

citral และ myrcene สามารถตานเช้ือรา Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum, 
Epidermophyton  floccosum และ Microsporum  gypseum ท่ีเปนสาเหตุของโรคผิวหนังเชน กลาก 
เกล้ือนไดดวยวิธี Agar dilution (บัณฑิตย และคณะ, 2530) สามารถยับยั้งการเจริญและฆาเช้ือรา 
Aspergillus flavus ท่ีแยกจากยุงฉางขาวสาร ใหคาความเขมขนท่ียับยั้งและฆาเช้ือราเทากับ 0.6 และ 
1.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (Paranagama et al., 2003) ในการทดสอบความสามารถตานยีสต พบวา
สารสกัดตะไครดวยเอทานอล และน้ํามันหอมระเหยจากตะไคร ความเขมขน 40 และ 60 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรเม่ือผสมลงในอาหารเล้ียงเช้ือ สามารถตานยีสต Candida albicans ได 
(บัณฑิตย และคณะ, 2530)  
 
 
 
 



17 

2.5 การทดสอบความเปนพิษของตะไคร 
 

จากการใหน้ํามันหอมระเหยเขาทางกระเพาะอาหารกระตาย พบวามีคาอัตราสวน
ระหวางขนาดท่ีทําใหสัตวทดลองตาย 50 เปอรเซ็นต (LD50) มากกวา 5 กรัมตอกิโลกรัม เม่ือปอน
สารสกัดใบดวยแอลกอฮอลและน้ํา ในอัตราสวน 1 ตอ 1 ขนาด 460 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม เขา
กระเพาะอาหารหนูถีบจักร พบวากอใหเกิดพิษ  แตสารสกัดใบดวยน้ํา ขนาด 20-40 มิลลิลิตรตอ
กิโลกรัม เม่ือใหทางปากไมพบพิษ ไมเปนพิษตอตัวออน และไมมีผลตอน้ําหนักตัวของหนูขาว 
(Para et al., 2001) และจากการทดลองของ Manosroi et al., (2006) ซ่ึงทดสอบความเปนพิษของ
น้ํามันหอมระเหยจากตะไครตอ murine leukemia (P388) โดยวิธี MTT assay พบวาใหคา IC50 

เทากับ 0.0746 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 

การปอนยาชงตะไครใหหนูขาวในขนาด 20 เทาของขนาดท่ีใชในคนเปนเวลา 2 เดือน 
ไมพบความเปนพิษ (Souza et al., 1986) การศึกษาพิษเฉียบพลันของน้ํามันหอมระเหยจากตะไคร
ขนาด 1,500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนเวลา 60 วัน พบวาหนูขาวกลุมท่ีไดรับตะไคร โตเร็วกวา
กลุมควบคุม และคาเคมีเลือดไมเปล่ียนแปลง (Mishra et al., 1992) มีผูทดสอบพิษของชาท่ีเตรียม
จากตะไครพบวา เม่ือใหอาสาสมัครสุขภาพดีรับประทานชาตะไคร 1 ครั้ง หรือรับประทานวันละ
ครั้ง เปนเวลา 2 สัปดาห ไมพบการเปล่ียนแปลงทางเคมีในเลือดและปสสาวะ มีบางรายเทานั้นท่ี
ปริมาณบิลลิรูบิน และ amylase เพ่ิมขึ้นเล็กนอย จึงนับวาปลอดภัย (Leite et al., 1986) 
 
3.  การตรวจสอบความเปนพิษของสารตอเซลลเพาะเลี้ยง 
 
 การตรวจสอบความเปนพิษตอเซลล เปนวิธีการท่ีใชเซลลทดสอบกับสาร แลววัดความมี
ชีวิต เพ่ือประเมินหาความเปนพิษตอเซลล ปจจุบันเซลลสัตวเปนแบบจําลองท่ีเริ่มใชมากขึ้นใน
สัตวทดลอง ทําใหการประเมินความเปนพิษของสารทําไดรวดเร็วและประหยัดมากกวาใช
สัตวทดลอง การใชเซลลเพาะเล้ียงยังเอ้ือประโยชนตอการเก็บตัวอยางไดสมํ่าเสมอ และใหผล
ทดลองเหมือนเดิมไดเม่ือทําซํ้า สามารถควบคุมส่ิงแวดลอมไดดีกวาในสัตวทดลอง เนื่องจากใน
สัตวทดลองมีระบบหมุนเวียนระบบขับถายกําจัดสารพิษหรือสารทดสอบ จึงทําใหการควบคุม
ปจจัยท่ีศึกษาทําไดยาก (กัลยาณี และนวลอนงค, 2550) 
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3.1 วิธีทดสอบความสามารถในการมีชีวิตของเซลล 
 

เปนการทดสอบความสามารถในการมีชีวิตของเซลลโดยนับจํานวนเซลลท่ีมีชีวิต 
(viable cell) และเซลลท่ีตาย (dead cell) หรือทดสอบจากการทํางานของไมโทคอนเดรีย และ
คํานวณเซลลท่ีมีชีวิตเปนเปอรเซ็นตของความสามารถในการมีชีวิตของเซลล (% cell viability) วิธีท่ี
นิยมทดสอบ คือ Trypan blue dye exclusion assay และ MTT reduction assay 

 
3.1.1 Trypan blue dye exclusion assay เปนการจําแนกเซลลมีชีวิตและไมมีชีวิตดวย

การยอมสี เซลลท่ีตายเยื่อหุมเซลลจะแตกออกทําใหสีผานเขาไปดูดซับโปรตีนในเซลลและติดสี 
เซลลท่ีมีชีวิตและสุขภาพดีจะมีลักษณะกลม ไมติดสี สีท่ีนิยมใชคือ trypan blue ซ่ึงเปน acid azo 
dye ท่ีมีความสามารถในการติดสีเซลลสัตว เซลลท่ีตายจะดูดซับสีปรากฏเปนสีฟา สามารถนับ
จํานวนเซลลตายและเซลลมีชีวิตดวยกลองจุลทรรศนโดยใช hemocytometer (Emgard et al., 2002) 
ซ่ึงภายหลังจากการยอมสีแลวควรนับทันที เพราะเซลลอาจตกตะกอนหรือเกาะกลุม ทําใหผลการ
นับผิดพลาด และควรนับเซลลใหเสร็จภายใน 3-5 นาที หากใชเวลาในการนับนานเกินไป ก็สงผล
ใหมีจํานวนเซลลตายเพ่ิมมากขึ้นดวย (กัลยาณี, 2548) และเม่ือนํามาคํานวณคาความมีชีวิตของเซลล
เทียบกับเซลลท้ังหมดเปนเปอรเซ็นต จะใหคาเปอรเซ็นตความมีชีวิตของเซลล ท่ีเปนผลมาจากสาร
ทดสอบได (กัลยาณี และนวลอนงค, 2550) 

 
3.1.2 MTT reduction assay เปนการทดสอบการทํางานของเซลลจากความสามารถ

ของไมโทคอนเดรียในการรีดัก ชันสาร 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide (MTT) ซ่ึงเซลลท่ีมีชีวิตและมีการทํางานของไมโทคอนเดรียปกต ิเอนไซม dehydrogenase 
และ cofactor ในไมโทคอนเดรียจะรีดิวซ MTT ใหกลายเปน formazan (Abe and Saito, 1999) การ
ทดสอบทําโดยละลาย MTT ในฟอสเฟตบัฟเฟอรแลวเจือจางดวยอาหารเล้ียงเซลล นําสารละลาย 
MTT ไปบมในเซลลท่ีตองการทดสอบ เซลลท่ีไมโทคอนเดรียทํางานปกติจะรีดิวซ MTT ใหเปน 
formazan (Mosmann, 1983; Hamid et al, 2004; Aziz et al, 2005) การตรวจวัดตองละลาย 
formazan crystal ในตัวทําละลายท่ีเหมาะสม คือ dimethyl sulfoxide (DMSO) ไดสารละลายสีมวง
น้ําเงินและสามารถตรวจหาปริมาณเซลลท่ีมีชีวิตไดโดยใช microplate reader ท่ีความยาวคล่ืนท่ี 570 
นาโนเมตร (วีระ, 2546) 
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3.2 เซลลลิมโฟไซต 
 

ลิมโฟไซต เปนเซลลสวนใหญท่ีพบในกระแสเลือดของโค มีคาเฉล่ีย 58 เปอรเซ็นต
ของเม็ดเลือดขาว (ตารางท่ี3) มีขนาด 8-10 ไมโครเมตร รูปรางกลม มีนิวเคลียสกลมใหญ ประกอบ 
ดวย heterochromatin อัดกันแนน มี cytoplasm บางๆ อยูรอบนิวเคลียส ซ่ึงประกอบดวย  
mitochondria, ribosome และ lysosome อยูกระจัดกระจาย (สุรนันท, 2539) ลิมโฟไซตตางจากเม็ด
เลือดขาวชนิดอ่ืนตรงท่ีเม่ือออกจากกระแสเลือดเขาสูเนื่อเยื่อแลวจะมีการกลับสูกระแสเลือดอีก 
(recirculate) ในสัตวทุกชนิดสวนใหญของลิมโฟไซตในกระแสเลือดเปน ที-ลิมโฟไซต (T-
lymphocyte) ซ่ึงเปน memory cell สวนบี-ลิมโฟไซตจะออกสูกระแสเลือดบาง แตสวนใหญจะอยู
ในเนื้อเยื่อน้ําเหลือง ลิมโฟไซตมีหนาท่ีสรางแอนติบอดี สราง lymphokine และทําหนาท่ี 
cytotoxicity (เฉลียว, 2548) 

 
ในสัตวแตละชนิดจะมีความแตกตางกันท้ังจํานวนเม็ดเลือดขาวและอัตราสวนของเม็ด

เลือดขาวแตละชนิด เชน ในคน สุนัข แมว มีจํานวนนิวโทรฟลมากกวาเม็ดเลือดขาวชนิดอ่ืน ในมา
จํานวนนิวโทรฟลมากกวาลิมโฟไซตเพียงเล็กนอย ในขณะท่ีสัตวเคี้ยวเอ้ืองมีจํานวนลิมโฟไซต
มากกวานิวโทรฟล เปนตน (ตารางท่ี 4) (เฉลียว, 2548)  
 
ตารางที่ 3  คาเม็ดเลือดขาวในโค 
 
  จํานวนเม็ดเลือดขาวตอไมโครลิตร เปอรเซ็นตเม็ดเลือดขาว 
  พิสัย คาเฉล่ีย พิสัย คาเฉล่ีย 
Leukocyte 4,000-12,000 8000 (-) (-) 
Neutrophil (band) 0-120 20 0-2 0.5 
Neutrophil (segmenter) 600-4,000 2,000 15-45 28.0 
Lymphocyte 2,500-7,500 4,500 45-75 58.0 
Monocyte 25-850 400 2-7 4.0 
Eosinophil 0-2,400 700 0-20 9.5 
Basophil 0-200 50 0-2 0.5 

 
ที่มา: เฉลียว (2548) 
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ตารางที่ 4  อัตราสวนนิวโทรฟลตอลิมโฟไซตในสัตวเล้ียงชนิดตาง  ๆ
 
ชนิด นิวโทรฟล : ลิมโฟไซต (โดยประมาณ) 
สุนัข 70 : 20 
แมว 59 : 20 
โค 28 : 58 
แกะ 30 : 62 
มา 53 : 39 
สุกร 37 : 53 

 
ที่มา: เฉลียว (2548) 
 

การวิจัยนี้มุงศึกษาผลการใชสารสกัดตะไครในหองปฏิบัติการ เพ่ือนํามาปรับใช เปน
สารละลายชะลางมดลูกแมโคท่ีพบอาการติดเช้ืออักเสบของเยื่อบุผนังมดลูกหลังคลอด ตาม
คุณสมบัติขององคประกอบทางเคมีท่ีพบอยูในสารสกัดตะไคร เชน ความสามารถในการยับยั้งเช้ือ
แบคทีเรียกลุมสาเหตุมดลูกอักเสบ และเพ่ือใหมีความปลอดภัยตอตัวโคในการนําไปใชจริงในฟารม
เกษตรกร จึงทําการตรวจสอบความเปนพิษตอเซลลท่ีเกีย่วของในกระบวนการอักเสบของมดลูก  

 
จากการศึกษาจึงไดเลือกลิมโฟไซตเปนเซลลท่ีนํามาทดสอบความเปนพิษของสารสกัด

ตะไคร เนื่องจากพบวาลิมโฟไซตเปนเซลลหลักของระบบภูมิคุมกัน และเปนเซลลท่ีกอใหเกิดการ
ตอบสนองของระบบภูมิคุมกันตอส่ิงตางๆ หลากหลาย (ไพศาล, 2548) หากสารสกัดท่ีนํามาใชมี
ความเปนพิษตอเซลลลิมโฟไซต ก็จะมีผลตอการสรางภูมิคุมกันของสัตว และการกําจัดเช้ือจุลชีพ
ตางๆ นอกจากนี้ในกระบวนการอักเสบของมดลูกชนิดเรื้อรัง (chronic inflammation) ยังพบลิมโฟ
ไซตกระจายอยูท่ัวไปในบริเวณรอยโรค และมีความสําคัญท่ีสุดในการตอบสนองทางภูมิคุมกัน การ
รับรูตอส่ิงแปลกปลอมท่ีเขาสูรางกาย และเปนเซลลท่ีตอบสนองตอแอนติเจนอยางจําเพาะ (สวาง, 
2552) จากท่ีไดกลาวขางตนการเลือกเซลลลิมโฟไซตมาทดสอบความเปนพิษ จึงสอดคลองกับ
เปาหมายท่ีจะนําไปใชภายในฟารมเกษตรกร เพราะสวนใหญแมโคภายหลังการคลอด จะพบวามี
การอักเสบของมดลูกชนิดเรื้อรัง มักไมแสดงอาการใหเห็นเดนชัด และมักถูกมองขามไมไดรับการ
รักษา การใชสารสกัดตะไครเพ่ือตองการควบคุมจํานวนเช้ือไมใหสามารถแบงตัวเพ่ิมจํานวนได 
เพ่ือใหภูมิคุมกันของตัวแมโคไดฟนคืนและกําจัดเช้ือไดเอง  
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 
1. ตะไคร 
 
 ตะไครแกงหรือตะไครบาน (Cymbopogon citratus Stapf.) สดท้ังตน เลือกใชเฉพาะสวนลํา
ตนถึงสวนใบ 
 
2. เคร่ืองมือในการสกัด 
 
 2.1 ชุดกล่ันแบบ condenser 
 2.2 เครื่องอบแหงแบบแชแข็ง (Freeze dryer) 
 2.3 เครื่องอบแหง (Hot air oven) 
 
3. แบคทีเรียทดสอบ 
 

3.1. Arcanobacterium pyogenes ATCC 8104 
3.2. Escherichia coli ATCC 25922 
3.3. Staphylococcus aureus ATCC 6538P 

 
4. อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

4.1 Brain heart infusion Soy Agar (BHIA; Difco, USA)  
4.2 Brain heart infusion broth (BHIB; Difco, USA) 
4.3 Tryptic Soy Agar (TSA; Difco, USA) 
4.4 Tryptic Soy Broth (TSB; Difco, USA) 
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5. สารเคมีที่ใชทดสอบฤทธิ ์และประสิทธิภาพของสารสกัดตอแบคทีเรีย 
 

5.1 barium chloride (BaCl2; Prolabo, USA) 
5.2 sulfuric acid (H2SO4; Merck, Germany) 
5.3 sodium chloride (NaCl; Oxoid, England) 
5.4 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) 
5.5 dimethyl sulfoxide (DMSO; Merck, Germany) 
5.6 defibrinated sheep blood 
5.7 ยาปฏิชีวนะ tetracycline hydrochloride (Sigma-Aldrich, England) 
5.8 แอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต 

 
6. วัสดุอุปกรณสําหรับใชทดสอบฤทธิ ์และประสิทธิภาพของสารสกัดตอแบคทีเรีย 
 

6.1 ตูปราศจากเช้ือแบบ Laminar Flow Class II  
6.2 ตูบมเช้ือ (incubator)  
6.3 Autoclave 
6.4 Vortex mixer 
6.5 Anaerobic jar (Vacu-Quik Jar, Almore International, Inc., USA) 
6.6 Autopipette (Labmate High Tech Lab, Poland) ขนาด 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 
6.7 Tip พรอมกลอง (CLP Neptune, USA) ขนาด 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 
6.8 96 microwell  (Corning Incorporated, Costa3599, USA) 
6.9 Gas pack (Becton, Dickinson and Company, USA) 
6.10 จานเพาะเช้ือ (petri dish; Pyrex, USA) ขนาด 90 x 15 มิลลิเมตร 
6.11 กระบอกฉีดยา (Nipro disposable syringe; Japan) 
6.12 กระดาษกรอง ขนาด 0.22 ไมโครเมตร (cellulose acetate filter; Sartorius, Germany)    
6.13 หลอดทดลองพรอมฝาเกลียว ขนาด 16 x 160 มิลลิเมตร 
6.14 stainless test tube rack ขนาด 5 x 10 ชอง 
6.15  หวงเขี่ยเช้ือ (loop) 
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7. สารเคมีที่ใชทดสอบความเปนพิษตอลิมโฟไซตของโคนม 
 

7.1 RPMI 1640 (GibcoBRL, USA) 
7.2 Activated fetal bovine serum (Sorali, Brazil) 
7.3 Phytohemagglutinin (PHA; Biologocal Industries, Isreal) 
7.4 Antibiotic-Antimycotic (Pen-Strep; Biologocal Industries, Isreal) 
7.5 Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS; Gibco,USA) 
7.6 Dimethyl sulfoxide (DMSO; Merck, Germany) 
7.7 Ficoll (GE Healthcare, Sweden) 
7.8 MTT powder  
7.9 Trypan blue dye 

 
8. วัสดุอุปกรณสําหรับใชทดสอบความเปนพิษตอลิมโฟไซตของโคนม 
 

8.1 ตูปราศจากเช้ือแบบ Laminar Flow (Microflow Peroxide Class II; England) 
8.2 ตูบมเช้ือแบบ CO2 incubator (Forma Scientific, Canada) 
8.3 Centiifuge (Hettich Universal 32R; England  
8.4 Autoclave  
8.5  96 microwell plate (Corning Incorporated, Costa3599, USA) 
8.6 Autopipette (Labmate High Tech Lab, Poland) ขนาด 20,100 และ 200 ไมโครลิตร 
8.7 Tip พรอมกลอง ขนาด 20 และ 200 ไมโครลิตร 
8.8 Hemocytometer  
8.9 Pasteur pipette 
8.10 Pipette ขนาด 1, 5 และ10 มิลลิลิตร 
8.11 กระบอกฉีดยา (Nipro disposable syringe; Japan) 
8.12 ขวดเล้ียงเซลลพรอมจุก 
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วิธีการ 
 

1.  วิธีการเตรียมสารสกัดจากตะไคร เพ่ือใชทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรีย 
 

1.1  การสกัดตะไครดวยวิธีการสกัดดวยวิธี Sonication รวมกับ Freeze dryer 
 

1.1.1  การเตรียมตะไคร 
 

นําตะไครสดมาลางใหสะอาดแลวผ่ึงใหแหง ห่ันเปนช้ินขนาด 0.5 ถึง 1.0 
เซนติเมตร อบใหแหงดวยตูอบความช้ืนท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 3 วัน นําไปบด
ใหละเอียดดวยเครื่องบด (blender) เก็บใสถุงพลาสติกปดใหมิดชิดเพ่ือปองกันความช้ืน ท่ี
อุณหภูมิหองกอนนํามาสกัด  
 

1.1.2  ขั้นตอนการสกัด 
  

ช่ังผงตะไครแหงปริมาณ 50 กรัม ใสใน erlenmeyer flask ขนาด 500 
มิลลิลิตร จากนั้นเติมน้ํากล่ันในอัตราสวนตะไครผงตอสารละลาย เทากับ 1 ตอ 5 นําเขาเครื่อง 
sonication  ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 90 นาที เพ่ือชวยในการสกัด กรองเอาสวนของเหลวออกจาก
กากดวยผาขาวบาง และกระดาษกรองหมายเลข 1 (Whatman no.1) นําไปเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส สวนกากท่ีเหลือนํามาสกัดซํ้าดวยตัวทําละลายเดิมอีก 1 ครั้ง นําสารสกัดท้ังหมดมา
รวมกัน นําไประเหยแหงโดยใชเครื่อง freeze dryer (Savant SuperModulyo and LABCONCO 
Stoppering Tray Dryer)  
 

1.2  การสกัดน้ํามันหอมระเหยตะไครโดยการกล่ันดวยไอน้ํา 
 

1.2.1  การเตรียมตะไคร 
 

นําตะไครสดท้ังตนมาลางทําความสะอาด แลวห่ันเปนช้ินเล็กๆ ขนาด 
ประมาณ 1-2 เซนติเมตร บดใหละเอียดดวยเครื่องบด ใสภาชนะปดใหมิดชิดเพ่ือปองกันการระเหย
ของสารประกอบอินทรียท่ีอยูในตะไคร  
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1.2.2  ขั้นตอนการสกัดน้ํามันหอมระเหย 
 

ช่ังตะไครสดท่ีบดแลวใสใน flask กนกลม โดยมีตะไครสด 200 กรัม เติม 
น้ํากล่ันในอัตราสวนตอตะไคร เทากับ 1 ตอ 3 นํา flask วางบนเตาใหความรอน ซ่ึงตออยูกับเครื่อง
ควบแนน สวนปลายของเครื่องควบแนนนี้จะมี flask  เพ่ือรองรับน้ํามันหอมระเหยและน้ํา ท่ีผานมา
จากเครื่องควบแนน เปดน้ําใหไหลผานคอนเดนเซอรโดยใหน้ําเขาทางท่ีต่ําแลวไหลออกทางท่ีสูง 
ใหความรอนแกตัวทําละลายไปเรื่อย  ๆจน กระท่ังอัตราการกล่ันคงท่ี คือไดสารท่ีกล่ันประมาณ 2-3 
หยด ตอวินาที ใหสารท่ีกล่ันไดนี้ไหลลงในภาชนะรองรับ การกล่ันตองดําเนินตอไปจนกระท่ัง
เหลือสารอยูใน flask กล่ันเพียงเล็กนอยอยากล่ันใหแหง นําสารสกัดท่ีไดจากการกล่ัน มาใสใน
กรวยแยก โดยธรรมชาติน้ําและน้ํามันจะไมรวมตัวกัน หลังจากปลอยท้ิงไวสวนของน้ํามันหอม
ระเหยจะลอยอยูช้ันบน ไขเอาสวนของน้ําท่ีอยูช้ันลางออกใหหมด จะไดสวนของน้ํามันหอมระเหย 

 
1.3  การบันทึกขอมูล 

 
ตรวจดูลักษณะ สี และกล่ินของสารสกัดท่ีไดในแตละตัวทําละลาย บันทึกน้ําหนัก

ตะไครสดและภายหลังการอบแหง เพ่ือหาเปอรเซ็นตวัตถุแหง และคํานวณคาเปอรเซ็นตผลผลิตท่ี
ไดจากการสกัด (extract yield; Phrompittayarat et al., 2007) จากสูตรคํานวณ ดังนี้ 
 

Extract yield (%)      =                น้ําหนักสารสกัดท่ีได            x 100 
                                                                  น้ําหนักตะไครเริ่มตน 
 
2.  การหาคาความเขมขนต่ําสุด (Minimal inhibitory concentration, MIC) ของน้ํามันหอมระเหย
จากตะไคร ที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย โดยวิธี Broth Microdilution test 
 

2.1  การเตรียมเช้ือ (Bauer et al., 1966) 
 

2.1.1  นําเช้ือแบคทีเรียท่ีใชทดสอบ คือ E. coli ATCC 25922 และ S. aureus  ATCC 
6538P จาก stock เช้ือมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ TSB ทําใหเช้ือกระจายในอาหารโดยใช vortex 
mixer นําไปบมเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18 ถึง 24 ช่ัวโมง  
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2.1.2  นําเช้ือ A. pyogenes ATCC 8104 จาก stock เช้ือ มาเล้ียงใน BHIB ท่ีผสม 5% 
defibrinated sheep blood นําไปบมเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิเดียวกับขอ 1 ในสภาวะ anaerobic condition 
นาน 48 ถึง 72 ช่ัวโมง  

 
2.1.3  เม่ือครบระยะเวลาบมแลว นําหวงเขี่ยเช้ือจุมเช้ือ E. coli และ S. aureus  1 loop 

มา streak บนจานอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง TSA สวนเช้ือ A. pyogenes streak บนอาหาร BHIA ท่ีผสม 
defibrinated sheep blood 5 เปอรเซ็นต บมท่ีสภาวะและระยะเวลาเดิม  

 
2.1.4  นําโคโลนีเดี่ยวของเช้ือ E. coli,  S. aureus และ A. pyogenes ท่ีขึ้นบนอาหารเล้ียง

เช้ือแข็งมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว TSB และ BHIB อีกครั้ง บมท่ีสภาวะและระยะเวลาเดิม  
 
2.1.5  นําเช้ือแบคทีเรียท่ีใชทดสอบท้ังหมดมาปรับความขุนใหไดเทากับสารละลาย 

McFarland no. 0.5 โดยใชสารละลายนอรมัลซาไลนปลอดเช้ือ (sterile sodium chloride 0.85 
เปอรเซ็นต) จะทําใหไดเช้ือประมาณ 1.5 x 108 colony forming unit (CFU) ตอมิลลิลิตร (Bauer et 
al., 1966) 

 
2.2  การเตรียมสารละลายของน้ํามันหอมระเหย 
 

  เตรียมน้ํามันหอมระเหยในความเขมขนตางๆ โดยละลายในตัวทําละลายน้ําท่ีมี 
DMSO 10 เปอรเซ็นต และ Tween80 5 เปอรเซ็นต ใหไดความเขมขน 100 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร 
ใสลงใน microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  จากนั้นเจือจางแบบ two-fold dilution ใหไดความ
เขมขน 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.563, 0.781, 0.391, 0.195, 0.098 และ 0.049 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ 
 

2.3  วิธีการหา MIC ของสารละลายน้ํามันหอมระเหยจากตะไคร 
 

2.3.1  ทําการทดสอบใน 96 microwell plate โดยในแตละหลุม ประกอบดวย อาหาร
เล้ียงเช้ือเหลว TSB สําหรับ E. coli และ S. aureus อาหารเล้ียงเช้ือเหลว BHIB สําหรับ A. pyogenes 
ปริมาณ 90 ไมโครลิตร สารละลายของน้ํามันหอมระเหยท่ีเจือจางแลวปริมาณ 100 ไมโครลิตร 
สารละลาย TTC 0.05 เปอรเซ็นต ปริมาณ 5 ไมโครลิตร และสารละลายเช้ือแบคทีเรียปริมาณ 5 
ไมโครลิตร จะไดปริมาณท้ังหมดในหลุม 200 ไมโครลิตร ทดสอบความเขมขนละ 5 ซํ้า  
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2.3.2  ใหแถว A เปนแถว control โดยไมตองใสสารละลายเช้ือแบคทีเรีย ใหใสอาหาร
เล้ียงเช้ือเหลวปริมาตร 95 ไมโครลิตรแทน   

 
2.3.3  ชุดควบคุมทางลบ (negative control) ใชอาหารเล้ียงเช้ือปริมาณ 190 ไมโครลิตร 

แทนสารละลายน้ํามันหอมระเหย  
 
2.3.4 ชุดควบคุมทางบวก (positive control) เติมยาปฏิชีวนะ tetracycline 

hydrochloride 10 ความเขมขนๆ ละ 100 ไมโครลิตรแทนสารละลายน้ํามันหอมระเหย  
 
2.3.5  นํา 96 microwell plate ของเช้ือ E. coli และ S. aureus ไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนระยะเวลา 18 ถึง 24 ช่ัวโมง สวนเช้ือ A. pyogenes บมท่ีอุณหภูมิเดียวกัน ในสภาวะ 
anaerobic condition นาน 48 ถึง 72 ช่ัวโมง  

 
2.3.6  เม่ือบมเช้ือจนครบระยะเวลาแลว ใหสังเกตหลุมท่ีไมมีการเปล่ียนสีของ TTC 

จากไมมีสีเปนสีชมพูแดง หลุมสุดทายท่ีไมเปล่ียนสีคือหลุมท่ีไมมีการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย ให
บันทึกเปนคา MIC  

 
2.3.7  หาคา MBC โดยการใช micropipette ดูดสารละลาย 100 ไมโครลิตร ในหลุมท่ี

ไมมีเช้ือแบคทีเรียเจริญทุกหลุม นําไป pour plate บนอาหารเล้ียงเช้ือวุน TSA สําหรับเช้ือ E. coli 
และ S. aureus นําไปบมเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24-48 ช่ัวโมง สําหรับ
เช้ือ A. pyogenes นําไป pour plate บนอาหารเล้ียงเช้ือวุน BHIA บมท่ีอุณหภูมิเดียวกัน ในสภาวะ 
anaerobic condition นาน 48 ถึง 72 ช่ัวโมง  

 
2.3.8  เม่ือบมจนครบระยะเวลาแลว ใหสังเกตการเจริญของเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง 

ความเขมขนต่ําสุดท่ีไมมีการเจริญเติบโตของเช้ือใหบันทึกเปนคา MBC 
 

2.4  การบันทึกขอมูล 
 

บันทึกขอมูลความเขมขนต่ําสุดท่ีไมพบการเจริญของเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว TSB 
และ BHIB ใน 96 microwell plate ภายหลังการบมเพาะเช้ือเปนคา MIC และคาความเขมขนต่ําสุดท่ี
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ไมพบการเจริญของเช้ือบนจานอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง TSA และ BHIA ภายหลังการบมเพาะเช้ือเปน 
MBC 
  

2.5  การวิเคราะหขอมูล 
 

สถิติวิจัย ขอมูลท้ังหมดจะถูกนํามาวิเคราะหคาทางสถิติ โดยมีรายละเอียด ดังนี ้
 
วิเคราะหคาสถิติเชิงพรรณนา (คาเฉล่ีย และเปอรเซ็นตของขอมูล) ของระดับความ

เขมขนของสารสกัดในรูปน้ํามันหอมระเหยจากตะไคร ท่ีสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ
แบคทีเรียจํานวน 3 ชนิด  

 
3.  การทดสอบความเปนพิษของสารสกัดจากตะไครตอลิมโฟไซตของโคนม 
 

3.1  การเตรียมลิมโฟไซต 
 

เคลือบกระบอกฉีดยาดวยเฮพาริน (heparin)  เพ่ือปองกันเลือดแข็งตัว แลวเจาะเลือดโค 
ปริมาณ 10 มิลลิลิตร แยกลิมโฟไซต โดยใช Ficoll  มีขั้นตอนดังนี้ 

 
3.1.1  นําเลือดโคปริมาณ 2 มิลลิลิตรผสมกับสารละลาย HBS 2 มิลลิลิตร ในหลอด

ทดลอง ผสมใหเขากัน นํามาใสหลอดทดลองท่ีมี Ficoll ปริมาณ 3 มิลลิลิตร 
 
3.1.2  นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 400xg นาน 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 18-20 องศาเซลเซียส 
 
3.1.3  เลือดท่ีปนเหวี่ยงแลวจะแยกเปนช้ันๆ คือช้ันของ HBS ผสมกับพลาสมา ช้ันลิม

โฟไซต ช้ัน Ficoll และช้ันเม็ดเลือดแดง จากช้ันบนถึงช้ันลาง ตามลําดับ แยกลิมโฟไซต โดยใช 
pasture pipette ดูดช้ันพาสมาท้ิงไป จากนั้นดูดเฉพาะสวนของลิมโฟไซต นําไปใสหลอดทดลองท่ีมี
สารละลาย HBS ปริมาณ 6 มิลลิลิตร 

 
3.1.4  นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 100xg นาน 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 18-20 องศาเซลเซียส 
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3.1.5  หลังจากปนเหวี่ยงแลว สวนของเม็ดเลือดขาวจะตกตะกอนอยูบริเวณกนหลอด
ทดลอง ดูดสารละลาย HBS ท่ีอยูสวนบนท้ิงไป แลวลางเซลลโดยการเติม HBS ปริมาณ 6 มิลลิลิตร
อีกครั้ง 

 
3.1.6  นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 100xg นาน 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 18-20 องศาเซลเซียส 

เพ่ือลางเซลลอีกครั้ง 
 
3.1.7  หลังจากปนเหวี่ยงแลว ดูดสารละลาย HBS ท่ีอยูสวนบนท้ิงไป ใหเหลือเฉพาะ

สวนของลิมโฟไซต เพ่ือใชในการเล้ียงเซลลตอไป   
  

3.2  การเล้ียงลิมโฟไซต 
 

3.2.1  เตรียมอาหารเล้ียงเซลลท่ีประกอบดวย RPMI 1640, fetal bovine serum 10 
เปอรเซ็นต PHA 2 เปอรเซ็นต และ Antibiotic-Antimycotic 1 เปอรเซ็นต  

 
3.2.2  นําลิมโฟไซตท่ีไดจากการแยกดวย Ficoll  ลงในขวดเล้ียงเซลลท่ีมีอาหารเล้ียง

เซลลบรรจุอยู 5 มิลลิลิตร ขวดละ 0.5 มิลลิลิตร  
 
3.2.3.  นํ า ไ ป บ ม ใ น  CO2 incubator ท่ี อุ ณ ห ภู มิ  37 อ ง ศ า เ ซล เ ซีย ส  แ ก ส

คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต ความช้ืนสัมพัทธ 90 เปอรเซ็นต นาน 48 ช่ัวโมง  
 
3.2.4  นับจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวหลังจากบมนาน 48 ช่ัวโมง จากนั้นนําเซลลไปปน

ท่ีความเร็ว 1,200 รอบตอนาที นาน 10 นาที เปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลใหม เจือจางลิมโฟไซตใหมี
จํานวน 1x105 เซลลตอมิลลิลิตร (Manosroi et al., 2003) 

 
3.2.5  นําเซลลท่ีเจือจางแลวใสในภาชนะเพาะเล้ียงชนิด 96 microwell plate หลุมละ 

200 ไมโครลิตร บมใน  CO2 incubator ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แกสคารบอนไดออกไซด 5 
เปอรเซ็นต ความช้ืนสัมพัทธ 90 เปอรเซ็นต นาน 24 ช่ัวโมง (Verma et al., 2010) 
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3.3 การหาคาความเปนพิษตอเซลล (cytotoxicity) โดยวิธี Trypan blue dye exclusion assay 
 

3.3.1 เจือจางน้ํามันหอมระเหยจากตะไครดวย Tween 80 ความเขมขน 5 เปอรเซ็นตให
ไดความเขมขน 0.1, 1, 10 และ 100 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตรตามลําดับ เพ่ือหาชวงของความเขมขนท่ี
เปนพิษ (IC50)  

 
3.3.2 นําน้ํามันหอมระเหยท่ีเจือจางแลว และกรองดวยแผนกรองขนาดรู 0.22 

ไมโครเมตรใสลงในภาชนะเล้ียงเซลลชนิด 96 microwell plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร และเติม
อาหารเล้ียงเซลล 100 ไมโครลิตรแทนสารสกัดเปนกลุมควบคุม  

 
3.3.3 นับจํานวนเซลลท้ังหมดและเซลลตายทุกระดับความเขมขนท่ี 12, 24, 48 และ 72 

ช่ัวโมง ดวยกลองจุลทรรศนโดยใช Hemocytometer เจือจางเซลลดวยสี trypan blue ความเขมขน 
0.4 เปอรเซ็นต เซลลท่ีตายจะติดสีฟาออนของ trypan blue คํานวณเปอรเซ็นตของเซลลตาย ทําการ
ทดลองจํานวน 3 ซํ้า  

 
3.4  การหาคาความเปนพิษตอเซลล (cytotoxicity) โดยวิธี MTT reduction assay  
 

3.4.1  เจือจางสารสกัดจากตะไครในระดับความเขมขน 0.1, 1, 10 และ100 ไมโครลิตร
ตอมิลลิลิตรตามลําดับ  

 
3.4.2 นําน้ํามันหอมระเหยจากตะไครท่ีเจือจางแลว และกรองดวยแผนกรองขนาดรู 

0.22 ไมโครเมตร ใสลงในภาชนะเล้ียงเซลลชนิด 96 microwell plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร และ
เติมอาหารเล้ียงเซลล 100 ไมโครลิตรแทนสารสกัดเปนกลุมควบคุม ทําการทดลองระดับความ
เขมขนละ 3 ซํ้า  

 
3.4.3  ตรวจวิเคราะหทุกระดับความเขมขน โดยวิธี MTT assay ท่ี 12, 24, 47 และ 72 

ช่ัวโมง โดยนําอาหารเล้ียงเซลลเกาออก และใสอาหารเล้ียงเซลลใหม 100 ไมโครลิตร เติม MTT 
reagent 10 ไมโครลิตร ปดภาชนะเพาะเล้ียงดวยอะลูมิเนียมฟลอยด เพ่ือปองกันแสงสวาง แลว
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แกสคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต ความช้ืนสัมพัทธ 90 
เปอรเซ็นต นาน 4 ช่ัวโมง (Hamid et al., 2004; Verma et al, 2010; Fischer et al., 2009) 
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3.4.4  เม่ือครบ 4 ช่ัวโมง จะเกิดผลึกสีมวงของ formazan ท่ีกนภาชนะเพาะเล้ียง 
จากนั้นดูดสารละลายดานบนท้ิง โดยระวังไมใหผลึกสีมวงฟุงกระจายหรือติดออกไป (Fischer et 
al., 2009) 

 
3.4.5  เติมสารละลาย DMSO 150 ไมโครลิตร เพ่ือละลายผลึกสีมวงของ formazan จน

หมด จะไดสารละลายสีมวงออน (Hamid et al., 2004; Verma et al, 2010) 
 
3.4.6  นําภาชนะเพาะเล้ียงไปวัดคาดูดกลืนแสงท่ี 570 และ 640 นาโนเมตร (Manosroi 

et al., 2003; Verma, 2010) ดวยเครื่อง microplate reader อานคาจากโปรแกรม Gen5 
 

3.5  การบันทึกผล  
 

1. บันทึกจํานวนเซลลตาย จํานวนเซลลมีชีวิต และจํานวนเซลลท้ังหมดท่ีนับดวยกลอง
จุลทรรนโดย hemocytometer จากวิธี Trypan blue dye exclusion assay 

 
2. บันทึกคาดูดกลืนแสงท่ี 570  นาโนเมตร จากโปรแกรม Gen5 ท่ีอานไดจากเครื่อง 

microplate reader  
 

3.6 การวิเคราะหผล 

1. นับจํานวนเซลลเพ่ือคํานวณหาคาเฉล่ียของเซลลเริ่มตน ในหนวยเซลลตอมิลลิลิตร  

จํานวนเซลลตอมิลลิลิตร   = จํานวนเซลลท้ังหมด x 104  x คาการเจือจาง 
       4       

จากนั้นคํานวณเปอรเซ็นตการตายของลิมโฟไซต โดยมีสูตรดังนี ้(กัลยาณี และนวลอนงค, 2550) 

เปอรเซ็นตการตายของเซลล       =         จํานวนเซลลตาย        x 100 
           จํานวนเซลลท้ังหมด                
 

วิเคราะหความแปรปรวนโดยวิธี Anlysis of variance และทดสอบความแตกตางของคาเฉล่ียของ 
ทรีทเมนตโดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) โดยชุดคําส่ังในโปรแกรม
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สําเร็จรูป SAS (SAS, 2003) และคํานวณคา Inhibition Concentration (IC50) ดวยสมการ  linear 
regression โดยใชโปรแกรม GraphPad Prism 5 

2. นําคาการดูดกลืนแสงท่ี 570 นาโนเมตร ท่ีอานไดจากโปรแกรม Gen5 มาคํานวณ
เปอรเซ็นตการตายของลิมโฟไซต โดยมีสูตรดังนี ้(Prayong et al., 2008) 

เปอรเซ็นตการตายของเซลล   =  คาการดูดกลืนแสงของกลุมควบคุม - คาการดูดกลืนแสงของกลุมทดลอง x 100  
                                                 คาการดูดกลืนแสงของกลุมควบคุม 

วิเคราะหความแปรปรวนโดยวิธี Anlysis of variance และทดสอบความแตกตางของคาเฉล่ียของ 
ทรีทเมนตโดยวิธี โดยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test โดยชุดคําส่ังในโปรแกรมสําเร็จรูป 
SAS (SAS, 2003) ซ่ึงมีหุนจําลองทางสถิติ ดังนี ้

Yij = µ+ τi + εij     ,  i = 1, 2,…,a 
j = 1, 2,…,r 

เม่ือ Yij = คาสังเกตจากทรีทเมนตท่ี i ซํ้าท่ี j (j = 1, 2, 3 และ 4) 
µ = คาเฉล่ียท้ังหมดของส่ิงตัวอยาง 
τi = อิทธิพลเนื่องจากชนิดของตัวทําละลาย 
εij = คาความคลาดเคล่ือนจากการทดลอง ~ NID (0, σε²) 
 

จากนั้นคํานวณคา Inhibition Concentration (IC50) ดวยสมการ  linear regression โดยใชโปรแกรม 
GraphPad Prism 5 
 

ระยะเวลาในการทดลอง 
 

 เดือนพฤศจิกายน 2551 ถึงมกราคม 2553 รวมระยะเวลาท้ังส้ิน 14 เดือน 
 

สถานที่ทําการทดลอง 
 

1. ศึกษาวิธีการสกัดน้ํามันหอมระเหยจากตะไครและทดสอบเกี่ยวกับจุลชีววิทยาทําการ
ทดลองท่ีภาควิชาสัตวบาล คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน 

 
2. การทดสอบความเปนพิษตอเซลลทําท่ีภาควิชาสัตววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัย 

เกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน 
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ผลและวิจารณ 
 
1.  การเตรียมสารสกัดตะไคร 
 
 จากผลการทดลองพบวาตัวอยางตะไครสดท่ีนํามาศึกษามีเปอรเซ็นตวัตถุแหง 22.48 
เปอรเซ็นต และจากการศึกษาวิธีการเตรียมสารสกัดตะไครจากการสกัดดวยวิธี Sonication รวมกับ 
Freeze dryer พบลักษณะของสารสกัดเปนสารขนเหนียว มีสีน้ําตาลเขมและมีกล่ินหอมฉุนเล็กนอย 
สวนวิธีการสกัดดวยไอน้ํา พบลักษณะของสารสกัดในรูปของเหลว มีสีเหลืองออน และมีกล่ินหอม
ฉุนของน้ํามันหอมระเหย 
 
 เปอรเซ็นตการผลิตท่ีไดจากการสกัดดวยวิธี Sonication รวมกับ Freeze dryer พบวามี
เปอรเซ็นตการผลิตเทากับ 17.71 ± 2.10 เปอรเซ็นต สวนสารสกัดท่ีไดจากวิธีสกัดดวยไอน้ํา พบวามี
เปอรเซ็นตการผลิตเทากับ 4.38 ± 0.47เปอรเซ็นต (ตารางท่ี 5) 
 
ตารางที่ 5  ลักษณะ สี กล่ิน และเปอรเซ็นตผลผลิตท่ีไดจากการสกัด ของสารสกัดจากตะไคร 
 

วิธีการสกัด ลักษณะ สี กล่ิน เปอรเซ็นตการผลิต 
สกัดดวย Sonication รวมกับ 

 Freeze dryer 
สารขนเหนียว สีน้ําตาลเขม    

กล่ินหอมฉุน 17.71 ± 2.10 

 
สกัดดวยไอน้ํา (Steam distillation) 

 
ของเหลว สีเหลือง  

กล่ินหอมฉุน 
4.38 ± 0.47 

 
การเตรียมสารสกัดดวยวิธีการสกัดท่ีแตกตางกัน ทําไดสารสกัดออกมาในรูปแบบท่ีตางกัน 

คือการสกัดดวยวิธี Sonication รวมกับ Freeze dryer ทําใหไดสารสกัดในรูปของสารสกัดหยาบ 
สวนวิธีการสกัดดวยไอน้ํา ทําใหไดสารสกัดออกมาในรูปของน้ํามันหอมระเหย  
 

จากวิธีการสกัดท่ีแตกตางกัน แมวาจะใชตัวทําละลายน้ํา ซ่ึงเปนตัวทําละลายชนิดมีขั้วท่ี
เหมือนกันท้ัง 2 วิธี แตก็ยังสงผลตอปริมาณขององคประกอบทางเคมีท่ีอยูในสารสกัดดวย การสกัด
ดวยวิธี Sonication รวมกับ Freeze dryer ตะไครท่ีใชในการสกัดตองผานการอบแหงเสียกอน จึงอาจ
สูญเสียองคประกอบทางเคมีบางชนิดท่ีอยูในรูปของน้ํามันหอมระเหยออกไป อีกท้ังวิธีนี้ไมไดใช
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ความรอนและความดันในการสกัด องคประกอบทางเคมีบางชนิดจึงไมถูกสกัดออกมา สวนวิธีการ
สกัดดวยไอน้ํา การสกัดโดยวิธีนี้ใชความรอนและความดันในการสกัดสารออกมา ดังนั้นจึงอาจทํา
ใหองคประกอบทางเคมีท่ีไดจากการสกัดดวยวิธีนี้มากกวาการสกัดดวยวิธี Sonication รวมกับ 
Freeze dryer และการสกัดโดยวิธีนี้เปนแบบระบบปดท้ังหมด ดังนั้นโอกาสท่ีจะเกิดการสูญเสีย
องคประกอบทางเคมีจึงมีนอย สงผลใหน้ํามันหอมระเหยท่ีไดมีองคประกอบทางเคมีในสัดสวนท่ี
มากกวาสารสกัดในรูปแบบของสารสกัดหยาบ 

 
สวนสีของสารสกัดท่ีไดมีความแตกตางกัน เนื่องจากในกระบวนการอบแหงตะไคร

เกิดปฏิกิริยาของพืชสดเปล่ียนเปนสีน้ําตาล หรือ polyphenol oxidase (PPO) ทําใหเม่ือถูกสกัดดวย
ตัวทําละลายจึงละลายออกมาในสารสกัดดวย (รุงรัตน, 2540) สวนในน้ํามันหอมระเหยมี
องคประกอบของตะไครท่ีเปนสวนของน้ํามันหอมระเหย ซ่ึงมีสีเหลือง น้ําตาลออน หรือเหลืองปน
น้ําตาลออน เปนตน (สํานักงานมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม, 2541)  
 
2.  การหาคาความเขมขนต่ําสุด (Minimal inhibitory concentration, MIC) ของสารสกัดหยาบ
และน้ํามันหอมระเหยจากตะไคร ที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ A. pyogenes,  E. coli และ S. 
aureus โดยวิธี Broth Microdilution test  
 

การทดสอบฤทธ์ิตานแบคทีเรียดวยวิธี Micro dilution method เพ่ือหาคา MIC พบวาน้ํามัน
หอมระเหยจากตะไครสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิดไดดีวาสารสกัด
หยาบ โดยสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตตอเช้ือแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิดไดในระดับความเขมขนต่ํากวา
สารสกัดหยาบ ซ่ึงน้ํามันหอมระเหยจากตะไครใหคา MIC ตอเช้ือ A. pyogenes และ E.coli เทากับ 
1.5625 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และคา MIC ตอเช้ือ S. aureus เทากับ  0.7813 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร สวนสารสกัดหยาบจากตะไครสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตตอเช้ือแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด
ไดเชนกัน แตตองใชในระดับความเขมขนสูง ซ่ึงสารสกัดหยาบจากตะไครใหคา MIC ตอเช้ือ  
A. pyogenes, E. coli, S. aureus เทากับ 62.5, 125 และ 15.625 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
(ตารางท่ี 6)  
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ตารางที่ 6  แสดงผลการหาคา MIC ของสารสกัดหยาบและน้ํามันหอมระเหยจากตะไครตอเช้ือ 
Arcanobacterium pyogenes, Escherichia coli และ Staphylococcus aureus 

 

ระดับความเขมขน 
การเจริญของเช้ือแบคทีเรีย 

A.pyogenes E.coli S.aureus 
Cr Eo Cr Eo Cr Eo 

1/2 - - - - - - 
1/4 - - - - - - 
1/8 - - + - - - 
1/16 + - + - - - 
1/32 + - + - - - 
1/64 + - + - + - 
1/128 + - + - + - 
1/256 + + + + + - 
1/512 + + + + + + 
1/1024 + + + + + + 

-ve + + + + + + 
+ve - - - - - - 

 
หมายเหต:ุ กําหนดให  Eo = น้ํามันหอมระเหย  Cr = สารสกัดหยาบ 
 +    = มีการเจริญของเช้ือจุลชีพเกิดขึ้น (อาหารเล้ียงเช้ือขุนหรือเปล่ียนเปนสีแดง) 
 -   = ไมมีการเจริญของเช้ือจุลชีพเกิดขึ้น (อาหารเล้ียงเช้ือไมขุนหรือไมเปล่ียนสี) 
- ve control  คือ สารละลาย 5 % ของ Tween 80®และสารละลาย 10 % ของ DMSO    
+ ve control คือ tetracycline  
ความเขมขนของน้ํามันหอมระเหย คือ    ความเขมขนของสารสกัดหยาบ คือ 
1/2    =  100 µg/ml           1/64      =  3.1250 µg/ml 1/2    =  250    µg/ml 1/64    =  7.8125  µg/ml 
1/4    =  50  µg/ml 1/128    =  1.5625 µg/ml 1/4    =  125    µg/ml           1/128  =  3.9062  µg/ml 
1/8    =  25.5 µg/ml       1/256    =  0.7813 µg/ml 1/8    =  62.5   µg/ml            1/256  =  1.9531  µg/ml 
1/16  =  12.5 µg/ml  1/512    =  0.3906 µg/ml 1/16  =  31.25  µg/ml           11/512  =  0.9766 µg/ml 
1/32  =  6.25 µg/ml 1/1024  =  0.1953 µg/ml 1/32  = 15.625 µg/ml        1/1024 = 0.4883 µg/ml 
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เม่ือทําการทดสอบหาคา MBC ของน้ํามันหอมระเหยพบวาคา MBC ตอเช้ือ A. pyogenes, 
E. coli, S. aureus เทากับ 3.1250, 6.25 และ 1.5625 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ สวนคา 
MBC ของสารสกัดหยาบจากตะไครพบวา คา MBC ตอเช้ือ A. pyogenes และ E.coli เทากับ 125 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และคา MBC ตอเช้ือ S. aureus เทากับ 62.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดัง
แสดงในตารางท่ี 7 

 
 ผลการทดลองในครั้งนี้  พบวาน้ํามันหอมระเหยสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตตอเช้ือ
แบคทีเรียท้ัง 3 ชนิดไดดีกวาสารสกัดหยาบ ซ่ึงสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียได
ในระดับความเขมขนต่ํา จึงอาจเปนไปไดวาสารเคมีสําคัญท่ีออกฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเช้ือแบคทีเรียจะอยูในรูปของน้ํามันหอมระเหยในสัดสวนท่ีมากกวาในรูปสารสกัดหยาบ ซ่ึง
สอดคลองกับ ฐิติกร (2552) ท่ีไดทดสอบความสามารถของสารสกัดหยาบจากตะไครในการยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียสาเหตุบางชนิดของมดลูกอักเสบและเยื่อบุผนังมดลูกอักเสบใน
โคนม ไดแก E. coli, S. aureus, B. subtilis, S. typhimurium, P. aeruginosa และ A. pyogenes โดย
วิธี broth dilution และ agar disc diffusion ซ่ึงพบวาสารสกัดหยาบจากตะไครสามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเช้ือท้ัง 6 ชนิดได แตตองใชในระดับความเขมขนสูง ซ่ึงมีหนวยเปนหนวยมิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร  
 

สวนน้ํามันหอมระเหยสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียไดในระดับความ
เขมขนต่ํา ซ่ึงสอดคลองกับ Tzortzakis (2007) และ Onawunmi (1987) ท่ีรายงานวาองคประกอบ
ทางเคมีท่ีอยูในน้ํามันหอมระเหย คือ citronellol, myrcene และ citral ซ่ึงมี 2 อนุพันธ คือ neral และ 
geranial เปนองคประกอบทางเคมีสําคัญท่ีอยูในรูปของน้ํามันหอมระเหย มีฤทธ์ิตานการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียบางชนิดได และจากงานวิจัยของ Moleyar and Narasimham (1992) ซ่ึง
ทําการทดลองแยกองคประกอบทางเคมีในน้ํามันหอมระเหย เชน citral, geranial, citronellol เปน
ตน เพ่ือทดสอบความสามารถในการยับยั้งเช้ือ Staphylococcus sp., Micrococcus sp., Bacillus sp. 
และ Enterobacter sp.โดยใชองคประกอบทางเคมีจากน้ํามันหอมระเหยเปนสวนผสมในอาหาร
เล้ียงเช้ือชนิดแข็ง พบวาในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี citral และ geranial เปนสวนประกอบในความเขมขน 
100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมพบการเจริญเติบโของเช้ือ Staphylococcus sp. Micrococcus sp., 
Bacillus sp. และ Enterobacter sp. สวนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี citronellol เปนสวนประกอบในความ
เขมขน 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ไมพบการเจริญเติบโของเช้ือ Staphylococcus sp. Micrococcus 
sp., Bacillus sp. และ Enterobacter sp. จะเห็นวาองคประกอบท่ีอยูในน้ํามันหอมระเหยสามารถ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียไดในระดับความเขมขนต่ํา จึงสรุปไดวาองคประกอบทาง
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เคมีสําคัญท่ีออกฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย จะอยูในรูปของน้ํามันหอม
ระเหยมากกวาอยูในรูปของสารสกัดหยาบ นอกจากนี้  Viana et al. (1999) และ Figueirinha et al. 
(2008) ยังพบวาองคประกอบทางเคมีท่ีอยูในรูปน้ํามันหอมระเหยซ่ึงเปนสาร ประเภท flavonoid 
สามารถตานการอักเสบได   
 
 ผลจากการทดลองนี้ จึงเลือกน้ํามันหอมระเหยจากตะไครมาทดสอบความเปนพิษตอลิมโฟ
ไซตของโคนมในการทดลองท่ี 3 ถึงแมวาสารสกัดหยาบท่ีไดจากการสกัดดวยวิธี Sonication 
รวมกับ Freeze dryer จะใหปริมาณของสารสกัดมากกวา แตประสิทธิภาพในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตตอแบคทีเรียต่ํากวาน้ํามันหอมระเหย ซ่ึงสารสกัดหยาบตองใชในระดับความเขมขนสูง
กวาน้ํามันหอมระเหย 3 ถึง 5 เทา จึงจะสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได สวนน้ํามัน
หอมระเหยใชในระดับความเขมขนต่ําก็สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียได ดังนั้นน้ํามันหอม
ระเหยจึงมีประสิทธิภาพมากกวาสารสกัดหยาบ 
 
ตารางที่ 7  แสดงคา MIC และ MBC ของสารสกัดหยาบและน้ํามันหอมระเหยจากตะไครตอเช้ือ 
                    Arcanobacterium pyogenes, Escherichia coli และ Staphylococcus aureus 
 

รูปแบบของสารสกัด 
A. pyogenes E. coli S. aureus 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC 
สารสกัดหยาบ 

(µg/ml) 
 

62.5 125 125 125 15.625 62.5 

น้ํามันหอมระเหย 
(µg/ml) 1.5625 3.1250 1.5625 6.25 0.7813 1.5625 

 
3.  การทดสอบความเปนพิษของน้ํามันหอมระเหยจากตะไครตอลิมโฟไซตของโคนม 
 

 3.1  การทดสอบความเปนพิษของน้ํามันหอมระเหยจากตะไครตอลิมโฟไซตของโคนมโดย
วิธ ีTrypan blue dye exclusion assay 
 

จากการหาเปอรเซ็นตการตายของลิมโฟไซตโดยการยอมสี Trypan blue เพ่ือนับ
จํานวนเซลลตายของลิมโฟไซต เม่ือไดรับน้ํามันหอมระเหยจากตะไครท่ีความเขมขน 0.1, 1, 10 
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และ 100 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร นาน 12, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง ผลการทดลองท่ีไดแสดงดังตาราง
ท่ี 8 
 

ตารางที่ 8  อัตราการตายของลิมโฟไซตโคนมจากการทดสอบความเปนพิษโดยวิธี Trypan blue dye     
exclusion assay 

 
ความเขมขนของ 
น้ํามันหอมระเหย 

(µl/ml) 

อัตราการตายของลิมโฟไซต (เปอรเซ็นต) 

12 ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง 48 ช่ัวโมง 72 ช่ัวโมง 
control 23.53 ± 1.97d 25.00 ± 1.47c 25.80 ± 1.06d 28.13 ± 4.43d 

0.1 33.33 ± 2.09c 41.67 ± 0.98b 42.86 ± 1.66c 47.19 ± 3.82c 

1 38.88 ± 2.01b 43.63 ± 2.02b 44.44 ± 2.34c 52.48 ± 8.25b,c 

10 43.75 ± 2.02a 45.00 ± 2.22b 50.00 ± 3.54b 61.57 ± 9.66a,b 

100 45.53 ± 1.50a 50.25 ± 4.44a 62.19 ± 4.59a 72.38 ± 8.57a 

 

หมายเหตุ  a,b,c,d ตัวอักษรท่ีแตกตางกันในแนวตั้งมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ
คาท่ีแสดงเปนคาเฉล่ีย ± สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean ± standard deviation) 
 

3.1.1 ชวงเวลา 12 ช่ัวโมง ท่ีความเขมขน  0.1, 1 และ10 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร 
อัตราการตายของลิมโฟไซตเพ่ิมขึ้นแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05)  โดยมีอัตราการตายเฉล่ีย 
33.33 ± 2.09, 38.88 ± 2.01 และ 43.75 ± 2.02 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนอัตราการตายของลิมโฟ
ไซตท่ีความเขมขน 10 และ 100 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตรเพ่ิมขึ้นแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญ 
(P>0.05) ซ่ึงลิมโฟไซตท่ีมีอัตราการตายเฉล่ียสูงสุดคือลิมโฟไซตท่ีไดรับน้ํามันหอมระเหยจาก
ตะไครท่ีระดับความเขมขน 100 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร โดยมีอัตราการตายของลิมโฟไซต 45.53 ± 
1.50  เปอรเซ็นต 

 

3.1.2 ชวงเวลา 24 ช่ัวโมง ท่ีความเขมขนท่ี 0.1, 1 และ 10 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร 
ลิมโฟไซตมีอัตราการตายเพ่ิมขึ้นแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ (P>0.05) โดยมีอัตราการตายของลิม
โฟไซตเฉล่ีย 41.67 ± 0.98, 43.63 ± 2.02  และ 45.00 ± 2.22 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และท่ีความ
เขมขน 10 และ 100 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร ลิมโฟไซตมีอัตราการตายเพ่ิมขึ้นแตกตางอยางมี
นัยสําคัญ (P<0.05) โดยมีอัตราการตายสูงสุดอยูท่ีความเขมขน 100 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร ซ่ึงอัตรา
การตายของลิมโฟไซตเทากับ 50.25 ± 4.44 เปอรเซ็นต 
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3.1.3 ชวงเวลา 48 ช่ัวโมง ความเขมขนท่ี 0.1 และ 1 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร ลิมโฟ
ไซตมีอัตราการตายเพ่ิมขึ้นแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ (P>0.05) โดยมีอัตราการตายเฉล่ีย 42.86 ± 
1.66  และ 44.44 ± 2.34 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แตท่ีความเขมขน 1, 10 และ 100  ไมโครลิตรตอ
มิลลิลิตร ลิมโฟไซตมีอัตราการตายเพ่ิมขึ้นแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) โดยมีอัตราการตาย
เฉล่ีย 44.44 ± 2.34, 50.00 ± 3.54 และ 62.19 ± 4.59 เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยมีอัตราการตายสูงสุด
อยูท่ีความเขมขน 100 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร 
 

3.1.4 ชวงเวลา 72 ช่ัวโมง ความเขมขนท่ี 0.1 และ 1 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร ลิมโฟ
ไซตมีอัตราการตายเพ่ิมขึ้นแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ (P>0.05) โดยมีอัตราการตายเฉล่ีย 47.19 ± 
3.82 และ 52.48 ± 8.25 เปอรเซ็นต สวนความเขมขนท่ี 1 และ 10 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร ลิมโฟ
ไซตมีอัตราการตายเพ่ิมขึ้นแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ (P>0.05) เชนกัน โดยมีอัตราการตายเฉล่ีย 
52.48 ± 8.25 และ 61.57 ± 9.66 เปอรเซ็นต และความเขมขนท่ี 10 และ 100 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร 
ลิมโฟไซตมีอัตราการตายเพ่ิมขึ้นแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ (P>0.05) เชนเดียวกัน โดยมีอัตราการ
ตายสูงสุดอยูท่ีความเขมขน 100 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร ซ่ึงอัตราการตายของลิมโฟไซตเทากับ 
72.38 ± 8.57 เปอรเซ็นต 
 

 
 
ภาพที่ 4  อัตราการตายของลิมโฟไซดเม่ือไดรับน้ํามันหอมระเหยในระดับความเขมขน 0.1, 1, 10 

และ 100 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร ท่ีชวงเวลา 12, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง จากการทดสอบ
ความเปนพิษดวยวิธี Trypan blue dye exclusion assay 
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จากผลการทดลองจึงบงช้ีไดวาลิมโฟไซตมีอัตราการตายมากขึ้น เม่ือไดรับน้ํามันหอม
ระเหยในระดับความเขมขนสูงขึ้น ซ่ึงใหผลท่ีสอดคลองกันทุกชวงความเขมขนและทุกชวงเวลาท้ัง 
12, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง (ภาพท่ี 4 ) 

 
3.2  การทดสอบความเปนพิษของน้ํามันหอมระเหยจากตะไครตอลมิโฟไซตของโคนมโดย

วิธีการ MTT reduction assay 
 

จากการหาเปอรเซ็นตการตายของลิมโฟไซตโดยวิธี MTT reduction assay  เม่ือไดรับ
น้ํามันหอมระเหยจากตะไครท่ีความเขมขน 0.1, 1, 10 และ 100 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร นาน 12, 24, 
48 และ72 ช่ัวโมง ผลการทดลองไดแสดงดังในตารางท่ี 9 

 
3.2.1 ชวงเวลา 12 ช่ัวโมง ท่ีความเขมขนท่ี 0.1, 1 และ 10 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร 

ลิมโฟไซตมีอัตราการตายเพ่ิมขึ้นแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ (P>0.05) โดยมีอัตราการตายของลิม
โฟไซตเฉล่ีย 19.31 ± 6.13, 26.53 ± 9.56 และ 27.58 ± 2.15 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และท่ีความ
เขมขน 10 และ 100 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร ลิมโฟไซตมีอัตราการตายเพ่ิมขึ้นแตกตางอยางมี
นัยสําคัญ (P<0.05) คือ 27.58 ± 2.15 และ 40.67 ± 6.11 เปอรเซ็นต ตามลําดับ โดยมีอัตราการตาย
สูงสุดท่ีความเขมขน 100 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร 

 
ตารางที่ 9  อัตราการตายของลิมโฟไซตโคนมจากการทดสอบความเปนพิษโดยวิธี MTT reduction  
       assay 
 

ความเขมขนของ 
น้ํามันหอมระเหย (µl/ml) 

อัตราการตายของลิมโฟไซต (เปอรเซ็นต) 
12 ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง 48 ช่ัวโมง 72 ช่ัวโมง 

0.1 19.31 ± 6.13b 28.02 ± 8.30b 39.64 ± 14.72b 46.07 ± 1.86b 

1 26.53 ± 9.56b 28.78 ± 2.16b 40.02 ± 12.26b 47.81 ± 8.39b 

10 27.58 ± 2.15b 33.90 ± 3.42b 52.78 ± 5.04a,b 56.36 ± 7.14b 

100 40.67 ± 6.11a 50.92 ± 1.83a 62.21 ± 2.02a 68.60 ± 6.54a 

 
หมายเหตุ  a,b,c,d ตัวอักษรท่ีแตกตางกันในแนวตั้งมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ

คาท่ีแสดงเปนคาเฉล่ีย ± สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean ± standard deviation) 
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  3.2.2 ชวงเวลา 24 ช่ัวโมง ท่ีความเขมขนท่ี 0.1, 1 และ 10 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร 
ลิมโฟไซตมีอัตราการตายเพ่ิมขึ้นแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ (P>0.05) โดยมีอัตราการตายของลิม
โฟไซตเฉล่ีย 28.02 ± 8.30, 28.78 ± 2.16 และ 33.90 ± 3.42 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และท่ีความ
เขมขน 10 และ 100 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร ลิมโฟไซตมีอัตราการตายเพ่ิมขึ้นแตกตางอยางมี
นัยสําคัญ (P>0.05) โดยมีอัตราการตายสูงสุดท่ีความเขมขน 100 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร ซ่ึงอัตรา
การตายของลิมโฟไซตเทากับ 50.92 ± 1.83 เปอรเซ็นต 
 
  3.2.3 ชวงเวลา 48 ช่ัวโมง ท่ีความเขมขนท่ี 0.1, 1 และ 10 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร 
ลิมโฟไซตมีอัตราการตายเพ่ิมขึ้นแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ (P>0.05) โดยมีอัตราการตายของลิม
โฟไซตเฉล่ีย 39.64 ± 14.72, 40.02 ± 12.26  และ 52.78 ± 5.04 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และท่ีความ
เขมขน 10 และ 100 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร ลิมโฟไซตมีอัตราการตายเพ่ิมขึ้นแตกตางอยางไมมี
นัยสําคัญ (P>0.05) โดยมีอัตราการตายสูงสุดท่ีความเขมขน 100 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร ซ่ึงอัตรา
การตายของลิมโฟไซตเทากับ 62.21 ± 2.02 เปอรเซ็นต 
 
  3.2.4 ชวงเวลา 72 ช่ัวโมง ความเขมขนท่ี 0.1, 1 และ 10 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร 
ลิมโฟไซตมีอัตราการตายเพ่ิมขึ้นแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ (P>0.05) โดยมีอัตราการตายของลิม
โฟไซตเฉล่ีย 46.07 ± 1.86, 47.81 ± 8.39 และ 56.36 ± 7.14 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และท่ีความ
เขมขน 10 และ 100 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร ลิมโฟไซตมีอัตราการตายเพ่ิมขึ้นแตกตางอยางมี
นัยสําคัญ (P<0.05) โดยมีอัตราการตายสูงสุดท่ีความเขมขน 100 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร ซ่ึงอัตรา
การตายของลิมโฟไซตเทากับ 68.60 ± 6.54 เปอรเซ็นต 
 

ผลจากการทดลอง ดวยวิธี MTT reduction assay จึงบงช้ีไดวาลิมโฟไซตมีอัตราการ
ตายมากขึ้น เม่ือไดรับน้ํามันหอมระเหยในระดับความเขมขนสูงขึ้น ซ่ึงใหผลท่ีสอดคลองกันทุกชวง
ความเขมขนและทุกชวงเวลาท้ัง 12, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง (ภาพท่ี 5) เชนเดียวกับวิธีการทดสอบ
ความเปนพิษของน้ํามันหอมระเหยตอลิมโฟไซตโคนม ดวยวิธี Trypan blue dye exclusion assay 

 
จากการทดลองหาคาความเปนพิษตอลิมโฟไซตพบวาวิธีการยอมสี Trypan blue ใน

กลุมควบคุมมีอัตราการตายเกิดขึ้นดวย ปจจัยท่ีทําใหเกิดการตายในกลุมควบคุม อาจมีหลายปจจัย 
เชน การตายของเซลลเนื่องจากการปรับตัวของเซลลตอสภาพแวดลอมหรืออาหารไมเพียงพอตอ
การเจริญของเซลล  จะเห็นวาในชวง 12 ถึง 24 ช่ัวโมง ในกลุมควบคุมมีการเพ่ิมอัตราการตายนอย
กวาในชวง 48 ถึง 72 ช่ัวโมง ซ่ึงเปนไปตามการเจริญของเซลลเพาะเล้ียงเนื่องจากในชวง 12 ถึง 24 
ช่ัวโมง การเจริญเติบโตของเซลลยังอยูในระยะ log phase และ stationary phase อัตราการตายของ
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เซลลจะนอยกวาในชวง 48 ถึง 72 ช่ัวโมง ท่ีอยูระยะ decline phase ซ่ึงมักเกิดจากการขาดอาหารและ
อีกหลายปจจัย (กัลยาณี และนวลอนงค, 2550) 
 

 
 

ภาพที่ 5  อัตราการตายของลิมโฟไซดเม่ือไดรับน้ํามันหอมระเหยในระดับความเขมขน 0.1, 1, 10 
และ 100 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร ท่ีชวงเวลา 12, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง จากการทดสอบ
ความเปนพิษดวยวิธี MTT reduction assay 

 
จากการทดลองท้ัง 2 วิธี พบวาอัตราการตายของลิมโฟไซตใหผลสัมพันธกัน คือ ลิม

โฟไซตมีอัตราการเพ่ิมขึ้น เม่ือไดรับน้ํามันหอมระเหยในระดับความเขมขนสูงขึ้น โดยในชวง
เขมขน  0.1 และ 10 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร อัตราการตายของลิมโฟไซตในทุกชวงเวลาของการ
ทดลองท้ัง 2 วิธี มีอัตราเพ่ิมขึ้นเพียงเล็กนอย แตในระดับความเขมขนสูง คือ 100 ไมโครลิตรตอ
มิลลิลิตร พบอัตราการตายของลิมโฟไซตสูงมาก ท้ังนี้เนื่องจากปริมาณสารท่ีกอใหเกิดพิษท่ีอยูใน
น้ํามันหอมระเหยมีสัดสวนท่ีมากขึ้นดวย เม่ือเซลลสัมผัสกับสารท่ีกอใหเกิดพิษในระดับความ
เขมขนสูง จึงทําใหเซลลมีอัตราการตายสูงขึ้น 

 
แมผลท่ีไดจากการทดลองท้ัง 2 วิธี จะมีความสัมพันธกัน แตอัตราการตายของลิมโฟ

ไซตท่ีไดรับน้ํามันหอมระเหยในความเขมขนเดียวกัน และบมไวในชวงเวลาเทากัน มีอัตราการตาย
ของลิมโฟไซตไมเทากัน เนื่องจากท้ัง 2 วิธีมีหลักการในการทดสอบไมเหมือนกัน วิธี Trypan blue 
dye exclusion assay เปนวิธีการนับจํานวนเซลลตายท่ีติดสียอมของ Trypan blue ไดโดยตรง  
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ใชตรวจสภาพการเปนเนื้อเดียวกัน (integrity) ของเซลลเมมแบรน ซ่ึงเซลลมีชีวิตสามารถปองกัน
ไมใหสีเขาไปภายในเซลล เซลลตายจึงติดสีฟาของ Trypan blue วิธีนี้อาจทําใหการประเมิน
ผิดพลาดได เนื่องจากอาจมีการทําลาย ท่ีทําใหเซลลตายเกิดขึ้นภายหลังจากการตรวจวามีชีวิตแลว 
(กัลยาณี และนวลอนงค, 2550) หรืออาจมีจํานวนเซลลตายเพ่ิมมากขึ้น ภายหลังจากการยอมสี 
เนื่องจาก Trypan blue  มีความเปนพิษตอเซลลสามารถชักนําใหเกิดการตายของเซลล หรือไปทําให
วงจรของเซลลชะงัก (Kwok, 2004) หากใชเวลาในการนับนานเกินไป ก็สงผลใหมีจํานวนเซลลตาย
เพ่ิมมากขึ้นดวย (กัลยาณ,ี 2548) สวนการทดสอบโดยวิธี MTT assay ใชหลักการความมีชีวิตของ
เซลลในการประเมิน โดยการทํางานของ mitochondrial succinic dehydrogenases ในการรีดักช่ัน
สาร 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide ใหกลายเปนสารประกอบสี
มวงของ  formazan สัดสวนของเซลลมีชีวิต จะเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณ formazan ท่ีเกิดขึ้น 
(Hamid et al., 2004)  ดังนั้นจึงไมมีความคลาดเคล่ือนจากผูสังเกตในการทดลอง (Pieters et al., 
1989) ผลท่ีไดจงึมีความแมนยําสูงกวาวิธี Trypan blue dye exclusion assay 
 

จากการทดสอบความเปนพิษท้ัง 2 วิธี สามารถนําอัตราการตายของลิมโฟไซตในแตละ
ชวงเวลา มาหาคา Inhibition Concentration 50 (IC 50) โดยสรางกราฟเสนตรงระหวางคา log10 ของ
ความเขมขนของสาร (แกน x) กับ %Lethality (แกน y) คํานวณคา IC50 โดยแทนคา y = 50 ลงใน
สมการกราฟเสนตรง จะหาไดคา x และ antilog x จะเปนคา IC50 ดังแสดงในตารางท่ี 10 
 
ตารางที่ 10  คา Inhibition Concentration 50 (IC50) ของน้ํามันหอมระเหยจากตะไคร โดยวิธีการ

ทดสอบ Trypan blue dye exclusion assay และ MTT reduction assay 
 

วิธีการทดสอบความเปนพิษ 
คา IC50 ของน้ํามันหอมระเหยจากตะไครตอลิมโฟไซตโคนม 
ช่ัวโมงท่ี 12 ช่ัวโมงท่ี 24 ช่ัวโมงท่ี 48 ช่ัวโมงท่ี 72 

Trypan blue dye exclusion assay 16.77 9.87 1.68 1.63 
MTT reduction assay 44.24 11.94 1.99 1.13 

 
คา IC50  ท่ีไดจากการทดสอบความเปนพิษดวยวิธี Trypan blue dye exclusion assay ท่ีเวลา 

12, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง เทากับ 16.77, 9.87, 1.68 และ 1.63 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
และการทดสอบความเปนพิษดวยวิธี MTT reduction assay  ใหคา IC50 ท่ีเวลา 12, 24, 48 และ 72 
ช่ัวโมง เทากับ 44.24, 11.94, 1.99 และ 1.13 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
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 จากผลการทดลองเบ้ืองตนจึงควรเลือกใชคา IC50 ท่ีไดจากวิธี MTT reduction assay ซ่ึงเปน
วิธีท่ีใหผลการทดลองแมนยํากวาวิธี Trypan blue dye exclusion assay และจากการทดสอบการหา
คา MIC และคา IC50จึงทําใหสามารถคํานวณปริมาณความเขมขนท่ีสามารถนําไปใชกับสัตวได
อยางปลอดภัย โดยคํานวณหาคาประมาณ 3 เทาของคา MIC เนื่องจากในการนําไปใชตองคํานึงถึง
พ้ืนท่ีภายในมดลูกท่ีสารเขาสัมผัสกับเช้ือแบคทีเรียซ่ึงอาจมีของเหลวท่ีอยูภายในมดลูกทําใหความ
เขมขนของสารสกัดลดลง ซ่ึงสงผลตอประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรีย
แตระดับความเขมขนท่ีนําไปใชก็ไมควรกอใหเกิดความเปนพิษตอลิมโฟไซต โดยระดับความ
เขมขนท่ีใชไมควรเกินคา IC50 ของเวลา 24 ช่ัวโมง ซ่ึงความเขมขนท่ีสามารถนําไปใชไดคือ 4.68 
ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร 
 
 ความเขมขนท่ีนําไปใชจริงจากการคํานวณท่ีไดนั้นต่ํากวาคา IC50 ท่ี 24 ช่ัวโมง ดังนั้นจึงไม
เปนอันตรายตอลิมโฟไซตท่ีแทรกอยูตามเนื้อเยื่อมดลูก ลิมโฟไซตเหลานี้จึงสามารถทําหนาท่ีใน
การตอบสนองตอการอักเสบตอไปได และถึงแมวาภายหลังการใชสารละลายน้ํามันหอมระเหยจาก
ตะไครลางมดลูกแลวปากมดลูกปด แตมดลูกก็ยังสามารถขับของเหลวซ่ึงเปนส่ิงแปลกปลอม 
รวมท้ังสารละลายน้ํามันหอมระเหยออกได ดังนั้นระดับความเขมขนท่ีคํานวณไดนี้สามารถ
นําไปใชกับสัตวโดยสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียท่ีเปนสาเหตุของมดลูกอักเสบ
และเยื่อบุมดลูกอักเสบท้ัง 3 ชนิดและไมเปนพิษตอลิมโฟไซต 
 
 ผลจากการทดลองนี้จึงเปนทางเลือกหนึ่งท่ีสามารถใหขอมูลเบ้ืองตนในระดับเซลลได ซ่ึง
สารท่ีจะนํามาใชเปนยาจําเปนตองมีขอมูลความปลอดภัยกอนนํามาใช โดยเฉพาะระดับความ 
เขมขนท่ีรางกายยอมรับได หรือระดับความเขมขนท่ีเปนพิษตอเซลล 
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สรุป 
 
 จากการศึกษาวิธีการเตรียมสารสกัดตะไคร วิธี Sonication รวมกับ Freeze dryer ทําใหได
สารสกัดออกมาในรูปสารสกัดหยาบ สวนวิธี Steam distillation ทําใหไดสารสกัดออกมาในรูป
น้ํามันหอมระเหย ผลจากการทดสอบการหาคา MIC พบวาน้ํามันหอมระเหยโดยใหคา MIC ตอเช้ือ 
A. pyogenes และ E. coli เทากับ 1.5625 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และคา MIC ตอเช้ือ S. aureus 
เทากับ 0.7813 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สวนสารสกัดหยาบใหคา MIC ตอเช้ือ A. pyogenes, E. coli, 
S. aureus เทากับ 62.5, 125 และ 15.625 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ผลจากการทดสอบจึง
สรุปไดวาน้ํามันหอมระเหยมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด
ไดดีกวาสารสกัดหยาบ ซ่ึงน้ํามันหอมระเหยสามารถยังยั้งการเจริญเตบิโตของแบคทีเรียไดในระดับ
ความเขมขนต่ํา ขณะท่ีสารสกัดหยาบตองใชในระดับความเขมขนท่ีสูงกวา ดังนั้นจึงควรเลือกน้ํามัน
หอมระเหยเพ่ือใชในการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียท้ัง 3 ชนิด 
 
 สวนผลการทดสอบความเปนพิษตอเซลลลิมโฟไซตพบวา วิธี Trypan blue dye exclusion 
assay ใหคา IC50 ท่ีเวลา 12, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง เทากับ 16.77, 9.87, 1.68 และ 1.63 ไมโครลิตร
ตอมิลลิลิตร ตามลําดับ สวนการทดสอบความเปนพิษดวยวิธี MTT reduction assay ใหคา IC50 ท่ี
เวลา 12, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง เทากับ 44.24, 11.94, 1.99 และ 1.13 ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร 
ตามลําดับ จากวิธีการทดสอบท่ีแตกตางกันจึงทําใหไดคา IC50 ไมเทากัน จึงเลือกใชคา IC50 จากวิธีท่ี
มีความแมนยํามากท่ีสุดคือวิธี MTT reduction assay ทําใหทราบคาความเปนพิษของน้ํามันหอม
ระเหยตอลิมโฟไซต และสามารถคํานวณคาท่ีนําไปใชจรงิ คือระดับความเขมขน 4.68 ไมโครลิตร
ตอมิลลิลิตร ซ่ึงเปนคาความปลอดภัยในการนําไปใชเนื่องจากเปนคาท่ีต่ํากวาคา IC50 ท่ี 24 ช่ัวโมง 
และสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียท่ีเปนสาเหตุของมดลูกอักเสบและภาวะเยื่อบุมดลูก
อักเสบท้ัง 3 ชนิด 
  
 จากการทดสอบหาคาความเขมขนในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรียสาเหตุของมดลูกอักเสบและ
การทดสอบความเปนพิษตอเซลลลิมโฟไซต จึงเปนการยืนยันประสิทธิภาพของสารสกัดท่ีจะ
นําไปใชจริงในฟารมเกษตรกร เพ่ือความคุมคาในการเปดปากมดลูก ความปลอดภัยตอตัวสัตวและ
ผูบริโภคนม เนื่องจากไมมีสารเคมีตกคาง ไมมีผลขางเคียง ไมกอใหเกิดปญหาตอมดลูกหลังการใช 
และสามารถแกปญหาการเปนสัดหลังคลอดได  
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ขอเสนอแนะ 
 

จากผลการทดลองวิธีการสกัดดวยไอน้ํา มีความเหมาะสมในการนําไปใชมากกวาวิธีการ
สกัดดวยวิธี Sonication รวมกับ Freeze dryer ซ่ึงมีผลตอรูปแบบของสารสกัดและองคประกอบทาง
เคมีท่ีอยูในสารสกัด อีกท้ังวิธีการสกัดดวยไอน้ํายังเปนวิธีท่ีงายและแพรหลายกวาวิธี Sonication 
รวมกับ Freeze dryer ซ่ึงเกษตรกรสามารถดัดแปลงอุปกรณในการสกัดใหเหมาะสมกับการผลิตได 
อีกท้ังน้ํามันหอมระเหยยังเก็บไวใชไดนานกวาในรูปของสารสกัดหยาบ ซ่ึงสารสกัดหยาบตองเก็บ
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และหากเก็บไวนานจะเกิดความช้ืน ซ่ึงอาจสงผลใหเกิดการสูญเสีย
องคประกอบทางเคมีบางชนิด แตอยางไรก็ตามในสารสกัดหยาบอาจมีองคประกอบทางเคมีหรือ
สารอินทรียท่ีแตกตางจากน้ํามันหอมระเหย และอาจใหผลตอบสนองใน in vivo แตกตางจาก in 
vitro ก็เปนได จึงควรมีการศึกษาใน in vivo ตอไป 

 
การนําน้ํามันหอมระเหยไปใชกับสัตว ระดับความเขมขนของน้ํามันหอมระเหยสามารถ

นําไปใชไดหลายระดับ ซ่ึงระดับความเขมขนของน้ํามันหอมระเหยตองมากกวาคา MIC เนื่องจาก
ตองคํานึงถึงพ้ืนท่ีภายในมดลูกท่ีสารเขาสัมผัสกับเช้ือแบคทีเรีย และของเหลวท่ีอยูภายในมดลูก แต
ตองคํานึงถึงคา IC50  ดวย เพ่ือใหมีความปลอดภัยมากยิ่งขึ้นควรมีการศึกษาคาความเปนพิษตอเซลล
เยื่อบุมดลูกของโคนมตอไป เนื่องจากเยื่อบุมดลูกเปนสวนท่ีสัมผัสกับสารละลาย  

 
 จากผลการศึกษาในหองทดลอง สามารถนําน้ํามันหอมระเหยไปในรูปสารละลายชะลาง
มดลูกแมโคท่ีพบอาการติดเช้ืออักเสบของมดลูกและเยื่อบุผนังมดลูก เพ่ือเปนการควบคุมจํานวน
เช้ือแบคทีเรียท่ีเปนสาเหตุใหเกิดมดลูกอักเสบและภาวะเยื่อบุมดลูกอักเสบไมใหเพ่ิมจํานวนมากขึ้น 
และสามารถใชเปนสารละลายลางมดลูกภายหลังการคลอด เพ่ือเปนการปองกันการติดเช้ือภายใน
มดลูก อีกท้ังน้ํามันหอมระเหยยังมีความปลอดภัยและไมทําใหเกิดการตกคางในน้ํานม ดังนั้นขณะมี
การใชยาจึงไมตองงดสงนม ดังนั้นการใชสารละลายน้ํามันหอมระเหยจึงนาจะเปนประโยชน และ
เปนแนวทางในการแกปญหาดังกลาวใหแกเกษตรกรผูเล้ียงโคนมได 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเล้ียงเช้ือ อาหารเล้ียงเซลลและการเตรียมสาร 
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1. สวนประกอบอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Tryptic soy broth (TSB) 
 

1.1 casein enzymatic hydrolysate 17.0 กรัม 
1.2 papaic digest of soybean meal 3.0 กรัม 
1.3 sodium chloride 5.0 กรัม 
1.4 dipotassium phosphate 2.5 กรัม 
1.5 dextrose 2.5 กรัม 
 

2. สวนประกอบอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Tryptic soy agar (TSA) 
 

2.1 pancreatic digest of casein 15.0 กรัม 
2.2 enzymatic digest of soybean meal 5.0 กรัม 
2.3 sodium chloride 5.0 กรัม 
2.4 agar 15.0 กรัม 

 
3.  สวนประกอบอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Brain Heart Infusion Broth (BHIB) 
 

3.1 Calf Brains, Infusion from 200 g  7.7 กรัม 
3.2 Beef Heart, Infusion from 250 g  9.8 กรัม 
3.3 Proteose Peptone  10.0 กรัม 
3.4 Dextrose  2.0 กรัม 
3.5 Sodium Chloride 5.0 กรัม 
3.6 Disodium Phosphate  2.5 กรัม 

 
4.  สวนประกอบอาหารเลี้ยงเชื้อ  Brain Heart Infusion Agar (BHIA) 
 

4.1 Calf Brains, Infusion from 200 g 7.7 กรัม 
42 Beef Heart, Infusion from 250 g  9.8 กรัม 
4.3 Proteose Peptone  10.0 กรัม 
4.4 Dextrose  2.0 กรัม 
4.5 Sodium Chloride  5.0 กรัม 
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4.6 Disodium Phosphate  2.5 กรัม 
4.7 Agar 15.0 กรัม 

 

สูตรอาหารท้ังสองจะใชอัตราสวนผสมตอน้ํากล่ันปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร โดยผสมให 
เปนเนื้อเดียวกันดวยความรอนแลวนําไปนึ่งฆาเช้ือโดยใช autoclave ความดัน 15 ปอนดตอ 
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 15 นาที จะทําใหได pH สุดทาย เทากับ 7.32 ± 0.2 
 
5. อาหารเลี้ยงเชื้อผสม 5% defibrinated sheep blood 
 

นําอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลว ตั้งไวใหอุณหภูมิของอาหารอยูท่ีประมาณ 55 
องศาเซลเซียส จากนั้นผสม defibrinated sheep blood ปริมาตร 5 เปอรเซ็นต ของอาหารท่ีเตรียม 
เขยาใหเขากัน ควรนําไปใชทันที 
 
6. อาหารลี้ยงเซลล RPMI1640 
 

อาหารเล้ียงเซลล RPMI1640 ชนิด Powder ประกอบดวย L-glutamine ท่ีไมมี sodium 
bicarbonate วิธีการเตรียมใชอาหารเล้ียงเซลล 10.4 กรัมตอน้ํากล่ันปริมาตร1,000 มิลลิลิตร เติม 
sodium bicarbonate 2 กรัม เติม fetal bovine serum ท่ีผานการ inactivate  แลว 10 เปอรเซ็นต PHA 
2 เปอรเซ็นต และ antibiotic 1 เปอรเซ็นต จากนั้นกรองอาหารผาน membrane 0.22 ไมโครเมตร 
แบบสุญญากาศในตูปลอดเช้ือ เก็บอาหารท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
7. การเตรียม Trypan blue 0.4 เปอรเซ็นต 
 

ช่ัง Trypan blue 0.4 กรัม ละลายใน PBS 100 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหได pH เทากับ 7.2 แบง
เก็บใสขวด ขวดละ 25 มิลลิลิตร 

 
8. การเตรียม MTT (5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 
 
 ช่ังสาร MTT ปริมาณ 125 มิลลิกรัม ละลายดวย 1xPBS 25 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันนํามา
กรองผาน membrane 0.22 ไมโครเมตร แบบสุญญากาศในตูปลอดเช้ือใสหลอด microtube ขนาด 
1.5 มิลลิลิตร หุมหลอดดวย foil เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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9. การเตรียม PBS [1x Phosphate-Buffered saline ] 
 
NaCl   8.0  กรัม 
KCl   0.2   กรัม 
KH2PO4  0.24  กรัม 
Na2HPO4  1.44   กรัม 
 
ผสมใหเขากันในขวดปริมาตร 1000 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ัน 950 มิลลิลิตร ปรับ pH ดวย HCl 

จนได pH เทากับ 7.4 และเติมน้ํากล่ันจนครบ 990 มิลลิลิตร นําไปทําใหปลอดเช้ือโดยกรองผาน 
membrane 0.22 ไมโครเมตร แบบสุญญากาศ 
 
10. การเตรียมสารละลาย McFarland 
 
ตารางผนวกที ่ก1 สารละลายมาตรฐาน McFarland 
 

Tube number 
0.5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1% barium sulfate (ml) 0.05 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 
1% sulfuric acid (ml) 9.95 9.9 9.8 9.7 9.6 9.5 9.4 9.3 9.2 9.1 9 
Approx. cell density 
(x 108/ml) 1.5 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 
 
11.  การเตรียมสารละลาย 2, 3, 5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) 0.05 เปอรเซ็นต 
 

1. ช่ัง TTC 0.05 กรัม ใสลงในน้ํากล่ันปลอดเช้ือปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมใหเปนเนื้อ 
เดียวกันโดยใช vortex mixer จะทําใหไดความเขมขน 0.05 เปอรเซ็นต 
 

2. ทําใหปลอดเช้ืออีกครั้งโดยกรองผานกระดาษกรองขนาดร ู0.45 ไมโครเมตร ใสลงใน 
ขวดสีชาปลอดเช้ือ กอนนําไปใชงาน 
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ภาคผนวก ข 
ขอมูลการทดลอง 
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1. คาความเขมขนต่ําสุดของสารสกัดจากตะไครที่ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย (MIC) โดยวิธ ี
macrobroth dilution 
 
ตารางผนวกที ่ข1  คาความเขมขนต่ําสุดของสารสกัดจากตะไครท่ียับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย 

                 (MIC) โดยวิธี microbroth dilution (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
 

รูปแบบของ 
สารสกัด 

แบคทีเรีย 
ซํ้าท่ี 

1 2 3 4 5 
สารสกัดหยาบ A. pyogenes 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5 

E. coli 125 125 125 125 125 
S. aureus 15.625 15.625 15.625 15.625 15.625 

น้ํามันหอมระเหย A .pyogenes 1.5625 1.5625 1.5625 1.5625 1.5625 
E. coli 1.5625 1.5625 1.5625 1.5625 1.5625 
S. aureus 0.7813 0.7813 0.7813 0.7813 0.7813 

Positive control 
(tetracycline) 

A. pyogenes - - - - - 
E. coli - - - - - 
S. aureus - - - - - 

Negative control 
(อาหารเล้ียงเช้ือ) 

A. pyogenes / / / / / 
E. coli / / / / / 
S. aureus / / / / / 

 
หมายเหต ุสัญลักษณ        / แทน เช้ือเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง TSA 

- แทน เช้ือไมเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง TSA 
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2. คาความเขมขนต่ําสุดของสารสกัดจากตะไครที่ฆาเชื้อแบคทีเรีย (MBC) โดยวิธ ี
macrobroth dilution 
 
ตารางผนวกที ่ข2  คาความเขมขนต่ําสุดของสารสกัดจากตะไครท่ีฆาเช้ือแบคทีเรีย 

                 (MBC) โดยวิธี microbroth dilution (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
 

รูปแบบของ 
สารสกัด 

แบคทีเรีย 
ซํ้าท่ี 

1 2 3 4 5 
สารสกัดหยาบ A. pyogenes 125 125 125 125 125 

E. coli 125 125 125 125 125 
S. aureus 62.5 62.5 62.5 62.5 62.5 

น้ํามันหอมระเหย A. pyogenes 3.1250 3.1250 3.1250 3.1250 3.1250 
E. coli 6.25 6.25 6.25 6.25 6.25 
S. aureus 1.5625 1.5625 1.5625 1.5625 1.5625 

 
3. การนับจํานวนเซลลดวย Hemocytometer 
 
 Hemocytometer เปนแผนสไลดแกวท่ีมีตารางเปนชองส่ีเหล่ียมจัตุรัสเล็กๆ 9 ชอง แตละ
ชองมีพ้ืนท่ี 1 ตารางมิลลิเมตร เม่ือปดดวย cover slip เฉพาะของมันในตําแหนงท่ีถูกตอง จะให
ความลึก 0.1 มิลลิเมตร ดังนั้นปริมาตรใน 1 ชองตารางส่ีเหล่ียมจัตุรัสเทากับ 0.1 มิลลิเมตร ซ่ึงกค็ือ
จํานวนเซลลในปริมาตร 1 ตารางเซนติเมตร เทากับ 1 x 104 เม่ือ n คือจํานวนเซลลท่ีนับไดใน 1 ชอง 
การนับเซลลควรนับท้ัง 5 ชอง เพ่ือใหไดคาท่ีถูกตองมากขึ้น  
 

3.1 วิธีคํานวณจํานวนเซลล 
 

จํานวนเซลลท่ีนับได (เซลลตอมิลลิลิตร) =   (จํานวนเซลลท้ังหมด / 5) x 104 

 

3.2 กรณีท่ีเซลลถูกเจือจาง 
 

จํานวนเซลลท่ีนับได (เซลลตอมิลลิลิตร)   =   (จํานวนเซลลท้ังหมด / 5) x 104 x dilution factor 
เปอรเซ็นตความมีชีวิต   =   (จํานวนเซลลมีชีวิต / จํานวนเซลลท้ังหมด) x 100 
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4. การคํานวณหาคา IC50 จากกราฟ 
ภาพผนวกที่ ข1 การคํานวณหาคา IC50 จากกราฟ 
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การคํานวณคา IC50 ของสารละลายน้ํามันหอมระเหยจากตะไคร ท่ีเวลา 12 ช่ัวโมง เม่ือ
ทดสอบโดยวิธี MTT 
จากสมการ    Y  = 6.531x +25.27  R2 = 0.8938 
ให  y = 50 ;  50   = 6.531x +25.27 

6.531x = 24.73 
x = 3.79 

เปอรเซ็นตความเปนพิษตอเซลลท่ี 50 %   เทากับ  In 3.79 
ดังนั้นเปอรเซ็นตความเปนพิษตอเซลลท่ีสัมผัสกับสารละลายน้ํามันหอมระเหยจากตะไคร ท่ี 50% 
เทากับ  44.24  ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร 
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การคํานวณคา IC50 ของสารละลายน้ํามันหอมระเหยจากตะไคร ท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง เม่ือ
ทดสอบโดยวิธี MTT 
จากสมการ    Y  = 7.382x + 31.71  R2 = 0.7981 
ให  y = 50 ;  50   = 7.382x + 31.71 

7.382x = 18.29 
x = 2.48 

เปอรเซ็นตความเปนพิษตอเซลลท่ี 50 %   เทากับ  In 2.48 
ดังนั้นเปอรเซ็นตความเปนพิษตอเซลลท่ีสัมผัสกับสารละลายน้ํามันหอมระเหยจากตะไคร ท่ี 50% 
เทากับ  11.94  ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร 
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การคํานวณคา IC50 ของสารละลายน้ํามันหอมระเหยจากตะไคร ท่ีเวลา 48 ช่ัวโมง เม่ือ
ทดสอบโดยวิธี MTT 
จากสมการ    Y  = 8.293x + 44.31  R2 = 0.9247 
ให  y = 50 ;  50   = 8.293x + 44.31 

8.293x = 5.69 
x = 0.69 

เปอรเซ็นตความเปนพิษตอเซลลท่ี 50 %   เทากับ  In 0.69 
ดังนั้นเปอรเซ็นตความเปนพิษตอเซลลท่ีสัมผัสกับสารละลายน้ํามันหอมระเหยจากตะไคร ท่ี 50% 
เทากับ  1.99  ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร 
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การคํานวณคา IC50 ของสารละลายน้ํามันหอมระเหยจากตะไคร ท่ีเวลา 72 ช่ัวโมง เม่ือ
ทดสอบโดยวิธี MTT 
จากสมการ    Y  = 7.614x + 50.90  R2 = 0.9118 
ให  y = 50 ;  50   = 7.614x + 50.90 

7.614x = 0.90 
x = -0.12 

เปอรเซ็นตความเปนพิษตอเซลลท่ี 50 %   เทากับ  In -0.12 
ดังนั้นเปอรเซ็นตความเปนพิษตอเซลลท่ีสัมผัสกับสารละลายน้ํามันหอมระเหยจากตะไคร ท่ี 50% 
เทากับ  1.13  ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร 
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การคํานวณคา IC50 ของสารละลายน้ํามันหอมระเหยจากตะไคร ท่ีเวลา 12 ช่ัวโมง เม่ือ
ทดสอบโดยวิธี Trypan blue dye exclusion 
จากสมการ    Y  = 4.147x + 38.30  R2 = 0.9572 
ให  y = 50 ;  50   = 4.147x + 38.30 

4.147x = 11.70 
x = 2.82 

เปอรเซ็นตความเปนพิษตอเซลลท่ี 50 %   เทากับ  In 2.82 
ดังนั้นเปอรเซ็นตความเปนพิษตอเซลลท่ีสัมผัสกับสารละลายน้ํามันหอมระเหยจากตะไคร ท่ี 50% 
เทากับ  16.77  ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร 
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การคํานวณคา IC50 ของสารละลายน้ํามันหอมระเหยจากตะไคร ท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง เม่ือ
ทดสอบโดยวิธี Trypan blue dye exclusion 
จากสมการ    Y  = 2.711x + 43.78  R2 = 0.9084 
ให  y = 50 ;  50   = 2.711x + 43.78 

2.711x = 6.22 
x = 2.29 

เปอรเซ็นตความเปนพิษตอเซลลท่ี 50 %   เทากับ  In 2.29 
ดังนั้นเปอรเซ็นตความเปนพิษตอเซลลท่ีสัมผัสกับสารละลายน้ํามันหอมระเหยจากตะไคร ท่ี 50% 
เทากับ  9.87  ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร 
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การคํานวณคา IC50 ของสารละลายน้ํามันหอมระเหยจากตะไคร ท่ีเวลา 48 ช่ัวโมง เม่ือ
ทดสอบโดยวิธี Trypan blue dye exclusion 
จากสมการ    Y  = 6.355x + 46.70  R2 = 0.8460 
ให  y = 50 ;  50   = 6.355x + 46.70 

6.355x = 3.30 
x = 0.52 

เปอรเซ็นตความเปนพิษตอเซลลท่ี 50 %   เทากับ  In 0.52 
ดังนั้นเปอรเซ็นตความเปนพิษตอเซลลท่ีสัมผัสกับสารละลายน้ํามันหอมระเหยจากตะไคร ท่ี 50% 
เทากับ  1.68  ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร 
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การคํานวณคา IC50 ของสารละลายน้ํามันหอมระเหยจากตะไคร ท่ีเวลา 72 ช่ัวโมง เม่ือ

ทดสอบโดยวิธี Trypan blue dye exclusion 
จากสมการ    Y  = 8.465x + 54.18  R2 = 0.9787 
ให  y = 50 ;  50   = 8.465x + 54.18 

8.465x = -4.18 
x = -0.49 

เปอรเซ็นตความเปนพิษตอเซลลท่ี 50 %   เทากับ  In -0.49 
ดังนั้นเปอรเซ็นตความเปนพิษตอเซลลท่ีสัมผัสกับสารละลายน้ํามันหอมระเหยจากตะไคร ท่ี 50% 
เทากับ  1.63  ไมโครลิตรตอมิลลิลิตร 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวจันทรจิรา  โตะขวัญแกว 
วัน เดือน ป ท่ีเกิด 21 มีนาคม 2526 
สถานท่ีเกิด  อําเภอทุงตะโก จงัหวัดชุมพร 
ประวัติการศึกษา วิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคโนโลยีการเกษตร) 

 มหาวิทยาลัยรามคําแหง (พ.ศ. 2549) 
ตําแหนงหนาท่ีการงานปจจุบัน - 
สถานท่ีทํางานปจจุบัน - 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  - 
ทุนการศึกษาท่ีไดรับ - 

 
 
 



 

 




