
บทท่ี 3 
วัสดุ อุปกรณและวิธีการศึกษา 

 
1. สัตวทดลองและอุปกรณปอนสัตวทดลอง 
 1.1  หนูขาวใหญ (Rattus norvegicus) เพศผู อายุ 4-6 สัปดาห (ภาพท่ี 9) 

-  จากสํานักสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล ถนนพุทธมณฑลสาย 4 อําเภอ
พุทธมณฑล จงัหวัดนครปฐม 

-   การดูแลรักษาสัตวทดลองภายใตจรรยาบรรณการใชสัตวทดลองในโครงการวิจยั  
     คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม รหัส Re 002/06 

 1.2   ปลาเข็ม (Dermogenus pusillus) จากคูเมืองเชียงใหม อําเภอเมือง จังหวดัเชียงใหม  
(ภาพท่ี 6-7) 

1.3 กรงเล้ียงหนูทดลองขนาดกวาง 9 นิ้ว ยาว 14 นิ้ว สูง 6 นิว้ (แยกเล้ียง 1 กรงตอหน ู
ทดลอง 1 ตัว) 

 1.4 อาหารเล้ียงสัตวทดลองเบอร 082 บริษัทโภคภัณฑฟด จํากัด  
1.5 ข้ีเล่ือย 
1.6 Syringes และเข็มเบอร 21 

 
2. ยาถายพยาธิใบไม 
 ยาถายพยาธิ Praziquantel 600 มิลลิกรัม (Zentozide®) (ภาพท่ี 8) 
 
3. พืชสมุนไพรและอุปกรณท่ีใชเตรียมสารสกัดพืชสมุนไพร 
 3.1  แกนมะหาดและผงปวกหาด จากอําเภอหวัหิน จังหวดัประจวบคีรีขันธ 
 3.2 ตนข้ีเหล็ก จากตลาดคําเท่ียง อําเภอเมือง จงัหวัดเชียงใหม 
 3.3 กระดาษกรองยี่หอ Whatman เบอร 1 และ 5 
 3.4 เตาตมสาร ยี่หอ Gallenkamp (England) 
 3.5 Beaker ขนาด 500 มล 
 3.6 แทงแกวคนสาร 
 3.7 กรวยแกว 
 3.8 เคร่ือง Freeze ยี่หอ Labconco รุน AT-BOON 
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4. อุปกรณและสารเคมีท่ีใชเตรียมตัวอยางหนอนพยาธิ 
 4.1  เคร่ืองปนละเอียด 
 4.2  Shaker Water bath ยี่หอ Memmert รุน Schutzart DIN 40050 (Germany) 
 4.3 ตะแกรงกรองขนาด 60 80 และ 100 μm 

4.4 Beaker ขนาด 500 มล 
4.5  1% pepsin (Sigma, Germany) 

 4.6  0.85% NaCl solution (UNIVAR, Australia) 
 
5. อุปกรณและสารเคมีในการตรวจอุจจาระหนูโดยวิธี Modified Formalin Ether Concentration  
    Technique (MFECT) 
 5.1 กลองจุลทรรศนแบบเลนสประกอบ Olympus Model CH-2  
 5.2 เคร่ืองปนเหวีย่ง (centrifuge) ยี่หอ SANYO (Japan) 
 5.3 หลอดพลาสติกกนแหลมขนาด 15 มล 
 5.4 Beaker ขนาด 50 มล 
 5.5 ผากอส 
 5.6 Pasteur pipette 
 5.7 Petri dish 
 5.8 0.85% NaCl solution (UNIVAR, Australia) 
 5.9 10% formalin (USM, Thailand) 
 5.10 Ether (BDH, England) 
 
6. อุปกรณและสารเคมีในการผาสัตวทดลอง 
 6.1 กลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ Olympus Model SZ-ST  
 6.2 ชุดอุปกรณผาตัด  
 6.3 Beaker ขนาด 100, 200 และ 500 มล 
 6.4 ชุดอุปกรณ Bearman’s apparatus 
 6.5 ถุงมือ 
 6.6 Chloroform (LABSCAN, Thailand) 
 6.7 0.85% NaCl solution (UNIVAR, Australia) 
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7. สารเคมีในการทําสไลดถาวร (Permanent slide) 
 7.1 5% formalin  

7.2 Ethyl alcohol ความเขมขน 10, 20, 30, 50, 70, 85 และ 95% 
 7.3 Buthanol (LABSCAN, Thailand) 

7.4 Xylene (LABSCAN, Thailand) 
7.5 Permount (Fisher ChemAlert® Guide, USA.) 

 7.6 1% de-stain (Hydrochloric acid 1 ml + Ethyl alcohol 70%  99 มล) 
 7.7 สียอม Haematoxylin (Riedel-de Haen), Borax carmine (BDH, England) 
 
8. สารเคมีและอุปกรณในการศึกษาทางจุลทรรศนอิเล็กตรอน 
 8.1 สารเคมี 
  8.1.1 2.5% Glutaraldehyde (Sigma, Germany) 
  8.1.2 1% Osmium tetroxide (Sigma, Germany) 
  8.1.3 0.1 M Phosphate buffer (pH 7.3) (Sigma, Germany) 
  8.1.4 Acetone (Scharlau Chemie S.A., European Union) 
  8.1.5 Ethyl alcohol (10, 20, 30, 50, 70, 85, 95 และ absolute) 
  8.1.6 0.2 M Sodium phosphate monobasic buffer 
  8.1.7 0.2 M Sodium phosphate dibasic buffer 
 8.2 อุปกรณและเคร่ืองมือ 
  8.2.1 กลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ Olympus Model SZ-ST (Japan) 
  8.2.2 กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด JEOL-JSM-5910LV (Japan) 
  8.2.3 เคร่ือง Critical Point Dryer, Polaron Model CPD7501 (Japan) 
  8.2.4 เคร่ือง Fine Coater, SPI-MODULE (Japan) 
  8.2.5 แทนทองเหลืองวางตัวอยาง (stub) 
  8.2.6 คารบอนเทป 
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วิธีการศึกษา 
 
1. การเตรียมสารสกัดดวยน้ําจากพืชสมุนไพร และยาถายพยาธิ 

มะหาด 
ใชสวนผงของมะหาดท่ีเรียกวา ปวกหาด จาํนวน 10 กรัม ละลายในนํ้ากล่ัน 100 มล ใชแทง

แกวคนใหผงปวกหาดละลายจนหมด นําไปกรองดวยกระดาษกรองเบอร 5 ไดสารสกัดดวยน้ําของ
มะหาด นําไปทําใหแหงโดยผานเคร่ือง Freeze drying 
 ขี้เหล็ก 
 นําสวนรากของตนข้ีเหล็ก น้ําหนกั 100 กรัม ลางดวยน้ําจนสะอาด หั่นรากข้ีเหล็กเปน
ทอนๆ นําไปตมในน้ํากล่ันปริมาตร 300 มล เค่ียวบนไฟออนๆ จนปริมาตรน้ําเหลือ 150 มล ต้ังท้ิง
ไวจนเยน็ กรองดวยกระดาษกรองเบอร 5 ไดสารสกัดดวยน้ําของรากข้ีเหล็ก นําไปทําใหแหงโดย
ผานเคร่ือง Freeze drying 
 สารสกัดดวยน้ําจากพืชสมุนไพรท้ัง 2 ชนิด เม่ือนําไปทําใหแหงโดยผานเคร่ือง Freeze 
drying แลว ไดสารสกัดดวยน้ําจากพืชสมุนไพรท่ีเปนผงแหง นํามาเตรียมเปนสารละลายท่ีความ
เขมขนตางๆ เพื่อปอนสัตวทดลองตอไป โดยใหความเขมขนของสารละลายท่ีปอนสัตวทดลองมี
หนวยเปน มิลลิกรัมตอน้ําหนักสัตวทดลอง 1 กิโลกรัม 
 ยาถายพยาธิ Praziquantel 
 นํายาถายพยาธิใบไม 1 เม็ด ซ่ึงประกอบดวยตัวยา Praziquantel 600 มก มาบดใหเปนผง
ละเอียด นําไปละลายดวยน้ํากล่ัน 50 มล เม่ือจะนําไปปอนในสัตวทดลองจะปรับความเขมขนตางๆ 
ใหมีหนวยเปน มิลลิกรัม ตอน้ําหนกัสัตวทดลอง 1 กิโลกรัม 
 
2. การเตรียมตัวอยางพยาธิ Stellantchasmus falcatus ระยะ metacercaria 

2.1 นําปลาเข็ม (D. pusillus) ท่ีจับไดจากบริเวณคูเมืองเชียงใหม มาปนใหละเอียดโดย
ใชปลาท้ังตัว  

2.2  นําเนื้อปลาท่ีปนแลวไปใสในบีคเกอรขนาด 100 มล ใสสารละลาย 1% pepsin ให
สารละลายพอทวมเนื้อปลา  

2.3  นําไปใสในเคร่ือง shaking water bath ท่ีอุณหภูมิ 37°c นาน 30 นาที เพื่อใหสาร 
ละลาย pepsin ยอยเนื้อปลาท่ีมีพยาธิ S. falcatus ระยะ metacercariae ท่ีฝงอยูใน
บริเวณกลามเนื้อตางๆ ของปลาออกมา  

2.4  นําเนื้อปลาท่ีถูกยอยแลวลางดวย 0.85% NaCl solution กรองดวยตะแกรงขนาด 60 
80 และ 100 μm ตามลําดับ เพื่อแยกจากตะกอนขนาดใหญออกไปกอนจน
สารละลายใส  
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2.4  นําไปคัดแยก metacercariae ออกจากเศษเน้ือปลาอีกคร้ังภายใตกลองจุลทรรศน
แบบสเตอริโอ เพื่อรวบรวมพยาธิระยะ metacercariae  

2.5  นับจํานวน metacercariae 1,000 metacercariae นําไปปอนใหหนูขาว (R.  
norvegicus) 1 ตัว 

 
3. การทดสอบประสิทธิภาพของยาถายพยาธิ praziquantel และสารสกัดดวยน้าํของปวกหาดและ
รากขี้เหล็ก ในหนูขาว 

3.1  นําพยาธิระยะ metacercariae จํานวน 1,000 metacercariae ปอนใหหนูทดลองท่ี
เล้ียงแยกไว 1 กรงตอหนูทดลอง 1 ตัว โดยแตละชุดการทดลองจะแบงหนูทดลอง
ออกเปน 4 กลุมคือ กลุมควบคุม กลุมท่ีปอนดวยสารสกัดดวยน้ําจากปวกหาด กลุม
ท่ีปอนดวยสารสกัดดวยน้ําจากรากข้ีเหล็ก และกลุมท่ีปอนดวยยาถายพยาธิ 
praziquantel  

3.2  ปอนยาถายพยาธิ Praziquantel สารสกัดดวยน้ําของปวกหาดและรากข้ีเหล็ก ท่ี
ความเขมขนตางๆ หลังจากปอนพยาธิระยะ metacercariae ครบ 3 วนั (ซ่ึงเปน
ระยะเวลาท่ีพยาธิจะออกจาก cyst และเจริญเปนระยะตัวเต็มวัยในลําไสหนูทด 
ลอง) โดยในหนูทดลองกลุมควบคุมจะปอนน้ํากล่ันแทน 

3.3  เม่ือครบระยะเวลาตางๆ ท่ีกาํหนด (6, 12, 24 และ 48 ช่ัวโมงหลังจากท่ีปอนสาร
สกัดดวยน้ําจากพืชสมุนไพร ยา praziquantel และนํ้ากล่ัน) นําหนูทดลองแตละตัว
มาสลบดวย chloroform ทําการผาเปดชองทอง แยกทางเดินอาหารสวนของลําไส
เล็กออกเปน 3 สวนคือ duodenum, jejunum, ileum เพื่อนําไปตรวจสอบ
หนอนพยาธิตอไป 

3.4   นําลําไสแตละสวนแชใน 0.85% NaCl solution ใชเข็มเข่ียฉีกเปดลําไสออก นําไป
คัดแยกพยาธิดวยชุด Bearmann’s apparatus (ภาพท่ี 10) หลังจากนั้นนาํไป
ตรวจสอบนับพยาธิภายใตกลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ 

3.5   เม่ือทราบความเขมขนท่ีเหมาะสมในการกาํจัดพยาธิของสารสกัดดวยน้ําจากปวก
หาดและรากข้ีเหล็กแลว ทําการทดลองซํ้าอีก 2 คร้ัง เพื่อยืนยนัผลการศึกษา 

3.6 ในระหวางการทดลองจะทําการตรวจอุจจาระของหนูทดลองทุกตัวทุกวันดวยวิธี 
Modified Formalin Ether Concentration Technique (MFECT) ต้ังแตวันแรกท่ี
ปอน metacercariae จนกวาจะถึงกําหนดเวลาท่ีจะผาเปดชองทอง เพื่อตรวจสอบ
หาหนอนพยาธิท่ีจะถูกขับถายออกมาทางอุจจาระ  
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3.7 เม่ือไดผลการศึกษาถึงความเขมขนท่ีเหมาะสมและจํานวนหนอนพยาธิท่ีพบแลว 
นําคาท่ีไดไปเปรียบเทียบความแตกตางทางสถิติ เพื่อยืนยันผลการศึกษาและนําไป
ศึกษาพื้นผิวภายใตกลองอิเล็กตรอนแบบสองกราด (SEM) 

 
4. การตรวจอุจจาระหนูทดลองดวยวิธี  MFECT 

4.1 ช่ังอุจจาระหนทูดลองประมาณ 1 กรัม ใสลงในบีคเกอรขนาด 50 มล เติม 0.85% 
NaCl solution ปริมาตร 10 มล ต้ังท้ิงไวสักครูจนกอนอุจจาระออน ใชแทงแกวขยี้
อุจจาระหนูทดลองใหแตก  

4.2 นําอุจจาระกรองผานผากอส 2 ช้ัน ลงในหลอดพลาสติกกนแหลมขนาด 15 มล 
4.3 นําไปปนดวยเคร่ืองปนเหวีย่ง (centrifuge) ความเร็ว 1500 รอบ/นาที เปนเวลา 5 

นาที เทของเหลวดานบนท้ิง 
4.4 เติม ether ปริมาตร 3 มล และ 10% formalin ปริมาตร 7 มล เขยาใหเขากัน 
4.5 นาํไปปนอีกคร้ัง ดวยความเร็ว 1500 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที จะไดสารละลายท่ี

แยกออกเปนช้ันๆ 4 ช้ัน ช้ันบนคือ ether ช้ันท่ี 2 คือไขมัน ช้ันท่ี 3 คือformalin และ
ช้ันท่ี 4 คือตะกอนท่ีมีไขของพยาธิปนอยู 

4.6 ใชไมเจาะช้ันไขมัน วนไปรอบๆ หลอดพลาสติก แลวเทสารละลายออกเบาๆ 
4.7 นําตะกอนท่ีเหลือมาเติม 10% formalin ปริมาตร 1-2 มล ใช Pasteur pipette ดูด

สารละลายใหเขากันดี นําไปตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนแบบเลนสประกอบ 
 

5. การศึกษาผลกระทบของยาถายพยาธิ praziquantel และสารสกัดดวยน้าํจากปวกหาดและราก

ขี้เหล็กตอพื้นผิวพยาธิ S. falcatus ในสภาพทดลอง (in vivo) 
5.1 หลังจากยืนยันผลการทดลองความเขมขนท่ีเหมาะสมในการกําจัดพยาธิของยาถาย

พยาธิ praziquantel สารสกัดดวยน้ําจากปวกหาดและรากข้ีเหล็กแลว ทําการศึกษา
ผลกระทบของยาถายพยาธิ praziquantel และสารสกัดดวยน้ําจากปวกหาดและราก
ข้ีเหล็กตอพื้นผิวพยาธิ S. falcatus ในสัตวทดลอง (in vivo) โดยทําการปอนยาถาย
พยาธิและสารสกัดดวยน้ําจากปวกหาดและรากข้ีเหล็กท่ีระดับความเขมขนท่ี
เหมาะสม แลวผาหนูเพื่อรวบรวมหนอนพยาธิท่ีเหลืออยูในลําไส นําตัวอยางพยาธิ
ไปศึกษาการเปล่ียนแปลงของพ้ืนผิวภายใตกลองจุลทรรศนแบบสองกราด 
(Scanning Electron Microscope: SEM) 

5.2  เตรียมตัวอยางเพ่ือศึกษาพื้นผิวพยาธิดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสอง
กราด (SEM) 
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5.2.1 นําหนอนพยาธิท่ีไดจากลําไสหนูทดลองกลุมตางๆ มาลางดวย 0.1 M 
phosphate buffer (pH 7.3) 1-2 รอบ เพื่อลางส่ิงสกปรกตางๆ ท่ีติดอยูบน
พื้นผิวของหนอนพยาธิออก 

5.2.2 fixed หนอนพยาธิดวย 2.5% glutaraldehyde เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 °c นาน 
24 ช่ัวโมง 

5.2.3 นําหนอนพยาธิมาลางดวย 0.1 M phosphate buffer (pH 7.3) 1-2 รอบ 
5.2.4 post fixed ดวย 1% Osmium tetroxide นาน 2 ช่ัวโมง  
5.2.5 dehydrate ตัวอยางหนอนพยาธิดวย ethyl alcohol ความเขมขนตางๆ และ 

acetone โดยแตละข้ันตอนใชเวลาประมาณ 30 นาที 
5.2.6 นําตัวอยางหนอนพยาธิไปทําใหแหงดวยเคร่ือง Critical Point Dryer 

(Polaron CPD 7501) เปนการทําตัวอยางหนอนพยาธิใหแหงโดยใช
คารบอนไดออกไซคเหลวดึงความชื้นออกจากตัวอยางหนอนพยาธิ 
(transition fluid) 

5.2.7 นําตัวอยางหนอนพยาธิไปติดบนแทงโลหะทองเหลือง (stub) ดวย
คารบอนเทป 

5.2.8 นําไปฉาบผิวตัวอยางดวยทองโดยเคร่ือง SPI-MODULE Sputter Coater 
5.2.9 นําตัวอยางหนอนพยาธิ ท่ีไดไปศึกษาพื้นผิวดวยกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอนแบบสองกราด JEOL-JSM-5910LV ท่ีกําลังขยายตางๆ 
 
6. การทําสไสดถาวร  (Permanent slide) 

6.1 นําหนอนพยาธิท่ีไดจากกลุมควบคุมบางสวนมาลางดวยน้ําสะอาดหลายๆคร้ัง เพื่อ
ทําความสะอาด นําไป fixed ดวย 5% formalin โดยกดทับหนอนพยาธิใหแบนดวย
แผน cover slips  

6.2 นําตัวอยางหนอนพยาธิท่ี fixed แลวมาลางดวยน้ําสะอาด  
6.3 ยอมสี Haematoxylin หรือ Borax carmine 
6.4 Dehydration ดวย ethanol ท่ีความเขมขนตางๆ (10%, 20%, 30%, 50%, 70%, 85%, 

95%, absolute buthanol)  
6.5 ทําตัวอยางหนอนพยาธิใหใสดวย Xylene และ Mount ดวย Permount 
6.6 วาดรูปตัวอยางหนอนพยาธิและอธิบายสวนตางๆ ดวยกลองจุลทรรศนแบบเลนส

ประกอบและ Drawing tube 
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ภาพท่ี 6 คูเมืองเชียงใหม จังหวัดเชียงใหม 

 
 
 
 

 
 

ภาพท่ี 7 ปลาเข็ม (Dermogenus pusillus) 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 8 ยาถายพยาธิ Praziquantel 
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ภาพท่ี 9 หนูขาวใหญ (Rattus norvegicus) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 10 ชุดอุปกรณ Bearman’s apparatus 


