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As certain Thai medicinal herbs had ' been used to treat gastric diseases, their minimum 

inhibitory concentrations (MIC) against Helicobacter pylori were examined with 9 Thai herbs including 

Kaempferia parviflora, Allium sativum, Musa sapientum, Curcuma longa, Cymbopogon citratus, 

Centella asiatica, Andrographis paniculata, Aloe vera and Ocimum basilicum . Curcuma longa and 

Kaempferia parviflora had MIC of 32 j.Jg/ml and 64 j.Jg/ml, respectively. Other herbs had MIC > 512 

j.Jg/ml. Kaempferia parvif/ora was subsequently extracted in 4 parts composing of volatile oil, hexane 

extract, ethyl acetate extract and methanol extract. They resulted in yield of 0.129%,0.046%,0.721% 

and 1.277%, respectively. Ethylacetate extract had a MIC of 32 j.Jg/ml. Hexane and methanol extracts 

had similar MIC of 64 j.Jg/ml. Volatile oil had a MIC > 512 j.Jg/ml. The effect of Kaempferia parviflora's 

ethyl acetate extract on adhesion and intemalization of H. pylori to HEp-2 cells by Gentamicin 

intemalization assay was conducted. It was found that Kaempferia parviflora's ethyl acetate extract 

could decrease intemalization of H. pylori to HEp-2 cells. The anti-internalization activity was 

dependent on time of incubation, concentration of extract and strains of H. pylori. The longer 

incubation time and higher concentration of Kaempferia parviflora's ethyl acetate extract were 

inversely proportional to the degree of internalization. Furthermore, Kaempferia parviflora's 

ethyl acetate extract could inhibit the invasion of HEp-2 cells by H. pylori strains harboring cagA gene 

more effectively than strains without cagA gene. We found no effect of Kaempferia parviflora's 

ethyl acetate extract on the expression of the two important genes involving in adhesion and invasion, 

alpA and babA. Thus, Kaempferia parviflora is one of the effective herbs for potential prevention and 

treatment of H. pylori infection. 
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บทที่  1 
บทนํา 

Helicobacter pylori เปนเชื้อแบคทเีรียชนิดแกรมลบรูปรางเกลยีวเจริญเติบโตไดใน

สภาวะที่มีอากาศนอย(microaerophilic) ทาํใหเกิดการติดเชื้อบริเวณเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร 

เปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหเกดิแผลในกระเพาะอาหาร (gastric ulcer) กระเพาะอาหารอักเสบ 

(gastritis) รวมไปถึงการกอใหเกิดพยาธิสภาพที่ลําไสสวนตน มีการศึกษาที่บงชี้ใหเหน็วาการเปน

โรคกระเพาะอาหารอักเสบชนิดเรื้อรัง (chronic gastritis) มีความสัมพนัธกับการเกิดมะเรง็ใน

กระเพาะอาหาร(1) ซึ่งมะเร็งกระเพาะอาหารเปนสาเหตุการเสยีชีวติอันดับที่สองของการเสียชวีิต

จากมะเร็งทั้งหมดทัว่โลก จึงนับเปนปญหาสาธารณสขุที่สําคัญอยางหนึ่งในปจจุบัน ในประเทศ

ไทยพบวามะเร็งกระเพาะอาหารเปนสาเหตุอันดับที่ 6 ของมะเร็งในผูชาย และอันดับที่ 9 ของ

มะเร็งในผูหญงิ และมีความชุกประมาณ 3.9:100,000 คน และมีอัตราการรอดชีวิตที่ 5 ปคอนขาง

ต่ํา คือ 5-15%(2) 

 เชื้อ H. pylori สามารถกอใหเกิดพยาธิสภาพทางคลนิกิไดหลายรูปแบบ ปจจัยทางความ

รุนแรงของโรคที่สําคัญไดแก เอนไซม Urease ซึ่งเปลี่ยน urea เปน ammonia ซึ่งเปนดางจึงไปลด

ความเปนกรดของกรดในกระเพาะอาหาร ทําใหเชื้อไมถูกทาํลาย และการเคลื่อนที่ของเชื้ออาศยั

การสรางเอนไซม mucinase ทาํใหเชื้อเคลื่อนที่ผานชัน้เมือกไดรวดเร็ว นอกจากนีย้ังม ี virulence 

factor อ่ืนๆทีสํ่าคัญ ไดแก โปรตีน cytotoxin-associated antigen(CagA) ที่เชื้อสรางขึ้นจะ

translocate เขาไปในเซลลซึ่งจะทําใหเกดิผลทางชีวภาพหลายอยางตอเซลล เชน กระตุนใหเกดิ

การอักเสบโดยเหนี่ยวนาํใหเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหารหลั่ง  IL-8  ผานทาง NF-κB  IL-8  ที่หล่ัง

ออกมาจะทําใหเม็ดเลือดขาวชนิด neutrophil เกิดการรวมตัวกัน และทําใหเซลลเกิดอักเสบใน

ที่สุด โปรตีน CagA ยังทําใหเกิดการจัดเรียงตัวใหมของ cytoskeleton ทําใหเซลลเยื่อบุกระเพาะ

อาหารมีรูปรางเปลี่ยนไปและไมสามารถทาํงานได(3, 4) นอกจากนี้เชือ้ H. pylori ยงัสามารถสราง

สาร exotoxin  ที่เกิดจากยีน vacA โดยสาร exotoxin  นี้จะทําใหเยื่อบุกระเพาะอาหารสราง 

vacuole กอใหเกิดผลหลายอยางตามมา ไดแก เกิดการเปลี่ยนแปลงของเยื่อหุมเซลล, 

endosome/lysosome เสียการทาํงาน และเกิดการ apoptosis ในที่สุด (5) 

 พยาธิสภาพของการเกิดโรคจะเริ่มข้ึนเมื่อเชื้อเขาไปเกาะติด (adherence) บริเวณ 

ไมโครวิลไลของเซลลเยื่อบุในกระเพาะอาหาร และมกีารทําลายบริเวณดังกลาว โดยการเกาะตดิ

ของเชื้อจะอาศัย outer membrane proteins(OMPs) ซึ่งยนีทีม่ีบทบาทเกี่ยวกับการเกาะติด ไดแก 

babA, alpA และ alpB จากการศึกษาพบวา โปรตีน BabA หรือ blood group antigen-binding 

adhesin มีความสาํคัญในการเกาะติดของเชื้อ H. pylori โดยจะจบักับ Lewis b antigen ของ
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เซลลกระเพาะอาหาร(5) ในการศึกษาเชื้อ H. pylori จะทาํการศึกษาใน AGS cells (Human 

gastricadenocarcinoma epithelial cell line) แตจากการศึกษาเปรียบเทียบระหวางเซลลชนดิ

ตางๆพบวาเซลล HEp-2 (human larynx carcinoma) สามารถจับกับตัวเชื้อ H. pylori ได

มากกวาเซลลชนิดอื่นๆ(6) ทาํใหการศึกษาการเกาะติดและการบุกรุกเซลลของเชื้อ H. pylori นิยม

ใชเซลล HEp-2 เปนเซลลแมแบบในการศกึษา 

 การรักษาโรคกระเพาะอาหารอักเสบทีเ่กดิจากการติดเชื้อ H. pylori ที่ทาํกนัอยูในปจจุบัน

จะใชยาลดกรดรวมกับยาปฏิชีวนะ ซึ่งมีราคาแพง และบางครั้งพบวาเชื้อมกีารดื้อยา การใช

สมุนไพรจึงเปนทางเลือกหนึง่ในการแกปญหาได ทําใหมีการศึกษาสมุนไพรในการยับยั้งเชื้อ H. 

pylori อาทิเชน การศึกษาพืชที่ใชในการปรุงอาหารของประเทศองักฤษกับการยบัยั้งการเกาะติด

ของเชื้อ H. pylori(7) การศึกษาสารสกัดจากผลแอพริคอทของประเทศญี่ปุนในการยับยั้งการ

เคลื่อนที่ของเชื้อ H. pylori และ การศึกษาสารสกัดของ cranberry ในการยับยัง้การเกาะติดของ

เชื้อ H. pylori (8) เปนตน ผลจากการศึกษาเหลานี้ทาํใหเหน็วามกีารสนใจที่จะศึกษาสมนุไพรหรือ

พืชที่ใชในชีวิตประจําวนัในการชวยรักษาการติดเชื้อ H. pylori มากข้ึน ในประเทศไทยมีการศึกษา

สมุนไพรไทยกบัเชื้อ H. pylori เชน การศกึษาเครื่องเทศและพชืที่ใชเปนอาหารของคนไทย พบวา 

ดอกจันทนเทศ ใบตนจิก เปราะหอม และ กานพลู สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ H. pylori ได

(9) ทาํใหเปนทีน่าสนใจศกึษาวาพืชสมนุไพรไทยใดทีส่ามารถยับยัง้การเจริญ ยบัยั้งการเกาะติด 

และยับยั้งการบุกรุกเซลลของเชื้อ H. pylori ได กระชายดําเปนสมนุไพรไทยชนิดใหมอีกชนิดหนึง่ที่

มีการศึกษากนัมากขึ้น จากการศึกษาพบวากระชายดาํมีฤทธิ์ในการตานการอักเสบของกระเพาะ

อาหารในสัตวทดลอง หากไดรับกระชายดําในปริมาณ 60-120 mg/kg สามารถรักษาอาการ

กระเพาะอาหารอักเสบได(10) และ จากการศึกษาคุณสมบัติในการตานจุลชีพของกระชายดํา

พบวา สารสกดัจากกระชายดําสามารถยบัยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ Staphylococcus aureus, 

Pseudomonas aeruginosa และ Bacillus subtilis ได(11)  การศึกษาความเปนพิษของผง

กระชายดาํในสัตวทดลอง พบวาไมมีการเปลี่ยนแปลงใดๆที่บงชี้วาเกดิพิษจากกระชายดํา(12) จงึ

เปนทีน่าสนใจอยางยิ่งวา กระชายดาํจะมฤีทธิ์ในการฆาเชื้อ H. pylori ไดหรือไม  และข้ันตอนแรก

ที่สําคัญในการเกิดพยาธิสภาพ คือ ข้ันตอนที่เชื้อเกาะและบุกรุกเขาสูเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร 

กระชายดาํจะมีผลตอการเกาะติดและบุกรุกเซลลของเชือ้ H. pylori หรือไม ซึ่งผลการศึกษาในครั้ง

นี้ทาํใหเขาใจกลไกของกระชายดําตอการเกาะติดและการบุกรุกของเชื้อ H. pylori มีประโยชนใน

การนาํกระชายดําไปใชในการชวยรักษาโรคที่เกิดจากการติดเชื้อ H. pylori และลดความเสี่ยงตอ

การเกิดมะเร็งกระเพาะอาหารได  
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วัตถุประสงคของงานวิจัย 
1. เพื่อศึกษาความสามารถของสารสกัดจากกระชายดําในการยับยัง้การเกาะติด และการบุก

รุกเซลลเยื่อบุHEp-2ของเชือ้H. pylori 

2. เพื่อศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากกระชายดาํตอการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการ
เกาะติดและการบุกรุกเซลลเยื่อบุHEp-2ของเชื้อ H. pylori  

 
ขอบเขตของงานวจิัย 

การวิจยันี้เปนการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากกระชายดาํในยับยั้งการเจริญของเชื้อ H. 

pylori ในหลอดทดลอง และฤทธิ์ของสารสกัดจากกระชายดําตอการเกาะติดและการบุกรุกเซลล

เยื่อบุ HEp-2 ของเชื้อ H. pylori โดยสารสกัดที่ใช คือ น้ํามนัหอมระเหยจากกระชายดํา, สารสกัด 

เฮกเซนจากกระชายดาํ, สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํ  และสารสกัดเมทานอลจาก

กระชายดาํ เชือ้ H. pylori ที่ใชในการทดสอบฤทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของเชื้อ และฤทธิ์ตอการ

เกาะติด และการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori ดวยวิธ ีGentamicin internalization assay 

ประกอบดวย 26 สายพนัธุ เปนสายพนัธุมาตรฐาน 4 สายพนัธุคือ ATCC 43504, ATCC 43526, 

ATCC 51932 และ ATCC 51110 สายพนัธุที่ไดจากกรมวทิยาศาสตรการแพทย 2 สายพนัธุซึ่ง

เปนสายพนัธุที่แยกจากคนไข คือ DMST20165 และ DMST20885 และสายพนัธุที่แยกจากคนไข 

จํานวน 20 สายพนัธุ คือ FM2, C7, C37, C42, C53, C54, 292, 742, 749, 818, 820, 849, 851, 

861, 867, 912, 920, 928, 949 และ 955   ในการวัดระดับการแสดงออกของยนีที่เกี่ยวของกบั

การเกาะติดและการบุกรุกเซลล ของเชื้อ H pylori ดวยวิธ ีRT PCR จะทาํการศึกษาใน 2 ยีน คือ 

alpA และ babA 
 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
1. ทําใหทราบฤทธิ์และระดับความเขมขนที่นอยที่สุด (MIC) ของสารสกัดกระชายดาํในการ

ยับยั้งการเจรญิของเชื้อ H. pylori   

2. ทําใหทราบผลของสารสกัดจากกระชายดาํตอความสามารถในการเกาะติดและการบกุรุก
เซลลเยื่อบุ HEp-2ของเชื้อ H. pylori 

3. สามารถนํากระชายดาํมาพฒันาเปนผลิตภัณฑเสริมสุขภาพในการรักษาโรคมะเรง็ใน
กระเพาะอาหารได 
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บทที่  2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
  

นับต้ังแตมีการรายงานการจําแนก(isolate)เชื้อ Campylobacter pyloridis โดย Dr J. 

Robin Warren และ Dr Barry J. Marshall ในป ค.ศ. 1982 การคนควาและวิจยัเกี่ยวกับเชื้อ

แบคทีเรียชนิดนี้ก็มีเพิ่มมากขึ้นอยางรวดเรว็ ยอนกลับไปเมื่อ ค.ศ. 1979 เมื่อ Warrenซึ่งเปนพยาธิ

แพทยอยูที่ Royal Perth Hospital ออสเตรเลีย สังเกตพบวา ชิ้นเนื้อที่ตัดออกจากกระเพาะอาหาร

ของผูปวยบางคนมีแบคทีเรียที่มีลักษณะโคงงอคดเปนเกลียว สวนใหญพบอยูใตชัน้เยื่อเมือกที่ปก

คลุมกระเพาะอาหารบริเวณที่มีการอักเสบ Warrenจึงไดทําการสังเกตและศึกษากบัเพื่อนรวมงาน

ซึ่งก็คือ Marshall เร่ือยมา จนกระทั่งวันหนึ่งเขาไดเพาะเชื้อช้ินเนื้อของกระเพาะอาหารไวแลวลืมดู 

พอดีตรงกับชวงวันหยุดหลายวนัจากเทศกาลอีสเตอร เมื่อโรงพยาบาลเปดทาํการหลังจากหยุดไป 

5 วัน เขาไดพบวามโีคโลนีของแบคทีเรียชนิดหนึ่งบนจานเพาะเชือ้นั้น ลักษณะคลายกับเชื้อ

แบคทีเรียจําพวกCampylobacter จึงใหชือ่วา Campylobacter like organism (CLO) ตอมาจึง

เปล่ียนเปน Campylobacter pyloridis เพือ่ใหถูกตองตามหลักไวยากรณของภาษา ใน ค.ศ. 1982 

ตอมาพบวาเชือ้แบคทีเรียตัวนี้มีคุณสมบัตดิานชวีเคมี และรูปรางลักษณะไมเหมือนกับแบคทีเรีย

กลุม Campylobacter จึงไดมีการตั้งชื่อใหมเปน  Helicobacter pylori ในป ค.ศ. 1989 ตาม

รูปรางลักษณะที่เปนเกลยีว(helical) เชื้อ H. pylori(1) เปนแบคทีเรียที่ถูกจบัตาเปนอยางมาก มี

การศึกษามากขึ้นเรื่อยๆในปจจุบัน และการคนพบเชื้อ H. pylori นีน้ับเปนการจุดประกายดาวดวง

ใหมในแวดวงของการศึกษาโรคระบบทางเดินอาหาร ทาํให Dr J. Robin Warren และ Dr Barry J. 

Marshall ไดรับรางวัลโนเบล สาขา Medicine & Physiology ในป 2005 ปจจุบันเชื้อ H. pylori 

เปนทีย่อมรับวาเปนสาเหตุสําคัญที่ทาํใหเกิดโรคแผลในกระเพาะอาหาร (gastric ulcer) กระเพาะ

อาหารอักเสบ (gastritis) มะเร็งในกระเพาะอาหาร รวมไปถึงการกอใหเกิดพยาธิสภาพที่ลําไสสวน

ตน พบวาประชากรโลกมากกวา 50 %มีการติดเชื้อ H. pylori นอกจากนี้ในป ค.ศ. 1994 องคการ

อนามยัโลก (The World Health Organization) ยงักาํหนดใหเชื้อ H. pylori จัดเปนสารกอมะเรง็ 

(carcinogen) ในมนุษย 

 
ลักษณะทัว่ไปของเชื้อ Helicobacter pylori  

เชื้อแบคทีเรีย H. pylori เมื่อทําการยอมสี Gram stain จากการสองกลองจุลทรรศนจะ

สามารถเหน็ลกัษณะเปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปรางเปนเกลียว หรือรูปคลายตัว S ขนาดจากการ
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สองกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนมีความยาว 2.5-5 μm กวาง 0.5-1 μm มfีlagella ประมาณ 4-6 

เสน และแตละเสนของ flagella มีความยาวประมาณ 30 μm และกวาง 2.5 nm มผีนังเซลลหนา 

30 nm  

 
 

รูปที่ 2.1 เชื้อ H. pylori จากการสองดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 

 

การเพาะเลีย้งเชื้อ H. pylori ในหองปฏิบัติการจากสิง่สงตรวจที่เปนชิ้นเนื้อกระเพาะอาหารที่

ถูกตัดออกมาจากคนไข จะถูกนํามาทาํการบดและเลีย้งไปบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มกีารเติมสาร

ตานจุลชีพชนดิอื่นๆ และมีเลือดแกะผสมอยูรอยละ 7 สภาวะที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ H. pylori 

ตองเปนสภาวะที่มีอากาศนอย(microaerophilic) หากเปนสภาวะมอีากาศ(aerobic 

conditions)เชื้อจะไมเจริญและตายไป แตก็มีเชื้อ Helicobacter บางชนิดที่เจริญไดดีทั้งใน

สภาวะที่มีอากาศนอย และสภาวะที่ไรอากาศ(anaerobic condition) นัน้คือเชื้อ H. 

rodentium(13) หลายๆสายพนัธุของเชื้อ Helicobacter ไมตองการกาซไฮโดรเจนเพื่อชวยใน

การเจริญเติบโตทั้งๆที่ในการเจริญเติบโตของเชื้อสายพนัธุนี้จะกระตุนใหสภาวะแวดลอมมี

กาซไฮโดรเจนมากขึ้น แตอยางไรก็ตามกม็ีเชื้อ Helicobacter บางสายพนัธุเชน H. cinaedi 

(14) ที่ตองการกาซไฮโดรเจนในการเจริญเติบโตทําใหในหลายๆหองปฏิบัติการใชสภาวะที่

อากาศนอยรวมกับการมีกาซไฮโดรเจนในการเลี้ยงเชื้อสายพนัธุนี ้ เชื้อ Helicobacterจะเจริญ

ไดดีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เชื้อ H. pylori มีการเคลื่อนที่คลายเกลียวสวาน แตถาหาก

เลี้ยงไวเปนเวลานานพบวาจะมีการเปลี่ยนแปลงไปเปน Coccoid forms คือ จะเหน็รูปรางเปน

ตัวU ที่เกิดจากการจับกนัของปลายทัง้สองขางของ H. pylori (3)   

ลักษณะทางชวีเคมีของเชื้อ H. pylori พบวาเชื้อชนิดนีม้รีะบบเมแทบอลิซึมแบบใชอากาศ 

การสลายน้าํตาล(sugar catabolism)ไมสามารถทําไดทัง้การ oxidation และ fermentation  

แตก็สามารถพบการ oxidation ไดบางในเชื้อ H. pylori บางสายพนัธุ กระบวนการ 

glycolysis-gluconeogenesis นาจะเปนแหลงสรางพลังงานหลักใหกับตัวเชื้อ กระบวนการ 

Entner-Doudoroff pathway, pentose phosphate shunt และ tricarboxylic acid สามารถ

พบไดบางเลก็นอย สวนกระบวนการ glyoxylate shunt ไมพบในเชื้อชนิดนี(้15) เชื้อ H. pylori 

ไมสามารถยอยสลาย(hydrolysis)เจละติน(Gelatin), แปง(starch), เคซีน(casein) และ ไทโร

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=213&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
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ซีน(tyrosine)ได การทดสอบทางชีวเคมีตางๆ ไดแก methyl red และ Voges-Proskauer 

ใหผลลบ การทดสอบoxidase ใหผลบวกทกุสายพนัธุ สายพนัธุสวนใหญใหผลการทดสอบ

catalase, urease และ alkaline phosphatase  เปนบวก  

 
พยาธิสภาพการกอโรคของเชื้อ H. pylori 
 พยาธิสภาพการเกิดโรคเริ่มตนเมื่อไดรับเชื้อ H. pylori เชื้อจะผานเขาไปในกระเพาะ

อาหาร และเชือ้สวนใหญจะรวมตัวกนัอยูในสวน Antrum ของกระเพาะอาหาร ดงัรูปที่ 2.2   

 

 
รูปที่  2.2 บริเวณทีพ่บเชื้อ H. pylori มากที่สุดในกระเพาะอาหาร 

 

เชื้อ H. pylori มีความสามารถในการหลบหลกีสภาวะที่ไมเหมาะสมในกระเพาะอาหารดวยการ

สรางเอนไซม Urease ซึ่งเปลี่ยน urea เปน ammonia ซึ่งมีคุณสมบัติเปนดางจึงไปลดความเปน

กรดของกรดในกระเพาะอาหารทาํใหเชื้อไมถูกทําลาย การสรางเอนไซม Urease ข้ึนกับ pHของ

ส่ิงแวดลอม ในสภาวะที่ pHต่ําเชื้อจะมกีารสรางเอนไซม Urease มากขึน้และจะหยุดหลั่งเมือ่

ส่ิงแวดลอมม ี pHเปนกลาง เมื่อเชื้อ H. pylori มาถึงบริเวณ Antrum ของกระเพาะอาหารกจ็ะมี

การเคลื่อนที่ผานเยื่อเมือก(mucus)ที่ปกปองเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร(gastric mucosa)โดย

อาศัยการสรางเอนไซม mucinase ทําใหเชื้อเคลื่อนที่ผานชั้นเยื่อเมือกไดรวดเร็ว ในกระเพาะ

อาหารเชื้อจะเกาะติดอยูกับเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร(gastric mucosa) ดังรูปที ่2.3 นอกจากนนี้ 

flagella ของเชื้อยังสามารถจับกับชองเวาระหวางเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร(gastric niche)ทําให

เชื้อสามารถเกาะติดอยูกับเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหารไดดียิ่งขึ้น 
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รูปที่ 2.3 บริเวณที่เชื้อ H. pylori จะกอใหเกิดพยาธิสภาพตางๆ 

 

พยาธิสภาพทีเ่กิดตามมาคือ เชื้อ H. pylori จะกระตุนใหเม็ดเลือดขาวชนิดตางๆ มารวมกันบริเวณ

ใตเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร(gastric mucosa)เม็ดเลือดขาวเหลานีจ้ะหลั่งสารไซโตไคน

(cytokine)ทําใหเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร(gastric mucosa)เกิดการอักเสบ(inflammatory)เปน

เหตุใหเกิดเปนโรคเพาะอาหารอักเสบ เมื่อผานไประยะหนึง่เซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร(gastric 

mucosa)ที่เกดิการอักเสบจะเกิดการตาย(apoptosis)ทําใหพยาธิสภาพพัฒนาไปเปนโรคแผลใน

กระเพาะอาหาร ในคนไขที่เปนโรคกระเพาะอาหารอักเสบเรื้อรัง(chronic gastritis)ที่มีปจจัยทั้ง

ภายในและภายนอกที่เหมาะสม พยาธิสภาพสามารถพัฒนาไปเปนมะเรง็ในกระเพาะอาหาร

(gastric cancer)ได 

 
กลไกการเกดิพยาธสิภาพ และความรุนแรงในการเกิดโรค 
 ความรุนแรงและประสิทธิภาพในการกอโรคของเชื้อ H. pylori มีหลายปจจัยดวยกนัที่

เกี่ยวของ โดยปจจัยหลกัๆทีเ่กี่ยวของไดแก เอนไซม urease, โปรตีน vacuolating cytotoxin และ 

โปรตีน cytotoxin-associated antigen  

 เอนไซม urease เปนปจจัยหลักที่ทาํใหเชือ้ H. pylori มคีวามสามารถในการหลบหลีก

สภาวะที่ไมเหมาะสมที่ม ีpH ต่ําในกระเพาะอาหารได โดยการทาํงานของเอนไซมเปนดังนี ้
     UreaseN-CO-NH  + HH2 2 2O        NH  + H N-COOH 3 2

N-COOH + 2H O               NHH2 2 3 + H CO2 3

เอนไซม urease จะยอยสลายยูเรีย(urea) ไดเปนแอมโมเนีย(ammonia) และคารบาเมต

(carbamate) ซึ่งคารบาเมตจะถูกยอยสลายโดยน้ํา(hydrolysis)ไดเปนแอมโมเนีย กับคารบอนิก
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แอซิด(carbonic acid) แอมโมเนยีทีเ่กิดข้ึนสามารถเปลี่ยนกลับไปกลับมาเปนแอมโมเนยีม

(ammonium)ได 
+2NH3 + 2H2O                 2 NH  + 2OH-

4

ไฮดรอกไซดไอออน(hydroxide ion)ที่เกดิจากเปลี่ยนแอมโมเนยีเปนแอมโมเนยีมสามารถไทเทรต

(titrate)กับโปรตอน(proton; H+)ที่เกิดจากกรดในกระเพาะอาหารทําใหเกิดเปนน้ําซึง่มีฤทธิ์เปน

กลาง การสรางเอนไซม Urease ของเชื้อ H. pylori ข้ึนกับ pHของสิ่งแวดลอม ในสภาวะที่ pHต่ํา

เชื้อจะมีการสรางเอนไซม Urease มากขึน้และจะหยุดหลั่งเมื่อส่ิงแวดลอมมี pHเปนกลาง 

โปรตีน VacA(vacuolating cytotoxin) เปนสารจําพวก exotoxin ที่สรางมาจากยนี vacA 

เชื้อ H. pylori โดยทั่วไปจะมียีน vacA แตมีเพียงบางสายพนัธุเทานัน้ที่จะมกีารผลติโปรตีน VacA 

ที่มีประสิทธิภาพในการทํางานสงู ซึง่การศึกษายนี vacA ทีท่าํกนัมากนัน้จะเนนทาํการศึกษาใน

เชื้อ H. pylori ที่มยีีน vacA ชนิด s1/m1(16) โปรตีน VacA ถูกผลิตขึ้นมาในตอนตนจะมีขนาด

ประมาณ 140 kDa แตเมื่อพรอมที่จะทาํงานจะมีบางสวนของโปรตีน VacA ถูกตัดออกไปจนมี

ขนาดประมาณ 90 kDa(17) โปรตีน VacA เปนสาเหตุใหเกิดแวคิวโอล(vacuolation) ในเซลลเยื่อ

บุกระเพาะอาหาร แตไมไดทําใหเกิดการตายของเซลลอยางเฉยีบพลัน เมื่อเซลลเยื่อบุกระเพาะ

อาหารสัมผัสกับโปรตีน VacA ในปริมาณมากเซลลจะตายหลังจากนั้นประมาณ 2 วัน(18) ในการ

จับกันหรือการไดรับโปรตีน VacA ของเซลลยังไมเปนทีเ่ขาใจอยางแนชัดนกัทาํใหมีการศึกษาใน

ดานนี้มาก เชน การทดลองดูการเกาะระหวางโปรตนี VacA ชนิด s1/m1 กับเซลล HeLa แลวทํา

การวิเคราะหโดยเครื่อง flow-cytometer(19) หรือการศึกษาประสทิธิภาพของโปรตีน VacA ใน

สภาวะตางๆพบวาในสภาวะที่เปนกรดประสิทธิภาพของโปรตีน VacA ในการกอใหเกิดแวคิวโอลมี

มากขึ้นในเซลล AZ-521(20) นอกจากนีย้ังพบวาโปรตีน VacA จะจับกับ 250-kDa receptor 

protein-tyrosine phosphatase ß (RPTPß)  มหีลายๆการทดลองทีพ่บวาการที่โปรตีน vacA จับ

กับ RPTPß ของเซลลกอนแลวตอมาจึงเกิดการเปนพิษกับเซลล(21) การศึกษาในเซลล AGS 

พบวานอกจากที่โปรตีน VacA จับกับ RPTPß แลวยังสามารถจับกบั receptor อ่ืนดวยที่มีขนาด 

140 kDa(22) ทาํใหยังสรุปไมไดวา receptor ของโปรตีน VacA คือตัวใดอยางแนนอน receptor 

นั้นจะเปลี่ยนแปลงไปตามเซลลที่ใชศึกษาและพบวาแตละเซลลยังม ี receptor ตอโปรตีน VacA 

มากกวา 1 ชนดิ 

โปรตีน VacA ที่มีขนาดประมาณ 90 kDa จะประกอบไปดวย 2 ซับยูนิต คือ s ซับยูนิต

(small subunit)ที่มีขนาดประมาณ 37 kDa และ m ซับยูนิต(medium subunit)ที่มีขนาดประมาณ 

58 kDa(23) หนาที่แรกของโปรตีน VacA คือการกอใหเกิดแวคิวโอล ในกระบวนการทีโ่ปรตีน 

VacA กระตุนใหเกิดแวคิวโอลนั้นตองอาศัยเอนไซม ATPase และสภาวะที่เปนเบสออนๆ(24) เมื่อ
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โปรตีน VacA ผานผนงัของเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหารเขาไปนอกจากเหนี่ยวนาํใหเซลลมกีาร

สรางแวคิวโอลแลว ยังทาํใหเกิดผลอื่นตามมา ไดแก ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของเยื่อหุมเซลล

โดยโปรตีน VacA จะจับตัวกันใหมีโครงสรางเปน hexameric ทําใหเกิดชองที ่anion สามารถผาน

ได นอกจากนีโ้ปรตีน VacA ยังมีเปาหมายอยูที่เยื่อหุมของไมโทคอนเดรีย เปนเหตุให 

ไมโทคอนเดรยีมีการหลั่ง cytochrome c มากข้ึน และเหนีย่วนําใหเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหารเกดิ

การ apoptosis(25) กระบวนการในการทาํงานสวนใหญของโปรตีน VacA ยงัไมเปนทีท่ราบแนชัด

นักจงึทาํใหมกีารศึกษาผลกระทบของการทํางานของโปรตีน VacA อยูเร่ือยมาจนถึงปจจุบนั 

โปรตีน CagA(cytotoxin-associated antigen) เปนอีกโปรตีนที่สําคัญ และมีการศึกษา

เปนจํานวนมากเกี่ยวกับโปรตีนตัวนี ้โปรตนี CagA สรางมาจากยนี cagA ซึ่งยนี cagA เปนสวน

หนึง่ของกลุมยนี cag Pathogenicity Island(cag PAI) หนาที่ของยนี cag PAI คอืสรางโปรตีมที่

เปนสวนประกอบของ Type 4 secretion system ซึ่งเปนระบบที่เชื้อ H. pylori ใชในการบุกรุกเขา

ไปในเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร ยีน cag PAI มีขนาดประมาณ 40 kb DNA ประกอบดวยยนี 31 

ยีน คือ ยนี cagA-cagZ และ cagα-cagζ(26) 

 
รูปที่ 2.4 แสดงการทํางานของยีน cag Pathogenicity Island

ยีน cagA เมือ่ถูกถอดรหัสจะไดโปรตีนทีม่ีขนาดประมาณ 120 kDa หลังนั้นจะถูกสงผานเขาไปใน

เซลลเยื่อบุกระเพาะอาหารผานทาง Type 4 secretion system จากนั้นโปรตนี CagA จะถกู 

phosphorylation ที่ตําแหนง EPIYA motif (ตําแหนงทีป่ระกอบดวยกรดอะมิโน 5 ตัวเรียงกนั คอื 

Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala) โดย EPIYA motif สามารถแบงออกเปน 3 ซับยูนิต ในเชือ้ H. pylori 

สามารถมีสวนของ EPIYA motif ได 2 แบบ คือ EPIYA motif ที่ประกอบดวยซับยูนิต A,B และ C 

ซึ่งสวนใหญพบในเชื้อ H. pylori สายพนัธุที่อยูในแถบโลกตะวนัตก และ EPIYA motif ที่
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ประกอบดวยซับยูนิต A,B และ D ซึ่งสวนใหญพบในเชื้อ H. pylori สายพนัธุที่อยูในแถบเอเชยี

ตะวันออก(27) 

 
รูปที่ 2.5 แสดงลักษณะ EPIYA motif ของโปรตีน CagA 

 

เมื่อโปรตีน CagA ถูกสงเขาไปในเซลลจะจับกับ Src family protein tyrosine kinases (SFK) ของ

โฮสตเซลลเพือ่ที่จะเกิดกระบวนการ  phosphorylation(28) เมื่อโปรตีน CagA ถูก 

phosphorylation ที่ตําแหนง tyrosine ของ EPIYA motif แลว โปรตีน CagA จะอยูในรูป active 

และจับกับ Src homology 2 domain containing tyrosine phosphatase (SHP2) เปนผลใหเกดิ

การสงสัญญาณกระตุนการทํางานของเซลลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของการหลั่ง cytokine, การ

เปล่ียนแปลงของ cell cycle และการเปลีย่นแปลงของ cell structure จากการศึกษาพบวาเชื้อ H. 

pylori สายพนัธุที่อยูในแถบเอเชียตะวนัออกที่ม ี EPIYA motif ในซับยูนิตที่ 3 เปนชนิด D จะมี

ประสิทธิภาพสามารถจับกบั SHP2 ไดดีกวา EPIYA motif ที่มีซบัยูนิตที ่ 3 เปนชนิด C มี

ความสัมพันธกับการเกิดมะเร็งในกระเพาะอาหาร(29) SHP2 ที่ถูกกระตุนโดยโปรตีน CagA จะ

กระตุนการทาํงานของ extracellular signal-regulated kinase (Erk) เปนผลใหเกิดการเปลื่ยน

รูปรางของโฮสตเซลล นอกจากนี้ยังมีผลทําใหเกิดกระบวนการ dephosphorylates กับ focal 

adhesion kinase (FAK) เปนผลให FAK ไมทํางาน กอใหเกิดการตายของโฮสตเซลลมากขึ้น(30) 

 โปรตีน CagA ที่ผานกระบวนการ phosphorylation พบวา รอยละ 80 จะจับกับ SHPS และอีก

รอยละ 20 จะสามารถจับกบั carboxy-terminal Src kinase (Csk) ซึง่จะมีผลยับยัง้การทํางาน

ของ SFK(31) 
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รูปที่ 2.6 แสดงกลไกการทาํงานของโปรตนี CagA นับต้ังแตถูกนาํพาเขาไปในเซลลเยื่อบุกระเพาะ

อาหารจนถงึผลกระทบที่เกิดข้ึนตามมา 

 

โปรตีน CagA ที่ถกูฉีดเขาไปในโฮสตเซลลบางสวนสามารถจะจับกบั zonula occludens-1 (ZO-

1) และ junctional adhesion protein (JAM) ทาํใหเกิดการเรียก SHP2 มาจับเกิดการสงสัญญาณ

ตางๆตอไป(32) โปรตีน CagA สามารถจบักับ growth factor receptor bound protein 2 (Grb2) 

และ son of sevenless (Sos) เกิดเปนโมเลกุลขนาดใหญ นอกจากนี้โปรตีน CagA ยังสามารถจับ

กับ C-Met hepatocyte growth factor receptor(C-Met) และ phospholipase C-g (PLCg)(33, 

34) ถึงแมจะรูวาโมเลกุลรวมระหวางโปรตีน CagA กับ C-Met จะทําใหเกิดการเปลีย่นแปลงรูปราง

ของโฮสตเซลล แตยังไมทราบผลที่แนชดัของโมเลกุลที่เกิดจากการจับกันของโปรตีน CagA กับ 

PLCg การจับกันของโปรตนี CagA กับ Grb2 นัน้ไมตองอาศัยกระบวนการ phosphorylated ของ

โปรตีน CagA กอน ปจจุบันพบวาโปรตีน CagA สามารถกระตุนการทาํงานของ nuclear factor of 

activated T cells(NFAT) จากการกระตุนการทํางานของ NFAT ทาํใหเกิดการสงสัญญาณตอไป

กระตุนการทาํงานของ p21Cip1 cyclindependent kinase inhibitor ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง

ตางๆของโฮสตเซลลตามมา(35) การทีโ่ฮสตเซลลไดรับโปรตีน CagA เขาไป โปรตีน CagA จะมี

กระบวนการตางๆเกิดขึ้น 2 ทาง ทางแรกเกิดกระบวนการ phosphorylation แลวโปรตีน CagA จึง

จับกับ SHP2 เกิดการสงสัญญาณตางๆตามมา ทางที ่ 2 คือ ไมผานกระบวนการ 

phosphorylation โดยตัวโปรตีน CagA เองไปจับหรือกระตุนการทํางานของสญัญาณตางๆใน
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โฮสตเซลล ทัง้ 2 ทางสงผลใหเกิดการเปลีย่นแปลง 3 แบบ คือ 1) กระตุนใหเกิดการจัดเรียงตัวใหม

ของ cytoskeleton ทําใหเซลลมีรูปรางเปลี่ยนไปและสญูเสียการทํางาน 2) กระตุนการทาํงานของ 

NF-κB ทําใหเกิดการหลั่งของ IL-8 เปนเหตุทาํใหเกิดการเกาะกลุมของ neutrophil กอใหเกิดการ

อักเสบ 3) ทําใหเซลลเกดิการหลัง่ growth factor และ cytokine ตางๆ กอใหเกิดการ 

apoptosis(25) 

 
การเกาะติด(adherence) และการโคโลไนส(colonization) 

ในการศึกษาโรคที่เกิดจากแบคทีเรียมักทําการศึกษามุงเนนไปที่การกอโรค และความ

รุนแรงของโรคที่เกิดขึ้นจากแบคทีเรีย แตในการศึกษาเชือ้ H. pylori มีการศึกษาจาํนวนมากที่เนน

ไปในการศึกษาการเกาะติด(adhesion) และกระบวนการ colonization บนโฮสตเซลล ถึงแมจะไม

กอใหเกิดการทําลายโฮสตเซลล แตในการศึกษาของเชือ้ H. pylori นั้นจาํเปน เพราะวาเชื้อ H. 

pylori มีความสามารถคงอยูบนโฮสตเซลลไดนานหลายปโดยไมมกีารแสดงอาการใดๆ ใน

กระบวนการ colonization ของแบคทเีรียโดยทัว่ไปประกอบดวย 4 ข้ันตอนดวยกนั 1) การ

เคลื่อนยายจากโฮสตตั้งตนไปสูโฮสตใหม 2) แบคทีเรียทําการเกาะตดิกับ receptor ที่จําเพาะใน

โฮสตใหม 3) การหลบหลกี หรือทําลายระบบปองกนัของโฮสต และ4) การยึดครองสารอาหาร 

และทรัพยากรตางๆจากโฮสต ส่ิงที่ตางกนัชัดเจนระหวางกระบวน colonization กับพยาธิสภาพ

การกอโรค(pathogenesis) คือ กระบวนการ colonization จะไมมีการทาํลายโฮสตเซลล(36) 

ตัวอยางเชน Escherichia coli จะไมทําลายลําไส หรือ Staphylococci บนผิวหนังจะไมทาํลาย

เซลลผิวหนงั การเกาะติดของเชื้อ H. pylori เปนสิ่งจาํเปนที่ตองพิจารณาในการกําจัดการติดเชื้อ 

H. pylori เนื่องจากมีหลายปจจัยทีท่ําใหเชื้อ H. pylori ฝงแนนอยูในเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหารได

เปนระยะเวลายาวนาน การเกาะติดตางจากกระบวนการ colonization อยูหลายประการไดแก 

การเกาะติดไมเกี่ยวของกับการ turnover ของเซลล, ระบบภูมิคุมกันของโฮสต และผลกระทบจาก

ความหนาแนนของเซลล แตกระบวนการ colonization ตองคํานึงถึงปจจัยเหลานี ้

 
ปจจัยที่เกี่ยวของในการโคโลไนส การเกาะติด และการบกุรุกเซลลของเชื้อ H. pylori 

ปจจัยทีม่ีผลตอการติดเชื้อ H. pylori มีอยูหลายปจจัยดวยกัน โดยปจจัยแรกมาจาก

ผลกระทบของโฮสตเซลล จากการศึกษาพบวาพนัธุกรรมของโฮสตมคีวามเกี่ยวเนือ่งกับการติดเชื้อ 

H. pylori การศึกษาในฝาแฝดพบวา ในฝาแฝดแทมี 81 %ที่จะมีการติดเชื้อ H. pylori ทัง้คู มีนอย

รายที่คนหนึ่งติดเชื้อแตอีกคนหนึ่งไมติดเชือ้ เมื่อเทียบกับการศึกษาในฝาแฝดไมแทพบวามเีพยีง 

63 %ที่จะมีการติดเชื้อ H. pylori ทั้งคู(37) ในการศึกษาชนิดของ HLA (human leucocyte 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=562&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
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antigen) ทีย่อมใหมีการติดเชื้อ H. pylori  ไดแก HLA DR, HLA DQ*0301, HLA DQA1*0301 

และ HLA DQ5 แต HLA เหลานี้กย็อมใหเกิดการติดเชื้อของแบคทีเรียชนิดอื่นดวย นอกจากนีย้ัง

พบวา HLA บางชนิด เชน HLA-DQA1*0102 สามารถปองกนัการเกิดโรคกระเพาะอาหารอักเสบ 

และโรคลําไสเล็กสวนตนอักเสบ จากการติดเชื้อ H. pylori ได(38) แตอยางไรก็ตามความรูใน

ปจจุบันเกีย่วกบัผลกระทบของโฮสตตอกระบวนการ colonization ของเชื้อ H. pylori ยังมีไมมาก

นัก  

ปจจัยที ่ 2 เกีย่วกับระบบภูมิคุมกันของโฮสต มีการศึกษาคนควาที่จะผลิตวคัซีนที่จะ

ปองกนัเชื้อ H. pylori อยางถาวรแตก็ไมประสบผลสําเร็จ จงึทําใหมีการศึกษาในวงกวางถงึ

ภูมิคุมกันแบบที่มีมาแตกําเนดิ (innate immunity) และแบบที่สรางขึ้นเองภายหลงั (humoral 

immunity) เพือ่ที่จะนํามาดดัแปลงในการปองกนัการตดิเชื้อ H. pylori(39) ตั้งแตเร่ิมมีการติดเชือ้ 

H. pylori จะกระตุนใหมีการตอบสนองของ Th1-cell มีผลทําใหมีการเพิ่มข้ึนของ IFN-γ มีบาง

สมมุติฐานเชื่อวาการตอบสนองของ Th2-cell จะชวยลดการติดเชื้อ H. pylori ในการทดลองเพื่อ

พิสูจนไดทาํในหนูที่ดัดแปลงพนัธุกรรมใหมีการยับยั้งการแสดงออกของ Th2-cell แตมีการ

แสดงออกของ Th1-cell ทีม่าก พบวาเมือ่ทําใหติดเชื้อ H. felis มีการติดเชื้อที่มากข้ึนของหนทูีม่ี

การดัดแปลงพันธกุรรมเมื่อเทียบกับหนูกลุมควบคุม ซึ่งเปนการสนับสนนุสมมุติฐานขางตน(40) 

แต Chen และคณะซึ่งทําการทดลองในลกัษณะเดียวกนักลับไมพบการติดเชื้อที่เพิม่ข้ึนในกลุมหนู

ที่มีการดัดแปลงพนัธุกรรมเมื่อใชเชื้อ H. pylori (41) อยางไรก็ตามการศึกษาเกี่ยวกับ Th2-cell ตอ

การติดเชื้อ H. pylori ก็ยงัไมเปนที่แนชัดนัก นอกจากนีย้ังมกีารศึกษาถึงฮอรโมนตัวหนึง่ตอการตดิ

เชื้อ H. pylori ฮอรโมนตัวนัน้ คือ gastrin เปนฮอรโมนที่สรางมาจาก G เซลลในสวน antrum ของ

กระเพาะอาหารทําหนาที่ในการกระตุนการหลั่งของกรดในกระเพาะอาหาร ในคนไขที่มีการติดเชือ้ 

H. pylori มีบอยครั้งทีพ่บวามีการหลั่งของ gastrin มากขึ้น(42) พบวา gastrin มีสวนชวยในการ

เจริญเติบโตของเชื้อ H. pylori เมื่อทําการทดลองเลี้ยงเชื้อ H. pylori ในอาหารเพาะเลี้ยงที่มีความ

เขมขนของ gastrin ตางกนัพบวาการเจริญเติบโตของเชื้อ H. pylori แปรผันตรงกับความเขมขน

ของ gastrin(43) สารจําพวก proinflammatory cytokines ไดแก IL-1ß และ TNF-α ซึ่งผลิตจาก

เม็ดเลือดขาวชนิด monocyte พบวาสามารถกระตุนการหลั่งของ gastrin โดยการกระตุนการ

ทํางานของ G เซลลในกระเพาะอาหาร(44) โดยสรุปกค็ือ gastrin สามารถถูกกระตุนใหหลั่งมาก

ข้ึนเมื่อมีการติดเชื้อ H. pylori และเชื้อ H. pylori ใช gastrin ในการเจริญเติบโต อยางไรก็ตามยัง

ไมเปนที่แนชัดนักสําหรับระบบภูมิคุมกันแบบที่มีมาแตกาํเนิดวาจะเปนประโยชนตอการติดเชื้อ H. 

pylori เนื่องจากระบบภูมิคุมกันชนิดนีท้ําใหมีการหลั่งของ gastrin มากขึ้น และเพิม่ความเปนกรด

ในกระเพาะอาหาร ซึ่งเกิดขึ้นเปนปกติเมื่อมีการติดเชื้อ H. pylori(45) 
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ปจจัยอื่นๆมีผลตอการติดเชื้อ H. pylori ไดแก ชนิดของอาหารที่ไดรับ, ยา และปจจัยจาก

สภาพแวดลอม โดยทัว่ไปแลวเชื้อ H. pylori มีระบบปองกนัตัวเองหลายๆอยางจากปจจัยภายนอก 

เชน สามารถมีชีวิตอยูไดในกระเพาะอาหารที่มีสภาวะเปนกรด และสามารถหลบเลี่ยงระบบ

ภูมิคุมกันได เปนตน ดังนั้นการปองกนัการปนเปอนเชื้อ H. pylori ทีม่ากับอาหารประจําวนัจึงเปน

วิธีที่ดทีี่สุดสําหรับการปองกนัการติดเชื้อ H. pylori 

 
ยีนที่เกีย่วของกับการเกาะติดและการบกุรุกเซลล ของเชื้อ Helicobacter pylori 

การเกาะติดและการบุกรุกเซลลของเชื้อ H. pylori ตองอาศยัสารที่มีคุณสมบัติเปน 

Adhesins อาจเปนสารจําพวก โปรตีน, น้าํตาล หรือ ไขมัน ก็ได ซึ่งมีหนาทีใ่นตอนตนของ

กระบวนการ colonization หนาทีห่ลักของมัน คือ เปนตัวกลางเชื่อมโยงระหวางตวัแบคทีเรีย กับ

พื้นผวิของโฮสตเซลล สาร Adhesin โดยทั่วไปมกัจะถูกจัดใหเปน virulence factors ของเชื้อ

แบคทีเรีย โฮสตเซลลจะม ี receptors หลากหลายชนดิ ประกอบดวย ไขมัน, โปรตีน, ไกลโคลปิด 

หรือ ไกลโคโปรตีน การเกาะติดของแบคทีเรียกับ receptors บนโฮสตเซลลจะทําใหเกิดการสง

สัญญาณตางๆตามมาเหนีย่วนาํใหเกิดการเกาะกลุมกนัของเม็ดเลือดขาว และเกิดกําจัดสิ่ง

แปลกปลอมในที่สุด เชื้อ H. pylori มีการพัฒนาการเกาะติด และกระบวนการ colonization ใหมี

กลไก และลักษณะที่จาํเพาะกับเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร 

Adhesins ของเชื้อ H. pylori มักมีปญหาในการระบวุา receptors ตัวไหนของโฮสตเซลล

ที่จับกับ Adhesins แตละตัว เพราะการเกาะติดของเชือ้ H. pylori แตกตางกนัในแตละสายพนัธุ, 

การแสดงออกของจํานวน Adhesins แตกตางกนั, ความแตกตางกันของการแสดงออกของ 

Adhesins ในแตละการเลี้ยงมีสภาพแวดลอมตางกนั, ความแตกตางของรูปรางเชื้อ H. pylori ที่

เปนรูปรางปกติ กับรูปราง coccoid , การใชโฮสตเซลลที่แตกตางกันในการทดสอบระบุ receptors 

ของ Adhesins , ปญหาที่เกิดจากการ autolysis ของเชื้อ H. pylori, ความหลากหลายของการ

แสดงออกของ receptors ที่เกิดจากการสัมผัสกับเชื้อ H. pylori และความหลากหลายของการ

แสดงออกของ receptors ที่เกิดจากโฮสตที่ตางกัน ยังไมมีการศึกษาใดที่บงบอกบทบาทของยนีที่

เกี่ยวกับ Adhesins ที่แนชัดในสิ่งมีชวีิต เนื่องจากความสัมพันธระหวาง Adhesins เชื้อ H. pylori 

ที่กอใหเกิดการเกาะติด และกระบวนการ colonization นัน้เปนแบบหลายปจจัย(multifactors) 

และไมมี Adhesins ที่ทาํงานเพยีงตวัเดียวในการเกาะตดิ และกระบวนการ colonization แตจาก

การศึกษาก็พบวาเชื้อ H. pylori ทีเ่กาะติดอยูบนเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหารมีความสามารถ

ตอตานยาปฏิชีวนะไดดีกวาเชื้อ H. pylori ที่ลองลอยยูเดีย่วๆ 100-1000 เทา(7) 
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Adhesins ของเชื้อ H. pylori มักเปนกลุมของโปรตีนที่อยูบนพื้นผวิของเยื่อหุมเซลลมีชื่อ

เรียกวา Outer membrane proteins (OMPs) โดยมีหลายยนีที่เกี่ยวของดวยกนั ไดแก alpA, 

alpB, babA, oipA, hopZ, hsp60, hsp70 และกลุมของ LPS เปนตน กลุมของยีนที่คาดวา

สําคัญ และมกีารศึกษากนัมากในปจจุบนัไดแกยีน alpA, alpB และ babA  

ยีน alpA และ alpB จะถูกถอดรหัสเปนโปรตีน Adhesin ที่มีจํานวนของกรดอะมิโน 518 

ตัว แตยังไมทราบวา receptor ของโฮสตเซลลที่จับกับโปรตีนที่ถอดรหัสจากยนี alpA และ alpB 

คืออะไร(46) แตจากการศึกษาของ Ramon de Jonge และคณะ ถึงบทบาทของยนี alpA และ 

alpB ในกระเพาะของหนูทดลองโดยใชเชือ้ H. pylori ทีม่ีการดัดแปลงพนัธุกรรมใหไมสามารถ

แสดงออกของยีน alpA และ alpB พบวาเมื่อเชื้อ H. pylori ขาดยีนดงักลาวจะทาํใหเชื้อเสยี

ความสามารถในการเกาะตดิ และบุกรุกเซลลกระเพาะอาหาร(47) นอกจากการทดลองใน

สัตวทดลองแลวยงัมีการศึกษาผลของยนี alpA และ alpB ในการเกาะติด AGS เซลลซึ่งเปน

เซลลมะเร็งเยือ่บุกระเพาะอาหารพบวาทั้งยีน alpA และ alpB มีสวนเกี่ยวของกับการเกาะติดเซลล 

AGS ของเชื้อ H. pylori (48)   

ยีน babA จะถูกถอดรหัสเปนโปรตีนที่มีขนาด 78 kDa โดยโปรตีน BabA (blood group 

antigen-binding adhesin) จะไปจับกับ Lewis b antigen ของเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร พบวา

เชื้อ H. pylori กวาครึ่งหนึง่มียีน babA(49) จากการศึกษาพบวาโปรตีน BabA จะจบักับ Lewis b 

antigen ในบริเวณโครงสรางที่เปน fucosylated มีการศึกษาผลของ monoclonal antibodies 

ของ Lewis b ตอการเกาะติดเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหารของเชื้อ H. pylori  พบวา monoclonal 

antibodies สามารถยับยัง้การเกาะติดของเชื้อ H. pylori  ไดจงึเห็นวาการทีเ่ติม monoclonal 

antibodies ของ Lewis b ลงไปในการทดลอง  monoclonal antibodies นัน้จะไปจบักับ Lewis b 

antigen ของโฮสตเซลล เมือ่นําเชื้อ H. pylori  มาทาํการทดลองการเกาะติดเซลลเยื่อบุกระเพาะ

อาหารจึงทําใหเชื้อ H. pylori  นัน้มีการเกาะตดิที่นอยลง(50) นอกจากนีย้ังมกีารศึกษา

ความสัมพันธของโปรตีน BabA กับการเกิดแผลที่บริเวณลําไสเล็กสวนตน และการเกิดมะเร็งโดย

ใชเชื้อ H. pylori ที่มียนี cagA และ vacA พบวามีความสัมพนัธกนั(51) มีการศึกษาจํานวนมากที่

ทําใหเขาใจการเกาะติดของเชื้อ H. pylori ผานทาง receptors ของ Lewis b อยางไรก็ตามการ

เกาะติดของเชือ้ H. pylori กไ็มเปนไปอยางที่คิดเพราะวา 1) ไมใชเชื้อ H. pylori ทกุสายพันธุที่จะ

จับกับ Lewis b antigen ของโฮสตเซลล 2) Lewis b antigen สามารถพบไดบนทุกเนื้อเยื่อของ

โฮสตเซลลทาํใหไมสามารถอธิบายถึงความจําเพาะกับบางเนื้อเยื่อได 3) การแสดงออกของ Lewis 

b antigen ในแตละโฮสตเซลลไมแนนอน ดังนัน้โฮสต และแบคทีเรียจงึมีบทบาทซึ่งกันและกนัที่จะ

มีผลกระทบตอการเกาะติด และกระบวนการ colonization(52) 
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ในการศึกษาปจจุบันมีคาํถามอยูวา receptors ของ Lewis b antigen ทาํหนาทีห่ลักใน

การเกาะติดของเชื้อ H. pylori หรือไม จากการศึกษาแสดงใหเห็นวาการเกาะติดของเชื้อ H. pylori 

ตอ Lewis b antigen เปนอสิระตอกัน(53) ในการศึกษาตอมาของ Clyne และ Drumm(54) พิสูจน

โดยใชโฮสตเซลลทีมี่ Lewis a และ b มาทาํการบมรวมกับ monoclonal antibodies ทั้ง 2 ชนิด 

กอนที่จะทดสอบการเกาะตดิโดยใชเชื้อ H. pylori 3 สายพนัธุ พบวา Lewis antigens บนเซลล

กระเพาะอาหารไมมีความสมัพันธกนักับการแสดงออกของโปรตีน BabA  ของเชื้อ H. pylori  ใน

การศึกษาเชื้อ H. pylori ทีแ่ยกไดจากเดก็ทัง้หมด 32 สายพนัธุพบวามีเพยีง 4 สายพนัธุที่มกีาร

แสดงออกของยีน babA(55) และพบวาเชือ้ H. pylori ทีแ่ยกไดจากคนไขใหมๆมีเพียงรอยละ 50 ที่

มีการแสดงออกของยนี babA(56) ทําใหเปนทีน่าคิดวายีน babA อาจจะไมใชสาร Adhesin หลกั

ที่ใชในการเกาะติดเซลลกระเพาะอาหารของเชื้อ H. pylori ก็ได จากการทดลองตางๆทีก่ลาวมา

อาจสรุปไดวา 1) เชื้อ H. pylori สามารถจับกับ Lewis b antigen ไดทั้งในการทดสอบในหลอด

ทดลอง และในส่ิงมชีีวิต แตไมจําเปนเสมอไปสําหรับการเกาะติด 2) สาร Adhesin ที่ไดจากยีน 

babA จะมีความสัมพนัธกบั  Lewis b antigen บนโฮสตเซลล และ 3) โฮสตเซลลสามารถมกีาร

เปล่ียนแปลงโครงสรางน้าํตาลบนผวิเซลลเพื่อตอบสนองตอการเกาะติดของเชื้อ H. pylori 
  

การบกุรุกเซลล(Internalization) ของ H. pylori ในเซลลเพาะเลี้ยง 
ในการศึกษากระบวนการ Internalization ของเชื้อ H. pylori ในหลอดทดลองมกีารใช

เซลลมะเร็งหลายชนิดดวยกนัทีน่ิยมใชในการทดสอบ ไดแก AGS (human gastric epithelial 

adenocarcinoma cell line), MKN-45(human, stomach, adenocarcinoma), AZ-521(Human 

gastric cancer cell line) และ HEp-2(Epidermoid carcinoma, larynx, human) เปนตน ใน

การศึกษาทดลองเปรียบเทยีบความสามารถในการเกาะติดของเชื้อ H. pylori(6) กับเซลลมะเรง็ 4 

ชนิด พบวา เชื้อ H. pylori สามารถเกาะกับเซลล HEp-2 ไดมากที่สุดรองลงมาคือ เซลล AGS ทํา

ใหมีการใช เซลล HEp-2 เปนเซลลในการศึกษาเกีย่วกบัการเกาะติดและบุกรุกของเชื้อ H. pylori 

มากขึ้น เนื่องจากหาไดงาย สามารถเลีย้งไดงาย และ มีประสิทธิ์ภาพในการศึกษามากกวาเซลล 

AGS ในการศึกษาของ Bjorkholm B และคณะ ไดทําการศึกษาปจจัยของเชื้อ H. pylori ในการ

เขาสูเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร โดยเปรียบเทียบระหวางเซลล HEp-2 กับ เซลลเยื่อบุกระเพาะที่

ไดจากคนไข พบวาความสามารถในการเขาสูเซลลของเชื้อ H. pylori ของเซลลทัง้สองมี

ประสิทธิภาพเทากนั และยงัพบอีกวาเชื้อ H. pylori สายพนัธุทีม่ียนี vacA มีประสิทธิภาพในการ

เขาสูเซลล HEp-2 ไดดีกวาเซลลเยื่อบุกระเพาะที่ไดจากคนไข(57) ในการศึกษาการเกาะติด และ

กระบวนการ Internalization ของเชื้อ H. pylori กบัเซลล HEp-2(58) พบวาเซลล HEp-2 นัน้มี

http://www.biotech.ist.unige.it/cldb/spe16.html
http://www.biotech.ist.unige.it/cldb/tis124.html
http://www.biotech.ist.unige.it/cldb/tum77.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Bjorkholm+B%22%5BAuthor%5D
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ความสามารถที่รวดเร็วในการจับกับเชื้อ H. pylori, เซลล HEp-2 ตองการ N-

acetylneuraminyllactose-binding adhesin ของเชื้อ H. pylori ในการจับกับเซลล HEp-2 และ

พบวาในการเติม  Dansylcadaverine ซึ่งเปนสารทีม่คีุณสมบัติยับยั้งการทาํงานของ receptor 

ของเซลล HEp-2 สามารถหยุดยัง้การรับเชื้อ H. pylori เขาไปในเซลลได แตไมสามารถยับยั้งการ

เกาะติดของเชือ้กับเซลลได และการศึกษานี้ยงัพบอีกวา การบมเชื้อ H. pylori รวมกบัเซลล HEp-

2 ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส ไมสามารถยับยั้งการเกาะติดของเชื้อกบัเซลลได  
  

ระบาดวิทยาของเชื้อ Helicobacter pylori 
การศึกษาระบาดวิทยาของเชื้อแบคทีเรียมกัแบงการศึกษาออกเปน 3 ทางดวยกนั ไดแก 

1) การศึกษาแหลงที่มาของโรค (source of infection), 2) การศึกษาเสนทางการติดตอของโรค 

(route of transmission) และ 3) การศึกษาความชุกของโรค (prevalence of infection) มี

การศึกษาระบาดวิทยาของเชื้อ H. pylori นับต้ังแตมีการคนพบเชื้อ H. pylori มากมาย ทําให

คําถามหลายๆคําถามไดรับคําตอบ แตก็ยังมีอีกหลายคําถามทีย่ังเปนทีโ่ตเถียงกนัมายังไมส้ินสุด

จนถงึปจจุบนั 

 
แหลงที่มาของการติดเชือ้ (Source of infection) 

มีการศึกษาจาํนวนมากที่มวีัตถุประสงคทีจ่ะเขาใจถงึแหลงที่มาของเชื้อ H. pylori จาก

ส่ิงแวดลอม การศึกษาสวนใหญจาํเพาะลงไปที ่ สัตว และแหลงน้าํ วาเปนแหลงที่มาของเชื้อ H. 

pylori ในชวงแรกๆมีความเปนไปไดวาเชือ้ H. pylori เปนเชื้อที่ติดตอมาจากสัตว (zoonosis) 

เนื่องจากการศึกษาทางน้าํเหลืองวิทยา (serology) พบวาความชกุของการติดเชือ้ H. pylori ใน

คนงานโรงฆาสัตว หรือคนที่ทาํงานที่เกี่ยวกับสัตว มกีารติดเชื้อ H. pylori สูงขึน้เมื่อเปรียบเทยีบ

กับคนที่ไมไดทํางานเกีย่วกบัสัตว(59) ในการคนพบนี้เปนทีก่ังขา และมีคําถามตางๆตามมา แตใน

ปจจุบันไดมีคําอธิบายเกีย่วกับความชุกของการติดเชื้อ H. pylori ในคนที่ทาํงานที่เกีย่วกับสัตววา

มาจากการเกดิปฏิกิริยาขามกลุม(cross reaction) ระหวางแอนตบิอดีของเชื้อ H. pylori กับ

แบคทีเรียในระบบทางเดนิอาหารชนิดอื่น ไดแก Campylobacter jejuni (60) จากการศึกษาของ 

Dore และคณะ(61)พบวาในคนเลี้ยงแกะบนเกาะ Sardinian ในประเทศอิตาล ีทีม่ีการคลุกคลอียู

กับฝูงแกะ และสุนัขเลี้ยงแกะมีการติดเชื้อ H. pylori ถึงรอยละ 98 ซึ่งสงูขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกบั

สมาชิกในครอบครัวที่มหีนาที่เกีย่วกับการดูแลสัตวซึ่งมกีารติดเชื้อ H. pylori รอยละ 73 และจากผู

บริจาคเลือดซึ่งมีการติดเชื้อ H. pylori รอยละ 46 ผูวิจัยไดสรุปวาวงจรการติดเชือ้ H. pylori ใน

กรณีนี้ในสิง่แวดลอมมาจากสัตว(แกะ และสุนัข) และมนุษยดวยกนั ในการศึกษาทางน้าํเหลอืง

วิทยาถงึความสัมพันธระหวางสัตวเลีย้ง กับเจาของในการติดเชื้อ H. pylori พบวาผลที่ไดไม

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=197&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock


 
 
 18 
สนับสนนุวาแหลงที่มาของโรคมาจากสัตว(62) ในการทดลองจําแนกเชื้อ H. pylori จากกระเพาะ

อาหารของแมวที่ไมมพียาธสิภาพของการติดเชื้อ H. pylori โดย Handt และคณะ(63)พบวาแมว

อาจจะเปนพาหะกกัตุนเชื้อ(resovoir host)ที่สําคัญ มีการทดลองที่บงบอกวาแมลงวนับานเปนตัว

นําพาใหเกิดการติดเชื้อ H. pylori(64) ซึ่งสันนษิฐานวาแมลงวนับานซึ่งกนิอุจจาระของมนุษยเปน

พาหะของการติดเชื้อ H. pylori แตก็มีการพิสูจนพบวาแมลงวนับานไมไดเปนพาหะของการติดเชื้อ 

H. pylori และก็ไมไดเปนพาหะกกัตุนเชื้อ H. pylori(65) 

แหลงที่มาของเชื้อ H. pylori ที่มกีารรายงานเปนอันดับแรกโดย Klein และคณะ(66) มี

การเสนอวาน้าํดื่มเปนแหลงที่มาของเชื้อ H. pylori จากการศกึษาของพวกเขาพบวาเด็กใน

ประเทศเปรูที่ใชน้ําจากนอกระบบสาธารณูปโภคมีการติดเชื้อ H. pylori มากกวาเด็กที่ใชน้าํจาก

ระบบสาธารณูปโภคถึง 3 เทา ถงึแมวาในขณะนัน้การเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori ยังไมเปนที่ประสบ

ผลสําเร็จ ในโคลัมเบียพบวาการติดเชื้อ H. pylori ในเด็กมีความสมัพันธกับการวายน้าํมากกวา 1 

คร้ังใน 1 ป ในแมน้าํ, น้ําตก และ สระวายน้าํ(67) ในตอนใตของอเมริกา Hopkins และคณะได

ศึกษาพบวาเด็กที่บริโภคผักที่ไมผานการปรุงสุก ซึ่งผกันั้นปนเปอนน้าํที่ไมสะอาด มีการติดเชื้อ H. 

pylori อยางไรก็ตามความสัมพันธนีพ้บในเด็กที่มีอายมุากกวา 5 ป(68) มีหลายการศึกษาที่มกีาร

คนพบชิน้สวนดีเอ็นเอที่จาํเพาะกับ primer ของยีน ureH ของเชื้อ H. pylori ในแหลงน้าํจากแหลง

ตางๆ ไดแก บอน้ํา, น้ําพุตามธรรมชาต,ิ แมน้ํา และทะเล แตไมพบในน้าํประปาในประเทศญี่ปุน

(69) ถึงแมวาหลายๆการศึกษาสนับสนนุขอสันนิษฐานทีว่าแหลงน้าํเปนแหลงที่มาของเชื้อ H. 

pylori แตก็มีหลายปจจัยสําคัญที่ตองพจิารณา ประการแรก การตรวจหาดีเอน็เอของเชื้อ H. 

pylori ไมไดบงบอกถงึการมเีชื้อ H. pylori ทีม่ีชีวิตอยูในแหลงน้าํ ประการที่ 2 ความจําเพาะของ

การทาํ PCR มีความเปนไปไดวาสิ่งที่ตรวจพบอาจไมใชเชื้อ H. pylori แตเปนเชื้อ Helicobacter 

spp. อ่ืนๆที่ไมทราบแนชัดก็เปนได มีความพยายามทีจ่ะทาํการเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori จากแหลง

น้ําแตก็ยงัไมเปนที่สําเร็จ จึงมีขอสันนิษฐานถึงการเพาะเลี้ยงที่ไมสําเร็จนัน้มีผลมาจากความจริง

ที่วาเมื่อเชื้อ H. pylori สัมผัสกับส่ิงแวดลอมที่ไมเหมาะสมเชื้อ H. pylori จะอยูในรูปที่ไมสามารถ

เพาะเลี้ยงได คือ อยูในรูป coccoid(70) ถึงแมวามกีารศึกษาทีพ่บวาเชื้อ H. pylori ที่อยูในรูป 

coccoid ไมใชรูปแบบของเชื้อ H. pylori ที่มีชีวิตแตเปนลักษณะของเชื้อ H. pylori ที่เขาสูระยะที่

เร่ิมมีการตายของเซลล(71) โดยสรุปแลวการคนหาแหลงที่มาของเชือ้ H. pylori จากสิง่แวดลอม

อาจยังมีขอกังขาอยู เนื่องจากมีความเปนไปไดนอยมากที่เชื้อ H. pylori สามารถมชีีวิตอยูรอดใน

สภาพแวดลอมธรรมชาต ิ
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วิธีการแพรเชื้อ(Route of transmission) 

เปนเรื่องที่ยากที่จะบอกวาเสนทางการติดตอของเชื้อ H. pylori จริงๆแลวมาจากทางไหน 

ในปจจุบันการศึกษาเสนทางการติดตอของเชื้อ H. pylori เปนเรื่องที่มีการศึกษามากที่สุดใน

การศึกษาดานระบาดวทิยาของเชื้อ H. pylori มีการคาดเดาเสนทางการติดตอของเชื้อ H. pylori 

ไวหลายทางดวยกนั ไดแก การติดตอจากทางกระเพาะสูปาก (gastro-oral transmission), การ

ติดตอจากทางปากสูปาก (oral-oral transmission) และการติดตอจากทางอุจจาระสูปาก (fecal-

oral transmission) เปนตน แตความพยายามที่จะสอบสวนกม็ีปญหาอยูคือ เชื้อ H. pylori จาก

ตัวอยางที่มาจากอุจจาระ หรือมาจากชองปาก มักมีแบคทีเรียชนิดอืน่ปะปนมาดวย และแบคทีเรีย

เหลานี้สามารถเจริญเติบโตไดดีกวาเชื้อ H. pylori ทําใหไมเห็นการเจรญิเติบโตเชื้อ H. pylori 

หลักฐานที่ยนืยันวาเสนทางการติดตอของเชื้อ H. pylori มาจากทางกระเพาะสูปาก ใน

การศึกษาของเหลวจากกระเพาะอาหารของคนไขที่ติดเชือ้ H. pylori พบวารอยละ 58 ของคนไข

สามารถตรวจพบเชื้อ H. pylori ได ทาํใหมีความเปนไปไดวาการอาเจยีนเอาของเหลวจาก

กระเพาะอาหารออกมาเปนหนทางหนึง่ในการสงผานของเชื้อ H. pylori(72) ในการสัมผัสโดยตรง

กับสารคัดหลัง่จากกระเพาะอาหารมีความเกี่ยวของกับความชกุของการติดเชื้อ H. pylori ซึ่งมีการ

รายงานในกลุมของแพทยทางระบบทางเดินอาหาร(73) มีการสนันษิฐานวาการอาเจียนเปนทางที่

เปนไปไดมากที่สุดในการติดตอของเชื้อ H. pylori ถงึแมวาเวลานี้จะยังมหีลักฐานสนับสนนุแนวคิด

นี้ไมมากนกั แตการอาเจียน และการนาํวัตถุที่ออกมาจากกระเพาะอาหารเขาสูปาก สามารถพบได

ทั่วไปในเดก็ หลักฐานหนึง่ที่สนับสนนุแนวคิดนี้มาจากการศึกษาของ Leung และคณะ(74) ใน

การศึกษาเด็ก 4 คนที่เปนโรคลําไสอักเสบ และมีการอาเจียน พบวา 1 คนของเด็กเหลานี้สามารถ

ตรวจพบการติดเชื้อ H. pylori ดวยวิธีทางน้ําเหลืองวิทยา อีก 2 คนสามารถตรวจพบเชื้อ H. pylori 

ในอาเจยีนดวยวิธ ี PCR ที่นาสนใจก็คอื เด็กที่เหลืออีก 1 คนที่ไมสามารถตรวจพบเชื้อ H. pylori 

ทั้งทางน้าํเหลอืงวทิยา และวิธ ีPCR เมื่อผานไป 6 เดือน เด็กคนนี้สามารถตรวจพบเชื้อ H. pylori 

ในอาเจยีนไดดวยวิธ ี PCR อีกการทดลองหนึง่ที่สนับสนนุแนวคิดนี้มาจากการทดลองของ 

Parsonnet และคณะ(75) ในการศึกษาสามารถทําการเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori ไดรอยละ 100 

จากอาเจียนของตัวอยางที่เปนผูใหญ ที่นาสนใจก็คือ มกีารเพาะเลีย้งเชื้อ H. pylori จากอากาศใน

ระยะ 0.3 เมตรจากบริเวณทีอ่าเจียน สามารถเพาะเลีย้งเชื้อ H. pylori 6 ตัวอยางจาก 16 ตัวอยาง 

คิดเปนรอยละ 37.5 แตเมื่อทําการเพาะเชือ้ H. pylori จากอากาศในระยะ 1.2 เมตรจากบริเวณที่

อาเจียนไมสามารถเพาะเลีย้งเชื้อ H. pylori ได 

มีความพยายามที่จะทาํการเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori จากสิ่งตวัอยางที่มาจากชองปากแต

ในหลายๆการทดลองก็ไมประสบความสาํเร็จ ในการศึกษาแรกๆของ Krajden และคณ(76) ในการ
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เพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori จาก dental plaque ของคนไขที่มีผลการทดสอบชิ้นเนื้อจากกระเพาะ

อาหารพบการติดเชื้อ H. pylori 29 ราย พบวามีเพยีง 1 ตัวอยางทีท่ําการเพาะเลีย้งสําเร็จ ใน

การศึกษาของ Ferguson และคณะ(77) พบวาสามารถเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori จาก dental 

plaque ได 1 ตัวอยางจาก 9 ตัวอยางของคนไขทีพ่บการติดเชื้อ H. pylori นอกจากนี้ยงัไดทดสอบ

ความเหมือนกนัของเชื้อ H. pylori ที่เพาะไดจาก dental plaque กบัที่กระเพาะไดจากกระเพาะ

อาหารดวยวธิ ี restriction fragment length polymorphism พบวาเชื้อ H. pylori ที่เพาะไดจาก 

dental plaque และกระเพาะอาหารมีลักษณะทีเ่หมือนกนั อยางไรก็ตามการเพาะเลี้ยงเชื้อ H. 

pylori จากสิง่ตัวอยางที่มาจากชองปากซึง่จะสนับสนุนวาเสนทางการติดตอของเชื้อ H. pylori มา

จากทางกระเพาะสูปากยังทําไดยาก แตก็ยังมีการรายงานการศึกษาออกมาเรื่อยๆในปจจุบัน 

หลักฐานที่ยนืยันวาเสนทางการติดตอของเชื้อ H. pylori มาจากทางอุจจาระสูปาก คร้ัง

แรกในป 1992 จากการเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori ที่มาจากการอุจจาระ(78) นอกจากนี้ยงัมีการ

ตรวจหาดีเอน็เอของเชื้อ H. pylori จากอุจจาระ มีผลการรายงานที่หลากหลายออกไป วาสามารถ

ตรวจพบไดตั้งแต 25-90% ของตัวอยาง(79, 80) ซึ่งบางรายงานก็มกีารรายงานวาการตรวจหาดี

เอ็นเอของเชื้อ H. pylori จากอุจจาระไดต่ํากวา 10% ของตัวอยาง(81) จึงเปนไปไดวาอุจจาระเปน

อีกทางหนึง่ในการแพรกระจายการติดตอของเชื้อ H. pylori 
 
อัตราการติดเชื้อ(Prevalence of infection) 

ระบาดวิทยาและการแพรกระจายของเชื้อ H. pylori เชื้อนี้มีอัตราการติดเชื้อในประชากร

กวาครึ่งหนึ่งของโลก โดยเฉพาะในประเทศกําลังพัฒนามีอัตราการติดเชื้อนี้สูงถึง 70-90%(82) ใน

ประเทศไทยพบอัตราการติดเชื้อประมาณ 55% ในประชากรเด็กจนถึงอายุ 30 ป และในผูใหญ

อายุ 30 ปข้ึนไปพบอัตราการติดเชื้อสูงถึง 55-70%(83) กลไกการแพรระบาดของเชือ้เกิดจากการ

ติดเชื้อจากคนหนึง่ไปสูอีกคนหนึ่งโดยสันนิษฐานไดหลายทาง ไดแก  gastro-oral transmission, 

oral-oral transmission และ Fecal-oral transmission เปนตน ปจจัยที่มีผลตอการแพรระบาด 

เชน สภาวะทางเศรษฐกิจและสังคม ประเทศทีย่ากจนหรือประเทศทีก่ําลังพัฒนาพบวามีอัตราการ

ติดเชื้อสูงกวาประเทศทีพ่ัฒนา สุขลักษณะและความสะอาดที่ไมด ี ที่อยูอาศัยทีแ่ออัด และระดับ

การศึกษาทีน่อย เหลานี้พบวามีผลทําใหอัตราการระบาดของเชื้อสูง นอกจากนีย้ังมกีารศึกษาถึง

ปจจัยทีท่ําใหติดเชื้อ H. pylori อ่ืนๆ เชน การดื่มสุรา (84) และการสบูบุหร่ี(85) เปนตน พบวาการ

ดื่มสุราไมมีความสัมพันธกับการติดเชื้อ H. pylori แตจากการตรวจทางน้าํเหลืองวิทยาในคนจีน

พบวาการสูบบุหร่ีจัดมีความสัมพนัธกับการติดเชื้อ H. pylori สวนในประเทศไทย (86) พบวาการ

ดื่มสุราไมมีความสัมพันธกับการติดเชื้อ H. pylori 
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การตรวจวนิจิฉัยทางหองปฏิบัติการ 

การวนิิจฉัยเชือ้อาศัยการตรวจทางหองปฏิบัติการเปนหลักซึง่มีหลายวิธีดวยกนั(87) คือ 

1. วิธ ีinvasive ซึ่งตองทําการตัดชิ้นเนื้อกระเพาะอาหารของผูปวยมาทําการทดสอบ 

1.1 การเพาะเลี้ยงเชื้อทางหองปฏิบัติการ วิธนีี้เปนวธิีที่มีความจาํเพาะมากที่สุด แตมี

ขอเสีย คือ ใชเวลานาน(1-2 สัปดาห) ยุงยากตองการภาวะพิเศษ คอื อาหารที่สมบูรณ อาหารที่

นิยมใชเลีย้งเชือ้ H. pylori ไดแก Bucella agarหรือ Columbia agar ที่ผสมเลือด 7-10% พบวา

เมื่อใชเลือดมาเชื้อจะเจริญไดดีกวาเลือดแกะ ตองการสภาวะอากาศนอย(microaerophilic) 3-

7%O2, 5-10%CO2, 10%H2 โดยปกตจิะเลี้ยงในโถไรอากาศ(Anaerobic jar) ที่มีชุดผลิตกาซ

(Gaspack,  gas-generation Kit) 

1.2 การทดสอบเอมไซม Urease วิธนีี้เปนวธิีที่แพทยใชกนับอยที่สุด โดยตัดชิ้นเนื้อบริเวณ 

antrum ของเยื่อบุกระเพาะอาหารใสในชดุทดสอบสําเรจ็รูป เชน CLO test, ProntoDry และ 

HpONE ซึ่งสามารถอานผลการทดสอบภายใน 24 ชั่วโมง ผลบวกจะเหน็การเปลี่ยนแปลงจากสี

เหลืองเปนสีชมพูอมแดง แสดงวาเชื้อมีการสรางเอนไซม urease วิธนีี้มีความไวและความจาํเพาะ

สูง 89-98% และ 93-98% ตามลําดับ 

1.3 การตรวจโดยใชปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส(Polymerase chain reaction, PCR) โดย

ทําการตรวจหายีนที่จาํเพาะของเชื้อ H. pylori เชน 16S rRNA, random chromosomal 

sequence, 26-kDa species-specific antigen (SSA), urea A และ glmM เปนตน โดยพบวา 

glmM มีความไวและความจาํเพาะสงูสุด(88) วิธPีCR ยงัมีขอดีคือ ใชตัวอยางนอยมาก  

1.4 การตรวจทางเนื้อเยื่อวทิยา โดยนาํชิน้เนื้อมายอมสี เชน Giemsa สี Warthin-Starry 

(WS staining) การยอมดวยสารเรืองแสง โดยใชแอนติบอดีที่เรืองแสงและดูภายใตกลอง ซึ่งมี

ความไวและความจาํเพาะ เทากบั 93-98% และ 95-98% ตามลําดับ(89)  

2. วิธทีี ่non-invasive ซึ่งใชการตรวจจากลมหายใจ จากเลือด อุจจาระ และน้าํลาย 

2.1 การตรวจทางน้าํเหลืองวิทยา เปนการตรวจหาแอนติบอดีตอตัวเชื้อ H. pylori จาก

เลือดของผูปวย วิธนีี้มีขอดีคือ สามารทําการตรวจตัวอยางไดคร้ังละเปนจํานวนมากเหมาะกับ

การศึกษาทางระบาดวิทยา และมีการผลิตเปนชุดสําเร็จรูปจําหนาย แตขอเสียคือ ขาด

ความจาํเพาะ เนื่องการตรวจแอนติบอดีไมสามารถแยกระหวางการติดเชื้อปจจุบัน และการติดเชื้อ

ในอดีตที่หายแลวได  

2.2 การตรวจ urea breath test เปนการทดสอบอัตราในการใช urea ของคนไขโดยการ

ใหคนไขดื่ม urea ที่มี carbon isotope เปนสวนประกอบ เชน C13 และ C14 จากนัน้ทาํการวดั 
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carbon isotope จากลมหายใจของคนไข วิธนีี้มีความไวและความจําเพาะเทากับ 85-96% และ

90-100% ตามลําดับ(90) 
 

การรกัษา 
การรักษาโรคแผลในกระเพาะอาหาร ในปจจุบันนี้การรักษาโดยใชเคมีบําบัดเปนหลัก ใน

การกําจัดเชื้อ H. pylori ที่ไดผลดี คือการรักษารวมกนัของยา 3 ชนิด (Triple therapy) ซึ่งประกอบ

ไปดวย ยาลดกรดในกระเพาะอาหาร (gastric acid inhibitor) 1 ชนิด และยาปฏิชีวนะ 2 ชนิด เชน 

metronidazole, amoxicillinหรือ clarithromycin แตในปจจุบนัเชื้อ H. pylori มีการดื้อตอยา 

metronidazole, clarithromycin และ tetracycline เพิ่มข้ึน(91) ระยะเวลาในการใหยานาน 7 วนั 

หลังจากหยุดใหยาแลวควรมกีารติดตามการรักษาโดยทั่วไปการติดตามผลการรักษาอาศัยการดู

อาการเปนสําคัญไมจําเปนตองสองกลองตรวจ หรือตรวจยืนยนัเชือ้ซํ้าอีก ยกเวนแตมีอาการ

แสดงออก หรือเปนความตองการของคนไข 

การดื้อยาของเชื้อ H. pylori ทั่วไปของเชือ้มักจะพบการดื้อในยาปฏิชวีนะ nitronidazole 

พบวาเชื้อ H. pylori ประมาณรอยละ 35 มีการดื้อยาชนิดนี้ โดยมีคา minimum inhibitory 

concentration (MIC) > 8 μg/ml (92) แตในประเทศกําลังพัฒนาอตัราการดื้อยานี้มีสูงมากกวา

รอยละ 35 การดื้อยาที่เกดิขึ้นนี้อาจเกิดมาจากการใชยา metronidazole เปนจํานวนมากทาํให

เกิดผลตอการดื้อยา nitronidazole ตอมาเนื่องจากเปนยาในกลุมเดยีวกนั ปรากฏการณของการ

ดื้อยาของเชื้อ H. pylori ในยากลุม macrolide เชน clarithromycim และ erythromycin เปนตน 

พบวามีต่ํากวา คือมีการดือ้ยาอยูที่รอยละ 10 โดยมีคา minimum inhibitory concentration 

(MIC) > 2 μg/ml (93) สวนการดื้อยา amoxicillin และ tetracycline พบไดนอยมาก อยางไรก็

ตามปรากฏการณของการดือ้ยา amoxicillin และ tetracycline มีแนวโนมสูงขึ้นในหลายๆประเทศ 

เชน อิตาล,ี บราซิล และอินเดีย เปนตน(94-96) แตก็มีรายงานอัตราการดื้อของยาทัง้ 2 ชนิดนี้ถงึ

รอยละ 72(97)  

 
สมุนไพรกับการรกัษาการติดเชื้อ Helicobacter pylori 
 เนื่องจากการใชยาปฏิชวีนะในการรักษาการติดของเชื้อ H. pylori เปนการรักษาที่มี

คาใชจายสงู และยังพบการดื้อยาของเชื้อ ทาํใหการรักษาไมประสบผลสําเร็จ จงึมีความสนใจใน

การศึกษาผลของสมุนไพรตอการรักษาการติดเชื้อ H. pylori เนือ่งจากสมุนไพรเปนพืชที่ใชใน

ชีวิตประจําวัน มีราคาถกู และไมเกิดผลขางเคียงในการใช ทําใหมีการศึกษาถงึผลของสมุนไพรตอ

เชื้อ H. pylori เปนจํานวนมากในหลายๆดานดวยกัน โดยเฉพาะผลในการยับยั้งการเจริญเติบโต

ของเชื้อ มีการทําการศึกษาแพรหลายกันในหลายๆประเทศ ไดแก การศึกษาพืชทีใ่ชในการปรุง
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อาหารของประเทศอังกฤษในการยับยัง้การเกาะติดของเชื้อ H. pylori (98)พบวา columbo 

weed, ดีปลี, ผักชีฝร่ัง, tarragon, ลูกจัทนเทศ, yellow-berried nightshade, threadstem 

carpetweed, sage และ อบเชย สามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori ได การศึกษาสารสกดั

จากผลแอพรคิอทของประเทศญี่ปุนในการยับยั้งการเคลื่อนที่ของเชื้อ H. pylori (99) พบวาสกดั

จากผลแอพริ คอทสามารถยับยั้งการเคลือ่นที่ของเชื้อ H. pylori ไดมากกวา 90% ที่ความเขมขน 

500 μg/ml, การศึกษาสารประกอบใน cranberry (8) พบวาที่ความเขมขน 0.2 mg/ml สาร

สามารถยับยัง้การเกาะติดของเชื้อ H. pylori ได เปนตน 

 ในบางการศึกษาลงลกึไปถึงสารสกัดที่จาํเพาะในสมนุไพรนัน้ๆตอผลที่เกิดกับเชื้อ H. 

pylori เชน การศึกษาสาร pectin-like acidic polysaccharide จากโสมเกาหลี (100) ในการ

ยับยั้งการเกาะติดของแบคทีเรียชนิดตางๆ พบวาสารนีไ้มมีผลตอการเกาะติดของเชือ้แบคทีเรีย แต

ที่ความเขมขน 100 μg/ml สามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori, การศึกษาสาร plumbagin 

ที่สกัดไดจากสมุนไพรเจตมลูเพลิงขาวในการยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori (101)  พบวาสารนี้

สามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori ไดที่ความเขมขน 0.02-0.16 mg/ml และ การศึกษาสาร 

curcumin จากขมิ้นชนัในการยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori (102) พบวาสารนี้สามารถยับยั้ง

การเจริญของเชื้อ H. pylori ไดที่ความเขมขน 6.25-50 μg/ml เปนตน 

 มีการศึกษาสมุนไพรไทยตอเชื้อ H. pylori หลายการศึกษา และหลายสมนุไพรดวยกนั 

เชน การศึกษาเครื่องเทศและพืชที่ใชเปนอาหารของคนไทย พบวา ดอกจันทนเทศ, ใบตนจกิ, 

เปราะหอม และ กานพลู สามารถยับยัง้การเจริญของเชือ้ H. pylori(9) พบวาจากการทดสอบคา 

minimum inhibitory concentration (MIC)อยูในชวง 12.5-100 μg/ml โดยดอกจันทนเทศมีคา 

MIC สูงที่สุดที ่12.5μg/ml,    การศึกษาความสามารถในการยับยัง้การเจริญของเชื้อแบคทีเรียของ

สมุนไพรสมอไทย(103) พบวาสมอไทยสามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori ไดที่ความ

เขมขน 1-2.5 mg/ml, การศึกษาความสามารถในการยับยั้งการเจรญิของเชื้อ H. pylori ของ

กระเทยีม(104) พบวาผงกระเทียมสามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori ไดทีค่วามเขมขน 8-

32 μg/ml สวนน้ํามนัหอมระเหยจากกระเทียมสามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori ไดที่

ความเขมขน 250-500 μg/ml, การศึกษาความสามารถในการยับยั้งการเจรญิของของเชื้อ H. 

pylori ในสายพันธุที่มยีีน cagA ของขิง (105) พบวาสารสกัดเมทานอลของขิงสามารถยับยัง้การ

เจริญของเชื้อ H. pylori ไดที่ความเขมขน 6.25-50 μg/ml และ การศึกษาความสามารถในการ

ยับยั้งการเจรญิของเชื้อ H. pylori ของกลวย(106) พบวากลวยสามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. 

pylori ไดที่ความเขมขน 0.32-1000 μg/ml เปนตน จะเหน็ไดวาการศึกษาสมนุไพรกับผลตอเชื้อ 
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H. pylori มีแนวโนมการรายงาน และการศึกษาทีม่ากขึ้น เปนไปไดวาการใชสมุนไพรในการ

ปองกนั และรักษาการติดเชือ้ H. pylori อาจเปนทางเลอืกใหมที่นกัวจิัยตางใหความสําคัญ 

 
กระชายดํา 

กระชายดาํ ชื่อวิทยาศาสตร Kaempferia parviflora อยูในตระกูล Zingiberaceae 

ลักษณะตนและหัว เปนพนัธุไมลมลุกทีม่ีลําตนใตดินลักษณะเปนแงงหรือเหงา หัวคลายกระชาย

แตมีขนาดใหญกวา มีกลิ่นหอม ใบ กานใบแทงขึ้นจากหัวใตดินขนาดใบกวาง 7-9 cm ยาว 30-35 

cm มีสีเขียวเขม ทองใบมพีรายปรอทเนือ้ใบละเอียด ลักษณะใบรูปรี ดอก เปนดอกเดี่ยวแบบ

สมมาตรดานขาง (zygomorphic symmetry) รูปดอกเปนรูปปากเปด (bilabiate) กลีบดอกมกีาร

เรียงตัวแบบควินคนัเชียล (quincuncial) สีขาวอมชมพู สรรพคุณ ลดอาการทองอืด ทองเฟอ แนน

จุกเสียด การที่กระชายดําชวยลดอาการทองอืดเฟอได เนื่องจากน้ํามนัหอมระเหยชวยขับลม ชวย

ให กระเพาะและลําไสเคลื่อนไหวดีข้ึน  การวิจัยที่เกี่ยวของกับกระชายดํายังมีไมมากนัก แตผลจาก

การศึกษาฤทธิ์ของกระชายดําเปนที่นาสนใจอยางมาก อันไดแก  การศกึษาความเปนพิษ

เฉียบพลนัและพิษเรื้อรังของผงกระชายดาํในสัตวทดลอง ผลการทดลองพบวา หนทูี่ไดรับกระชาย

ดําทุกกลุมมนี้าํหนักตัวที่เพิม่ข้ึน  อาการ และสุขภาพไมแตกตางจากกลุมควบคมุ   ไมพบการ

เปล่ียนแปลงที่บงชีว้าเกิดจากความเปนพษิของกระชายดํา(12) จากการศึกษาคณุสมบัติในการ

ตานจุลชีพของกระชายดําพบวา น้ํามนัหอมระเหยที่สกัดจากกระชายดาํสามารถยับยั้งการ

เจริญเติบโตของ Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis ได

(11)  และ การศึกษาสารประกอบของกระชายดํา พบวาสารที่มีในเหงากระชายดํา ไดแก borneol, 

sylvestrene มีฤทธิ์ตาน Mycobacterium tuberculosis และสาร 5,7- dimethoxyflavone (5,7 

DMF) มีฤทธิต์านการอักเสบ นอกจากนี ้ ยงัมีสารอืน่ๆ เชน สาร 5,7,4-trimethoxyflavone, 

5,7,3,4-tetramethoxyflavone แสดงฤทธิ์ตานเชื้อ Plasmodium falciparum, 3,5,7,4 –

tetramethoxyflavone แสดงฤทธิ์ตานเชื้อ Candida albicans เปนตน 
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บทที่  3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
สารเคมีทีใ่ชในการทดลอง 

Boric acid, Absolute ethanol,Triton x-100, Hexane, Ethyl acetate และ  Chloroform 

ส่ังซื้อจากบริษัท Merck ประเทศเยอรมนั 

GenePure LE Agarose ส่ังซื้อจากบริษทั Bioexpress ประเทศสหรฐัอเมริกา 

Isopropyl alcohol, Ethylenediaminetetraacetic acid, Gemtamycin และ Poly-L-

lysine ส่ังซื้อจากบริษทั Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา 

Tris Base และ Wizard Genomic DNA Purification Kit ส่ังซื้อจากบริษัท Promega 

ประเทศสหรัฐอเมริกา 

Ethidium Bromide, EtBr ส่ังซื้อจากบริษทั Plusone ประเทศสวีเดน 

100 bp ladder, M-MuLV Reverse Transcriptase และ dNTP ส่ังซื้อจากบริษทั New 

England Biolabs ประเทศสหรัฐอเมริกา 

Methanol ส่ังซื้อจากบริษทั J.T.Baker ประเทศสหรัฐอเมริกา 

Agar bacteriological, Brain heart infusion และ Mueller-hinton agar ส่ังซื้อจากบริษัท 

Oxiod ประเทศอังกฤษ 

Hank’ balanced salt solution และ trypan blue ส่ังซื้อจากบริษทั Gibco ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

Dulbecco's Modified Eagle's Medium ส่ังซื้อจากบริษัท JRH sciences ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 

Fetal bovine serum, Tripsin/EDTA และ Antibiotican/Antimycotic ส่ังซื้อจากบริษัท 

PAA laboratories ประเทศออสเตรีย 

Real Taq DNA polymerase ส่ังซื้อจากบริษัท Real biotech ประเทศไตหวัน 

TRIZOL®Reagent ส่ังซื้อจากบริษัท Invitrogen ประเทศสหรัฐอเมริกา 

RNase-Free DNase Set ส่ังซื้อจากบริษทั Qiagen ประเทศสหรัฐอเมริกา 

LightCycler® FastStart DNA MasterPLUS SYBR Green I ส่ังซื้อจากบริษัท Roche 

ประเทศเยอรมัน 
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วิธีการทดลอง 
1. พืชสมนุไพร 

ในการศึกษาครั้งนี้ จะเลือกศึกษาสมนุไพรที่หาซื้อไดงายตามทองตลาด หรือสมนุไพรที่ใช

ในครัวเรือนทัง้สิ้น 9 ชนิด ดงันี ้กระชายดาํ, กระเทียม, กลวย, ขมิ้นชนั, ตระไคร, ใบบัวบก, ฟา

ทะลายโจร, วานหางจระเข และ ลําตนโหระพา ทําการบันทกึน้าํหนัก ลักษณะ รูปราง สี และ

แหลงที่มา เพีอ่ใชเตรียมสารสกัดตอไป 

 
2. การเตรยีมสารสกัดจากสมุนไพร 

2.1. สารสกัดสมนุไพรดวยตัวทําละลายเมทานอล(Methanol) 
สารสกัดเมทานอลของ กระชายดํา, กระเทียม, กลวย, ขมิ้นชัน, ตระไคร, ใบบัวบก, ฟา

ทะลายโจร, วานหางจระเข และ ลําตนโหระพา เปนสารสกัดที่มอียูแลวในหองปฏิบัติการ 

ไดรับความอนเุคราะหจาก ผศ.ดร.นันทรี ชัยชนะวงศาโรจน ภาควิชาเวชศาสตรการธนาคาร

เลือด คณะสหเวชศาสตร จฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั ทาํการชั่งน้ําหนักสารสกัดสมุนไพรจากตวั

ทําละลายเมทานอลแลวนํามาละลายใน Dimethyl sulfoxide (DMSO) ที่ความเขมขนดัง

ตารางที่ 3.1 นํามาทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองผานตัวกรอง (Minisart ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) ที่มีรูพรุนขนาด 0.2 ไมโครเมตร และเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
ตารางที่ 3.1 ความเขมขนของสารสกัดเมทานอลของสมุนไพรชนดิตางๆ 

สมุนไพร 
ความเขมขน 

(กรัมตอมิลลิลิตร) 

กระชายดาํ 0.25 

กระเทยีม 0.5 

กลวย 0.5 

ขมิ้นชัน 0.5 

ตระไคร 1.0 

ใบบัวบก 1.0 

ฟาทะลายโจร 0.5 

วานหางจระเข 1.0 

ลําตนโหระพา 0.5 
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2.2. การเตรยีมสารสกัดจากกระชายดํา 
นํากระชายดาํที่ไดมาทาํการลางทําความสะอาดดวยน้ําประปา แลวผึง่ลมทิง้ไวใหแหงเปน

เวลา 1 คืน นาํมาหั่นดวยมดีใหละเอียดบรรจุใสถุงพลาสติก นําไปชัง่น้ําหนกั และบันทกึผลไว 

เพื่อที่จะนาํไปทําการสกัดน้าํมันหอมระเหยตอไป 

 
2.2.1. การสกัดน้ํามนัหอมระเหยจากกระชายดํา 

การสกัดน้าํมนัหอมระเหยจากกระชายดาํใชวิธกีารกลั่นดวยไอน้ํา(Hydrodistillation) 

 

 

water 

hotplate 

condenser 

oil 

ขวดที่ 1 ขวดที่ 2 

รูปที่ 3.1 ชุดกลั่นน้าํมันหอมระเหย 
 

นํากระชายดาํที่สับละเอียดปริมาณ 1 กิโลกรัมใสในขวดที่ 2 ของชุดกลั่นน้ํามนัหอมระเหย 

สวนในขวดที ่1 ซึ่งตั้งอยูบนเครื่องกวนสารใหความรอน (hotplate) จะทําการเติมน้าํลงไป

ตมน้ําใหเดือดกลายเปนไอ ไอน้ําจะถูกสงผานมาตามทอมาสูขวดที ่ 2 ซึ่งบรรจุกระชายดํา

สับละเอียด ไอน้ําจะนาํพาเอาน้าํมันหอมระเหยของกระชายดําออกมาจากขวดที่ 2 ผาน

ออกมาตามทอที่หลอไวดวยน้ําเย็น เมื่อไอน้ําและน้ํามนัหอมระเหยจากกระชายดาํมาพบ

กับความเยน็ ก็จะกลัน่ตัวเปนหยดน้าํและหยดน้าํมนั การแยกหยดน้าํออกจากหยดน้ํามนั

ทําไดโดยการใชกรวยแยก (separating funnel) ชั่งน้าํหนักน้ํามันหอมระเหยสกัดที่ได 

และบันทกึผล จากนัน้ชั่งน้าํหนักน้ํามนัหอมระเหยจากกระชายดาํปริมาณ 0.25 กรัม 

ละลายใน dimethyl sulfoxide (DMSO) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปทําใหปราศจากเชื้อ

โดยกรองผานตัวกรองทีม่ีรูพรุนขนาด 0.2 ไมโครเมตร จะไดน้าํมนัหอมระเหยพรอมใชที่

ความเขมขน 0.25 กรัมตอมิลลิลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพื่อใชทดสอบ

ฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ H. pylori และฤทธิ์ตอการบุกรุกเซลล HEp-2 
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ของเชื้อ H. pylori ตอไป สวนกากกระชายดําที่ผานการสกัดน้าํมนัหอมระเหยนาํมาทํา

การอบใหแหงดวยตูอบ(Thermotec 2000 oven ประเทศนิวซีแลนด)ที่อุณหภูมิ 50 องศา

เซลเซียส นาน 1-2 วัน หรือจนกวากากกระชายดําจะแหง แลวจงึนํามาสกัดดวยตัวทาํ

ละลายเฮกเซน (Hexane) ตอไป 
 
2.2.2. การสกัดกระชายดําดวยตัวทําละลายเฮกเซน(Hexane) 

นาํกากกระชายดํา

ที่แ

จ

5  D

2.2.3. การสกัดกระชายดําดวยตัวทําละลายเอทิลอะซิเตด(Ethylacetate) 
นํากาก

กระช  

การเตรียมสารสกัดจากกระชายดําดวยตัวทําละลายเฮกเซนทําโดย

หงแลวจากการสกัดน้าํมนัหอมระเหยมาใสในขวดรูปชมพูขนาด 1 ลิตร จากนัน้ทาํการ

เติมเฮกเซนปรมิาตร 200 มิลลิลิตรลงไปในขวดรูปชมพูปดปากขวดใหสนทิ บมไวที่

อุณหภูมิหองเปนเวลานาน 2 วัน เมื่อครบ 2 วัน ทําการกรองแยกเฮกเซนออก ากกาก

กระชายดาํดวยกระดาษกรองเบอร 1 นํากากกระชายดําที่แยกไดมาทําการสกัดซ้ําเปน

คร้ังที่ 2 นําสารสกัดเฮกเซนที่ไดจากการกรองครั้งที่ 1 และ คร้ังที ่2 มารวมกนั นําไประเหย

ตัวทําละลายเฮกเซนออกโดยเครื่อง rotary evaporator(Heidolpb ประเทศเยอรมัน)ที่

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส จนกวาตัวทาํละลายเฮกเซนจะระเหยออกไปหมด ทําการชั่ง

สารสกัดกระชายดําจากตัวทาํละลายเฮกเซนที่ได และบันทึกไว จากนั้นชัง่สารสกัด

กระชายดาํจากตัวทาํละลายเฮกเซนปริมาณ 0.12 กรัมละลายใน MSO ปริมาตร 1 

มิลลิลิตรนําไปทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองผานตัวกรองที่มีรูพรุนขนาด 0.2 ไมโครเมตร

จะไดสารสกัดจากกระชายดาํพรอมใชที่ความเขมขน 0.125 กรัมตอมิลลิลิตรเก็บไวที่เก็บ

ไวที่อุณหภูม ิ -20 องศาเซลเซียสเพื่อใชทดสอบฤทธิ์ในการยับยัง้การเจรญิเติบโตของเชื้อ 

H. pylori และฤทธิ์ตอการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori ตอไป สวนกากกระชาย

ดําที่กรองแยกจากเฮกเซนนาํไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีสนาน 1-2 วนั เพื่อ

กําจัดเฮกเซนที่ตกคางออกจากกากกระชายดํา สําหรับใชในการสกัดดวยตัวทาํละลาย

เอทิลอะซิเตด (Ethylacetate) ตอไป 

 

การเตรียมสารสกัดจากกระชายดําดวยตัวทําละลายเอทลิอะซิเตดทําไดโดย

ายดาํที่แหงแลวจากการสกัดดวยตัวทําละลายเฮกเซนมาใสในขวดรูปชมพูขนาด 1

ลิตร จากนัน้ทําการเติมเอทิลอะซิเตดปรมิาตร 200 มลิลิลิตรลงไปในขวดรูปชมพูปดปาก

ขวดใหสนทิ บมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลานาน 2 วัน เมื่อครบ 2 วัน ทาํการกรองแยก

เอทิลอะซิเตดออกจากกากกระชายดาํดวยกระดาษกรองเบอร 1 นํากากกระชายดาํที่แยก

ไดมาทําการสกัดซ้ําเปนครั้งที่ 2 นําสารสกัดเอทิลอะซิเตดที่กรองครั้งที่ 1 และ คร้ังที ่2 มา
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รวมกัน นาํไประเหยตวัทาํละลายเอทิลอะซิเตดออกโดยเครื่อง rotary evaporator ทํา

เชนเดียวกับในข้ันตอน  2.2.2  ทําการบันทกึน้าํหนักรวมของสารสกัดจากเอทิลอะซิเตด 

จากนั้นชัง่สารสกัดกระชายดําจากเอทิลอะซิเตดปริมาณ 0.25 กรัม ละลายใน DMSO 

ปริมาตร 1 มลิลิลิตร นําไปทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองผานตัวกรองที่มีรูพรุนขนาด 0.2 

ไมโครเมตร จะไดสารสกัดกระชายดําจากตวัทาํละลายเอทิลอะซิเตดพรอมใชที่ความ

เขมขน 0.25 ตอมิลลิลิตร เก็บไวที่เกบ็ไวที่อุณหภูม ิ -20 องศาเซลเซียสเพื่อใชทดสอบ

ฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ H. pylori และฤทธิ์ตอการบุกรุกเซลล HEp-2 

ของเชื้อ H. pylori ตอไป สวนกากกระชายดําที่กรองแยกจากเอทิลอะซิเตดนําไปอบใน

ตูอบที่อุณหภมูิ 50 องศาเซลเซียสนาน 1-2 วัน เพื่อกาํจัดเอทิลอะซิเตดที่ตกคางออกจาก

กากกระชายดํา สําหรับใชในการสกัดดวยเมทานอล (Methanol) ตอไป 
 

 กรัม

2.2.4. การสกัดกระชายดําดวยตัวทําละลายเมทานอล(Methanol) 
ําไดโดยนํากาก

กระ ชมพ

 

3. การเพาะเลี้ยงเชื้อ Helicobacter pylori 
ุ เปนสายพนัธุมาตรฐาน 4 สายพนัธุคือ ATCC 

435

 
การเตรียมสารสกัดจากกระชายดําดวยตัวทําละลายเมทานอล ท

ชายดาํที่แหงแลวจากการสกัดดวยเอทลิอะซิเตดมาใสในขวดรูป ูขนาด 1 ลิตร 

จากนั้นทําการเติมเมทานอล ปริมาตร 200 มิลลิลิตรลงไปในขวดรูปชมพูปดปากขวดให

สนิท บมไวทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลานาน 2 วัน เมื่อครบ 2 วัน ทาํการกรองแยกเมทานอล 

ออกจากกากกระชายดาํดวยกระดาษกรองเบอร 1 นํากากกระชายดําที่แยกไดมาทําการ

สกัดซ้ําเปนครั้งที ่2 นําสารสกัดเมทานอลครั้งที่ 1 และ คร้ังที ่2 มารวมกัน นาํไประเหยตัว

ทําละลายเมทานอลออกโดยเครื่อง rotary evaporator ทําเชนเดียวกบัในข้ันตอน  2.2.2 

ทําการบันทึกน้ําหนกัรวมของสารสกัดจากเมทานอล ชัง่สารสกัดกระชายดําจากเมทานอล

ปริมาณ 0.25 กรัม ละลายใน DMSO ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปทําใหปราศจากเชื้อโดย

กรองผานตัวกรองที่มีรูพรุนขนาด 0.2 ไมโครเมตร จะไดสารสกัดกระชายดําจากตัวทํา

ละลายเมทานอลพรอมใชทีค่วามเขมขน 0.25 กรัมตอมิลลิลิตร เกบ็ไวที่อุณหภูม ิ  -20 

องศาเซลเซยีสเพื่อใชทดสอบฤทธิ์ในการยบัยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ H. pylori และฤทธิ์

ตอการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori ตอไป  

 

เชื้อ H. pylori ที่ใชมีทัง้หมด 26 สายพันธ

04, ATCC 43526, ATCC 51932 และ ATCC 51110 และสายพนัธุที่แยกจากคนไขไดรับ

ความอนุเคราะหจาก ผศ.ดร.นพ.รัฐกร วิไลชนม ภาควิชาอายุรศาสตร คณะแพทยศาสตร 

มหาวิทยาลยัธรรมศาสตร จํานวน 20 สายพนัธุ และสายพนัธุที่ไดจากกรมวทิยาศาสตรการแพทย 
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2 สายพนัธุซึง่เปนสายพันธุที่แยกจากคนไข คือ DMST20165 และ DMST20885 ทําการ

เพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชือ้ Brain Heart Infusion agar ที่ผสมเลือดแกะรอยละ 7 บมที่อุณหภมูิ 

37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 72-96 ชั่วโมงใน Anaerobe jar ที่ใส CampyGenTM(Oxiod ประเทศ

อังกฤษ) เพื่อใหไดสภาวะ 3-7% ออกซิเจน(O2), 5-10% คารบอนไดออกไซด(CO2), 80-85% 

ไฮโดรเจน(H2)  

 
4. การสกัดดีเอน็เอจากเชื้อ H. pylori 

ทําการสกัดดีเอ็นเอจากเชื้อ H. pylori โดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอ Wizard Genomic DNA 

Purification Kit (Promega ประเทศสหรัฐอเมริกา) โดยทําการขูดเชื้อ H. pylori ที่เพาะเลีย้งไวบน 

Brain Heart Infusion agar เปนเวลานาน 3 วนัปริมาณ 1 หวัไมขีดไฟ มาทาํการละลายใน Nuclei 

lysis solution ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ผสมใหเปนเนื้อเดียวกนัดวยการปเปตตข้ึนลง จากนัน้

นําไปบมที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 5 นาทแีลวทิ้งใหเยน็ที่อุณหภูมหิอง เติม RNase 

solution ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยกลบัหลอดไปมา 2-3 คร้ัง นําไปบมที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส นาน 15-60 นาท ีเติม Protein precipitation solution ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 

ผสมใหเขากนัโดยเครื่องเขยาผสม นาํไปแชบนน้าํแข็งนาน 5 นาที แลวนาํไปเขาเครื่องปน

ตกตะกอน(Vision, micro high speed refrigerated centrifuge ประเทศเกาหลี) ปนที่ความเรว็ 

13,000-16,000 g นาน 3 นาที ดูดสารละลายสวนบนปริมาตร 600 ไมโครลิตร มาใสในหลอดใหม

เติมไอโซโพรพานอล (Isopropanol) 600 ไมโครลิตรผสมใหเขากนัโดยเครื่องเขยาผสม นาํไปปนที่

ความเร็ว 13,000-16,000 g นาน 5 นาที เทสารละลายสวนบนทิง้และคว่ําหลอดบนกระดาษทิชชู

ซับใหแหง จากนัน้เติม 70% เอทานอล ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัโดยเครื่องเขยา

ผสม นําไปปนที่ความเรว็ 13,000-16,000 g นาน 5 นาที เทสารละลายสวนบนทิ้งและคว่าํหลอด

บนกระดาษทชิชูนําไปทําใหแหงโดยเครื่องปนแหงสุญญากาศ (Thermosavant, speed vac 

DNA110 ประเทศสหรัฐอเมริกา)ที่ระดับ High นาน 5 นาที เติม DNA rehydration solution 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูม ิ 65 องศาเซลเซียส นาน 60 นาท ี หรือ บมที่อุณหภูม ิ 4 

องศาเซลเซยีส นาน 1 คืน เก็บดีเอ็นเอไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส สําหรับใชในการทดลอง

ตรวจหายีน cagA ของเชื้อ H. pylori ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสตอไป 
 

5. การตรวจหายีน cagA ของเชื้อ H. pylori ดวยปฏิกิรยิาลกูโซโพลเีมอเรส (Polymerase 
Chain Reaction, PCR) 
เพื่อทาํการตรวจสอบเชื้อ H. pylori วาสายพนัธุใดเปนสายพนัธุที่มยีีน cagA และสายพนัธุใด

ไมมียีน cagA โดยนาํดีเอน็เอที่ไดจากขัน้ตอน 4. มาทําการตรวจหายีน cagA ในการเตรียม 1 
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ปฏิกิริยา PCR มีปริมาตรทั้งหมด 25 ไมโครลิตร ประกอบดวย บับเฟอรความเขมขน 1 เทา

ปฏิกิริยา (1x reaction buffer), ดีออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต(dNTP)ความเขมขน 1 มิลลิโม

ลาร, cagA Forward primer(5’ - GAT AAC AGG CAA GCT TTT GAG G -3’ ) ความเขมขน 

0.4 ไมโครโมลาร, cagA Reverse primer(5’ - CTG CAA AAG ATT ATT TGG CAA GA -3’) 

ความเขมขน 0.4 ไมโครโมลาร, Real Taq DNA Polymerase (Real Biotech Corporation, USA) 

ความเขมขน 0.025 ยนูิต, ดีเอ็นเอแมแบบปริมาณ 10-100 นาโนกรัม นาํไปเขาเครื่อง 

thermocycle (MJ Research, PTC-200 Peltier thermal cycler ประเทศสหรัฐอเมริกา) ที่ตั้ง

อุณหภูมิตางๆไวดังนี ้ ข้ันที่ 1 อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาที, ข้ันที่ 2 อุณหภูมิ 94 องศา

เซลเซียส นาน 1 นาท,ี ข้ันที ่3 อุณหภูม ิ58 องศาเซลเซียส นาน 1 นาท,ี ข้ันที ่4 อุณหภูมิ 72 องศา

เซลเซียส นาน 1 นาท,ี ข้ันที ่5 วนกลับไปทําขั้นที ่2-4 จํานวน 40 รอบ, ข้ันที่ 6 อุณหภูมิ 72 องศา

เซลเซียส นาน 10 นาที และข้ันสุดทาย อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซียสจนกวาจะนาํออกจากเครื่อง  

thermocycler นาํผลผลิต PCR  ที่ไดไปทําการแยกขนาดดวยกระแสไฟฟา(electrophoresis) บน 

บนวุนอะกาโรส 2 % จากนัน้นาํไปยอมสีใน เอทิเดยีมโบรไมด(ethidium bromide) ที่มีความ

เขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิตร นาน 30 นาท ีทาํการ destain ในน้ํากลั่นนาน 10 นาท ีนํา วุนอะ

กาโรส 2 % ไปถายรูปบนเครื่องกําเนิดแสงยูว ี (UV transilluminator ประเทศอังกฤษ) บนัทึกผล

โดยใชกลอง(UVitec ประเทศอังกฤษ)จะเห็นผลผลิต PCR  ขนาด 394 เบส 
 

6. การวัดปริมาณเชื้อดวยวธิกีารวัดความขุน และการทํา plate count 
ทําการวัดปริมาณเชื้อ H. pylori ตัง้ตนเพื่อจะไดทราบปริมาณเชือ้ที่เหมาะสมสาํหรับการ

ทดสอบหาความเขมขนที่นอยที่สุดของสมุนไพรไทยตางๆที่สามารถยบัยั้งการเจริญของเชื้อ H. 

pylori และการทดสอบความสามารถในการเกาะติด และบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori วธิี

วัดความขุนทาํโดยละลายเชื้อ H. pylori ลงใน 1 มิลลิลิตร ของ Hank’ balanced salt solution 

(HBSS) ใหมีความขุนเทากบั 2, 3, 5, 8 และ 10 McFarland standard นําไปวดัความขุนดวย

เครื่องสเปกโตโฟโตมิเตอร (Shimadzu, UV-16001 ประเทศญี่ปุน) ที่ความยาวคลื่น 600 nm 

จากนั้นนําไปทําการเจือจางทีละ10เทาจาํนวน 5 หลอด จะไดความเขมขนที่ 10-1, 10-2, 10-3, 10-4 

และ 10-5 นาํเชื้อที่ความเขมขน 10-3, 10-4 และ 10-5 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรไปกระจาย(spread) 

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Brain Heart Infusion agar ที่ผสมเลือดแกะรอยละ 7 บมที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียสเปนเวลา 72-96 ชั่วโมงใน Anaerobe jar ที่ใส CampyGenTM เพื่อใหไดสภาวะ 3-7% 

ออกซิเจน, 5-10% คารบอนไดออกไซด, 80-85% ไฮโดรเจน ทําการนับจํานวนโคโลนบีนจาน

เพาะเลี้ยงเชื้อที่มีจํานวนโคโลนีตั้งแต 30-300 โคโลนี คํานวณปริมาณเชื้อแบคทีเรียตั้งตนที่คา

ความขุนตางๆ จากสูตร 
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ปริมาณเชื้อแบคทีเรีย(CFUตอมิลลิลิตร) = จํานวนโคโลนีทีน่ับได × 10 × dilution factor 

โดย dilution factor คือ ความเขมขนทีเ่จือจางเชื้อ H. pylori ใน HBSS 

 
7. การทดสอบหาความเขมขนที่นอยที่สดุของสมุนไพรไทยตางๆที่สามารถยับยั้งการ

เจริญของเชือ้ H. pylori 
เพื่อคัดกรองสมุนไพรไทยที่ใชรักษาโรคกระเพาะอาหารตอความสามารถในการยับยั้งการ

เจริญของเชื้อ H. pylori โดยการทดสอบหาความเขมขนทีน่อยทีสุ่ด (Minimum inhibitory 

concentration, MIC) ที่ใชในการยับยั้งการเจริญของเชือ้ H. pylori สายพนัธุตางๆ นําสารสกัด

สมุนไพรทีเ่ตรียมไวมาเจือจางใน Mueller Hinton broth เปนลําดับไป 2 เทา (2 folded dilutions) 

ใหไดความเขมขนดังตารางที่ 3.2 

 
ตารางที่ 3.2 ความเขมขนของสมุนไพรชนิดตางๆทีใ่ชทดสอบความเขมขนทีน่อยที่สุดที่

สามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori 

สมุนไพร 
ความเขมขน 

(μg/ml) 

น้ํามนัหอมระเหยจากกระชายดํา 128, 256 และ 512 

สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดํา 16, 32, 64, 128 และ 256 

สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา 16, 32, 64, 128 และ 256 

สารสกัดเมทานอลจากกระชายดํา 16, 32, 64, 128 และ 256 

สารสกัดเมทานอลจากกระเทียม 2500 และ 5000 

สารสกัดเมทานอลจากกลวย 12500 และ 25000 

สารสกัดเมทานอลจากขมิ้นชัน 16, 32, 64, 128 และ 256 

สารสกัดเมทานอลจากตระไคร 128, 256 และ 512 

สารสกัดเมทานอลจากใบบัวบก 128, 256 และ 512 

สารสกัดเมทานอลจากฟาทะลายโจร 128, 256 และ 512 

สารสกัดเมทานอลจากวานหางจระเข 128, 256 และ 512 

สารสกัดเมทานอลจากลําตนโหระพา 128, 256 และ 512 

DMSO 5% (v/v) 
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นําสารสกัดจากสมุนไพรชนดิตางๆที่เจือจางใน Mueller  Hinton broth แตละความเขมขน

ปริมาตร 1 มิลลิลิตรมาใสในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร จากนัน้เติม Mueller Hinton agar ที่

เติมเลือดแกะรอยละ 5 ปริมาตร 24 มิลลิลิตรลงไปเขยาผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน เทลงบนจานเพาะ

เชื้อทิ้งไวใหแข็งตัว ทาํการละลายเชื้อ H. pylori ในสารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด(NaCl) ให

มีความขุน 1x107 ถึง 1x108 CFUตอมิลลิลิตร จุดเชื้อลงไปบนอาหารทีผ่สมสารสกัดสมุนไพรความ

เขมขนตางๆจดุละ 3 ไมโครลิตร บมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 72 ชั่วโมงใน 

Anaerobe jar ที่ใส CampyGenTM เพื่อใหไดสภาวะ 3-7% ออกซิเจน, 5-10% คารบอนไดออกไซด

, 80-85% ไฮโดรเจน อานผลความเขมขนทีน่อยที่สุดของสารสกัดสมุนไพรแตละชนิดที่สามารถ

ยับยั้งการเจรญิของเชื้อ H. pylori (μg/ml) 

 
8. การเพาะเลี้ยงเซลล HEp-2 

เซลลเยื่อบุ Human larynx carcinoma (HEp-2) ไดรับความอนเุคราะหจาก ศ.ดร.พรเทพ 

เทียนสิวากุล ภาควิชาจุลทรรศนศาสตรคลินิก คณะสหเวชศาสตร จฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั นํา

เซลล HEp-2 ที่เพาะเลีย้งในขวดเพาะเลีย้งเซลลขนาด 25 ลูกบาศกเซนติเมตร (T25) มาทําการ

ลางดวย Hank’ balanced salt solution (HBSS) โดยเทอาหารเลีย้งเซลลเกาทิ้ง ลางเซลลดวย 

HBSS 2 คร้ังๆละ 5 มิลลิลิตร เติมtrypsin ปริมาตร 1 มิลลิลิตร หรือเติมจนทวมเซลล ทิง้ไว

ประมาณ 1-2 นาทีสังเกตลกัษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศนวาเซลลเร่ิมมีลักษณะกลมหลุดแยก

ออกจากกันแตยังไมหลุดออกจากผวิขวดเพาะเลี้ยงเซลล เท trypsin ทิ้งไปแลวทําการเคาะขวด

เพาะเลี้ยงเซลลดานที่มีเซลล HEp-2 เกาะอยูเพื่อใหเซลลหลุดออกมา เติมอาหารเลี้ยงเซลลที่มียา

ปฏิชีวนะ[ดีเอ็มอีเอ็ม (Dulbecco's Modified Eagle Medium, DMEM) ที่เติมซีรัม (fetal bovine 

serum, FBS) รอยละ 10 และ สารAntibiotican/Antimycotic (เพนนิซิลิน (Penicillin) ความ

เขมขน 100 ยูนิตตอมิลลิลิตร, สเตรปโตมัยซิน (Streptomycin) ความเขมขน 100 μg/ml และแอม

โฟเทอริซิน บ ี (Amphoterisin B) ความเขมขน 0.25 μg/ml)] ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปเปตขึ้นลง

ประมาณ 30 คร้ัง เพื่อใหเซลล HEp-2 หลุดจากขวดและแยกเปนเซลลเดี่ยวนับจํานวนเซลล และ

ดูดเซลลใสในขวดใหมทีม่ีขนาด 25 ลูกบาศกเซนติเมตร ในปริมาณ 2-5x104 เซลลตอตาราง

เซนติเมตร หรืออาจประมาณโดยใชอัตราสวน 1:3-1:4 หรือใสในขวดใหมที่มีขนาด 75 ลูกบาศก

เซนติเมตรในปริมาณ 2-5x104 เซลลตอตารางเซนติเมตร หรืออาจประมาณโดยใชอัตราสวน 1:1-

1:2 เติมอาหารเลี้ยงเซลลดีเอ็มอีเอ็มที่มยีาปฏิชีวนะ ใหมีปริมาตรสุดทาย 5 มิลลิลิตรสําหรับขวด

เพาะเลี้ยงเซลล T25 หรือ 15 มิลลิลิตรสําหรับขวดเพาะเลี้ยงเซลล T75 นาํไปเลี้ยงภายในตู CO2 
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incubator (Sheldon Manufacturing Inc ประเทศสหรัฐอเมริกา) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส 

ปริมาณคารบอนไดออกไซด 5% และมีความชื้น 80% 

 
9. การนับปริมาณเซลล HEp-2 

เพื่อเตรียมเซลลใหไดปริมาณตามที่ตองการสําหรับใชในการเพาะเลีย้งตอๆไปในแตละครั้ง

(passage) และใชในการทดสอบความสามารถในการเกาะติดและบกุรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. 

pylori จึงตองทําการนับปริมาณเซลลโดยนําเซลล HEp-2 ที่ถกู trypsin ใหหลุดจากขวดแลว มาใน

ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ผสมกับสี trypan blue(Gibco ประเทศสหรัฐอเมริกา)  100 ไมโครลิตร 

ทิ้งไวนาน 3-5 นาที ใชปเปตดูดเซลลที่ผสมกับสีแลวมาหยดลงบน Hemocytometer counting 

chamber ทั้ง 2 ขาง โดยวาง cover slip ไวดานบน ใชปลายปเปตแตะที่ขอบ cover slipปลอยให

เซลลซึมเขาไปอยางชาๆจนเต็ม ระวังไมใหของเหลวลนออกมา ทําการนับเซลล HEp-2 ภายใต

กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา นับเซลลที่ไมติดสีน้ําเงินในตารางจาํนวน 5 ชอง ตามรูปที่ 3  

 

 
รูปที่ 3.3 Hemocytometer counting chamber 

ทําการคํานวณปริมาณเซลล HEp-2 ตามสูตร 

จํานวนเซลล HEp-2 ตอลูกบาศกเซนติเมตร(เซลล/ ลูกบาศกเซนติเมตร)= 

(จํานวนเซลล HEp-2 ที่ไมตดิสีน้ําเงิน ÷ 5) × dilution factor × 104

โดย dilution factor คือ ความเขมขนทีเ่จือจางเซลลในสี trypan blue 

 
10. การทดสอบสภาวะที่เหมาะสมในการทดสอบความสามารถในการเกาะติด และบุกรกุ

เซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori 
เพื่อที่จะหาสภาวะตางๆตั้งแตสารที่เหมาะสมในการทาํใหเซลล HEp-2 แตก และปริมาณ

เชื้อ H. pylori ตั้งตนที่เหมาะสมในการศึกษาการบกุรุกเซลล HEp-2 โดยทําการทดสอบ
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สภาวะตางๆทีเ่หมาะสมในการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori โดยวิธ ี Gentamicin 

internalization assay(58) 

 
10.1. การเพาะเลี้ยงเซลล HEp-2 สําหรบัการทดสอบความสามารถในการบกุรุก

เซลลของเชือ้ H. pylori 
การเตรียมเซลล HEp-2 สําหรับการทดสอบความสามารถในการบุกรุกเซลลของเชือ้ H. 

pylori เร่ิมตนโดยการเพาะเลี้ยงเซลล HEp-2 ในขวดเพาะเลี้ยงเซลลขนาด T75 จนมีความ

หนาแนนของเซลลประมาณ 70-80% ทําการเทอาหารเลี้ยงเซลลเกาออก จากนัน้ลางเซลลใน

ขวดเพาะเลี้ยงเซลลดวย HBSS ปริมาตร 15 มิลลิลิตร เอียงขวดไปมา จากนั้นเท HBSS ทิ้ง

ลางซ้าํอีกครั้ง เติมtrypsin ประมาณ 3 มิลลิลิตร ทิง้ไวประมาณ 1-2 นาท ีสังเกตลักษณะเซลล

ภายใตกลองจลุทรรศนวาเซลลเร่ิมมีลักษณะกลมหลุดแยกออกจากกนัแตยังไมหลดุออกจาก

ผิวขวดเพาะเลี้ยงเซลล เท trypsin ทิง้ไปแลวทาํการเคาะขวดเพาะเลื้ยงเซลลดานที่มเีซลล 

HEp-2 เกาะอยูเพื่อใหเซลลหลุดออกมา เติมอาหารเลี้ยงเซลลดีเอ็มอีเอ็มที่มยีาปฏิชีวนะ

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปเปตขึ้นลงประมาณ 30 คร้ัง เพื่อใหเซลล HEp-2 หลุดจากขวดและ

แยกเปนเซลลเดี่ยว นับจํานวนเซลลดงัขั้นตอน 9. จากนั้นดูดเซลล HEp-2 จํานวน 1×106 

เซลล มาเลีย้งในจานเพาะเลี้ยงเซลลรูปวงกลมเสนผาศนูยกลาง 3.5 เซนติเมตร ขนาด 6 หลุม

(six wells plate) แลวเติมอาหารเลีย้งเซลลดีเอ็มอีเอ็มที่มียาปฏิชีวนะแตละหลุมๆละ 3 

มิลลิลิตร บมภายในตู CO2 incubator ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส ปริมาณ

คารบอนไดออกไซด 5% และมีความชืน้ 80% นาน 1 คืน จงึนาํมาใชในการทดสอบ

ความสามารถในการบุกรุกเซลลของเชื้อ H. pylori ตอไป 

 
10.2. การทดสอบหาสารที่เหมาะสมในการทําใหเซลล HEp-2 แตกในการ

ทดสอบความสามารถในการบกุรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori 
เพื่อทาํการหาสารเคมีที่มีผลทําใหเซลล HEp-2 แตกมากที่สุดแตไมมีผลตอการเจริญของ

เชื้อ H. pylori จึงนาํเซลลที่เพาะเลีย้งไวในจานเพาะเลี้ยงเซลลรูปวงกลมขนาด 6 หลมุ ใน

ข้ันตอน 10.1 มาทาํการดูดอาหารเลี้ยงเซลลเกาทิง้ในทกุหลุมใหเติม HBSS ปริมาตร 2 

มิลลิลิตร เขยาเบาๆเพื่อทาํการลางเซลล HEp-2 จากนัน้ดูด HBSS ทิ้งลางซ้าํอีกครั้ง เติม

อาหารเลี้ยงเซลลดีเอ็มอีเอ็ม[Dulbecco's Modified Eagle Medium, DMEM ที่เติมซีรัม (fetal 

bovine serum, FBS) รอยละ 10] ปริมาตร 900 ไมโครลิตร หลุมที่ 1-6 เติมเชื้อ H. pylori 

DMST 20165 ในปริมาณ 108 CFUตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงไป นาํไปบม

ภายในตู CO2 incubator ทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีสนาน 3 ชั่วโมง จากนัน้ดูดสารในหลมุ
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ทิ้งใหหมด เตมิ HBSS ปรมิาตร 2 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ ดูด HBSS ทิ้งลางซ้ําอีกครั้ง เติม 

gentamicin (Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา) ที่ความเขมขน 100 μg/ml ปริมาตร 1  มิลลิลิตร 

ลงในแตละหลมุ นําไปบมภายในตู CO2 incubator  เชนเดิมเปนเวลานาน 1 ชั่วโมง เมื่อครบ

เวลาดูด gentamicin ทิง้ไป ลางดวย HBSS 3 คร้ังๆละ 2 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ คร้ังสดุทายดูด 

HBSS ออกใหหมด ในหลุมที่ 1 เติมน้าํกลั่นปริมาณ 1 มิลลิลิตร เขยาดวยเครื่องเขยาผสม

(Stvart scientific, orbital shaker ประเทศสหรัฐอเมริกา) ที่ความเรว็ 150 รอบตอนาที นาน 

10 นาท,ี หลุมที่ 2 เติม 0.01% poly-L-lysine ปริมาณ 1 มิลลิลิตร เขยาดวยเครื่องเขยาผสมที่

ความเร็ว 150 รอบตอนาท ีนาน 5 นาท,ี หลุมที ่3-6 เติม 0.01%, 0.025%, 0.05% และ0.1% 

triton x-100 ปริมาณ 1 มิลลิลิตรตามลําดับ เขยาดวยเครื่องเขยาผสมที่ความเร็ว 150 รอบตอ

นาที นาน 5 นาท ีนําเซลล HEp-2 ที่แตกไปเจือจางเปนลําดับไป10 เทา (10 folded dilution) 

จากความเขมขนที่ 10-1 ถึง10-3 นาํเชื้อที่เจือจางความเขมขนละ 100 ไมโครลิตรไปกระจายให

ทั่วบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Brain Heart Infusion agar ทีผ่สมเลือดแกะรอยละ 7  บมภายใต

สภาวะ 3-7% ออกซิเจน, 5-10% คารบอนไดออกไซด, 80-85% ไนโตรเจน เปนเวลา 72-96 

ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้น คํานวณเปอรเซ็นตการบุกรุกเซลลของเชื้อ H. pylori  
 

10.3. การทดสอบหาปริมาณเชือ้ที่เหมาะสมในการทดสอบความสามารถในการ
เกาะติด และบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชือ้ H. pylori 
นําเซลลที่เพาะเลี้ยงไวในจานเพาะเลีย้งเซลลรูปวงกลมขนาด 6 หลุม ในขั้นตอน 10.1 มา

ทําการดูดอาหารเลี้ยงเซลลเกาทิง้ ลางเซลลดวย HBSS 2 คร้ังๆละ 2 มิลลิลิตร เติมอาหาร

เลี้ยงเซลลดีเอม็อีเอ็มปริมาตร 900 ไมโครลิตร และเติมเชื้อ H. pylori DMST 20165 ที่ความ

ขุนดังนี ้ 5, 8 และ 10 McFarland standard ลงในหลุมที่ 1-3 หลุมละ 100 ไมโครลิตร

ตามลาํดับ นําไปบมภายในตู CO2 incubator ที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียสนาน 3 ชั่วโมง ดูด

สารในหลมุทิง้ใหหมดจากนัน้เติม HBSS ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ ลางซ้าํอีกครั้ง เติม 

gentamicin ที่มีความเขมขน 100 μg/ml ลงในแตละหลุมปริมาตร 1  มิลลิลิตร นําไปบม

ภายในตู CO2 incubator  เชนเดิมเปนเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาดดู gentamicin ทิ้งไปลาง

ดวย HBSS 3 คร้ังๆละ 2 มลิลิลิตร คร้ังสุดทายดูด HBSS ออกใหหมด เติมน้าํกลัน่ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร เขยาดวยเครื่องเขยาผสมที่ความเร็ว 150 รอบตอนาที นาน 10 นาที ทําซ้ํา 2 ชุด นาํ

เชื้อในแตละหลุมไปเจือจางเปนลําดับไป10 เทา(10 folded dilution)  จากความเขมขนที่ 10-1 

ถึง10-3 นําเชือ้ที่เจือจางความเขมขนละ 100 ไมโครลิตรไปกระจายใหทัว่บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

Brain Heart Infusion agar ที่ผสมเลือดแกะรอยละ 7  บมภายใตสภาวะ 3-7% ออกซิเจน, 5-
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10% คารบอนไดออกไซด, 80-85% ไฮโดรเจน เปนเวลา 72-96 ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนทีี่

เกิดขึ้น คํานวณเปอรเซ็นตการบุกรุกเซลลของเชื้อ H. pylori 

 
11. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเมทานอลของสมุนไพรชนิดตางๆตอความสามารถใน

การบกุรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori 
ทําการคัดเลือกสารสกัดเมทานอลของสมนุไพรที่มฤีทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. 

pylori ไดดีที่สุดมา 4 ชนิดดงันี้ กระชายดํา, กระเทียม, กลวย และ ขมิ้นชนัมาทําการทดสอบฤทธิ์

ตอความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori โดยนาํเซลล HEp-2 ที่เพาะเลี้ยงไว

ในจานเพาะเลี้ยงเซลลรูปวงกลมขนาด 6 หลุม ในขั้นตอน 10.1 มาทาํการดูดอาหารเลี้ยงเซลลเกา

ทิ้ง ลางเซลลดวย HBSS ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ จากนัน้ดูด HBSS ทิ้งและลางซ้าํอีกครัง้ 

เติมเชื้อ H. pylori ATCC 43504 ในปริมาณ 108 CFUตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงไป

ในทุกหลุม จากนั้นเติมสารสกัดเมทานอลของสมุนไพรแตละชนิด ที่ความเขมขนเทากับความ

เขมขนทีน่อยที่สุดที่สามารถยับยัง้การเจริญเติบโตของเชื้อ(MIC) ที่ไดจากขั้นตอน 7 ลงในหลมุที่ 

1-5 ตามลําดบั หลุมที ่ 6 เปน negative control คือไมตองเติมสารสกัดใดๆ ปรับปริมาตรสุดทาย

ใหเปน 1 มิลลิลิตรดวยอาหารเลี้ยงเซลลดีเอ็มอีเอ็ม นาํไปบมภายในตู CO2 incubator ที่อุณหภมูิ 

37 องศาเซลเซียส ปริมาณคารบอนไดออกไซด 5% และมีความชื้น 80% โดยแตละจานจะบม 3, 

6, 12 และ 24 ชั่วโมงตามลําดับ ทําซ้าํ 2 ชุด เมื่อครบเวลาใหดูดสารในแตละหลุมทิ้ง จากนัน้ลาง

ดวย HBSS 2 คร้ังๆละ 2 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ เติม gentamicin ที่มีความเขมขน 100 μg/ml ลงใน

แตละหลุมๆละ 1  มิลลิลิตร นาํไปบมภายในตู CO2 incubator เชนเดมิเปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนัน้

ดูด gentamicin ทิ้ง ลางดวย HBSS 3 คร้ังๆละ 2 มลิลิลิตร เขยาเบาๆ คร้ังสุดทายดูด HBSS 

ออกไปใหหมด เติมน้ํากลั่นปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาดวยเครื่องเขยาผสมที่ความเร็ว 150 รอบตอ

นาที นาน 10 นาทีเพื่อใหเชือ้ H. pylori หลุดออกมาจากเซลล HEp-2 นําไปเจือจางเปนลําดับไป

10 เทา(10 folded dilution)  จากความเขมขนที ่10-1 ถงึ10-3 นําเชื้อทีเ่จือจางความเขมขนละ 100 

ไมโครลิตรไปกระจายใหทัว่บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Brain Heart Infusion agar ที่ผสมเลอืดแกะรอยละ 

7  บมภายใตสภาวะ 3-7% ออกซิเจน, 5-10% คารบอนไดออกไซด, 80-85% ไฮโดรเจน เปนเวลา 

72-96 ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้น คาํนวณเปอรเซน็ตการบุกรุกเซลลของเชื้อ H. pylori 
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12. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดกระชายดําตอความสามารถในการเกาะติด และบุกรุก

เซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori 
12.1. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดกระชายดําดวยตัวทําละลายชนิดตางๆตอ

ความสามารถในการบกุรกุเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori  
เพื่อคัดเลือกชนิดของสารสกดักระชายดํา 4 ชนิดดังนี ้ น้ํามนัหอมระเหยจากกระชายดํา, 

สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดํา, สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา และสารสกัดเมทา

นอลจากกระชายดํา ที่มีฤทธิ์ลดการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori ไดดีที่สุด นาํเซลล 

HEp-2 ที่เพาะเลี้ยงไวในจานเพาะเลีย้งเซลลรูปวงกลมขนาด 6 หลุม ในขั้นตอน 10.1 มาทํา

การดูดอาหารเลี้ยงเซลลเกาทิ้ง ลางเซลลดวย HBSS 2 คร้ังๆละ 2 มิลลิลิตร เติมเชื้อ H. pylori  

ATCC 43504 ในปริมาณ 108 CFUตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงไปในทกุหลุม เติม

สารสกัดกระชายดําแตละชนิดที่ความเขมขนทีน่อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เชื้อ(MIC) ที่ไดจากขั้นตอน 7 ลงในหลุมที ่1-4 ตามลําดับ หลุมที่ 5 เปน negative control คือ

ไมตองเติมสารสกัดใดๆ ปรับปริมาตรสุดทายใหเปน 1 มิลลิลิตรดวยอาหารเลี้ยงเซลลดีเอ็มอี

เอ็ม นาํไปบมภายในตู CO2 incubator ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส ปริมาณ

คารบอนไดออกไซด 5% และมีความชื้น 80% เปนเวลา 3 ชั่วโมง ดูดสารในหลมุทิ้งใหหมด 

จากนั้นลางดวย HBSS 2 คร้ังๆละ 2 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ เติม gentamicin ที่มีความเขมขน 

100 μg/ml ปริมาตร 1  มิลลิลิตร ลงในแตละหลุม บมภายในตู CO2 incubator  เชนเดิม นาน 

1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาดูด gentamicin ทิ้งลางดวย HBSS 3 คร้ังๆละ 2 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ 

คร้ังสุดทายดดู HBSS ออกไปใหหมด เติมน้ํากลั่นปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาดวยเครื่องเขยา

ผสมที่ความเรว็ 150 รอบตอนาที นาน 10 นาทเีพื่อใหเชื้อ H. pylori หลุดออกมาจากเซลล 

HEp-2 นาํไปเจือจางเปนลาํดับไป10 เทา(10 folded dilution)  จากความเขมขนที ่10-1 ถงึ10-

3 นําเชื้อที่เจือจางความเขมขนละ 100 ไมโครลิตรไปกระจายใหทัว่บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Brain 

Heart Infusion agar ที่ผสมเลือดแกะรอยละ 7  บมภายใตสภาวะ 3-7% ออกซิเจน, 5-10% 

คารบอนไดออกไซด, 80-85% ไฮโดรเจน เปนเวลา 72-96 ชั่วโมง นบัจํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้น 

คํานวณเปอรเซ็นตการบกุรุกเซลลของเชื้อ H. pylori 
 

12.2. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดกระชายดําตอความสามารถในการบุกรุก
เซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori ที่เวลาตางๆกัน 
เพื่อหาเวลาทีใ่ชในการบมทีเ่หมาะสมที่สุดสําหรับการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดกระชาย

ดําตอความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori นําสารสกัดกระชายดําที่มี

ฤทธิ์ตอความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ที่ดีที่สุด จากขัน้ตอน 12.1.มาทําการทดลอง
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เชนเดียวกับข้ันตอน 12.1.ยกเวนเวลาที่ใชในการบมจะทาํการบมเชื้อกบัสมุนไพรกับเซลล 

HEp-2 ในตอนแรกที่เวลาตางๆกนั คือ ที่ 3, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง 

 
12.3. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดกระชายดําที่ความเขมขนตางๆกนัตอ

ความสามารถในการบกุรกุเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori 
เพื่อหาความเขมขนที่เหมาะสมที่สุดสําหรับทดสอบฤทธิข์องสารสกัดกระชายดําตอ

ความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori นําสารสกดักระชายดําทีม่ีฤทธิ์ตอ

ความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ที่ดีที่สุด จากขั้นตอน 12.1.มาทําการทดลอง

เชนเดียวกับข้ันตอน 12.1.ยกเวนใชความเขมขนของสารสกัดจากกระชายดําที่ความเขมขน

ตางๆกนัดังนี้ +2MIC, +1MIC, MIC, -1MIC และ -2MIC 

 
12.4. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดกระชายดําตอความสามารถในการบุกรุก

เซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพันธุตางๆกัน 
เพื่อเปรียบเทยีบผลของสารสกัดกระชายดําที่ดทีี่สุดตอความสามารถในการบกุรุกเซลล

HEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพนัธุตางๆวามีแนวโนมที่เหมือนหรือตางกนัอยางไร โดยใชเชื้อ 

H. pylori 5 สายพนัธุ คือ สายพนัธุมาตรฐาน 3 สายพนัธุ ATCC 43504(cagA+), ATCC 

43526(cagA+) และ ATCC 51932(cagA-) สายพันธุที่แยกไดจากคนไข 2 สายพันธุเปนสาย

พันธุcagA+ 1 สายพันธุ และสายพันธุcagA- 1 สายพันธุ  ทําการทดลองเชนเดยีวกับข้ันตอน 

12.1 โดยใชเวลาบมเชื้อกับสมุนไพรกับเซลล HEp-2 ที่ไดจากขั้นตอน 12.2 และใชความ

เขมขนของสารสกัดจากกระชายดําที่เหมาะสมที่สุดจากขั้นตอน 12.3 เกบ็เชื้อที่เหลือจากการ

นับจํานวนโคโลนีไวที ่-80 องศาเซลเซยีสสําหรับสกัดอารเอ็นเอตอไป 

 
12.5. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดกระชายดําตอความสามารถในการเกาะติด

เซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพันธุตางๆกัน 
เพื่อเปรียบเทยีบผลของสารสกัดกระชายดําที่ดทีี่สุดตอความสามารถในการเกาะติดเซลล

HEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพนัธุตางๆวามีแนวโนมที่เหมือนหรือตางกนัอยางไร โดยใชเชื้อ 

H. pylori 5 สายพนัธุ คือ สายพนัธุมาตรฐาน 3 สายพนัธุ ATCC 43504(cagA+), ATCC 

43526(cagA+) และ ATCC 51932(cagA-) สายพันธุที่แยกไดจากคนไข 2 สายพันธุเปนสาย

พันธุcagA+ 1 สายพันธุ และสายพันธุcagA- 1 สายพันธุ  ทําการทดลองเชนเดยีวกับข้ันตอน 

12.4 ตางกนัตรงในการทดลองจะจานเพาะเลี้ยงเซลลรูปวงกลมขนาด 6 หลุม 2 จาน จานที่ 1

ทําการทดลองเชนเดียวกับข้ันตอน 12.4 ทุกขั้นตอน แตในจานที่ 2 ใชที่ข้ันตอนหลังจากการ
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บมเชื้อกับสมนุไพรกับเซลล HEp-2 เมื่อทาํการลางดวย HBSS 2 คร้ังๆละ 2 มิลลิลิตรแลวจะ

ทําการเติมน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตรเลย โดยไมผานขั้นตอนการเติม gemtamicin นับจํานวนโคโลนี

ที่เกิดขึ้นจากทัง้ 2 จานเพาะเลี้ยง เพื่อนาํไปคํานวณเปอรเซ็นตการเกาะติดเซลลของเชื้อ H. 

pylori 
 

13. การวัดระดับการแสดงออกของยีนที่เกีย่วของกับการเกาะติด และบุกรุกเซลลของเชื้อ 
H. pylori ดวยวิธ ีRT PCR 
13.1. การสกัดอารเอ็นเอจากเชือ้ Helicobacter pylori 

ทําการสกัด Total RNA โดยใชน้ํายา TRIZOL®Reagent (Invitrogen, USA) นาํเชื้อ H. 

pylori ที่เก็บไวจากการทดสอบความสามารถในการบุกรุกเซลลเยื่อบุ HEp-2 ในขั้นตอน 12.4 

มาทาํการปนตกตะกอนที่ความเรว็ 5,000 รอบตอนาท ีนาน 5 นาท ี เทสารละลายสวนบนทิ้ง

เติมน้ํายา TRIZOL®Reagent 1 มิลลิลิตร ผสมดวยการปเปตขึ้นลงนาํไปบมที่อุณหภูมิหอง

นาน 5 นาท ี  จากนัน้เติมคลอโรฟอรม(Chloroform) 0.2 มิลลิลิตรเขยาเบาๆดวยมอืนาน 15 

วินาที บมที่อุณหภูมิหอง 2-3 นาที นําไปปนตกตะกอนที่ความเรว็ 12,000 g 15 นาที ที่

อุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซยีส หลังการปนสารจะแยกเปน 3 ชั้น ทาํการดูดสารละลายใสชั้น

บนสุดออกมา 100 ไมโครลิตร ใสในหลอดใหมในการดูดระวังอยาใหปเปตถกูสารละลายชัน้

อ่ืนๆ เติมไอโซโพรพานอล(Isopropanol) 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัโดยการกลับหลอดไปมา

ประมาณ 30 คร้ัง ตั้งทิ้งไวทีอุ่ณหภูมิหองนาน 10 นาท ีปนที่ความเรว็ 12,000 g นาน 15 นาท ี

ที่อุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส เทสารละลายในหลอดสวนบนทิง้ลางตะกอนอารเอ็นเอดวย 

75% เอทานอล(Ethanol) 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัโดยเครื่องเขยาผสม 20 วินาท ี ปนที่

ความเร็ว 12,000 g  15 นาที ที่อุณหภมูิ 2-8 องศาเซลเซียส เทสารละลายสวนบนทิง้ คว่ํา

หลอดบนกระดาษทิชชูทิง้ใหแหงประมาณ 30-45 นาที เก็บไวที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซยีส 

เพื่อใชตรวจหาระดับการแสดงออก ของยนี alpA และbabA ดวยวิธ ีRT PCR ตอไป 
 

13.2. การวัดคา OD (Optical Density) เพื่อหาความเขมขนของอารเอ็นเอที่สกัด
ได 
นําอารเอ็นเอที่สกัดไดจากขัน้ตอน 13.1 มาทาํการเจือจางดวยน้าํกลัน่ โดยใชอัตราสวน 

1:100 (อารเอ็นเอ: น้ํากลั่น) จากนั้นนําไปวัดคา OD ดวยเครื่องสเปกโตโฟโตมิเตอร 

(Shimadzu, UV-16001 ประเทศญี่ปุน) โดยใชความยาวคลื่นที ่260 นาโนเมตร โดยคา OD
260 

ที่มีคาเทากับ 1.00 นัน้จะเทยีบไดกับ อารเอ็นเอสายเดี่ยว ที่มคีวามเขมขนเทากบั 40 
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ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จากนัน้นําคา OD ที่วดัได ไปคํานวณหาความเขมขนของอารเอ็นเอ โดย

ใชสูตรดังตอไปนี ้

ความเขมขนของอารเอ็นเอ(ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) = OD
260 

x 40 x dilution factor x 10
-3

โดย dilution factor คือ ความเขมขนของอารเอ็นเอที่เจือจางเซลลในน้าํกลั่น (ในที่นี้

เทากับ 100) 

 
13.3. การกาํจัดดีเอ็นเอที่ปนเปอนออกจากอารเอ็นเอ 

เพื่อใหไดอารเอ็นเอที่ปราศจากการปนเปอนของดีเอ็นเอจึงทาํการขจัดดีเอ็นเอ โดยน้ํายา 

RNase-Free DNase Set (Qiagen, USA) เตรียมปฏิกิริยาปริมาตรทั้งหมด 100 ไมโครลิตร

ประกอบดวย บัฟเฟอร RDD ความเขมขน 1 เทาปฏิกิริยา (1x Buffer RDD), DNase I ความ

เขมขน 7.5 ยูนิต, อารเอ็นเอปริมาตรนอยกวาหรือเทากับ 87.5 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง 

10 นาที จากนั้นทําการ inactivate DNase I ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 15 นาที นาํ      

อารเอ็นเอที่ไดไปทําการเปลีย่นเปนซีดีเอ็นเอตอไป 

 
13.4. การตรวจสอบการปนเปอนของดีเอ็นเอ(DNA) จากอารเอ็นเอ(RNA) ที่

สกัดได 
เพื่อยนืยนัวาอารเอ็นเอที่สกดัไดนั้นไมมีการปนเปอนของดีเอ็นเอมา ทําไดโดยนําอารเอ็น

เอที่สกัดไดมาทําการทดสอบดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส หากปรากฏแถบของผลผลิต PCR 

ข้ึนแสดงวาอารเอ็นเอนัน้มีการปนเปอนของดีเอ็นเอ เตรียมปฏิกิริยาในปริมาตรทัง้หมด 25 

ไมโครลิตร ประกอบดวย บัฟเฟอรความเขมขน 1 เทาปฏิกิริยา(1x reaction buffer),             

ดีออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต(dNTP) ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร, 16s Forward primer(5’ 

– GAT  GCT TAA CCA TAG AAC TGC ATT TGA A -3’ ) ความเขมขน 0.4 ไมโครโมลาร, 

16s Reverse primer(5’ - CTG CAA AAG ATT ATT TGG CAA GA -3’) ความเขมขน 0.4 

ไมโครโมลาร, Real Taq DNA Polymerase ความเขมขน 0.025 ยูนิต, อารเอน็เอแมแบบ

ปริมาณ 10-100 นาโนกรัม นําไปเขาเครือ่ง thermocycle ที่ตั้งอุณหภูมิตางๆไวดังนี ้ ข้ันที่ 1 

อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาที, ข้ันที่ 2 อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซยีส นาน 1 วินาท,ี 

ข้ันที ่3 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 5 วินาท,ี ข้ันที ่4 อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส นาน 11 

วินาท,ี ข้ันที ่ 5 วนกลับไปทาํข้ันที ่ 2-4 จํานวน 44 รอบ, ข้ันที่ 6 อุณหภูม ิ 72 องศาเซลเซียส 

นาน 10 นาที และข้ันสดุทาย อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสจนกวาจะนาํออกจากเครื่อง  

thermocycler นาํผลผลิต PCR  ที่ไดไปทาํการแยกขนาดดวยกระแสไฟฟา(electrophoresis) 
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บนวุนอะกาโรส 2 % จากนัน้นาํไปยอมสีใน เอทิเดียมโบรไมด(ethidium bromide) ที่มีความ

เขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิตร นาน 30 นาที ทําการ destain ในน้ํากลัน่นาน 10 นาที นํา

วุนอะกาโรส ไปถายรูปบนเครื่องเครื่องกําเนิดแสงยวูี (UV transilluminator ประเทศอังกฤษ) 

บันทกึผลโดยใชกลอง(UVitec ประเทศองักฤษ) หากมีดีเอ็นเอปนเปอนจะเห็นผลผลิต PCR  

ขนาด 204 เบส 
 

13.5. การเตรยีมซีดีเอ็นเอ(cDNA) 
เนื่องจากอารเอ็นเอมีความไมเสถยีร ในการเปรียบเทยีบผลการแสดงออกของยนีจึงควร

เปล่ียนจากอารเอ็นเอใหเปนดีเอ็นเอกอน โดยการเตรยีมปฏิกิริยา ในปริมาตรทั้งหมด 50 

ไมโครลิตร ประกอบดวยบฟัเฟอร reverse transcription reaction ความเขมขน 1 เทา

ปฏิกิริยา(1x reverse transcription reaction buffer), ดีออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต

(dNTP) ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร, Primer16s หรือ alpA หรือ babA ความเขมขน 0.2 ไม

โครโมลาร, M-MuLV Reverse Transcriptase(New England Biolabs ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) 100 ยูนิต, อารเอน็เอจากขอ 14.2  ปริมาตร 5-10 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซยีส 30 นาทกี็จะไดซีดีเอ็นเอสําหรับการทาํ RT-PCR ตอไป 

 
13.6. การทาํ RT-PCR ของยีน alpA และ babA  

การเพิม่จํานวน ซีดีเอ็นเอ เพื่อหาระดับการแสดงออกของยีน alpA, babA โดยใชยีน 16s 

ribosomal เปนยนีมาตรฐานสาํหรับการเปรียบเทยีบ ในการเตรียม 1 ปฏิกิริยา PCR มี

ปริมาตรทั้งหมด 25 ไมโครลิตร ประกอบดวย บัฟเฟอรความเขมขน 1 เทาปฏิกิริยา (1x 

reaction buffer), ดีออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต(dNTP)ความเขมขน 1 มลิลิโมลาร, 

Primer16s หรือ alpA หรือ babA ดังตารางที ่3.3 ความเขมขน 0.2 ไมโครโมลาร, Real Taq 

DNA Polymerase (Real Biotech Corporation, USA) ความเขมขน 0.025 ยูนิต, ซีดีเอ็นเอที่

ไดจากขั้นตอน 13.5 ปริมาตร 5-10 ไมโครลิตร นําไปเขาเครื่อง thermocycler 
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ตารางที่ 3.3 แสดงรายละเอียด Primer 

ยีน Primer ลําดับเบส 
ความยาว 

(bp) 

ขนาดผลผลิต 

(bp) 

Forward 
5’GCTTAACCATAGAACTGCATTTGA

A3’ 
25 16s 

ribosomal 
Reverse 5’TCGTTTAGGGCGTGGACT3’ 18 

204 

Forward 5’TACGGCACGAACACCAAT3’ 18 

alpA 
Reverse 

5’TTGAGAGTAGGTTTGACCATCTG 

3’ 
23 

168 

Forward 
5’GCAAGGCATAGAAACCAATTACT

AC3’ 
25 

babA 

Reverse 5’AGCCCACCTGAATACCG3’ 17 

158 

 

ที่ตั้งอุณหภูมติางๆไวดังนี ้ข้ันที ่1 อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาท,ี ข้ันที่ 2 อุณหภูมิ 

95 องศาเซลเซียส นาน 1 วนิาท,ี ข้ันที่ 3 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีส นาน 5 วนิาท,ี ข้ันที ่4 

อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส นาน 11 วินาท,ี ข้ันที ่5 วนกลับไปทําขัน้ที ่2-4 จํานวน 44 รอบ, 

ข้ันที่ 6 อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที และข้ันสุดทาย อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส

จนกวาจะนาํออกจากเครื่อง  thermocycler นําผลผลิต PCR  ที่ไดไปทาํการแยกขนาดดวย

กระแสไฟฟา(electrophoresis) บนวุนอะกาโรส 2 % จากนัน้นําไปยอมสีใน เอทิเดยีมโบรไมด

(ethidium bromide) ทีม่ีความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิตร นาน 30 นาท ีทาํการ 

destain ในน้าํกลั่นนาน 10 นาที นําวุนอะกาโรส ไปถายรปูบนเครื่องเครื่องกําเนิดแสงยูว ีนาํ

ภาพทีถ่ายไดมาทาํการวิเคราะหความเขมของแถบผลผลิต PCR  ดวยโปรแกรม 

AlphaImager 2200( Alpha Innotech Corporation ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
 

14. การวิเคราะหขอมูล 
ทําการเปรียบเทียบทางสถิตขิอง % internalization ระหวางกลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัด

สมุนไพร กับกลุมทดลองที่เติมสารสกัดจากสมนุไพรโดยใช one-way anova การวิเคราะหทาง

สถิติจะเสร็จสมบูรณโดยใชโปรแกรม SPSS คา P ทั้งหมดที่ ≤0.05 จะสันนษิฐานวาแตกตางกนั

อยางมีนยัสําคัญทางสถิต ิ
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บทที่  4 
ผลการทดลอง 

 
1. การทดสอบหาความเขมขนที่นอยที่สดุของสมุนไพรไทยตางๆที่สามารถยับยั้งการ

เจริญของเชือ้ H. pylori 
เพื่อทดสอบฤทธิ์ของสมนุไพรไทยที่นยิมใชในการรักษาโรคในระบบทางเดนิอาหารในการ

ยับยั้งการเจรญิเติบโตของเชื้อ H. pylori โดยทําการทดสอบหาความเขมขนทีน่อยที่สุดที่สามารถ

ยับยั้งการเจรญิของเชื้อ H. pylori (Minimum inhibitory concentration, MIC) ของสมุนไพรไทย 

9 ชนิด กับเชือ้ H. pylori จํานวน 13 สายพนัธุ ประกอบดวย เชื้อ H. pylori สายพนัธุมาตรฐาน 2 

สายพนัธุ คือ ATCC 43504 และ ATCC 43526, สายพันธุที่ไดจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย 2 

สายพนัธุ คือ DMST20165 และ DMST20885 และสายพนัธุที่แยกไดจากคนไข 9 สายพนัธุ คือ 

C7, C53, 742, 818, 820, 849, 867, 912 และ 949 ผลเปนดังตารางที่ 4.1 พบวาสารสกัดเมทา

นอลจากขมิ้นชันมีฤทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori ดีทีสุ่ดโดยมีคาความเขมขนทีน่อย

ที่สุดที่สามารถยับยัง้การเจริญ(MIC) เทากับ  32 μg/ml  รองลงมา คือ สารสกดัเมทานอลจาก

กระชายดาํมคีา MIC เทากบั 64 μg/ml สวนสารสกัดเมทานอลจากกระเทยีม, กลวย,  ตระไคร,  

ใบบัวบก, ฟาทะลายโจร, วานหางจระเข และลําตนโหระพา ไมมฤีทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของ

เชื้อ H. pylori มีคา MIC > 512 μg/ml ขณะที ่dimethyl sulfoxide (DMSO) ที่ความเขมขนรอย

ละ 5 (v/v) ซึ่งเปนความเขมขนสูงสุดทีใ่ชละลายสารสกัดสมุนไพรพบวาไมมีผลตอการเจริญของ

เชื้อ จึงไดทาํการคัดเลือกสมุนไพรทีม่ีฤทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori ไดดี คือ 

ขมิ้นชัน, กระชายดาํ และสมุนไพรที่มกีารรายงานวามีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจรญิของเชื้อ H. 

pylori คือ กระเทยีม(107) และกลวย(106) ไปทําการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเมทานอลของ

สมุนไพรชนิดตางๆตอความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori ตอไป 
 

2. การทดสอบสภาวะที่เหมาะสมในการทดสอบความสามารถในการเกาะติด และบุกรกุ
เซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori 
ทําการทดสอบสภาวะที่เหมาะสมที่ใชในการศึกษาความสามารถในการเกาะติด และบุกรุก

เซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori โดยวิธ ีGentamicin internalization assay(58) ซึ่งจะทําการบม

เชื้อ H. pylori กับเซลล HEp-2 เปนเวลานาน 3 ชั่วโมง เพื่อใหเชื้อเกาะติด และบุกรุกเขาสูเซลล 

จากนั้นจะทาํการลางเซลลดวยบัฟเฟอร HBSS และทําใหเซลลแตก และนําเชื้อ H. pylori ที่อยู

ภายในเซลลมาทาํการนับปริมาณ ดังนัน้ในการทดสอบสภาวะที่เหมาะสมจึงตองทาํการทดสอบ

หา ปริมาณเชื้อ H. pylori ตั้งตนที่เหมาะสมเนื่องจากเชือ้ H. pylori มีความสามารถในการบุกรุก 
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ตารางที่ 4.1 คาความเขมขนทีน่อยที่สุดของสมุนไพรตางๆที่สามารถยบัยั้งการเจริญ (MIC) ของ

เชื้อH. pylori 
 

ชนิดของสารสกัด 

คาความเขมขนทีน่อยที่สุดของสมุนไพรตางๆที่

สามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori *,# 

(μg/ml) 

DMSO 5% (v/v) เชื้อ H. pylori ทุกสายพันธุสามารถเจริญได 

สารสกัดเมทานอลจากกระเทียม > 5000 

สารสกัดเมทานอลจากกลวย 25000 

สารสกัดเมทานอลจากกระชายดํา 64 

สารสกัดเมทานอลจากขมิ้นชัน 32 

สารสกัดเมทานอลจากตระไคร > 512 

สารสกัดเมทานอลจากใบบัวบก > 512 

สารสกัดเมทานอลจากฟาทะลายโจร > 512 

สารสกัดเมทานอลจากวานหางจระเข > 512 

สารสกัดเมทานอลจากลําตนโหระพา > 512 

*ทําการทดลองซ้ํา 2 คร้ัง 
#เชื้อ H. pylori จํานวน 13 สายพนัธุ ประกอบดวย เชื้อ H. pylori สายพันธุมาตรฐาน 2 สาย

พันธุ คือ ATCC 43504 และ ATCC 43526, สายพนัธุที่ไดจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย 2 สาย

พันธุ คือ DMST20165 และ DMST20885 และสายพันธุที่แยกไดจากคนไข 9 สายพนัธุ คือ C7, 

C53, 742, 818, 820, 849, 867, 912 และ 949 
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เซลลที่ต่ํา(108) ประมาณ 0.1% นอกจากนั้นในการศึกษาครั้งนีย้ังไดทดสอบหาสารที่เหมาะสมใน

การทาํใหเซลล HEp-2 แตก โดยสารจะตองมีคุณสมบัติ คือ ไมมีผลตอการเจริญของเชื้อ H. pylori 

ซึ่งจะนําสภาวะทั้งสองที่ได ไปทําการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรไทยที่คัดเลือกไดจากขอที ่

1 คือ กระเทียม, กระชายดาํ, กลวย และขมิ้นชนั ตอความสามารถในการเกาะติด และบุกรุกเซลล

HEp-2 ของเชือ้ H. pylori ตอไป 

 
2.1. การทดสอบหาปริมาณเชือ้ที่เหมาะสมในการทดสอบความสามารถในการ

เกาะติด และบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชือ้ H. pylori 
ในการทดสอบหาปริมาณเชื้อต้ังตนทีเ่หมาะสมตอความสามารถในการเกาะติด และบุกรุก

เซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori โดยวิธี Gentamicin internalization assay(58) นั้นจะใชเชื้อ 

H. pylori DMST 20165 โดยใชเชื้อ 3 ความเขมขน คือ 5, 8 และ 10 McFarland standard 

ผลดังตารางที ่ 4.2 พบวา ที่ความขุน 5 McFarland standard มีปริมาณเชื้อต้ังตนประมาณ   

106 CFU/ml, ที่ความขุน 8 McFarland standard มีปริมาณเชื้อต้ังตนประมาณ   107 CFU/ml 

และที่ความขุน 10 McFarland standard มีปริมาณเชือ้ต้ังตนประมาณ   108 CFU/ml เมื่อดู

ผลการทดสอบความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 พบวาปริมาณเชื้อต้ังตนทีค่วามขุน 5 

และ 8 McFarland standard ไมพบการเจริญของเชื้อ H. pylori  ขณะที่ความขุน 10 

McFarland standard สามารถเหน็ผลการทดสอบคือ จากจาํนวนเชือ้ H. pylori ตั้งตน 108 

CFU/ml เชื้อสามารถบกุรุกเขาไปในเซลลได 5×104 CFU/ml เมื่อนําคาที่ไดมาทําการคํานวณ 

% internalization พบวามีคาเทากับ 0.05% ดังนัน้ปริมาณเชื้อต้ังตนทีเ่หมาะสมในการ

ทดสอบความสามารถในการเกาะติด และบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori ตองมีปริมาณ

เชื้อมากกวาหรือเทากับ 108 CFU/ml ข้ึนไป หรือประมาณความขุนที่ 10 McFarland ข้ึนไป  
 

2.2. การทดสอบหาสารที่เหมาะสมในการทําใหเซลล HEp-2 แตกในการทดสอบ
ความสามารถในการบกุรกุเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori 
ในการการทดสอบความสามารถในการบกุรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori โดยวิธ ี

Gentamicin internalization assay(58) จะมีการใชสารสําหรับทําใหเซลลแตกอยูหลายชนิด 

คือ น้ํากลั่น(109), 0.01% poly-L-lysine(108) และ 0.1%triton x-100(58) ดังนั้นในการ

ทดสอบครั้งนีจ้ึงตองการทดสอบหาสารที่เหมาะสมที่สุดในการทําใหเซลล HEp-2 แตก 

โดยสารจะตองมีคุณสมบัตสํิาคัญ คือ ไมมีผลตอการเจริญของเชื้อ H. pylori การทดสอบนี้ได

ทดลองกับสารทั้ง 3 ชนิดทีค่วามเขมขนตางๆ คือ น้าํกลั่น, 0.01% poly-L-lysine, 0.01%, 

0.025%, 0.05% และ 0.1%triton x-100 ผลเปนดังตารางที่ 4.3 
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ตารางที่ 4.2 % internalization จากการทดลองการบกุรุกเซลลโดยใชปริมาณเชื้อต้ังตนที่ตางๆกัน 
 

ความขุนของเชื้อ H. 

pylori (McFarland 

standard) 

ปริมาณเชื้อ 

H. pylori ที่

นับได 

(CFU/ml) 

ปริมาณเชื้อ H. pylori ที่นับได 

จากการทดสอบ 

internalization assay 

(CFU/ml) 

% internalization 

10 McFarland 

8 McFarland 

5 McFarland 

~108

~107

~106

~5X104

No growth 

No growth 

0.05 

0 

0 
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ตารางที่ 4.3 ปริมาณเชื้อ H. pylori จากการทดสอบหาสารที่เหมาะสมในการทําใหเซลล  

HEp-2 แตก 
 

Internalization 

assay 

Conditions สารสําหรับทําใหเซลล 

HEp-2 แตก 

ปริมาณเชื้อ 

H. pylori ที่

นับได 

(CFU/ml) 

เชื้อ H. pylori  

+ สารสําหรับทําใหเซลล 

HEp-2 แตก 

  1. น้าํกลัน่  

 2. 0.01% poly-L-lysine 

 3. 0.01% Triton-X-100 

 4. 0.025% Triton-X-100 

 5. 0.05% Triton-X-100 

  6.  0.1% Triton-X-100 

1X108

No growth 

No growth 

No growth 

No growth 

No growth 

เชื้อ H. pylori + 

Gentamycin 100 μg/ml 

- No growth 

กลุมควบคุม 

เชื้อ H. pylori + HBSS - 1X108

กลุมทดลอง เชื้อ H. pylori + HEp-2 + 

สารสําหรับทําใหเซลล 

HEp-2 แตก 

   1. น้ํากลัน่  

 2. 0.01% poly-L-lysine 

 3. 0.01% Triton-X-100 

 4. 0.025% Triton-X-100 

 5. 0.05% Triton-X-100 

  6.  0.1% Triton-X-100 

5X104

No growth 

No growth 

No growth 

No growth 

No growth 
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พบวาในกลุมควบคุมซึ่งจะบมเชื้อ H. pylori กับสารตางๆเปนเวลานาน 3 ชั่วโมงเพื่อดูผลของสาร

ตอการเจริญของเชื้อพบวาน้าํกลั่นไมมีผลตอการเจริญของเชื้อ โดยพบปริมาณเชื้อทีบุ่กรุกเขาไปใน

เซลลประมาณ 5×104 CFU/ml มี % internalization เทากับ 0.05% ในขณะที ่ 0.01% poly-L-

lysine, 0.01%triton x-100, 0.025%triton x-100, 0.05%triton x-100 และ 0.1%triton x-100 ไม

พบการเจริญของเชื้อ H. pylori  สวนการบมเชื้อกับบัฟเฟอร HBSS ซึ่งเปนบัฟเฟอรที่ใชในการ

ทดลองความสามารถในการบุกรุก และยึดเกาะเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori ดวยวธิี 

Gentamicin internalization assay(58) โดยใชในขั้นตอนตางๆดังนี้ ข้ันตอนในการละลายเชื้อ H. 

pylori ใหไดความขุนที่ตองการกอนการทดลอง, ข้ันตอนการลางเซลล HEp-2 หลงัจากการบมเชื้อ 

H. pylori กับสารสกัดจากสมุนไพรกับ เซลล HEp-2, การลางเซลล HEp-2 หลังจากการบมเชื้อ H. 

pylori กับ gentamicin และขั้นตอนในการเจือจางเชื้อ H. pylori หลังจากทาํใหเซลล HEp-2 แตก 

เพื่อทาํการนับปริมาณเชื้อทีบุ่กรุก ผลพบวาบัฟเฟอร HBSS ไมมีผลตอการเจริญของเชื้อ H. pylori  

การทดลองบมเชื้อ H. pylori รวมกับสารตานจุลชีพ gentamycin ที่ความเขมขน 100 μg/ml ซึง่

เปนสารที่ใชในการกําจัดเชือ้ที่เกาะติดบนเซลล HEp-2 ปรากฏวาไมพบการเจริญของเชื้อ H. 

pylori ดังนั้นสารที่เหมาะสมในการทําใหเซลล HEp-2 แตกในการทดสอบความสามารถในการบกุ

รุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori คือ น้ํากลัน่ เนื่องจากเปนสารชนิดเดียวที่ไมมผีลตอการเจริญ

ของเชื้อ H. pylori สวน0.01% poly-L-lysine, 0.01%triton x-100, 0.025%triton x-100, 

0.05%triton x-100 และ 0.1%triton x-100 มีฤทธิ์ฆาเชือ้ H. pylori 
 
3. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเมทานอลของสมุนไพรชนิดตางๆตอความสามารถใน

การบกุรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori 
จากขั้นตอนที ่ 1 และ 2 ทําใหเราสามารถเลือกพืชสมุนไพร และสภาวะที่เหมาะสมในการ

ทดสอบ Gentamicin internalization assay(58) เพื่อทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเมทานอลของ

สมุนไพรตอความสามารถในการบกุรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori โดยการทดลองนี้ไดใช

สมุนไพร 4 ชนิด คือ กระเทียม, กระชายดํา, กลวย และขมิ้นชัน ในการทดสอบใชเชื้อ H. pylori 

สายพนัธุ ATCC 43504 และใชเวลาในการบม 3 ชั่วโมง ผลเปนดังตารางที่ 4.4 และ รูปที ่4.1 จาก

ปริมาณเชื้อต้ังตนประมาณ 108 CFU/ml ในกลุมที่มกีารบมเชื้อกับสมุนไพรเพื่อดูความสามารถใน

การยับยัง้การเจริญของเชื้อ ผลการนับปริมาณเชื้อเปนดังนี ้ ขมิ้นชันมีปริมาณเชื้อต้ังตน เทากบั 

1.09±0.12× 107, กระเทียม เทากับ 5.74±0.35× 104, กลวย เทากับ 1.51±0.70× 106 และ 

กระชายดาํ เทากบั 6.93±0.58× 106  การทดสอบความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ 

H. pylori พบวาในกลุมควบคุม ซึ่งบมเชื้อ H. pylori กับ เซลล HEp-2 คา % internalization 

เทากับ 2.37±0.17%  ขณะที่ กลุมทดลองคือบมเชื้อ H. pylori กับเซลล HEp-2 และ สมุนไพรชนิด
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 ตารางที ่4.4 % internalization จากการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเมทานอลของสมุนไพรชนิดตางๆตอความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori ที่

เวลาบม 3 ชั่วโมง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 *ทาํการทดลองซ้ํา 2 ครั้ง 

 

กลุมควบคุม กลุมทดลอง ชนิดของ

สมุนไพร 

ความเขมขน

ของสมุนไพร 

ปริมาณเชื้อ H. 

pylori  

ตั้งตน* 

(CFU/ml) 

 

(เชื้อ+ สมุนไพร) 

ปริมาณเชื้อทีน่ับได* 

(CFU/ml) 

(เชื้อ + เซลล) 

% internalization* 

(เชื้อ + เซลล + 

สมุนไพร) 

% internalization* 

คา P-value 

 

ขมิ้นชัน 32 μg/ml 1.09±0.12× 107 1.08±0.40 0.020 

กระเทยีม 5 mg/ml 5.74±0.35× 104 0.59±0.27 0.001 

กลวย 25 mg/ml 1.51±0.70× 106 0.50±0.46 0.001 

กระชายดาํ 32 μg/ml 

 

 

1.17±0.70× 108

6.93±0.58× 106

 

 

2.37±0.17 

1.59±0.17 0.070 
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รูปที่ 4.1 กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง % internalization กับสมุนไพร 4 ชนิด คือ กระเทยีม, 

กระชายดาํ, กลวย และขมิน้ชัน ที่เวลาบม 3 ชั่วโมง 
 

2.37

1.08

0.59 0.50

1.59

0.00

0.50

1.00

1.50

2.00

2.50

3.00

control ขมิ้นชัน กระเทียม กลวย กระชายดํา

%
 in

te
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*ทําการทดลองซ้ํา 2 คร้ัง 
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ตางๆที่ความเขมขนเทากับความเขมขนทีน่อยที่สุดที่ใชในการยับยั้งการเจริญของเชือ้ (MIC) 

พบวา% internalization ของสมุนไพรทัง้ 4 ชนิดเปนดังนี้ % internalization ของกระชายดํามีคา

เทากับ 1.59±0.17%, ขมิ้นชันมีคาเทากับ 1.08±0.40%,  กระเทียมมคีาเทากับ 0.59±0.27% และ 

กลวยมีคาเทากับ 0.50±0.46% ซึง่พบวาความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 เมื่อมีสารสกดั

สมุนไพรทัง้ 4 ชนิดลดลงเมื่อเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัดสมุนไพร จากการ

เปรียบเทยีบทางสถิต ิ พบวาคา  % internalization ของสมุนไพรทั้ง 4 ชนิด และกลุมควบคุม มี

ความแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญทางสถติิ (P < 0.05) ยกเวนกระชายดํา ดังนั้นสารสกัดสมุนไพร

ของกระเทยีม, กลวย และขมิ้นชนั ที่ความเขมขนที ่ MIC มีฤทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. 

pylori และมลีดความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori ได อยางไรก็ตาม

เนื่องจาก กระเทียม และ กลวย มีคา MIC สูง จึงตองใชความเขมขนในการทดสอบปริมาณ

มากกวา กระชายดาํ และขมิ้นชนั มาก ซึ่งไมเหมาะกับการนําไปประยุกตใชในการรักษาหรือ

ปองกนัการตดิเชื้อ H. pylori  เนื่องจากสารสกัดในปรมิาณมาก อาจมีความเปนพิษกับเซลลหรือมี

ฤทธิ์ขางเคียงอื่นได นอกจากนัน้ปริมาณตวัทาํละลายDMSO ในสารสกัดกระเทยีม และ กลวย จะ

มากตามไปดวย พบวาอยูในชวง 1-5% ซึ่งจะมีผลกระทบกับเซลล HEp-2 เนื่องจากหาก %DMSO 

> 1%(110) จะทาํใหเกิดความเปนพิษตอเซลล อยางไรก็ตามจะทําการทดสอบผลของเวลาในการ

บมสารสกัดสมุนไพรทัง้ 4 ชนิด ตอความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 เพื่อเปนขอมูลเพิม่เติม

ในการคัดเลือกสมุนไพรที่เหมาะสมในการศึกษาความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ 

H. pylori  ตอไป 
 
4. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเมทานอลของสมุนไพรที่เวลาตางๆตอความสามารถใน

การบกุรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori 
เพื่อศึกษาผลของเวลาในการบมของสารสกัดเมทานอลของสมุนไพร 4 ชนิด คือ กระเทียม, 

กระชายดาํ, กลวย และขมิน้ชัน ตอความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 และตอ รูปรางลักษณะ

ของเซลล HEp-2 ที่เวลาตางๆกัน จงึไดทาํการทดสอบความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของ

เชื้อ H. pylori ATCC 43504 ที่เวลา 3, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง ผลที่ไดเปนดังรูปที ่4.1-4.5 พบวาที่

เวลา 3 ชั่วโมง(รูปที่ 4.1) มีคา % internalization เปนดังนี้ กลุมควบคุมที่ไมมีสมุนไพร เทากบั 

2.37±0.17%, ขมิน้ชัน เทากับ 1.08±0.40%, กระเทยีม เทากับ 0.59±0.27%, กลวย เทากบั 

0.50±0.46% และ กระชายดํา เทากับ 1.59±0.17% พบวาสมนุไพรทุกชนิดสามารถลดการบุกรุก

เซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori ที่เวลา 6 ชั่วโมง(รูปที ่4.2)มีคา % internalization เปนดังนี้ กลุม

ควบคุมที่ไมมสีมุนไพร เทากบั 2.37±0.17%,  
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รูปที่ 4.2 กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง % internalization กับสมุนไพร 4 ชนิด คือ กระเทยีม, 

กระชายดาํ, กลวย และขมิน้ชัน ที่เวลาบม 6 ชั่วโมง 
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ขมิ้นชัน เทากบั 4.12±4.67%, กระเทยีม เทากับ 0.80±0.81%, กลวย เทากับ 0.30±0.15% และ 

กระชายดาํ เทากบั 1.45±0.87% พบวากระเทียม, กลวย และกระชายดาํสามารถลดการบุกรุก

เซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori แตขมิ้นชนักลับเพิ่มการบุกรุกเซลล HEp-2 ที่เวลา 12 ชั่วโมง(รูปที่ 

4.3) มีคา % internalization เปนดังนี้ กลุมควบคุมที่ไมมีสมุนไพร เทากบั 6.10±0.35%, ขมิ้นชัน 

เทากับ 7.23±0.66%, กระเทียม เทากับ 3.86±0.36%, กลวย เทากบั 0.34±0.13% และ กระชาย

ดํา เทากับ 3.60±0.69% พบวากระเทยีม, กลวย และกระชายดําสามารถลดการบุกรุกเซลล HEp-2 

ของเชื้อ H. pylori แตขมิ้นชันกลับเพิ่มการบุกรุกเซลล HEp-2 และที่เวลา 24 ชั่วโมง(รูปที่ 4.4) มีคา 

% internalization เปนดงันี้ กลุมควบคมุที่ไมมีสมนุไพร เทากับ 59.04±3.04%, ขมิ้นชนั เทากับ 

54.74±16.17%, กระเทยีม เทากับ 32.24±0%, กลวย เทากับ 0.11±0.15% และ กระชายดาํ 

เทากับ 2.88±4.08% พบวากระเทยีม, กลวย และกระชายดาํสามารถลดการบุกรุกเซลล HEp-2 

ของเชื้อ H. pylori แตขมิ้นชนัมีคาการบุกรุกเซลล HEp-2 ที่ใกลเคียงกบักลุมควบคุมที่ไมมีสมนุไพร 

เมื่อทําการเปรยีบเทยีบผลของเวลาตั้งแต 3-24 ชั่วโมง ตอ % internalization โดยภาพรวม (รูปที ่

4.5) พบวาที่เวลาบมนานมากขึ้นแนวโนมของ % internalization กม็ากขึ้นตามไปดวย ทัง้กลุม

ควบคุมที่ไมมสีารสกัดสมุนไพรและกลุมทดลองที่มีสารสกัดสมุนไพร ยกเวนกลวยทีพ่บวาที่เวลา

มากขึ้น % internalization มีแนวโนมลดลง ดังนัน้สมนุไพรที่ผูวิจยัสนใจในการศึกษาถึงฤทธิ์ในการ

ลดการเกาะตดิและบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori คือ กระชายดํา เนื่องจาก มีฤทธิ์ในการ

ยับยั้งการเจรญิของเชื้อไดดี (MIC = 32 μg/ml) เมื่อเปรียบเทยีบกบักระเทยีม และกลวย จึงใช

ความเขนขนของสมุนไพรต่ํา ยิ่งไปกวานั้นยังมฤีทธิ์ในการลดการบุกรุกเซลล HEp-2 ไดดี โดยไมมี

ผลกระทบตอเซลลในเวลา 3-24 ชั่วโมง ขณะที่ขมิ้นชนัชันถงึแมวาจะมีฤทธิ์ในการยบัยั้งการเจริญ

ของเชื้อ H. pylori ไดดีกวา แตมีฤทธิ์ในการกระตุนการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori  ถา

บมเปนเวลา > 3 ชั่วโมง สวน กระเทียม และกลวย ถึงแมวาจะมฤีทธิ์ในการลดการบุกรุกเซลล 

HEp-2 แตไมมีฤทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของเชื้อทําใหตองใชความเขมขนในการลดการบุกรุก

เซลลในปริมาณสูง จงึไดเลือกทําการศึกษาเฉพาะฤทธิ์ของกระชายดําตอการเกาะติดและบุกรุก

เซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori โดยทําการเปรียบเทียบฤทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. 

pylori และฤทธิ์ในการลดการเกาะติดเซลล HEp-2 ของกระชายดําที่สกัดดวยตวัทําละลายชนดิ

ตางๆ ทําการเลือกสารสกัดกระชายดาํในตัวทําละลายที่ใหผลดีที่สุดไปศึกษาตอไป 
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รูปที่ 4.3 กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง % internalization กับสมุนไพร 4 ชนิด คือ กระเทยีม, 

กระชายดาํ, กลวย และขมิน้ชัน ที่เวลาบม 12 ชั่วโมง 
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รูปที่ 4.4 กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง % internalization กับสมุนไพร 4 ชนิด คือ กระเทยีม, 

กระชายดาํ, กลวย และขมิน้ชัน ที่เวลาบม 24 ชั่วโมง 
 

59.04
54.74

32.24

0.11
2.8810.00

20.00

30.00

40.00

50.00

60.00

70.00

80.00

เท กลวย กระชายดํา

%
 in

te
rn

al
iz

at
io

n

0.00
control ขมิ้นชัน กระ ียม

 
*ทําการทดลองซ้ํา 2 คร้ัง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
57 

 
รูปที่ 4.5 กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง % internalization กับสมุนไพร 4 ชนิด คือ กระเทยีม, กระชายดํา, กลวย และขมิน้ชัน ทีเ่วลาบม 3-24 ชั่วโมง 
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5. การเตรยีมสารสกัดจากกระชายดํา 

ทําการสกัดสารจากพืชสมุนไพรกระชายดํา โดยสกัดน้ํามนัหอมระเหย และ สกัดสารดวยตัว

ละลาย 3 ชนดิคือ เฮกเซน, เอทิลอะซิเตด และเมทานอล จากกระชายดํา 1 กิโลกรัม ผลของ

ปริมาณสารสกัดที่ไดมีดังนี ้1) น้ํามนัหอมระเหยจากกระชายดาํ สามารถสกัดได 1.29 กรัมเมื่อคิด

เปน %yield ไดเทากับ 0.129%, 2) สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดํา สามารถสกัดได 0.46 กรัมเมือ่

คิดเปน %yield ไดเทากับ 0.046%, 3) สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําสามารถสกัดได 7.21 

กรัมเมื่อคิดเปน %yield ไดเทากบั 0.721% และ 4) สารสกัดเมทานอลจากกระชายดํา สามารถ

สกัดได 12.77 กรัมเมื่อคิดเปน %yield ไดเทากบั 1.277% จะเหน็วาสารสกัดเมทานอลจาก

กระชายดาํจะไดปริมาณมากที่สุด และสารสกัดที่ไดนอยที่สุด คือ สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดาํ 

จากนั้นนําสารสกัดกระชายดําทัง้ 4 ชนิด ไปทําการทดสอบหาความเขมขนทีน่อยที่สุดที่สามารถ

ยับยั้งการเจรญิของเชื้อ H. pylori ตอไป 
 
6. การทดสอบหาความเขมขนที่นอยที่สดุของสารสกดัจากกระชายดําชนิดตางๆที่

สามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori 
เพื่อเปรียบเทยีบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจรญิของเชื้อ H. pylori ของน้าํมันหอมระเหยจาก

กระชายดาํ, สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดํา, สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํ และ สารสกัด

เมทานอลจากกระชายดาํ จงึทําการทดสอบหาคาความเขมขนทีน่อยทีสุ่ดที่สามารถยับยั้งการเจรญิ

ของเชื้อ (Minimum inhibitory concentration, MIC) ของสารสกัดจากกระชายดาํชนดิตางๆและ 

DMSO ที่ความเขมขนรอยละ 0.4 (v/v) ซึ่งใชเปนตัวทําละลายสารสกัดทั้ง 4 ชนิด และทําการ

ทดสอบกับเชือ้ H. pylori จํานวน 13 สายพันธุ ประกอบดวย เชื้อ H. pylori สายพนัธุมาตรฐาน 2 

สายพนัธุคือ ATCC 43504 และ ATCC 43526, สายพนัธุที่ไดจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย 2 

สายพนัธุคือ DMST20165 และ DMST20885 และสายพันธุที่แยกไดจากคนไข 9 สายพนัธุคือ C7, 

C53, 742, 818, 820, 849, 867, 912 และ 949 ผลเปนดังตารางที่ 4.5 พบวา สารสกัดเอทิลอะซิ

เตดจากกระชายดํามฤีทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori ไดดีที่สุด มีคา MIC เทากับ 32 

μg/ml, รองลงมา คือ สารสกดัเฮกเซนจากกระชายดาํ และสารสกัดเมทานอลจากกระชายดาํ มีคา 

MIC เทากับ 64 μg/ml ขณะที่น้าํมนัหอมระเหยจากกระชายดํา ไมมีฤทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของ

เชื้อ MIC เทากับ 1,024 μg/ml สวนDMSO ที่ความเขมขนรอยละ 0.4 (v/v)  ไมมีผลตอการเจริญ

ของเชื้อ ดังนั้นสารสกัดกระชายดําที่เหมาะสมคือ สารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา อยางไรก็

ตามจะทําการเปรียบเทยีบความสามารถในการเกาะติด และบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori 

ของสารสกัดกระชายดําแตละชนิดตอไป โดยจะใชความเขมขนของสารสกัดกระชายดําแตละชนิด

เทากับความเขมขนทีน่อยทีสุ่ดที่สามารถยับยั้งการเจรญิของเชื้อ H. pylori (MIC) 
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7. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดกระชายดําชนิดตางๆตอความสามารถในการเกาะติด

เซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori 
 เพื่อเปรียบเทยีบฤทธิ์ของสารสกัดกระชายดํา 4 ชนิดคือน้ํามนัหอมระเหยจากกระชายดาํ, 

สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดํา, สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา และสารสกัดเมทานอลจาก

กระชายดาํตอความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori โดยใชเชื้อ H. pylori สาย

พันธุ ATCC 43504 เวลาในการบม 3 ชั่วโมง และความเขมขนของสารสกัดแตละชนิดที่ความ

เขมขนเทากับ MIC ดังนี ้สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํ เทากบั 32 μg/ml, สารสกัดเฮกเซน

จากกระชายดาํ สารสกัดเมทานอลจากกระชายดาํ เทากับ 64 μg/ml และ น้าํมนัหอมระเหยจาก

กระชายดาํ เทากบั 1,024 μg/ml นอกจากนีย้ังไดทาํการทดลองเพิ่มอีก 1 สารคือ DMSO ที่ความ

เขมขน 0.4% (v/v) เนื่องจาก DMSO เปนตัวทําละลายที่ใชในการเตรียมสารสกัดจากกระชายดาํ 

ผลเปนดังตารางที่ 4.6 จากปริมาณเชื้อต้ังตนประมาณ 2.40±0.00× 108 CFU/ml ในกลุมที่มกีาร

บมเชื้อกับสมนุไพรเพื่อดูความสามารถในการยับยัง้การเจริญของเชื้อ ผลการนับปริมาณเชื้อเปน

ดังนี้ น้ํามนัหอมระเหยจากกระชายดําไมพบการเจริญของเชื้อ สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดํามี

ปริมาณเชื้อ เทากบั 1.35±1.63× 105 CFU/ml, สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา เทากบั 

2.19±0.68× 107 CFU/ml, สารสกัดเมทานอลจากกระชายดํา เทากบั 1.11±0.40× 107 CFU/ml 

และ DMSO เทากบั 3.23±1.00× 107 CFU/ml การทดสอบความสามารถในการบกุรุกเซลลHEp-2 

ของเชื้อ H. pylori พบวา % internalization ของกลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัดจากกระชายดาํ เทากบั 

5.50±1.74× 10-2 และคา % internalization ของ DMSO เทากับ 6.52±0.30× 10-2 จากคาที่ไดจะ

เห็นวา DMSO ไมมีผลในการลดความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori และ

จากการสังเกตภายใตกลองจุลทรรศนพบวา 0.4% DMSO ไมมีผลกระทบตอรูปราง และคุณสมบัติ

ของเซลล HEp-2 สวนสารสกัดสมุนไพรทั้ง 4 ชนิดพบวา สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา ให

คา % internalization เทากบั 3.19±0.80× 10-2, รองลงมา คือ  สารสกัดเมทานอล จากกระชายดาํ 

มีคา % internalization เทากับ 3.83±0.44 × 10-2 และ สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดํา มีคา % 

internalization เทากับ 4.53±0.81× 10-2 สวนน้ํามันหอมระเหยจากกระชายดําไมสามารถหาคา % 

internalization ไดเนื่องจากเมื่อทําการบมเชื้อ H. pylori กับเซลล HEp-2 
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ตารางที่ 4.5 คาความเขมขนทีน่อยที่สุดของสารสกัดจากกระชายดําชนิดตางๆที่สามารถยับยั้งการ

เจริญของเชื้อ H. pylori  
 

ชนิดของสารสกัด 

คาความเขมขนทีน่อยที่สุดของสมุนไพรตางๆที่

สามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori *

(μg/ml) 

DMSO 0.4% (v/v) เชื้อ H. pylori ทุกสายพันธุสามารถเจริญได 

น้ํามนัหอมระเหยจากกระชายดํา 1,024 

สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดํา 64 

สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา 32 

สารสกัดเมทานอลจากกระชายดํา 64 

 
 

*ทําการทดลองซ้ํา 2 คร้ัง 
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ตารางที่ 4.6 ฤทธิ์ของสารสกดักระชายดําดวยตัวทําละลายชนิดตางๆตอเปอรเซ็นต การบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชือ้ H. pylori 

  

 *ทาํการทดลองซ้ํา 2 ครั้ง 

**น้ํามนัหอมระเหยจากกระชายดํามีผลกระทบตอเซลล HEp-2 โดยทาํใหเซลลเปลี่ยนรูปราง และไมสามารถกบัจานเพาะเลีย้งได

กลุมควบคุม กลุมทดลอง ชนิดของสมนุไพร ความเขมขน

ของสมุนไพร 

ปริมาณเชื้อ H. pylori  

ตั้งตน* 

(CFU/ml) 

(เชื้อ+ สมุนไพร) 

ปริมาณเชื้อทีน่ับ

ได* (CFU/ml) 

(เชื้อ + เซลล) 

% internalization* 

(เชื้อ + เซลล + สมุนไพร) 

% internalization* 

คา P-value 

 

น้ํามนัหอมระเหยจาก

กระชายดาํ 

1,024 μg/ml No growth อานผลไมได** 

 

- 

สารสกัดเฮกเซนจาก

กระชายดาํ 

64 μg/ml 1.35±1.63× 105 4.53±0.81× 10-2 0.895 

สารสกัดเอทิลอะซิ

เตดจากกระชายดํา 

32 μg/ml 2.19±0.68× 107 3.19±0.80× 10-2 0.341 

สารสกัดเมทานอล 

จากกระชายดาํ 

64 μg/ml 1.11±0.40× 107 3.83±0.44× 10-2

 

0.596 

DMSO 0.4% (v/v) 

 

 

 

 

 

 

2.40±0.00× 108

3.23±1.00× 107

 

 

 

 

 

 

5.50±1.74× 10-2

6.52±0.30× 10-2 0.878 
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และน้ํามนัหอมระเหยจากกระชายดํารวมกันนาน 3 ชั่วโมง เซลล HEp-2 จะมีสภาพผิดปกติดังรูปที่ 

4.6 และ 4.7 คือสภาพเซลล HEp-2 จากที่มีลักษณะที่เปนเซลลที่แผ และเกาะอยูบนจานเพาะเซลล 

เมื่อผานไป 3 ชั่วโมง สภาพเซลล HEp-2 จะมกีารหดตัวลงมีลักษณะกลมมากขึ้น และเมื่อทําการ

ลางเซลล พบวาเซลล HEp-2 จะขาดคุณสมบัติการเกาะ คือ เซลลจะรอนหลุดออกจากจาน

เพาะเลี้ยง เปนเหตุใหไมสามารถทดสอบความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 เชื้อ H. pylori 

ตอไปได นอกจากนี้ยังพบวาในเวลา 3 ชั่วโมงเชื้อ H. pylori ไมสามารถเจริญไดเมื่อบมกับน้าํมัน

หอมระเหยจากกระชายดํา เมื่อนําคา % internalization ของสารสกดัจากกระชายดําทั้ง 3 ชนิด คือ 

สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา, สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดํา และสารสกัดเมทานอลจาก

กระชายดาํมาเปรียบเทยีบกนัหาความสัมพันธทางสถิตดิวย one-way anova พบวาคา % 

internalization ของสมนุไพรทั้ง 3 ชนิด มคีา P > 0.05 หมายความวา คา % internalization ของ

สมุนไพรทัง้ 3 ชนิดเปรียบเทียบกนัมีคาไมแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ ดังนัน้ในการ

ตัดสินใจในการเลือกชนิดของสารสกัดจากกระชายดาํจึงขึ้นกับความเขมขนที่ใชในการทดลอง พบวา

สารสกัดจากกระชายดําที่ใชความเขมขนทีน่อยที่สุด คือ สารสกัดเอทลิอะซิเตดจากกระชายดาํ ที่

ความเขมขน 32 μg/ml มาใชในการทดสอบฤทธิ์ตอความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ 

H. pylori ทีเ่วลา และ ความเขมขนตางๆกนั และ ทดสอบฤทธิข์องสารสกัดเอทิลอะซิเตดจาก

กระชายดาํ ตอความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพันธตางๆตอไป 

 
8. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทลิอะซิเตดจากกระชายดําตอความสามารถในการ

เกาะติด และบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชือ้ H. pylori 
จากสารสกัดกระชายดํา 4 ชนิด คือ น้ํามนัหอมระเหยจากกระชายดํา, สารสกัดเฮกเซนจาก

กระชายดาํ, สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํ และสารสกัดเมทานอลจากกระชายดํา ไดทํา

การเลือกสารสกัดที่มีฤทธิ์ตอเชื้อ H. pylori ที่ดีที่สุด คือ สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา 

เนื่องจากเปนสารสกัดที่มฤีทธิ์ในการยับยัง้การเจริญเตบิโตไดดีที่สุดเมื่อเทียบกับสารสกัดกระชาย

ดําชนิดอื่นๆ และมีฤทธิ์ลดการบุกรุกเซลลไดดี มาทาํการศึกษาเพิม่เตมิตอไป 
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รูปที่ 4.6 ลักษณะเซลล HEp-2 กอนทดสอบฤทธิ์ของน้าํมันหอมระเหยจากกระชายดาํตอ

ความสามารถในการเกาะตดิเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori  

 

 
 

 

 

รูปที่ 4.7 ลักษณะเซลล HEp-2 หลังจากการเติมน้ํามนัหอมระเหยจากกระชายดําที่ความเขมขน 

1,024 μg/ml เปนเวลานาน 3 ชั่วโมง  
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8.1. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทลิอะซิเตดจากกระชายดําตอความสามารถใน
การบกุรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori ที่เวลาตางๆกัน 
เพื่อที่จะดูผลของเวลาในการบมสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา ตอความสามารถ

ในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori โดยทําการทดสอบกับเชือ้ H. pylori สายพนัธุ 

ATCC 43504 ใชเวลาในการบมที่ 3, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง ตามลําดับ และความเขมขนของ

สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา เทากับ 32 μg/ml ผลดังตารางที ่4.7 จากปริมาณเชื้อต้ัง

ตนประมาณ 1.41±0.07× 108 CFU/ml ในกลุมที่มีการบมเชื้อกับสมุนไพรเพื่อดูความสามารถ

ในการยับยั้งการเจริญของเชือ้ ผลการนับปริมาณเชื้อเปนดังนี้ ทีเ่วลา 3 ชั่วโมงมีปริมาณเชื้อ 

เทากับ 2.62±0.16× 107 CFU/ml, ที่เวลา 6 ชั่วโมง เทากับ 1.40±0.10× 107CFU/ml, ที่เวลา 

12 ชั่วโมง เทากับ 2.96±0.33× 106 CFU/ml และ ทีเ่วลา 24 ชั่วโมง เทากับ 5.20±0.14× 104 

CFU/ml จะเห็นไดวาปริมาณเชื้อคอยๆลดลงที่เวลาบมนานขึ้น และจะลดลงอยางมากที่เวลา

บมนาน 12 ชั่วโมง และ 24 ชั่วโมง การทดสอบความสามารถในการบกุรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ 

H. pylori พบวาในกลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา มีคา % 

internalization ที่เวลา 3, 6, 12 และ 24 เทากับ 1.76±0.10× 10-2, 4.45±0.73× 10-2, 

5.74±0.65× 10-2 และ 4.68±0.20× 10-1 ตามลําดับ จะเหน็วาคา % internalization จะเพิ่ม

มากขึ้นเมื่อเวลาผานไปนานมากขึ้นแสดงวาที่เวลานานขึ้นจาํนวนเชือ้ H. pylori ที่บุกรุกเซลล 

HEp-2 ก็จะมากขึ้นดวย ในสวนของคา % internalization ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจาก

กระชายดาํที่เวลา 3, 6, 12 และ 24 เทากบั 4.82±0.50× 10-3, 8.56±0.03× 10-3, 6.99±1.05× 

10-3 และ 3.76±0.50× 10-2 ตามลําดับ จากการเปรียบเทียบทางสถติิดวย one-way anova 

พบวาคา % internalization ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําที่เวลาตางๆของกลุม

ควบคุมกับกลุมทดลองคาแตกตางกนัอยาง มนีัยสําคญัทางสถิติ (P < 0.05) โดยพบวาที่เวลา 

3 ชั่วโมง % internalization ลดลง 3.7 เทา, ที่เวลา 6 ชั่วโมง % internalization ลดลง 5.2 เทา, 

ที่เวลา 12 ชั่วโมง % internalization ลดลง 8.2 เทาและ ทีเ่วลา 24 ชั่วโมง % internalization 

ลดลง 12.5 เทา แสดงวาเวลาบมสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําทีน่านขึ้นนอกจากมี

ฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อไดมากขึ้น ยังมีฤทธิล์ดการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. 

pylori ไดมากขึ้นดวย โดยทีไ่มมีผลกระทบตอเซลลHEp-2 เนื่องจากการสองดูกลองจุลทรรศน

พบวาลักษณะของเซลล HEp-2 ไมมีการเปลี่ยนแปลงรูปราง ลักษณะของเซลลแผ และเกาะอยู

บนจานเพาะเซลล เชนเดยีวกับเซลล HEp-2 ที่ไมไดบมกับสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชาย

ดํา 
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ตารางที่ 4.7 % internalization จากการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดของกระชายดําตอ

ความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori ที่เวลาบม 3, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง 

 

กลุมควบคุม กลุมทดลอง เวลาที่บม 

(ชั่วโมง) 

ปริมาณเชื้อ H. 

pylori  

ตั้งตน* 

(CFU/ml) 

 

(เชื้อ+ สมุนไพร) 

ปริมาณเชื้อทีน่ับ

ได* (CFU/ml) 

(เชื้อ + เซลล) 

% 

internalization* 

(เชื้อ + เซลล + 

สมุนไพร) 

% 

internalization* 

คา P-

value 

 

 

3 2.62±0.16× 107 1.76±0.10× 10-2 4.82±0.50× 10-3

 

0.040 

6 1.40±0.10× 107 4.45±0.73× 10-2

 

8.56±0.03× 10-3

 

0.020 

12 2.96±0.33× 106 5.74±0.65× 10-2

 

6.99±1.05× 10-3

 

0.009 

24 

 

 

 

1.41±0.07× 108

5.20±0.14× 104 4.68±0.20× 10-1 3.76±0.50× 10-2 0.001 

*ทําการทดลองซ้ํา 2 คร้ัง 
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8.2. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทลิอะซิเตดจากกระชายดําที่ความเขมขน
ตางๆกันตอความสามารถในการบกุรกุเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori 
เพื่อดูผลของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํความเขมขนตางๆตอความสามารถใน

การบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori โดยในการทดสอบจะใชเชื้อ H. pylori สายพนัธุ 

ATCC 43504 บมกับสารสกดัเอทิลอะซิเตดที่ความเขมขนในชวง ±2 MIC ดังนี้ ความเขมขนที ่

8, 16, 32, 64 และ128 μg/ml ผลดังตารางที่ 4.8 จากปริมาณเชื้อต้ังตนประมาณ 1.65±0.19× 

108 CFU/ml ในกลุมที่มกีารบมเชื้อกับสมุนไพรเพื่อดูความสามารถในการยับยัง้การเจริญของ

เชื้อ ผลการนบัปริมาณเชื้อเปนดังนี้ ที่ความเขมขน 8 μg/ml มีปริมาณเชื้อ เทากับ 2.69±0.03× 

107 CFU/ml, ที่ความเขมขน 16 μg/ml เทากับ 2.14±0.74× 107CFU/ml, ที่ความเขมขน 32 

μg/ml เทากับ 2.14±0.37× 107 CFU/ml, ที่ความเขมขน 64 μg/ml เทากบั 1.46±0.37× 107 

CFU/ml และ ที่ความเขมขน 128 μg/ml เทากับ 1.36±0.01× 106 CFU/ml จะเห็นไดวาสาร

สกัดเอทิลอะซเิตดจากกระชายดําความเขมขนระหวาง 8-128 μg/ml (±2 MIC) มีผลในการ

ยับยั้งการเจรญิของเชื้อ H. pylori  โดยที่ความเขมขน 128 μg/ml จะมีผลยับยัง้การเจริญของ

เชื้อมากที่สุด การทดสอบความสามารถในการบกุรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori พบวาคา 

% internalization ของกลุมควบคุมที่ไมมีสมุนไพรเทากับ 1.01±0.10× 10-2 สําหรับคา % 

internalization ของสารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําที่ความเขมขน 8, 16, 32, 64 และ

128 μg/ml เทากบั 6.00±1.03× 10-3, 4.35±0.24× 10-3, 3.27±0.56× 10-3, 1.18±0.08× 10-3 

และ 8.58±0.86× 10-4 ตามลําดับ จากการเปรียบเทยีบทางสถิติดวย one-way anova พบวา 

คา % internalization ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําทีค่วามเขมขนตางๆกนัมีคา

แตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) โดยที่ความเขมขนสูงขึ้นความสามารถใน

การบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori จะลดลงเมื่อ เมื่อเทยีบกับกลุมควบคมุที่ไมมีสาร

สกัดสมุนไพร  % internalizationที่ความเขมขน 8 μg/ml ลดลง 1.7 เทา, ที่ความเขมขน 16 

μg/ml % internalization ลดลง 2.3 เทา, ที่ความเขมขน 32 μg/ml % internalization ลดลง 

3.1 เทา, และที่ความเขมขน 64 μg/ml % internalization ลดลง 8.6 เทา และที่ความเขมขน 

128 μg/ml % internalization ลดลง 11.1 เทา ดังนั้นความเขมขนของสารสกัดเอทิลอะซิเตด

จากกระชายดาํที่มากข้ึนนอกจากมีฤทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของเชื้อไดมากขึ้น ยังมฤีทธิ์

ยับยั้งการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori ไดมากข้ึนดวยโดยที่ไมมีผลตอเซลลHEp-2  

เนื่องจากการสองดูกลองจุลทรรศนพบวาลักษณะของเซลล HEp-2 ไมมีการเปลี่ยนแปลง

รูปราง ลักษณะของเซลลแผ และเกาะอยูบนจานเพาะเซลล เชนเดียวกับเซลล HEp-2 ที่ไมได

บมกับสารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา 
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ตารางที่ 4.8 % internalization ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําที่ความเขมขนตางๆตอ

การบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori ที่เวลาบม 3 ชัว่โมง 

 

*ทําการทดลองซ้ํา 2 คร้ัง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

กลุมควบคุม กลุมทดลอง ความ

เขมขน 

ปริมาณเชื้อ 

H. pylori  

คา P-

value 

(เชื้อ+ สมุนไพร) 

ปริมาณเชื้อทีน่ับ

ได* (CFU/ml) 

(เชื้อ + เซลล + 

สมุนไพร) 

(เชื้อ + เซลล) 
ตั้งตน* (μg/ml)  % 

internalization* (CFU/ml)  % 

internalization* 

8 2.69±0.03× 107 6.00±1.03× 10-3 0.055 

 

  
 

16 2.14±0.74× 107 4.35±0.24× 10-3

 

0.015 

 

  

32 2.14±0.37× 107 3.27±0.56× 10-3

 

0.013 

1.01±0.10×  

10

1.65±0.19× 

10 -28

64 1.46±0.37× 107 1.18±0.08× 10-3 0.006 

128 1.36±0.01× 106 8.58±0.86× 10-4 0.006 
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8.3 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทลิอะซิเตดจากกระชายดําตอความสามารถใน
การบกุรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพันธุตางๆ 

เนื่องจากH.pylori สายพนัธุที่มียนี cagA จะมีความรุนแรงในการกอโรค ขณะที่สายพันธุที่

ไมมียีน cagA จะไมกอใหเกดิพยาธิสภาพของโรค ดังนัน้ผูวิจยัจึงสนใจที่จะศึกษาฤทธิ์ของสาร

สกัดเอทิลอะซเิตดจากกระชายดําตอความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชือ้ H. pylori 

สายพนัธุที่มยีนีcagA เปรียบเทียบกับสายพนัธุที่ไมมียนี cagA วามีความแตกตางกนัหรือไม

อยางไร โดยจะทําการจาํแนกสายพันธุของเชื้อ H. pylori วามียนี cagA หรือไมดวยปฏิกิริยา

ลูกโซโพลเีมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) จากนัน้จึงจะทาํการทดสอบฤทธิ์ของ

สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอความสามารถในการบกุรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. 

pylori สายพันธุที่มีและไมมยีีน cagA ตอไป 
 
8.3.1 การตรวจหายีน cagA ของเชื้อ H. pylori ดวยปฏิกิรยิาลกูโซโพลเีมอ

เรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
เพื่อจําแนกเชือ้ H. pylori วาเปนสายพนัธุที่มยีีน cagA หรือไม จึงไดทํา

การสกัดดีเอ็นเอจากเชื้อ H. pylori ทั้งหมด 26 สายพันธุ เปนสายพนัธุมาตรฐาน 

4 สายพนัธุคือ ATCC 43504, ATCC 43526, ATCC 51932 และ ATCC 51110 

สายพนัธุที่ไดจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย 2 สายพันธุซึ่งเปนสายพนัธุที่แยก

จากคนไข คือ DMST20165 และ DMST20885 และสายพันธุที่แยกจากคนไข 

จํานวน 20 สายพนัธุ คือ FM2, C7, C37, C42, C53, C54, 292, 742, 749, 818, 

820, 849, 851, 861, 867, 912, 920, 928, 949 และ 955  ทาํการตรวจหายีน 

cagA ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส แลวทาํการแยกขนาดดวยกระแสไฟฟาบน 

2% วุนอะกาโรส โดยผลผลติ PCR ของยนี cagA มีขนาดเทากับ 394 คูเบส ผลที่

ไดดังรูปที่ 4.8 และ4.9 พบวาเชื้อ H. pylori สายพนัธุมาตรฐานทัง้หมด 4 สาย

พันธุมีเพยีง 1 สายพนัธุที่ไมมียีน cagA คือ  ATCC 51932 (รูปที่ 4.8 แถวที่ 4) 

สายพนัธุที่แยกไดจากคนไข 20 สายพันธุมีเพียง 1 สายพนัธุที่ไมมียนี cagA คือ  

292 (รูปที่ 4.9 แถวที่ 8)  สวนสายพนัธุที่ไดจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย 2 สาย

พันธุ DMST20165 (รูปที่ 4.8 แถวที่ 6)  และ DMST20885 (รูปที่ 4.8 แถวที่ 7)  

ทั้งคูไมมียนี cagA สวนเชื้อ H. pylori สายพันธุมาตรฐานที่มยีีน cagA คือ ATCC 

43504 (รูปที ่ 4.5 แถวที่ 2), ATCC 43526 (รูปที่ 4.5 แถวที ่ 3) และ  ATCC 

51110 (รูปที่ 4.5 แถวที่ 5)  สายพนัธุที่แยกไดจากคนไขที่มียนี cagA คือ FM2, 

C7, C37, C42, C53, C54, 742, 749, 818, 820, 849, 851, 861, 867, 912, 

920, 928, 949 และ 955  (รูปที่ 4.9 แถวที่ 12-7 และ9-20) ซึ่งจะนําเชื้อสาย  
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รูปที่ 4.8 แสดงผลผลิต PCR ยนี cagA ของเชื้อ H. pylori บนวุนอะกาโรส 2 % แถวที ่1 แสดงดี

เอ็นเอมาตรฐาน 100 คูเบส, แถวที ่2-5 H. pylori ATCC 43504, ATCC 43526, ATCC 51932, 

ATCC 51110 แถวที6่-7 H. pylori DMST 20165 และ DMST 20885,แถวที ่8 Negative control  
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รูปที่ 4.9 ผลผลิต PCR ยีน cagA ของเชื้อ H. pylori สายพนัธุที่แยกไดจากคนไขทัง้หมด 20 

สายพนัธุบนวุนอะกาโรส 2 %; แถวที ่1 และ 23 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คูเบส, แถวที ่2-21 

เชื้อ H. pylori สายพันธุ FM2, C7, C37, C42, C53, C54, 292, 742, 749, 818, 820, 849, 851, 

861, 867, 912, 920, 928, 949 และ 955, แถวที ่22 Negative control  
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พันธุมาตรฐานที่มยีีน cagA 2 สายพนัธุ คือ ATCC 43504 และ ATCC 43526 

และไมมียีน cagA 1 สายพนัธุ คือ ATCC 43526 และสายพนัธุที่แยกไดจากคนไข 

1 สายพนัธุ คือ 820 และไมมียีน cagA 1 สายพนัธุ คือ DMST 20165 ไปทดสอบ

ความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ตอไป รวมทัง้ทดสอบฤทธิข์องสารสกัด

เอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํตอความสามารถในการเกาะติดเซลลHEp-2 ของ

เชื้อ H. pylori สายพันธุทีม่ยีีนcagA เปรียบเทยีบกับสายพนัธุที่ไมมยีีน cagA วา

มีความแตกตางกนัหรือไมอยางไรดวย 
 
8.3.2 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทลิอะซิเตดจากกระชายดําตอ

ความสามารถในการบกุรกุเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพนัธุที่
มีและไมมยีนี cagA 
เพื่อเปรียบเทยีบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํตอ

ความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพนัธุที่มีและไมมี

ยีนcagA โดยจะบมสารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํากับและเชื้อ H. pylori  2 

กลุม คือ กลุมที่มียนี cagA (cagA+) คือสายพนัธุ ATCC 43504, ATCC 43526 

และ 820  และกลุมที่ไมมยีีน cagA (cagA-) คือ สายพนัธุ ATCC 51932 และ 

DMST 20165 กับ เซลล HEp-2 โดยในการทดสอบครั้งแรกจะใชเวลาบมที ่ 6 

ชั่วโมง และความเขมขนของสารสกัดเอทลิอะซิเตดจากกระชายดาํที ่ 64 μg/ml 

เนื่องจากผลยบัยั้งการเจริญของเชื้อที่เวลา 6 ชั่วโมงมีคาสูงกวาที ่ 3 ชั่วโมง 

ในขณะที่เวลา 12 และ 24 ชั่วโมง มีผลยับยั้งการเจรญิของเชื้อมากเกนิไปจนทํา

ใหปริมาณเชื้อต้ังตนนอยกวาปริมาณเชื้อต้ังตนทีเ่หมาะสมตอการบุกรุกเซลลมาก 

และใชความเขมขนของสารสกัดเอทิลอะซเิตดจากกระชายดําที่ 64 μg/ml 

เนื่องจากเปนความเขมขนทีส่ามารถลดการบุกรุกเซลลไดสูง และไมมีผลยับยัง้

การเจริญของเชื้อมากเกินไป เมื่อเทียบกบัความเขมขนที ่128 μg/ml ผลดังตาราง

ที่ 4.9 ปริมาณเชื้อต้ังตนของเชื้อ H. pylori สายพนัธุ ATCC 43504, ATCC 

43526, ATCC 51932 และ DMST 20165 เทากับ 1.25× 107 CFU/ml, 1.49× 

107 CFU/ml, 2.68× 107 CFU/ml และ 2.86× 107 CFU/ml ตามลําดบั พบวาการ

บมเชื้อกับสารสกัดเอทิลอะซเิตดจากกระชายดําไมพบการเจริญของเชือ้ H. pylori 

ทําใหสภาวะดังกลาวไมเหมาะสมในการศกึษาและเปรยีบเทียบการบุกรุกเซลล 

HEp-2 ของเชือ้ H. pylori จงึไดลดเวลาการทดลองลงเหลือเพยีง 3 ชั่วโมงผลเปน

ดังตารางที ่ 4.10 ปริมาณเชือ้ต้ังตนของเชือ้ H. pylori สายพนัธุ ATCC 51932, 
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DMST 20165, ATCC 43504, ATCC 43526 และ 820 เทากบั 2.67±0.26× 108 

CFU/ml, 7.25±1.06× 105 CFU/ml, 6.85±0.50× 106 CFU/ml, 7.00±2.12× 106 

CFU/ml และ 4.50±1.27× 106 CFU/ml ตามลาํดับ   ในกลุมทีม่ีการบมเชื้อกับ

สมุนไพรเพื่อดูความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชือ้ ผลการนับปริมาณของ

เชื้อ H. pylori สายพนัธุ ATCC 51932, DMST 20165, ATCC 43504, ATCC 

43526 และ 820 เทากับ 9.68±0.04× 105 CFU/ml, 9.83±2.44× 104 CFU/ml, 

9.20±0.35× 105 CFU/ml, 5.30±0.42× 105 CFU/ml และ 2.52±0.17× 106 

CFU/ml ตามลําดับ จะเห็นวาสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํมีผลยับยั้ง

การเจริญของเชื้อสายพนัธุ ATCC 51932 มากที่สุด การทดสอบความสามารถใน

การบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori พบวาในกลุมควบคุมทีไ่มมีสารสกัด

กระชายดาํ มีคา % internalization ของเชื้อ H. pylori สายพนัธุ  ATCC 51932, 

DMST 20165, ATCC 43504, ATCC 43526 และ 820 เทากบั 7.20±0.38× 10-3,  

4.14±2.83× 10-2, 1.88±0.44× 10-1, 3.68±0.15× 10-1และ 3.45±0.32× 10-1

ตามลําดับ สวนคา % internalization ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา

ตอเชื้อ H. pylori  สายพนัธุ  ATCC 51932, DMST 20165, ATCC 43504, 

ATCC 43526 และ 820 เทากับ 1.75±0.21× 10-3, 6.55±7.31× 10-3, 

2.81±0.12× 10-2, 2.83±0.86× 10-2 และ 5.35±1.63× 10-2 ตามลาํดบั เมื่อนําคา 

% internalization ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอเชื้อ H. pylori 

กลุมสายพนัธุที่มีและไมมียนี cagA กับกลุมควบคุมทีไ่มมีสารสกัดเอทิลอะซิเตด

จากกระชายดาํ มาเปรียบเทียบความแตกตางทางสถิตดิวย one-way anova 

พบวา คา % internalization ของสารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําในกลุมที่มี

และไมมียีน cagA มีคาแตกตางกันอยางมีนัยสาํคัญทางสถิต(ิP < 0.05) ยกเวน

สายพนัธุ DMST 20165 โดย พบวาสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําสามารถ

ลดการบุกรุกเซลล HEp-2 ในเชื้อ H. pylori กลุมที่มียนี cagA ไดมากกวาเชื้อ H. 

pylori กลุมที่ไมมียีน cagA ประมาณ 2-3 เทา 
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ตารางที่ 4.9 % internalization ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอการบกุรุกเซลลHEp-

2 ของเชื้อ H. pylori สายพันธุตางๆกนั ที่เวลาบม 6 ชั่วโมง และความเขมขน 64 μg/ml  
 

กลุมควบคุม กลุมทดลอง สายพนัธุของ

เชื้อ H. pylori  

ปริมาณเชื้อ H. 

pylori  

ตั้งตน* 

(CFU/ml) 

 

(เชื้อ+ สมุนไพร) 

ปริมาณเชื้อทีน่ับ

ได* (CFU/ml) 

(เชื้อ + เซลล) 

% 

internalization* 

(เชื้อ + เซลล + 

สมุนไพร) 

% 

internalization* 

ATCC 51932 2.68× 107 No growth** 4.20× 10-2 1.09× 10-2

DMST 20165 2.86× 107 No growth** 8.08× 10-3 3.57× 10-3

ATCC 43504 1.25× 107 No growth** 7.22× 10-2 1.45× 10-2

ATCC43526 1.49× 107 No growth** 7.51× 10-2 4.01× 10-3

820 No growth ** No growth** No growth No growth 

 

*ทําการทดลอง 1 คร้ัง 

**เชื้อ H. pylori ไมมีการเจรญิ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



74 
 

 

 
ตารางที่ 4.10 % internalization ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอการบกุรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพนัธุตางๆกันที่เวลาบม 3 ชั่วโมง และ

ความเขมขน 64 μg/ml 

กลุมควบคุม กลุมทดลอง สายพนัธุของเชื้อ 

H. pylori 

ปริมาณเชื้อ H. pylori  

ตั้งตน* 

(CFU/ml) 

 

(เชื้อ+ สมุนไพร) 

ปริมาณเชื้อทีน่ับได* 

(CFU/ml) 

(เชื้อ + เซลล) 

% internalization* 

(เชื้อ + เซลล + สมุนไพร) 

% internalization* 

คา P-value 

 

ATCC 51932 2.67±0.26× 108 9.68±0.04× 105 7.20±0.38× 10-3 1.75±0.20× 10-3

 

0.003 

DMST 20165 7.25±1.06× 105 9.83±2.44× 104 4.14±2.83× 10-2 6.55±7.31× 10-3 0.234 

ATCC 43504 6.85±0.50× 106 9.20±0.35× 105 1.88±0.44× 10-1

 

2.81±0.12× 10-2 0.036 

ATCC 43526 7.00±2.12× 106 5.30±0.42× 105 3.68±0.15× 10-1

 

2.83±0.86× 10-2 

 

0.001 

0.007 5.35±1.63× 10-2 

 

3.45±0.32× 10-15.75±0.14× 105820 4.50±1.27× 106

*ทําการทดลองซ้ํา 2 ครั้ง
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8.3.3 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทลิอะซิเตดจากกระชายดําตอ

ความสามารถในการเกาะติดเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori สาย
พันธุที่มีและไมมียีน cagA 
เพื่อเปรียบเทยีบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํตอ

ความสามารถในการเกาะตดิเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพนัธุที่มีและไม

มียีนcagA โดยจะบมสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํากับเชื้อ H. pylori  2 

กลุม คือ กลุมที่มียนี cagA (cagA+) คือสายพนัธุ ATCC 43504, ATCC 43526 

และ 820  และกลุมที่ไมมยีีน cagA (cagA-) คือ สายพนัธุ ATCC 51932 และ 

DMST 20165 กับ เซลล HEp-2 ซึง่จะใชเวลาในการบมที ่ 3 ชั่วโมง และความ

เขมขนของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา เทากบั 64 μg/ml การทดสอบ

ความสามารถในการเกาะตดิเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori จะทาํเชนเดียวกับ

การทดสอบความสามารถในการบกุรุก ตางกนัตรงที่การทดสอบความสามารถใน

การเกาะติดจะไมมีข้ันตอนที่บมเชื้อกบัยาปฏิชีวนะ gentamicin ผลการทดลอง

ความสามารถในการเกาะตดิเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพนัธุที่มีและไม

มียีน cagA เปนดังตารางที ่ 4.11 ปริมาณเชื้อต้ังตนของเชื้อ H. pylori สายพันธุ 

ATCC 51932, DMST 20165, ATCC 43504, ATCC 43526 และ 820 เทากับ 

1.09±0.71× 108 CFU/ml, 6.75±0.35× 107 CFU/ml, 8.65±3.46× 107 CFU/ml, 

1.16±0.09× 108 CFU/ml และ 1.49±0.04× 107 CFU/ml ตามลาํดบั   ในกลุมที่

มีการบมเชื้อกบัสมุนไพรเพื่อดูความสามารถในการยับยัง้การเจริญของเชื้อ ผล

การนับปริมาณของเชื้อ H. pylori สายพันธุ ATCC 51932, DMST 20165, 

ATCC 43504, ATCC 43526 และ 820 เทากับ 1.73±0.05× 107 CFU/ml, 

1.24±0.01× 107 CFU/ml, 1.59±0.08× 107 CFU/ml, 1.82±0.04× 107 CFU/ml 

และ 2.52±0.17× 106 CFU/ml ตามลําดับ การทดสอบความสามารถในการ

เกาะติดเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori พบวาในกลุมควบคุมทีไ่มมีสารสกัด

กระชายดาํ มีคา % adhesion ของเชื้อ H. pylori สายพนัธุ  ATCC 51932, 

DMST 20165, ATCC 43504, ATCC 43526 และ 820 เทากับ 1.66±0.55, 

1.56±0.32, 1.70±0.09, 1.84±0.74 และ 2.07±0.08 ตามลําดับ สวนคา % 

adhesion ของสารสกัดเอทลิอะซิเตดจากกระชายดาํตอเชื้อ H. pylori  สายพันธุ  

ATCC 51932, DMST 20165, ATCC 43504, ATCC 43526 และ 820 เทากับ 

1.48±0.54, 1.33±0.25, 0.25±0.10, 0.64±0.17 และ 0.57±0.09 ตามลําดับ เมื่อ

นําคา % adhesion ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอ 
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ตารางที่ 4.11 % adhesion ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํตอการเกาะติดเซลล

HEp-2 ของเชือ้ H. pylori สายพนัธุตางๆกันที่เวลาบม 3 ชั่วโมง และความเขมขน 64 μg/ml 

 

กลุมควบคุม กลุมทดลอง สายพนัธุของ

เชื้อ H. pylori 

ปริมาณเชื้อ H. 

pylori  

ตั้งตน* 

(CFU/ml) 

 

(เชื้อ+ สมุนไพร) 

ปริมาณเชื้อทีน่ับ

ได* (CFU/ml) 

(เชื้อ + เซลล) 

% adhesion* 

(เชื้อ + เซลล 

+ สมุนไพร) 

% adhesion* 

คา P-

value 

 

ATCC 51932 1.09±0.71× 108 1.73±0.05× 107 1.84±0.74 0.64±0.17 0.157 

DMST 20165 6.75±0.35× 107 1.24±0.01× 107 2.07±0.08 0.57±0.09 0.003 

ATCC 43504 8.65±3.46× 107 1.59±0.08× 107 1.66±0.55 

 

1.48±0.54 0.772 

ATCC 43526 1.16±0.09× 108 1.82±0.04× 107 1.56±0.32 1.33±0.25 0.513 

820 1.49±0.04× 107 2.52±0.17× 106 1.70±0.09 0.25±0.10 

 

0.002 

*ทําการทดลองซ้ํา 2 คร้ัง 
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เชื้อ H. pylori กลุมสายพนัธุที่มีและไมมียนี cagA มาเปรียบเทียบความ

แตกตางทางสถิติดวย one-way anova พบวา คา % internalization แบงเปน 2 

กลุม คือ กลุมที่มีคาเหมือนกันอยางมีนยัสําคัญทางสถติิ(P > 0.05) 3 สายพันธุ 

คือ ATCC 51932, ATCC 43504 และ ATCC 43526 และกลุมที่มีคาตางกนั

อยางมีนยัสําคัญทางสถิต(ิP < 0.05) 2 สายพนัธุ คือ DMST 20165 และ 820 

ดงันัน้สารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําไมสามารถยับยั้งการเกาะติดเซลล 

HEp-2 ของเชือ้ H. pylori สายพนัธุมาตรฐาน แตสามารถยับยั้งการเกาะติดเซลล 

HEp-2 ของเชือ้ H. pylori สายพนัธุที่คัดแยกไดจากคนไข 
 

9. การวัดระดับการแสดงออกของยีนที่เกีย่วของกับการเกาะติด และบุกรุกเซลลของเชื้อ 
H. pylori ดวยวิธ ีRT PCR  
เนื่องจากกลไกการเกาะติดและบุกรุกเซลลของเชื้อ H. pylori จะเกีย่วของกับโปรตนีหลายชนิด 

ไดแก alpA, alpB, babA, oipA, hopZ, hsp60และ hsp70 ดงันัน้การที่สารสกัดเอทิลอะซิเตด

จากกระชายดาํสามารถยับยัง้ความสามารถของเชื้อ H. pylori ในการเกาะติดและบุกรุกเซลล 

HEp-2 นั้นมกีลไกอยางไร เกี่ยวของกับยนีที่มบีทบาทสาํคัญในการเกาะติดและบุกรุกเซลลหรือไม 

โดยจะทาํการศึกษาผลของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอการแสดงออกของยีนที่สําคัญ

ที่เกีย่วของกับการเกาะติด และบุกรุกเซลลของเชื้อ H. pylori คือ ยีน alpA และยีน babA ดวยวธิี 

RT PCR และทําการเปรียบเทียบสัดสวนการแสดงออกของยีน (Relative ratio) เทยีบกับยีน 16s 

ribosomal RNA เลือกสภาวะการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํตอ

ความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพนัธุทีม่ีและไมมียีน cagA ที่มกีาร

บมเชื้อ และเซลลHEp-2 กับเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํ นาน 3 ชั่วโมง ที่ความเขมขน 64 μg/ml 

โดยศึกษาผลของเชื้อ H. pylori สายพนัธุมาตรฐาน 3 สายพนัธุ คือ ATCC 43504, ATCC 43526 

และ ATCC 51932 ผลดังรูปที่ 4.10 แสดงใหเห็นผลผลติของยีน16s ribosomal(รูปที่ 4.10 แถวที่ 

2-7)ขนาดเทากับ 204 คูเบส และผลผลิตของยีนalpA(รูปที ่4.10 แถวที่ 9-14)ขนาดเทากับ 168 คู

เบส, และรูปที่ 4.11 แสดงใหเห็นผลผลติของยีน16s ribosomal(รูปที่ 4.11 แถวที่ 2-7)ขนาด

เทากับ 204 คูเบส และผลผลิตของยีนbabA(รูปที่ 4.11 แถวที่ 9-14)ขนาดเทากับ 158 คูเบส  

เมื่อนําภาพทีถ่ายไดมาทาํการวิเคราะหความเขมของแถบผลผลิต PCR ดวยโปรแกรม 

AlphaImager 2200 จะไดผลดังตารางที่ 4.12 พบวาอัตราสวนความเขมของยีน alpA/16s  
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รูปที่ 4.10 a และ b แสดงผลผลิต RT-PCR ยนี 16s ribosomal และยนี alpA  ของเชื้อ H. pylori 

บน2 % วุนอะกาโรส; แถวที ่1 และ 16 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คูเบส, แถวที ่2-7 ยีน 16s 

ribosomal ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ ATCC 43504, ATCC 43526 กลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัด

เอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํ และกลุมทดลองที่มีสารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตามลําดับ

, แถวที ่8 Negative control 16s ribosomal : แถวที่ 9-14 ยนี alpA  ของเชื้อ H. pylori สายพนัธุ 

ATCC 43504, ATCC 43526 กลุมควบคมุที่ไมมีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา และกลุม

ทดลองที่มีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตามลาํดับ ตามลาํดบั, แถวที ่15  Negative 

control ยีน alpA  
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รูปที่ 4.11 a และ b แสดงผลผลิต RT-PCR ยนี 16s ribosomal และยนี babA  ของเชื้อ H. pylori 

บน2 % วุนอะกาโรส; แถวที ่1 และ 16 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คูเบส, แถวที ่2-7 ยีน 16s 

ribosomal ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ ATCC 43504, ATCC 43526 กลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัด

เอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํ และกลุมทดลองที่มีสารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตามลําดับ

, แถวที ่8 Negative control ยนี 16s ribosomal, แถวที ่9-14 ยีน babA  ของเชื้อ H. pylori สาย

พันธุ ATCC 43504, ATCC 43526 กลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํ และ

กลุมทดลองทีม่ีสารสกัดเอทลิอะซิเตดจากกระชายดาํตามลําดับ, แถวที่ 15  Negative control ยีน 

babA  
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ตารางที่ 4.12 แสดงอัตราสวนความเขมของยนี alaAตอยีน 16s rRNA ของการวัดระดับการ

แสดงออกของยีนดวยวิธ ีRT PCR  

 

กลุมทดลอง 
กลุมควบคุม 

เชื้อ H. pylori + เซลล HEp-2 
เชื้อ H. pylori + เซลล HEp-2 

*ทําการทดลองซ้ํา 2 คร้ัง 

 

ตารางที่ 4.13 แสดงอัตราสวนความเขมของยนี babA ตอยีน 16s rRNA ของการวัดระดับการ

แสดงออกของยีนดวยวิธ ีRT PCR  

 

กลุมควบคุม 

เชื้อ H. pylori + เซลล HEp-2 

กลุมทดลอง 

เชื้อ H. pylori + เซลล HEp-2 

+สารสกัดเอทลิอะซิเตด 
สายพนัธุของเชื้อ 

H. pylori 

ratio of IDV* (babA/16s) 
ratio of IDV* (babA/16s) 

คา P-value 

ATCC 43504 0.74±0.05 0.68±0.06 

ATCC 43526 0.77±0.08 0.68±0.07 

ATCC 51932 0.66±0.06 0.60±0.08 

0.131 

*ทําการทดลองซ้ํา 2 คร้ัง 

 

 

 

 

 

+สารสกัดเอทลิอะซิเตด 
สายพนัธุของเชื้อ 

H. pylori 
คา P-value 

ratio of IDV* (alpA/16s) 
ratio of IDV* (alpA/16s) 

ATCC 43504 0.62±0.07 0.62±0.05 

ATCC 43526 0.63±0.08 0.60±0.08 0.216 

ATCC 51932 0.55±0.23 0.56±0.03 
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ribosomal ของกลุมควบคมุที่ไมมีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําของเชื้อ H. pylori สาย

พันธุ  ATCC 43504, ATCC 43526 และ ATCC 51932 เทากับ 0.62±0.07, 0.63±0.08 และ 

0.55±0.23 ตามลําดับ สวนในกลุมทดลองที่มกีารบมเชือ้ และเซลล กบัสารสกัดเอทลิอะซิเตดจาก

กระชายดาํ เทากับ 0.56±0.03, 0.60±0.08 และ 0.62±0.05 ตามลําดบั จากการเปรยีบเทยีบความ

แตกตางทางสถิติดวย one-way anova พบวาการแสดงออกของยนี alpA ในกลุมควบคุมที่ไมมี

สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําและกลุมทดลองทีม่ีสารสกัดเอทลิอะซิเตดจากกระชายดาํ

เหมือนกนั (P > 0.05) แสดงวาสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํไมมีผลตอการแสดงออกของ

ยีน alpA ของเชื้อ H. pylori เมื่อพจิารณาในยีน babA พบวาอัตราสวนความเขมของยนี 

babA/16s ribosomal ของกลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํของเชื้อ H. 

pylori สายพนัธุ  ATCC 43504, ATCC 43526 และ ATCC 51932 เทากบั 0.66±0.06, 

0.77±0.08 และ 0.74±0.05 ตามลําดับ สวนในกลุมทดลองที่มีการบมเชื้อ และเซลล กับสารสกัด

เอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํ เทากับ 0.60±0.08, 0.68±0.07 และ 0.68±0.06 ตามลาํดับ จากการ

เปรียบเทยีบความแตกตางทางสถิติดวย one-way anova พบวาการแสดงออกของยีน babA ใน

กลุมควบคุมทีไ่มมีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํและกลุมทดลองที่มีสารสกดัเอทิลอะซิเตด

จากกระชายดาํเหมือนกนั (P > 0.05) แสดงวาสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําไมมีผลตอ

การแสดงออกของยีน babA ของเชื้อ H. pylori จึงสรุปไดวา สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชาย

ดําไมมีผลตอการแสดงออกของยีน alaA และยีน babA 
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บทที่  5 
อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 

 การติดเชื้อ Helicobacter pylori  นับเปนปญหาทางสาธารณสุขที่สําคัญอันหนึง่ใน

ปจจุบัน เนื่องจากเชื้อนี้เปนสาเหตุสําคญัของโรคแผลในกระเพาะอาหาร กระเพาะอาหารอักเสบ

และ หากติดเชื้อนี้เร้ือรังจะกอใหเกิดเปนมะเร็งกระเพาะอาหารได (111) ยิง่ไปกวานั้นยังพบวามี

อัตราการติดเชื้อนี้สูงมากพบการติดเชื้อในประชากรกวาครึ่งหนึ่งของประชากรทัง้หมดในโลก(112) 

การรักษาโรคในปจจุบนั จะใชยาลดกรดรวมกับยาปฏิชวีนะ ซึง่มีราคาแพง บางครัง้มีผลขางเคียง 

และพบวาเชื้อมีการดื้อยา (113) การใชสมุนไพรในการรักษาจงึเปนการแพทยทางเลือกอกีทาง

หนึง่ เนือ่งจากปจจัยในการเกิดโรคและพยาธิสภาพการเกิดโรคจะเริ่มจากเชื้อเขาไปเกาะติด 

(adherance) บริเวณไมโครวิลไลของเซลลเยื่อบุในกระเพาะอาหาร และมีการทําลายบริเวณ

ดังกลาว จากนั้นเชื้อจะบุกรุกเขาไปยังภายในเซลล (invasion และ internalization) โดยกลไกที่ยงั

ไมทราบแนชดั(114) ดังนัน้การปองกนัการเกาะติดและบุกรุกเซลลจึงเปนเปาหมายที่นาสนใจ

สําหรับการรักษาและปองกนัการติดเชื้อ  

 การใชสมุนไพรพื้นบานในการรักษาโรคในระบบทางเดินอาหารเปนสิง่ทีท่ํากันมาเปนระยะ

เวลานาน สมนุไพรที่ใชรักษาโรคกระเพาะสําหรับงานสาธารณสุขมูลฐานไดแก ขมิน้ชัน   กลวย ขิง 

กานพลู กระเทียม กะเพรา ตะไคร พริกไทยดํา ดีปลี ขา กระชาย แหวหมู กระวานไทย เรว และ 

มะนาว แตสมุนไพรชนิดที่เปนทีน่ิยมนาํมาใชในการรักษาในปจจุบันและมีฤทธิ์ในการฆาเชื้อ H. 

pylori มีเพยีง ขมิ้นชนั กระเทียม และ กลวย ในการศึกษาครั้งนี้ไดทาํการคัดเลือกสมุนไพรทีห่า

งาย ที่ใชในชวีติประจําวนั ทัง้หมด 9 ชนิด คือ กระชายดาํ, กระเทียม, กลวย, ขมิ้นชัน, ตระไคร, ใบ

บัวบก, ฟาทะลายโจร, วานหางจระเข และ ลําตนโหระพา มาทดสอบฤทธิ์ในการยบัยั้งการเจริญ

ของเชื้อ H. pylori โดยทําการสกัดดวยตัวทําละลายเมทานอล จากนั้นนํามาทดสอบหาความ

เขมขนทีน่อยที่สุดที่สามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori (Minimum inhibitory 

concentration, MIC) พบวาสมุนไพรที่มคีา MIC ดีที่สุด 2 อันดับแรก คือ ขมิน้ชัน และกระชายดํา 

ซึ่งมีคาMIC เทากบั 32  และ64 μg/ml ตามลําดับ แตจากการศึกษาของ Bhamarapravati และ

คณะ (9) พบวาคาMIC ของกระชายดํามคีาเทากับ 25 μg/ml และในการศึกษาของ Goel และ

คณะ (106) พบวาคา MIC ของกลวยอยูในชวงระหวาง 0.32-1000 μg/ml ในการศึกษาของ 

Mhady และคณะ (102) พบวาคา MIC ของขมิ้นชันอยูในชวงระหวาง 6.25-50 μg/ml ใน

การศึกษาของ Sivam และคณะ (107) พบวาคา MIC กระเทยีม มีคาเทากับ 40 μg/ml สวนใน

การศึกษาสมนุไพรตระไคร, ใบบัวบก, ฟาทะลายโจร, วานหางจระเข และ ลําตนโหระพา ไมมี

การศึกษาทีพ่บวาสามารถตานการเจริญของเชื้อแบคทีเรียชนิดตางๆได แตมีการศกึษาในดานสาร
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ตานอนมุูลอิสระ, สารตอตานการแข็งตวัของเลือด และ สารตานการอกัเสบ(115-118) จะเห็นวา

การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรตอการยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori จากแตละงานวิจยัมี

คา MIC ทัง้ที่ใกลเคียงและแตกตางกนับาง เนื่องจากหลายปจจัยดวยกัน เชน สถานทีป่ลูก

สมุนไพร, วิธีในการเตรียมสารสกัด,ตัวทําละลายที่ใชในการเตรียมสารสกัด และ วิธีเก็บรักษาสาร

สกัดจากสมนุไพร  

 ในการทดสอบความสามารถในการเกาะติด และบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori 

ดวยวิธ ี Gentamicin internalization assay ไดทําการปรับสภาวะการทดสอบใหเหมาะสมใน

หลายๆดานดวยกนัสําหรับการทดสอบกบัเชื้อ H. pylori เนื่องจากเปนเชื้อทีม่ีความสามารถในการ

บุกรุกเซลลต่ําคือประมาณ 0.1% (108) โดยตองใชปริมาณเชื้อตอจํานวนเซลลตัง้ตนที่เหมาะสม 

และอีกประการคือ สารที่ใชในการทําใหเซลลเพาะเลี้ยง HEp-2 แตก ตองไมมีผลตอการเจริญของ

เชื้อ H. pylori จากการทดสอบความสามารถในการเกาะติด และบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. 

pylori เบื้องตน พบวา ปริมาณเชื้อ H. pylori ตั้งตนที่เหมาะสมตองมากกวา 108 CFU/ml หรือ 

ประมาณความขุน 10 McFarland standard ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบเปนอัตราสวนตอเซลล HEp-2 

เทากับ 100: 1 พบ % internalization เทากับ 0.05% และสารที่เหมาะสมในการทาํใหเซลล HEp-

2 แตก คือ น้ํากลั่น เนื่องจากน้ํากลั่นสามารถทาํใหเซลล HEp-2 แตก และน้ํากลั่นยงัไมมีผลตอการ

เจริญของเชื้อ H. pylori สวนสารอื่นๆ คอื 0.01%-0.1% triton-x 100 และ poly-L-lysine ไม

เหมาะสมเนื่องจากพบวาสารทั้ง 2 ชนิดยบัยั้งการเจริญของเชื้อ จากการศึกษาของ Evans และ

คณะ(58) ในการทดลองเรื่อความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori พบวาใช

อัตราสวนของปริมาณเชื้อต้ังตนตอเซลล HEp-2 เทากบั 250:1 และใช triton-x 100 ที่ความเขมขน 

0.1% พบ % internalization เทากับ 0.2% และในการศึกษาของ Wilkinson และคณะ(108) 

ทดลองเรื่องความสามารถในการบกุรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori ที่มาจากคนไข พบวาใช

อัตราสวนของปริมาณเชื้อต้ังตนตอเซลล HEp-2 เทากบั 150:1 และใช poly-L-lysine ที่ความ

เขมขน 0.01% พบม%ี internalization เทากบั 0.1% จากการทดลองขางตนพบวาการที่อัตราสวน

เชื้อ H. pylori ตอเซลล HEp-2 ที่มากข้ึนมีผลทาํให% internalization มากขึน้ตามไปดวย อาจ

เนื่องมาจากในสภาวะที่มเีชือ้ H. pylori อยูมาก เชื้อจะแยงกนัเขาไปในเซลลในอัตราสวนที่มาก

ตามไปดวยเมือ่เทียบกบัในสภาวะที่มีเชื้อนอย สวนสารทีท่ําใหเซลล HEp-2 แตกที่แตกตางกนัยงั

ไมสามารถสรปุผลกระทบที่เกิดตอ % internalization ได สวนยาปฏิชีวนะ Gentamicin ซึ่งใช

กําจัดเชื้อที่เกาะอยูบนเซลลHEp-2 เพื่อจะไดวัดปริมาณเชื้อที่บุกรุกเขาสูเซลลเทานั้น พบวาจาก

การทดลอง Gentamicin 100 μg/ml สามารถฆาเชื้อ H. pylori ทีเ่กาะอยูภายนอกเซลลไดหมด 

และไมทําลายเชื้อที่อยูภายในเซลล เนื่องจาก Gentamicin เปนยาปฏิชีวนะที่มีขนาดโมเลกุลใหญ
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จึงไมสามารถผานเขาไปในเซลลได(119) ผลของบัฟเฟอร HBSS ตอการเจริญเติบโตของเชื้อ H. 

pylori  ในการทดลองพบวาบฟัเฟอรนี้ไมมีผลตอการเจริญของเชื้อ H. pylori  มีการศึกษาของ 

Osaki และคณะ (120) ในการตรวจหาเชื้อ H. pylori  ในอุจจาระ ในการทดลองนี้ไดใชบัฟเฟอร 

HBSS ในการละลายสิง่ตัวอยางพบวาสามารถนาํเชื้อจากตัวอยางมาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชือ้

ไดสําเร็จ ทัง้ๆที่เทคนิคในการเพาะเลีย้งเชือ้จากสิ่งตวัอยางอุจจาระใหสําเร็จทาํไดยาก 

 ในการทดสอบฤทธิ์ของสมนุไพร 4 ชนิด คือ ขมิ้นชัน, กระชายดํา, กระเทียม และ กลวยตอ

ความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori ดวยวธิี Gentamicin internalization 

assay โดยใชสมุนไพรที่ความเขมขนเทากบัคา MIC ที่เวลาบมนาน 3 ชั่วโมงพบวาสมุนไพรทั้ง 4 

ชนิดมีความสามารถในการลดการบุกรุกเซลล HEp-2 ไมแตกตางกนั แตเนื่องจากกระเทียมและ

กลวยไมมฤีทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของเชื้อ MIC > 5000 μg/ml และเทากับ 25000 μg/ml 

ตามลําดับ ดงันั้นเมื่อพิจารณาที่ความเขมขนที่ใช พบวา ขมิน้ชัน และกระชายดํา ใชความเขมขนที่

ต่ํากวา กระเทยีม และ กลวย มาก คือ 32 μg/ml ซึ่งความเขมขนของสมุนไพรที่สูงมากอาจมีความ

เปนพษิกับเซลลHEp-2 ได นอกจากนัน้ปริมาณตัวทาํละลาย DMSO ที่อยูในสารสกัดจะมากตาม

ไปดวย ซึง่จะมีผลกระทบกบัเซลล HEp-2 เนื่องจากหาก %DMSO > 1 จะทาํใหเซลลเปนพษิ 

อยางไรก็ตามไดศึกษาเพิ่มเติมถึงผลของเวลาในการบมสมุนไพรแตละชนิดกับความสามารถใน

การบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori โดยใชระยะเวลาบมที่ 6, 12 และ 24 ชั่วโมง พบวาจาก

กลุมควบคุมทีไ่มมีสมุนไพรระยะเวลาบมทีน่านขึ้นจะทาํใหเชื้อ H. pylori  สามารถบุกรุกเซลล 

HEp-2 ไดมากขึ้น กระชายดํา กระเทยีม และกลวย สามารถลดการบุกรุกเซลล HEp-2 ไดทั้งที่

เวลา 3, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง ขณะที่ขมิน้ชันกลบัมีฤทธิ์ในการกระตุนการบกุรุกเซลล HEp-2 เมื่อ

ใชเวลาบมนานขึ้น  ดังนัน้เมื่อเปรียบเทียบสมนุไพรทั้ง 4 ชนิด กระชายดําจึงเปนสมุนไพรที่

นาสนใจที่สุด เนื่องจากมฤีทธิ์ยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori และลดความสามารถในการบุกรุก

เซลล HEp-2 ไดดีที่สุด จากการศึกษาทีผ่านมาพบวากระชายดาํ สามารถตานการเกิดการอักเสบ

ในกระเพาะอาหารได(10) มีการศึกษาในการใชกระชายดาํในการชวยรักษาโรคมะเรง็ของ

เซลลมะเร็งชนดิที่มีโปรตีนทีด่ื้อตอยา(multi drug resistance associated-proteins ,MRP)(121)  

และจากการศึกษาในสัตวทดลองพบวาการรับประทานกระชายดาํติดตอกันเปนระยะเวลานานไม

พบการเกิดความเปนพิษจากระชายดาํ(12)  

ในการเตรียมสารสกัดจากกระชายดําในการทดลองนี้ไดทําการเตรียมสกัดสารจาก

กระชายดาํ ดวยตัวทําละลายชนิดตางๆจนไดสารสกัดกระชายดํา 4 ชนิดดวยกัน คือ น้ํามันหอม

ระเหยจากกระชายดาํ, สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดํา, สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา 

และสารสกัดเมทานอลจากกระชายดาํ โดย ปริมาณ (%yield) ของสารที่สกัดไดในแตละสวน
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ขางตนจากกระชายดาํ 1 กิโลกรัมมีปริมาณเทากับ 0.129%, 0.046, 0.721% และ 1.277% 

ตามลําดับ จะเหน็วาสารสกัดเมทานอลจากกระชายดาํจะไดปริมาณมากที่สุด และสารสกัดที่ได

นอยที่สุด คือ สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดํา จะเหน็วาการศึกษาสารสกัดสมุนไพรโดยทัว่ไปมกั

ใชตัวทําละลายที่เปน สารจําพวกแอลกอฮอล เชน เมทานอล หรือเอทานอล เพียงชนิดเดียว แตใน

การทดลองสารสกัดที่จําเพาะลงไปการสกดัสารจะมีตัวทาํละลายมากกวา 1 ตัวขึ้นไป โดยจะ

คํานึงถึงคุณสมบัติของการมีข้ัว และไมมีข้ัวของสารสกัดที่ได ซึง่จะเริ่มจากการสกัดน้ํามันหอม

ระเหยที่เปนสารที่ไมมีข้ัว และระเหยไดงาย ตอมาคือ การสกัดโดยใชตัวทําละลาย      เฮกเซนซึ่ง

เปนตัวทําละลายที่ไมมีข้ัว ตอมา คือการสกัดโดยใชตัวทาํละลายเอทิลอะซิเตดซึ่งเปนตัวทําละลาย

ที่มีข้ัวนอย และสุดทาย คือการสกัดโดยใชตัวทําละลายเมทานอลซึง่เปนตัวทําละลายที่มีข้ัวมาก ก็

จะทาํใหไดสารสกัดชนิดตางๆตามคุณสมบัติการมีข้ัวทีแ่ตกตางกนั การสกัดดวยตัวทําละลาย

หลายชนิดนี้มขีอดีกวาการสกัดสมุนไพรโดยตัวทาํละลายชนิดเดียวตรงที ่ สารสกดัที่ไดจากตัวทํา

ละลายหลายชนิดสามารถสกัดสารตางๆออกจากสมนุไพรไดหมดเนือ่งจากการใชคุณสมบัติของ

ตัวทําละลายและจํานวนครั้งในการสกัดทีม่ากกวาตวัทาํละลาย 1 ชนิด นอกจากนีก้ารเตรียมสาร

สกัดสมุนไพรโดยตัวทาํละลายหลายชนิดยังมีประโยชนในการนําสารสกัดที่ได ไปศึกษาถึงสารออก

ฤทธิ์ตอไป โดยใชคุณสมบัติคราวๆของสารสกัดที่สนใจจากชนิดของตัวทําละลายที่ใช 

การทดสอบหาความเขมขนที่นอยที่สุดของสารสกัดจากกระชายดาํชนดิตางๆที่สามารถ

ยับยั้งการเจรญิของเชื้อ H. pylori จากสารสกัดกระชายดํา 4 ชนดิ คือ น้ํามนัหอมระเหยจาก

กระชายดาํ, สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดํา, สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา และสารสกัด

เมทานอลจากกระชายดาํ พบวาสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํมีฤทธิ์ในการยบัยั้งการเจริญ

ของเชื้อไดดีที่สุด มีคา MIC เทากับ 32 μg/ml, รองลงมา คือ สารสกดัเฮกเซนจากกระชายดาํ และ

สารสกัดเมทานอลจากกระชายดํา มีคา MIC เทากบั 64 μg/ml ขณะที่น้าํมนัหอมระเหยจาก

กระชายดาํ ไมมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจรญิของเชื้อ MIC เทากับ 1,024 μg/ml จากการศึกษาผล

การยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียชนิดอื่นของสารสกัดกระชายดาํในตัวทําละลายหลายๆชนิด 

ไดแก การศึกษาน้าํมนัหอมระเหยจากกระชายดาํ(11) ในการยับยั้งการเจริญของจุลชีพ 7 ชนิดคือ 

E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, B. subtilis, S. faecalis, C. albicans และ M. gypseum 

พบวาน้าํมนัหอมระเหยจากกระชายดาํสามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli, S. aureus, P. 

aeruginosa และ B. subtilis ได, การศึกษาสารสกดัเอทานอลจากกระชายดําในการยับยัง้การ

เจริญของเชื้อ H. pylori (9) พบวามีคาMIC เทากับ 25 μg/ml ยังไมมีการศึกษาการยับยัง้การ

เจริญของเชื้อ H. pylori ในสารสกัดกระชายดําจากเอทิลอะซิเตด และเฮกเซน 
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ในการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดกระชายดํา 4 ชนิด คือ น้ํามนัหอมระเหยจากกระชาย

ดํา, สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดาํ, สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา และสารสกัดเมทา

นอลจากกระชายดําตอความสามารถในบกุรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori พบวาน้ํามนัหอม

ระเหยจากกระชายดาํมีผลกระทบตอเซลล HEp-2 โดยจะทาํใหเซลลเสียคุณสมบัติไป มีรูปราง

ลักษณะผิดปกติเซลลจะเปลี่ยนรูปรางจากเซลลที่มีลักษณะแผเกาะติดกับจานเพาะเลี้ยงเซลล 

กลายเปนเซลลที่มีลักษณะกลม นอกจากนั้นยังเสยีคณุสมบัติในการเกาะกับพื้นผิว ทําใหไม

สามารถทดสอบความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 เชื้อ H. pylori ตอไปได สวนฤทธิ์ของสาร

สกัดเฮกเซนจากกระชายดาํ, สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา และสารสกดัเมทานอลจาก

กระชายดาํตอความสามารถในบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori พบวาสามารถลดการบุกรุก

ได 1.4, 1.7 และ 1.2 เทาตามลําดับ ดงันัน้สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํจึงมีฤทธิย์ับยัง้

การบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori ไดดีที่สุด ในการศึกษาสมุนไพรกระชายดํามีการศึกษา

สารสกัดที่จาํเพาะในกลุม flavonoid (122, 123) ซึ่งสารเหลานี้เปนสารทีม่ีข้ัวไปจนถงึมีข้ัวนอย 

ข้ึนกับโครงสรางโมเลกุลของสาร จากการทดสอบเบื้องตนหาสารกลุม flavoniod ดวยวิธ ี shinoda 

test (124) พบวาสารสกัดเอทิลอะซิเตดใหผลบวก เปนไปไดวาสาร flavonoid บางชนิดที่มีอยูใน

ตัวทําละลายเอทิลอะซิเตดจะเปนสารที่มีผลตอความสามารถในบกุรุกเซลล จึงเปนทีน่าศกึษา

ตอไปวาสาร flavonoid ตัวใดในกระชายดําที่มีผลตอความสามารถในบุกรุกเซลล   

การทดสอบฤทธิ์ของสารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอความสามารถในการบุกรุกเซลล

HEp-2 ของเชื้อ H. pylori ทีเ่วลาตางๆกนั คือที่ 3, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง ตามลําดับ และใชความ

เขมขนของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา(MIC) เทากับ 32 μg/ml ซึง่เปนความเขมขนที่

นอยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ H. pylor  พบวาปริมาณการบุกรุกเซลล HEp-2 ของ

เชื้อ H. pylori แปรผันตามเวลาในการบมเชื้อ กบัเซลล ยิ่งเวลานานมากขึ้นเชื้อ H. pylori เขาสู

เซลลไดมากขึน้ดวย ในขณะเดียวกนัการบมเชื้อ H. pylori กับเซลล HEp-2 และสารสกัดเอทิลอะซิ

เตดจากกระชายดําที่เวลานานมากขึน้ พบวาเวลามีผลตอความสามารถในการบกุรุกเซลลHEp-2 

โดยเวลาบมสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํทีน่านขึ้นมฤีทธิ์ลดการบุกรุกเซลล HEp-2 ของ

เชื้อ H. pylori ไดมากขึน้ดวยดังนี้ ที่เวลา 3 6 12 24 ชั่วโมง % internalization ลดลงจากกลุม

ควบคุมที่ไมมสีารสกัด 3.7 เทา 5.2 เทา, 8.2 เทา และ 12.5 เทา ตามลําดับ จากการศึกษาการบกุ

รุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori  ที่เวลา 1-6 ชั่วโมง ของ Bjorkholm และคณะ(109) พบวาเมื่อ

เวลาผานไป 3 ชั่วโมงเชื้อ H. pylori  สามารถบกุรุกเซลล HEp-2 ไดประมาณ 0.5% ของเชื้อ

ทั้งหมดที่ใช และเมื่อเวลาผานไป 6 ชั่วโมงเชื้อ H. pylori  สามารถบกุรุกเซลล HEp-2 ไดประมาณ 

1-2%  จะเหน็วาที่เวลาในการบมนานมากขึ้นเชื้อ H. pylori  สามารถบุกรุกเซลล HEp-2 ไดมาก
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ข้ึน แตคา % internalization ที่ไดจากการการศึกษาครัง้นี้ต่ํากวาในการศึกษาขางตนมาก อาจ

เนื่องมาจากสายพนัธุของเชือ้ H. pylori, ปริมาณเชื้อ H. pylori  ตั้งตน, อายุของเซลล HEp-2 และ

รวมไปถึงสารเคมีตางๆที่ใชในการทดลองที่ตางกัน 

การทดสอบฤทธิ์ของสารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําที่ความเขมขนตางๆกนัตอ

ความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori โดยบมเชือ้ H. pylori ATCC 43504 

กับสารสกัดเอทิลอะซิเตดทีค่วามเขมขนในชวง ±2 MIC ดังนี ้ความเขมขนที ่ 8, 16, 32, 64 และ

128 μg/ml %การบุกรุกลดลงเปน 1.7 2.3, 3.1, 8.6 11.1 เทาตามลําดับ เมื่อเทยีบกับกลุมควบคมุ

ที่ไมมีสารสกัด พบวาที่ความเขมขนสูงขึน้จะมีผลในการลดความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 

ของเชื้อไดมากข้ึน   

การทดสอบฤทธิ์ของสารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอความสามารถในการบุกรุก

เซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพนัธุที่มีและไมมียนี cagA เนื่องจากยนี cagA เปนยนีที่สราง 

โปรตีน cytotoxin-associated antigen ซ่ึงเปน virulent factor ของเชื้อ H. pylori ในการศึกษา

เกี่ยวกับระบาดวิทยาของเชือ้ H. pylori พบวาสวนใหญในคนไขมกัจะมีการติดเชื้อของเชื้อ H. 

pylori ทีม่ีสายพันธุมียนี cagA  เปนสวนใหญ เชนจากการศึกษาในอเมริกา(125) พบวาคนไขที่ตดิ

เชื้อ H. pylori ทั้งหมดมีสายพนัธุมียนี cagA  คิดเปนรอยละ 69.8% ในประเทศญี่ปุน(126)คนไข

โรคมะเร็งกระเพาะอาหารมีการติดเชื้อ H. pylori ทั้งหมดมีสายพันธุมียีน cagA  คิดเปนรอยละ 

84.6%  การทดสอบในเบือ้งตนจงึไดทําการจําแนกสายพนัธุของเชื้อ H. pylori ทัง้หมด 26 สาย

พันธุ วาเปนสายพนัธุที่มหีรือไมมียีน cagA ดวยเทคนิค PCR ผลพบวาเชื้อสายพันธุมาตรฐานทีม่ี

ยีน cagA 3 สายพนัธุ คือ ATCC 43504, ATCC 43526 และ ATCC 51110 ไมมียนี cagA 1 สาย

พันธุคอื ATCC 51932 เชื้อที่แยกจากคนไขที่มียีน cagA 19 สายพนัธุ คือ FM2, C7, C37, C42, 

C53, C54, 742, 749, 818, 820, 849, 851, 861, 867, 912, 920, 928, 949 และ 955  ไมมียีน

cagA 1 สายพนัธุคือ 292 จากการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอ

ความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori  สายพนัธุที่มียนี cagA  3 สายพนัธุ คือ 

ATCC 43504, ATCC 43526 และ 820 และสายพนัธุที่ไมมียนี cagA  2 สายพันธุ คือ ATCC 

51932 และ DMST 20165 พบวาสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํามีผลตอเชือ้ H. pylori 

กลุมที่มยีีน cagA ตอการบุกรุกเซลล HEp-2 มากกวาเชื้อ H. pylori กลุมที่ไมมยีีน cagA โดยสาร

สกัดเอทิลอะซเิตดจะทําใหเชื้อ H. pylori กลุมทีม่ียีน cagA มีความสามารถในการบุกรุกเซลล 

HEp-2 ลดลงมากกวาการบกุรุกที่ลดลงของเชื้อ H. pylori กลุมที่ไมมยีีน cagA  ประมาณ 2-3 เทา 

การทดสอบฤทธิ์ของสารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอความสามารถในการเกาะติดเซลล

HEp-2 ของเชือ้ H. pylori สายพนัธุ ที่มยีนี cagA  3 สายพนัธุ คือ ATCC 43504, ATCC 43526 
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และ 820 และสายพันธุที่ไมมียีน cagA  2 สายพนัธุ คือ ATCC 51932 และ DMST 20165 

พบวาสารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํามีฤทธิ์ลดการเกาะติดของเชื้อ H. pylori ทั้งกลุมสาย

พันธุที่มยีีน cagA กับกลุมสายพนัธุที่ไมมียีน cagA ไมแตกตางกนั แตในกลุมเชื้อ H. pylori สาย

พันธุมาตรฐานและสายพนัธุที่คัดแยกไดจากคนไขพบวาสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํามี

ฤทธิ์ตอความสามารถในการเกาะติดเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori ในกลุมสายพนัธุที่คัดแยกได

คนไขมากกวากลุมสายพนัธุมาตรฐาน ดังนัน้สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําสามารถลด

ความสามารถในการเกาะตดิเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori ได ในกลุมสายพนัธุที่คัดแยกไดจาก

คนไข แตไมสามารถลดความสามารถในการเกาะติดเซลลในกลุมสายพันธุมาตรฐาน 

การวัดระดับการแสดงออกของยีนสาํคัญทีเ่กี่ยวของกับการเกาะติดและบุกรุกเซลลของ

เชื้อ H. pylori ดวยวิธี RT PCR คือ ยีนalpA และยีนbabA โดยมียนี 16s ribosomal RNA เปน

internal control ยีนalpA และbabA เปนยีนที่มีบทบาทเปน outer membrane protein ของเชื้อ 

H. pylori มกีารศึกษาวิจยัยีนทั้ง 2 ในดานเกาะติด และการบุกรุกเซลลของเชื้อ H. pylori เชน 

การศึกษาผลของยีน alpA ในสัตวทดลอง(47) พบวาเชือ้ H. pylori ที่ขาดยนีดังกลาวจะทาํใหเชื้อ

สูญเสียความสามารถในการเกาะติด และบุกรุกเซลลกระเพาะอาหาร, ในการศึกษาหนาที่ของยีน 

alpA ในเชื้อสายพนัธุโลกฝงตะวนัตก และสายพนัธุโลกฝงตะวนัออก(127) พบวายนี alpA มหีนาที่

สําคัญในการเกาะติดเซลลกระเพาะอาหารในเชื้อ H. pylori สายพันธุโลกฝงตะวนัตก แตในเชื้อ H. 

pylori สายพนัธุโลกฝงตะวนัออก พบวาเมื่อดัดแปลงเชื้อใหไมมียนี alpA การเกาะติดของเชื้อสาย

พันธุโลกฝงตะวันออกนี้ไมมกีารลดลง สําหรับในการศึกษายนี babA หลายๆการศกึษา(49, 128, 

129) พบวายนี babA มีหนาที่สําคัญในการเกาะติดเซลลกระเพาะอาหาร โดยจับกับ Lewis b 

antigen ของโฮสตเซลล นอกจากนี้ยงัพบวาเชื้อ H. pylori ที่มียนีนี้จะมีความสามารถในการบุกรุก

เซลลกระเพาะอาหารที่สูง จากการวิเคราะหความเขมของแถบผลผลติ PCR  ดวยโปรแกรม 

AlphaImager 2200 พบวาการแสดงออกของยีน alpA และ babA ในกลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัด

เอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํและกลุมทดลองที่มีสารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําไมแตกตาง

กัน ดังนั้นคาดวากลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอการยับยัง้การบกุ

รุกเซลลจึงไมเกี่ยวของกับยนี alpA และ babA แตอาจเกี่ยงของกับยนีอื่น ในการศกึษายีนอืน่ๆนัน้

จะมุงเนนไปทีย่ีนที่ถูกถอดรหัสออกมาเปน Outer membrane proteins ไดแก ยนี hopZ และยีน 

hpaA เปนตน ยีนhopZ (130) เปน adhesion ที่สําคญัที่ใชในการเกาะติดกับเซลลเยื่อบุกระเพาะ

อาหาร แตยังไมทราบถึง receptor บนโฮสตเซลลที่จับดวย สวนยีน hpaA (131) เปน adhesin ที่

จับกับ N-acetylneuraminyllactose (sialic acid) ที่อยูบนโฮสตเซลล ซึง่ตองทาํการศึกษา

เพิ่มเติมตอไป 
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 สําหรับการทดลองในครั้งนีท้ําใหเราพบวาสมุนไพรกระชายดําสามารถออกฤทธิ์ตอการ

เกาะติด และบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori ได โดยสารที่ออกฤทธิน์ัน้อยูในสวนของตวัทาํ

ละลายเอทิลอะซิเตด ดังนัน้ในการศึกษาตอไป ควรนาํสารสกัดเอทลิอะซิเตดจากกระชายดาํมา

ทําการศึกษาวาประกอบดวยสารตางๆไดแกอะไรบาง ทําการแยกสารเหลานั้นออกมาใหเปนสารที่

จําเพาะแตละชนิด โดยวิธีตางๆ เชน ดวยวิธี high performance liquid chromatography; HPLC 

หรือ gas chromatography; GC  เปนตน แลวนาํสารที่ไดแตละชนดิมาทาํการทดสอบฤทธิ์ตอการ

บุกรุก และเกาะติดเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori อีกครั้ง จะทําใหทราบวาสารใดเปนสารที่

กอใหเกิดการลดลงของการบุกรุก และเกาะติดเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori ทีแ่ทจริง จากนัน้

นําสารที่มฤีทธิ์ที่ดีที่สุดที่ไดมาศึกษาโครงสราง และรูปรางของสาร เพื่อใหงายตอการศึกษาตอไป

วากลไกที่เกิดขึ้นระหวางสารสกัดที่ไดกับตัวเชื้อ H. pylori เปนอยางไร 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมสารเคมีที่ใชในการทดลอง 

1. อีดีทีเอ EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) เขมขน 0.5 โมลาร 
ละลาย Na2EDTA.2H20 จํานวน 136.1 กรัม ในน้ํากลัน่ 800 มิลลิลิตร กวนอยาง 

แรงดวยการใชแทงแมเหล็ก (Magnetic stirrer) ปรับคาความเปนกรดดางดวยการเติมเกล็ด 

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ลงไปจนกระทั่งได pH=8.0 ซึ่งเปนคาความเปนกรดดางที ่EDTA จะ 

ละลายหมดพอดี หลังจากนัน้ปรับปริมาตรใหเปน 1000 มิลลิตร และนําไปฆาเชื้อดวยการ 

Autoclave 

 
2. บัฟเฟอร 10X TBE (0.9M Tris-borate, 0.02M EDTA) 

ละลายทริสเบส (Tris base) 108 กรัม, กรดบอริก (Boric acid) 55 กรัม อีดี 

ทีเอ (EDTA) คาความเปนกรดดาง (pH) = 8 เขมขน 0.5 โมลาร ปริมาตร 40 มิลลิลิตร เติมน้ํา 

กลั่นใหครบตามจํานวน 1 ลิตร เขยาใหเขากัน และนําไปฆาเชื้อดวยเครื่อง Autoclave เก็บรักษาไว 

ที่อุณหภูมหิองซึ่ง 10X buffer นี้จะสามารถนําไปใชในเจอืจางใหมีความเขมขนเปน 0.5X buffer 

ตอไปเพื่อใชในการเตรียมวุนอะกาโรส และใชในงานอิเล็กโตรโฟริซิสตอไป 

 
3. เอทีเดียมโบรไมด (Ethidium bromide) 10 มิลลิกรัม/มิลลลิิตร 

ละลายเอทีเดยีมโบรไมด 1 กรัม ในน้ํา 100 มิลลิลิตร กวนดวยการใชแทงแมเหล็ก 

(Magnetic stirrer) จนกวาจะละลาย เก็บใหพนแสงดวยการหอดวยอลมูิเนียมฟอยด หรือเก็บใส 

ขวดสีน้ําตาลที่อุณหภูมหิอง ตองสวมถงุมือระหวางการเตรียม 

 
4. แมกนีเซีมซัลเฟต (MgSO4) 1 โมลาร 

ละลาย MgSO4.7H2O 24.6 กรัม ในน้ํากลั่นปรับปริมาตรใหเปน 100 และนําไป 

ฆาเชื้อดวยการ Autoclave 

 
5. ไฮโดรคลอริก (HCl) 1 โมลาร 

สําหรับปริมตร 1000 มิลลิลิตร เติมกรดไฮดดรคลอริกเขมขน 86.2 มิลลิลิตร ลง 

ในน้าํกลัน่ 913.8 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั ควรทาํใน Chemical hood เพราะไอของกรดไฮโรคลอ 

ริกจะเกิดเปนควันฟุงกระจาย 
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6. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 10 โมลาร 

ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 40 กรัม ในน้ํากลั่น 80 มิลลิลิตร ใหเปน 100 

มิลลิลิตร และนําไปฆาเชื้อดวยการ Autoclave 

 
7. ทริสไฮโดรคลอไรด (Tris-HCl) 1 โมลาร 

ละลายทริสเบส(Tris base) 121.14 กรัม ในน้าํ 800 มิลลิลิตร ปรับคาความเปน 

กรดดางโดยการใชกรดไฮโดรคลอริกเขมขนจนกระทัง่ได pH ที่ตองการ (pH 7-8) แลวปรับปริมาตร 

ใหเปน 1000 มิลลิลิตร นําไปฆาเชื้อดวยการ Autoclave 

 
8. SDS, 10 % 

ละลาย SDS 10 กรัม ในน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว 100 มิลลิลิตร อาจอุน 

เล็กนอยเพื่อใหละลายดีขึ้น เก็บที่อุณหภูมหิอง 

 
9. บัฟเฟอร 20X SSC [0.3 M Sodium Citrate (pH 7.0), 3 M NaCl] 

ละลายโซเดียมคลอไรด 350.6 กรัม และโซเดียมซิเตรด 176.4 กรัม ในน้าํ 800 

มิลลิลิตรจนละลายดหีมด ปรับคาความเปนกรดดางใหไดคา pH=7.0 ดวย โซเดียมไฮดรอกไซด 

เขมขน 1 โมลาร และปรับปริมาตรใหเปน 1000 มิลลิลิตร นําไปฆาเชื้อดวยการ Autoclave 

 
10. Loading dye BJ II สียอมสําหรับการทําอิเล็กโตรโฟริซิส 

ละลาย Bromphenol blue 0.05 กรัม และซูโครส (Sucrose) 6.2 กรัม ในน้ํากลั่น 

5 มลิลิลิตร เติมอีดีทีเอ 0.5 โมลาร 1 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นใหครบปริมาตร 10 มิลลิลิตร คนให 

ละลายหมด เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิหอง 

 
11. Denaturing solution (0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl) 

ละลายโซเดียมคลอไรด(NaCl) 87.66 กรัม และโซเดียมไฮดรอกไซด(NaOH) 20 

กรัม เติมน้ํากลั่นใหครบปริมาตร 1000 มลิลิลิตร นําไปฆาเชื้อดวยการ Autoclave 
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12. กาารเตรียม 2% agraose gel (100 มิลลิลิตร)  

ชั่งวุนอะกาโรสจํานวน 2 กรัม ดวยเครื่องชัง่อยางละเอยีด จากนั้นเท 0.5X TBE ลงไปใหมี

ปริมาตรสุดทายเทากบั 100 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนัเพื่อใหเม็ดวุนแตกตัว นําไปใหความรอนดวย

เครื่องไมโครเวฟเพื่อใหวุนหลอม จากนัน้เทใสทีห่ลอวุน กอนที่จะเสียบหวีซี ่เพื่อแบงใหวุนเปนชอง

สําหรับในการทดลองแตละตัวอยาง 

 
13. การเตรยีม DEPC-water (RNase-free water)  

เทน้าํลงในขวดแกว ซึ่งขวดที่ใชในการเตรียม DEPC water นัน้ ตองเปนขวดที่ปราศจาก 

RNase เติม Diethylpyrocarbonate (DEPC) ลงไป โดยใหมีความเขมขนเปน 0.01% (v/v) ตั้งทิง้

ไวที่อุณหภูมหิอง เปนเวลาขามคืน จากนัน้นําไป autoclave 

 
14. การเตรยีม 5, 8 และ 10 McFarland standard(10 มลิลลิิตร) 

- 5 McFarland standard เตรียมจาก 1.175% Barium Chloride 0.5 ml กับ 1% Sulfuric 

acid 9.5 ml 

- 8 McFarland standard เตรียมจาก 1.175% Barium Chloride 0.8 ml กับ 1% Sulfuric 

acid 9.2 ml 

- 10 McFarland standard เตรียมจาก 1.175% Barium Chloride 1.0 ml กับ 1% Sulfuric 

acid 9.0 ml 

 
15. การเตรยีมอาหารเลี้ยงเชือ้ BHI ที่มีเลอืดแกะ 7%(500 มิลลลิิตร) 

ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อ Brain Heart Infusion 18.5 กรัม และ Bacto agar 5.5 กรัม ละลายลง

ในน้าํกลัน่ 465 ml นําไปทําใหปราศจากเชื้อโดยการ autoclave จากนั้นพักใหอาหารเลี้ยงเชื้อเยน็

ในระดับที่สัมผัสได ทําการเติมเลือดแกะ 35 ml เขยาใหเขากัน นาํไปเทบนจานเลี้ยงเชื้อขนาด 10 

cm ปริมาตรจานละ 25 ml 
 
16. การเตรยีม 10% FBS working DMEM (50 มิลลลิิตร)  

- DMEM 45 มิลลิลิตร  

- Fetal Bovine Serum (Heat inactivate) 5 มิลลิลิตร  

- 100 U/ml Antibiotics 0.5 มิลลิลิตร  

- Antimycotics 0.05 มิลลิลิตร  

เมื่อปเปตตสารตามขางตนแลว ใหผสมใหเขากัน เก็บไวที ่4 องศาเซลเซยีส 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นายสเุมธ อมรยิ่งเจริญ เกิดเมื่อวันที ่15 มิถุนายน พ.ศ.2526 ที่เขตปอมปราบ จงัหวดั

กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาปริญญาวทิยาศาสตรบัณฑิต สาขา เทคนิคการแพทย จาก

คณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2548 และไดเขาศึกษาตอในระดบั

บัณฑิตศึกษา หลักสูตรชีวเคมีคลินิกและอณูทางการแพทย คณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลยั ในปการศึกษา 2548  
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