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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 เปนเชื้อแบคทเีรียชนิดแกรมลบรูปรางเกลยีวเจริญเติบโตไดใน

สภาวะที่มีอากาศนอย(microaerophilic) ทาํใหเกิดการติดเชื้อบริเวณเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร 

เปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหเกดิแผลในกระเพาะอาหาร (gastric ulcer) กระเพาะอาหารอักเสบ 

(gastritis) รวมไปถึงการกอใหเกิดพยาธิสภาพที่ลําไสสวนตน มีการศึกษาที่บงชี้ใหเหน็วาการเปน

โรคกระเพาะอาหารอักเสบชนิดเรื้อรัง (chronic gastritis) มีความสัมพนัธกับการเกิดมะเรง็ใน

กระเพาะอาหาร(1) ซึ่งมะเร็งกระเพาะอาหารเปนสาเหตุการเสยีชีวติอันดับที่สองของการเสียชวีิต

จากมะเร็งทั้งหมดทัว่โลก จึงนับเปนปญหาสาธารณสขุที่สําคัญอยางหนึ่งในปจจุบัน ในประเทศ

ไทยพบวามะเร็งกระเพาะอาหารเปนสาเหตุอันดับที่ 6 ของมะเร็งในผูชาย และอันดับที่ 9 ของ

มะเร็งในผูหญงิ และมีความชุกประมาณ 3.9:100,000 คน และมีอัตราการรอดชีวิตที่ 5 ปคอนขาง

ต่ํา คือ 5-15%(2) 

 เชื้อ H. pylori สามารถกอใหเกิดพยาธิสภาพทางคลนิกิไดหลายรูปแบบ ปจจัยทางความ

รุนแรงของโรคที่สําคัญไดแก เอนไซม Urease ซึ่งเปลี่ยน urea เปน ammonia ซึ่งเปนดางจึงไปลด

ความเปนกรดของกรดในกระเพาะอาหาร ทําใหเชื้อไมถูกทาํลาย และการเคลื่อนที่ของเชื้ออาศยั

การสรางเอนไซม mucinase ทาํใหเชื้อเคลื่อนที่ผานชัน้เมือกไดรวดเร็ว นอกจากนีย้ังม ี virulence 

factor อ่ืนๆทีสํ่าคัญ ไดแก โปรตีน cytotoxin-associated antigen(CagA) ที่เชื้อสรางขึ้นจะ

translocate เขาไปในเซลลซึ่งจะทําใหเกดิผลทางชีวภาพหลายอยางตอเซลล เชน กระตุนใหเกดิ

การอักเสบโดยเหนี่ยวนาํใหเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหารหลั่ง  IL-8  ผานทาง NF-κB  IL-8  ที่หล่ัง

ออกมาจะทําใหเม็ดเลือดขาวชนิด neutrophil เกิดการรวมตัวกัน และทําใหเซลลเกิดอักเสบใน

ที่สุด โปรตีน CagA ยังทําใหเกิดการจัดเรียงตัวใหมของ cytoskeleton ทําใหเซลลเยื่อบุกระเพาะ

อาหารมีรูปรางเปลี่ยนไปและไมสามารถทาํงานได(3, 4) นอกจากนี้เชือ้ H. pylori ยงัสามารถสราง

สาร exotoxin  ที่เกิดจากยีน vacA โดยสาร exotoxin  นี้จะทําใหเยื่อบุกระเพาะอาหารสราง 

vacuole กอใหเกิดผลหลายอยางตามมา ไดแก เกิดการเปลี่ยนแปลงของเยื่อหุมเซลล, 

endosome/lysosome เสียการทาํงาน และเกิดการ apoptosis ในที่สุด (5) 

 พยาธิสภาพของการเกิดโรคจะเริ่มข้ึนเมื่อเชื้อเขาไปเกาะติด (adherence) บริเวณ 

ไมโครวิลไลของเซลลเยื่อบุในกระเพาะอาหาร และมกีารทําลายบริเวณดังกลาว โดยการเกาะตดิ

ของเชื้อจะอาศัย outer membrane proteins(OMPs) ซึ่งยนีทีม่ีบทบาทเกี่ยวกับการเกาะติด ไดแก 

babA, alpA และ alpB จากการศึกษาพบวา โปรตีน BabA หรือ blood group antigen-binding 

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

gastricadenocarcinoma epithelial cell line) แตจากการศึกษาเปรียบเทียบระหวางเซลลชนดิ

ตางๆพบวาเซลล HEp-2 (human larynx carcinoma) สามารถจับกับตัวเชื้อ H. pylori ได

มากกวาเซลลชนิดอื่นๆ(6) ทาํใหการศึกษาการเกาะติดและการบุกรุกเซลลของเชื้อ H. pylori นิยม

ใชเซลล HEp-2 เปนเซลลแมแบบในการศกึษา 

 การรักษาโรคกระเพาะอาหารอักเสบทีเ่กดิจากการติดเชื้อ H. pylori ที่ทาํกนัอยูในปจจุบัน

จะใชยาลดกรดรวมกับยาปฏิชีวนะ ซึ่งมีราคาแพง และบางครั้งพบวาเชื้อมกีารดื้อยา การใช

สมุนไพรจึงเปนทางเลือกหนึง่ในการแกปญหาได ทําใหมีการศึกษาสมุนไพรในการยับยั้งเชื้อ H. 

pylori อาทิเชน การศึกษาพืชที่ใชในการปรุงอาหารของประเทศองักฤษกับการยบัยั้งการเกาะติด

ของเชื้อ H. pylori(7) การศึกษาสารสกัดจากผลแอพริคอทของประเทศญี่ปุนในการยับยั้งการ

เคลื่อนที่ของเชื้อ H. pylori และ การศึกษาสารสกัดของ cranberry ในการยับยัง้การเกาะติดของ

เชื้อ H. pylori (8) เปนตน ผลจากการศึกษาเหลานี้ทาํใหเหน็วามกีารสนใจที่จะศึกษาสมนุไพรหรือ

พืชที่ใชในชีวิตประจําวนัในการชวยรักษาการติดเชื้อ H. pylori มากข้ึน ในประเทศไทยมีการศึกษา

สมุนไพรไทยกบัเชื้อ H. pylori เชน การศกึษาเครื่องเทศและพชืที่ใชเปนอาหารของคนไทย พบวา 

ดอกจันทนเทศ ใบตนจิก เปราะหอม และ กานพลู สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ H. pylori ได

(9) ทาํใหเปนทีน่าสนใจศกึษาวาพืชสมนุไพรไทยใดทีส่ามารถยับยัง้การเจริญ ยบัยั้งการเกาะติด 

และยับยั้งการบุกรุกเซลลของเชื้อ H. pylori ได กระชายดําเปนสมนุไพรไทยชนิดใหมอีกชนิดหนึง่ที่

มีการศึกษากนัมากขึ้น จากการศึกษาพบวากระชายดาํมีฤทธิ์ในการตานการอักเสบของกระเพาะ

อาหารในสัตวทดลอง หากไดรับกระชายดําในปริมาณ 60-120 mg/kg สามารถรักษาอาการ

กระเพาะอาหารอักเสบได(10) และ จากการศึกษาคุณสมบัติในการตานจุลชีพของกระชายดํา

พบวา สารสกดัจากกระชายดําสามารถยบัยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ Staphylococcus aureus, 

Pseudomonas aeruginosa และ Bacillus subtilis ได(11)  การศึกษาความเปนพิษของผง

กระชายดาํในสัตวทดลอง พบวาไมมีการเปลี่ยนแปลงใดๆที่บงชี้วาเกดิพิษจากกระชายดํา(12) จงึ

เปนทีน่าสนใจอยางยิ่งวา กระชายดาํจะมฤีทธิ์ในการฆาเชื้อ H. pylori ไดหรือไม  และข้ันตอนแรก

ที่สําคัญในการเกิดพยาธิสภาพ คือ ข้ันตอนที่เชื้อเกาะและบุกรุกเขาสูเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร 

กระชายดาํจะมีผลตอการเกาะติดและบุกรุกเซลลของเชือ้ H. pylori หรือไม ซึ่งผลการศึกษาในครั้ง

นี้ทาํใหเขาใจกลไกของกระชายดําตอการเกาะติดและการบุกรุกของเชื้อ H. pylori มีประโยชนใน

การนาํกระชายดําไปใชในการชวยรักษาโรคที่เกิดจากการติดเชื้อ H. pylori และลดความเสี่ยงตอ

การเกิดมะเร็งกระเพาะอาหารได  
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วัตถุประสงคของงานวิจัย 
1. เพื่อศึกษาความสามารถของสารสกัดจากกระชายดําในการยับยัง้การเกาะติด และการบุก

รุกเซลลเยื่อบุHEp-2ของเชือ้H. pylori 

2. เพื่อศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากกระชายดาํตอการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการ
เกาะติดและการบุกรุกเซลลเยื่อบุHEp-2ของเชื้อ H. pylori  

 
ขอบเขตของงานวจิัย 

การวิจยันี้เปนการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากกระชายดาํในยับยั้งการเจริญของเชื้อ H. 

pylori ในหลอดทดลอง และฤทธิ์ของสารสกัดจากกระชายดําตอการเกาะติดและการบุกรุกเซลล

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

เฮกเซนจากกระชายดาํ, สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํ  และสารสกัดเมทานอลจาก

กระชายดาํ เชือ้ H. pylori ที่ใชในการทดสอบฤทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของเชื้อ และฤทธิ์ตอการ

เกาะติด และการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori ดวยวิธ ีGentamicin internalization assay 

ประกอบดวย 26 สายพนัธุ เปนสายพนัธุมาตรฐาน 4 สายพนัธุคือ ATCC 43504, ATCC 43526, 

ATCC 51932 และ ATCC 51110 สายพนัธุที่ไดจากกรมวทิยาศาสตรการแพทย 2 สายพนัธุซึ่ง

เปนสายพนัธุที่แยกจากคนไข คือ DMST20165 และ DMST20885 และสายพนัธุที่แยกจากคนไข 

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   ในการวัดระดับการแสดงออกของยนีที่เกี่ยวของกบั

การเกาะติดและการบุกรุกเซลล ของเชื้อ H pylori ดวยวิธ ีRT PCR จะทาํการศึกษาใน 2 ยีน คือ 

alpA และ babA 
 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
1. ทําใหทราบฤทธิ์และระดับความเขมขนที่นอยที่สุด (MIC) ของสารสกัดกระชายดาํในการ

ยับยั้งการเจรญิของเชื้อ H. pylori   

2. ทําใหทราบผลของสารสกัดจากกระชายดาํตอความสามารถในการเกาะติดและการบกุรุก
เซลลเยื่อบุ HEp-2ของเชื้อ H. pylori 

3. สามารถนํากระชายดาํมาพฒันาเปนผลิตภัณฑเสริมสุขภาพในการรักษาโรคมะเรง็ใน
กระเพาะอาหารได 
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บทที่  2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
  

นับต้ังแตมีการรายงานการจําแนก(isolate)เชื้อ Campylobacter pyloridis โดย Dr J. 

Robin Warren และ Dr Barry J. Marshall ในป ค.ศ. 1982 การคนควาและวิจยัเกี่ยวกับเชื้อ

แบคทีเรียชนิดนี้ก็มีเพิ่มมากขึ้นอยางรวดเรว็ ยอนกลับไปเมื่อ ค.ศ. 1979 เมื่อ Warrenซึ่งเปนพยาธิ

แพทยอยูที่ Royal Perth Hospital ออสเตรเลีย สังเกตพบวา ชิ้นเนื้อที่ตัดออกจากกระเพาะอาหาร

ของผูปวยบางคนมีแบคทีเรียที่มีลักษณะโคงงอคดเปนเกลียว สวนใหญพบอยูใตชัน้เยื่อเมือกที่ปก

คลุมกระเพาะอาหารบริเวณที่มีการอักเสบ Warrenจึงไดทําการสังเกตและศึกษากบัเพื่อนรวมงาน

ซึ่งก็คือ Marshall เร่ือยมา จนกระทั่งวันหนึ่งเขาไดเพาะเชื้อช้ินเนื้อของกระเพาะอาหารไวแลวลืมดู 

พอดีตรงกับชวงวันหยุดหลายวนัจากเทศกาลอีสเตอร เมื่อโรงพยาบาลเปดทาํการหลังจากหยุดไป 

5 วัน เขาไดพบวามโีคโลนีของแบคทีเรียชนิดหนึ่งบนจานเพาะเชือ้นั้น ลักษณะคลายกับเชื้อ

แบคทีเรียจําพวกCampylobacter จึงใหชือ่วา Campylobacter like organism (CLO) ตอมาจึง

เปล่ียนเปน Campylobacter pyloridis เพือ่ใหถูกตองตามหลักไวยากรณของภาษา ใน ค.ศ. 1982 

ตอมาพบวาเชือ้แบคทีเรียตัวนี้มีคุณสมบัตดิานชวีเคมี และรูปรางลักษณะไมเหมือนกับแบคทีเรีย

กลุม Campylobacter จึงไดมีการตั้งชื่อใหมเปน  Helicobacter pylori ในป ค.ศ. 1989 ตาม

รูปรางลักษณะที่เปนเกลยีว(helical) เชื้อ H. pylori(1) เปนแบคทีเรียที่ถูกจบัตาเปนอยางมาก มี

การศึกษามากขึ้นเรื่อยๆในปจจุบัน และการคนพบเชื้อ H. pylori นีน้ับเปนการจุดประกายดาวดวง

ใหมในแวดวงของการศึกษาโรคระบบทางเดินอาหาร ทาํให Dr J. Robin Warren และ Dr Barry J. 

Marshall ไดรับรางวัลโนเบล สาขา Medicine & Physiology ในป 2005 ปจจุบันเชื้อ H. pylori 

เปนทีย่อมรับวาเปนสาเหตุสําคัญที่ทาํใหเกิดโรคแผลในกระเพาะอาหาร (gastric ulcer) กระเพาะ

อาหารอักเสบ (gastritis) มะเร็งในกระเพาะอาหาร รวมไปถึงการกอใหเกิดพยาธิสภาพที่ลําไสสวน

ตน พบวาประชากรโลกมากกวา 50 %มีการติดเชื้อ H. pylori นอกจากนี้ในป ค.ศ. 1994 องคการ

อนามยัโลก (The World Health Organization) ยงักาํหนดใหเชื้อ H. pylori จัดเปนสารกอมะเรง็ 

(carcinogen) ในมนุษย 

 
ลักษณะทัว่ไปของเชื้อ Helicobacter pylori  

เชื้อแบคทีเรีย H. pylori เมื่อทําการยอมสี Gram stain จากการสองกลองจุลทรรศนจะ

สามารถเหน็ลกัษณะเปนแบคทีเรียแกรมลบ รูปรางเปนเกลียว หรือรูปคลายตัว S ขนาดจากการ



 
 
 5 
สองกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนมีความยาว 2.5-5 μm กวาง 0.5-1 μm มfีlagella ประมาณ 4-6 

เสน และแตละเสนของ flagella มีความยาวประมาณ 30 μm และกวาง 2.5 nm มผีนังเซลลหนา 

30 nm  

 
 

รูปที่ 2.1 เชื้อ H. pylori จากการสองดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 

 

การเพาะเลีย้งเชื้อ H. pylori ในหองปฏิบัติการจากสิง่สงตรวจที่เปนชิ้นเนื้อกระเพาะอาหารที่

ถูกตัดออกมาจากคนไข จะถูกนํามาทาํการบดและเลีย้งไปบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มกีารเติมสาร

ตานจุลชีพชนดิอื่นๆ และมีเลือดแกะผสมอยูรอยละ 7 สภาวะที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ H. pylori 

ตองเปนสภาวะที่มีอากาศนอย(microaerophilic) หากเปนสภาวะมอีากาศ(aerobic 

conditions)เชื้อจะไมเจริญและตายไป แตก็มีเชื้อ Helicobacter บางชนิดที่เจริญไดดีทั้งใน

สภาวะที่มีอากาศนอย และสภาวะที่ไรอากาศ(anaerobic condition) นัน้คือเชื้อ H. 

rodentium(13) หลายๆสายพนัธุของเชื้อ Helicobacter ไมตองการกาซไฮโดรเจนเพื่อชวยใน

การเจริญเติบโตทั้งๆที่ในการเจริญเติบโตของเชื้อสายพนัธุนี้จะกระตุนใหสภาวะแวดลอมมี

กาซไฮโดรเจนมากขึ้น แตอยางไรก็ตามกม็ีเชื้อ Helicobacter บางสายพนัธุเชน H. cinaedi 

(14) ที่ตองการกาซไฮโดรเจนในการเจริญเติบโตทําใหในหลายๆหองปฏิบัติการใชสภาวะที่

อากาศนอยรวมกับการมีกาซไฮโดรเจนในการเลี้ยงเชื้อสายพนัธุนี ้ เชื้อ Helicobacterจะเจริญ

ไดดีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เชื้อ H. pylori มีการเคลื่อนที่คลายเกลียวสวาน แตถาหาก

เลี้ยงไวเปนเวลานานพบวาจะมีการเปลี่ยนแปลงไปเปน Coccoid forms คือ จะเหน็รูปรางเปน

ตัวU ที่เกิดจากการจับกนัของปลายทัง้สองขางของ H. pylori (3)   

ลักษณะทางชวีเคมีของเชื้อ H. pylori พบวาเชื้อชนิดนีม้รีะบบเมแทบอลิซึมแบบใชอากาศ 

การสลายน้าํตาล(sugar catabolism)ไมสามารถทําไดทัง้การ oxidation และ fermentation  

แตก็สามารถพบการ oxidation ไดบางในเชื้อ H. pylori บางสายพนัธุ กระบวนการ 

glycolysis-gluconeogenesis นาจะเปนแหลงสรางพลังงานหลักใหกับตัวเชื้อ กระบวนการ 

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

พบไดบางเลก็นอย สวนกระบวนการ glyoxylate shunt ไมพบในเชื้อชนิดนี(้15) เชื้อ H. pylori 

ไมสามารถยอยสลาย(hydrolysis)เจละติน(Gelatin), แปง(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 การทดสอบทางชีวเคมีตางๆ ไดแก methyl red และ Voges-Proskauer 

ใหผลลบ การทดสอบoxidase ใหผลบวกทกุสายพนัธุ สายพนัธุสวนใหญใหผลการทดสอบ

catalase, urease และ alkaline phosphatase  เปนบวก  

 
พยาธิสภาพการกอโรคของเชื้อ H. pylori 
 พยาธิสภาพการเกิดโรคเริ่มตนเมื่อไดรับเชื้อ H. pylori เชื้อจะผานเขาไปในกระเพาะ

อาหาร และเชือ้สวนใหญจะรวมตัวกนัอยูในสวน Antrum ของกระเพาะอาหาร ดงัรูปที่ 2.2   

 

 
รูปที่  2.2 บริเวณทีพ่บเชื้อ H. pylori มากที่สุดในกระเพาะอาหาร 

 

เชื้อ H. pylori มีความสามารถในการหลบหลกีสภาวะที่ไมเหมาะสมในกระเพาะอาหารดวยการ

สรางเอนไซม Urease ซึ่งเปลี่ยน urea เปน ammonia ซึ่งมีคุณสมบัติเปนดางจึงไปลดความเปน

กรดของกรดในกระเพาะอาหารทาํใหเชื้อไมถูกทําลาย การสรางเอนไซม Urease ข้ึนกับ pHของ

ส่ิงแวดลอม ในสภาวะที่ pHต่ําเชื้อจะมกีารสรางเอนไซม Urease มากขึน้และจะหยุดหลั่งเมือ่

ส่ิงแวดลอมม ี pHเปนกลาง เมื่อเชื้อ H. pylori มาถึงบริเวณ Antrum ของกระเพาะอาหารกจ็ะมี

การเคลื่อนที่ผานเยื่อเมือก(mucus)ที่ปกปองเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร(gastric mucosa)โดย

อาศัยการสรางเอนไซม mucinase ทําใหเชื้อเคลื่อนที่ผานชั้นเยื่อเมือกไดรวดเร็ว ในกระเพาะ

อาหารเชื้อจะเกาะติดอยูกับเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร(gastric mucosa) ดังรูปที ่2.3 นอกจากนนี้ 

flagella ของเชื้อยังสามารถจับกับชองเวาระหวางเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร(gastric niche)ทําให

เชื้อสามารถเกาะติดอยูกับเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหารไดดียิ่งขึ้น 



 
 
 7 

 
รูปที่ 2.3 บริเวณที่เชื้อ H. pylori จะกอใหเกิดพยาธิสภาพตางๆ 

 

พยาธิสภาพทีเ่กิดตามมาคือ เชื้อ H. pylori จะกระตุนใหเม็ดเลือดขาวชนิดตางๆ มารวมกันบริเวณ

ใตเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร(gastric mucosa)เม็ดเลือดขาวเหลานีจ้ะหลั่งสารไซโตไคน

(cytokine)ทําใหเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร(gastric mucosa)เกิดการอักเสบ(inflammatory)เปน

เหตุใหเกิดเปนโรคเพาะอาหารอักเสบ เมื่อผานไประยะหนึง่เซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร(gastric 

mucosa)ที่เกดิการอักเสบจะเกิดการตาย(apoptosis)ทําใหพยาธิสภาพพัฒนาไปเปนโรคแผลใน

กระเพาะอาหาร ในคนไขที่เปนโรคกระเพาะอาหารอักเสบเรื้อรัง(chronic gastritis)ที่มีปจจัยทั้ง

ภายในและภายนอกที่เหมาะสม พยาธิสภาพสามารถพัฒนาไปเปนมะเรง็ในกระเพาะอาหาร

(gastric cancer)ได 

 
กลไกการเกดิพยาธสิภาพ และความรุนแรงในการเกิดโรค 
 ความรุนแรงและประสิทธิภาพในการกอโรคของเชื้อ H. pylori มีหลายปจจัยดวยกนัที่

เกี่ยวของ โดยปจจัยหลกัๆทีเ่กี่ยวของไดแก เอนไซม urease, โปรตีน vacuolating cytotoxin และ 

โปรตีน cytotoxin-associated antigen  

 เอนไซม urease เปนปจจัยหลักที่ทาํใหเชือ้ H. pylori มคีวามสามารถในการหลบหลีก

สภาวะที่ไมเหมาะสมที่ม ีpH ต่ําในกระเพาะอาหารได โดยการทาํงานของเอนไซมเปนดังนี ้
     UreaseN-CO-NH  + HH2 2 2O        NH  + H N-COOH 3 2

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

เอนไซม urease จะยอยสลายยูเรีย(urea) ไดเปนแอมโมเนีย(ammonia) และคารบาเมต

(carbamate) ซึ่งคารบาเมตจะถูกยอยสลายโดยน้ํา(hydrolysis)ไดเปนแอมโมเนีย กับคารบอนิก
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แอซิด(carbonic acid) แอมโมเนยีทีเ่กิดข้ึนสามารถเปลี่ยนกลับไปกลับมาเปนแอมโมเนยีม

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

4

ไฮดรอกไซดไอออน(hydroxide ion)ที่เกดิจากเปลี่ยนแอมโมเนยีเปนแอมโมเนยีมสามารถไทเทรต

(titrate)กับโปรตอน(proton; H+)ที่เกิดจากกรดในกระเพาะอาหารทําใหเกิดเปนน้ําซึง่มีฤทธิ์เปน

กลาง การสรางเอนไซม Urease ของเชื้อ H. pylori ข้ึนกับ pHของสิ่งแวดลอม ในสภาวะที่ pHต่ํา

เชื้อจะมีการสรางเอนไซม Urease มากขึน้และจะหยุดหลั่งเมื่อส่ิงแวดลอมมี pHเปนกลาง 

โปรตีน VacA(vacuolating cytotoxin) เปนสารจําพวก exotoxin ที่สรางมาจากยนี vacA 

เชื้อ H. pylori โดยทั่วไปจะมียีน vacA แตมีเพียงบางสายพนัธุเทานัน้ที่จะมกีารผลติโปรตีน VacA 

ที่มีประสิทธิภาพในการทํางานสงู ซึง่การศึกษายนี vacA ทีท่าํกนัมากนัน้จะเนนทาํการศึกษาใน

เชื้อ H. pylori ที่มยีีน vacA ชนิด s1/m1(16) โปรตีน VacA ถูกผลิตขึ้นมาในตอนตนจะมีขนาด

ประมาณ 140 kDa แตเมื่อพรอมที่จะทาํงานจะมีบางสวนของโปรตีน VacA ถูกตัดออกไปจนมี

ขนาดประมาณ 90 kDa(17) โปรตีน VacA เปนสาเหตุใหเกิดแวคิวโอล(vacuolation) ในเซลลเยื่อ

บุกระเพาะอาหาร แตไมไดทําใหเกิดการตายของเซลลอยางเฉยีบพลัน เมื่อเซลลเยื่อบุกระเพาะ

อาหารสัมผัสกับโปรตีน VacA ในปริมาณมากเซลลจะตายหลังจากนั้นประมาณ 2 วัน(18) ในการ

จับกันหรือการไดรับโปรตีน VacA ของเซลลยังไมเปนทีเ่ขาใจอยางแนชัดนกัทาํใหมีการศึกษาใน

ดานนี้มาก เชน การทดลองดูการเกาะระหวางโปรตนี VacA ชนิด s1/m1 กับเซลล HeLa แลวทํา

การวิเคราะหโดยเครื่อง flow-cytometer(19) หรือการศึกษาประสทิธิภาพของโปรตีน VacA ใน

สภาวะตางๆพบวาในสภาวะที่เปนกรดประสิทธิภาพของโปรตีน VacA ในการกอใหเกิดแวคิวโอลมี

มากขึ้นในเซลล AZ-521(20) นอกจากนีย้ังพบวาโปรตีน VacA จะจับกับ 250-kDa receptor 

protein-tyrosine phosphatase ß (RPTPß)  มหีลายๆการทดลองทีพ่บวาการที่โปรตีน vacA จับ

กับ RPTPß ของเซลลกอนแลวตอมาจึงเกิดการเปนพิษกับเซลล(21) การศึกษาในเซลล AGS 

พบวานอกจากที่โปรตีน VacA จับกับ RPTPß แลวยังสามารถจับกบั receptor อ่ืนดวยที่มีขนาด 

140 kDa(22) ทาํใหยังสรุปไมไดวา receptor ของโปรตีน VacA คือตัวใดอยางแนนอน receptor 

นั้นจะเปลี่ยนแปลงไปตามเซลลที่ใชศึกษาและพบวาแตละเซลลยังม ี receptor ตอโปรตีน VacA 

มากกวา 1 ชนดิ 

โปรตีน VacA ที่มีขนาดประมาณ 90 kDa จะประกอบไปดวย 2 ซับยูนิต คือ s ซับยูนิต

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

58 kDa(23) หนาที่แรกของโปรตีน VacA คือการกอใหเกิดแวคิวโอล ในกระบวนการทีโ่ปรตีน 

VacA กระตุนใหเกิดแวคิวโอลนั้นตองอาศัยเอนไซม ATPase และสภาวะที่เปนเบสออนๆ(24) เมื่อ



 
 
 9 
โปรตีน VacA ผานผนงัของเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหารเขาไปนอกจากเหนี่ยวนาํใหเซลลมกีาร

สรางแวคิวโอลแลว ยังทาํใหเกิดผลอื่นตามมา ไดแก ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของเยื่อหุมเซลล

โดยโปรตีน VacA จะจับตัวกันใหมีโครงสรางเปน hexameric ทําใหเกิดชองที ่anion สามารถผาน

ได นอกจากนีโ้ปรตีน VacA ยังมีเปาหมายอยูที่เยื่อหุมของไมโทคอนเดรีย เปนเหตุให 

ไมโทคอนเดรยีมีการหลั่ง cytochrome c มากข้ึน และเหนีย่วนําใหเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหารเกดิ

การ apoptosis(25) กระบวนการในการทาํงานสวนใหญของโปรตีน VacA ยงัไมเปนทีท่ราบแนชัด

นักจงึทาํใหมกีารศึกษาผลกระทบของการทํางานของโปรตีน VacA อยูเร่ือยมาจนถึงปจจุบนั 

โปรตีน CagA(cytotoxin-associated antigen) เปนอีกโปรตีนที่สําคัญ และมีการศึกษา

เปนจํานวนมากเกี่ยวกับโปรตีนตัวนี ้โปรตนี CagA สรางมาจากยนี cagA ซึ่งยนี cagA เปนสวน

หนึง่ของกลุมยนี cag Pathogenicity Island(cag PAI) หนาที่ของยนี cag PAI คอืสรางโปรตีมที่

เปนสวนประกอบของ Type 4 secretion system ซึ่งเปนระบบที่เชื้อ H. pylori ใชในการบุกรุกเขา

ไปในเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร ยีน cag PAI มีขนาดประมาณ 40 kb DNA ประกอบดวยยนี 31 

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

 
รูปที่ 2.4 แสดงการทํางานของยีน cag Pathogenicity Island

ยีน cagA เมือ่ถูกถอดรหัสจะไดโปรตีนทีม่ีขนาดประมาณ 120 kDa หลังนั้นจะถูกสงผานเขาไปใน

เซลลเยื่อบุกระเพาะอาหารผานทาง Type 4 secretion system จากนั้นโปรตนี CagA จะถกู 

phosphorylation ที่ตําแหนง EPIYA motif (ตําแหนงทีป่ระกอบดวยกรดอะมิโน 5 ตัวเรียงกนั คอื 

Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala) โดย EPIYA motif สามารถแบงออกเปน 3 ซับยูนิต ในเชือ้ H. pylori 

สามารถมีสวนของ EPIYA motif ได 2 แบบ คือ EPIYA motif ที่ประกอบดวยซับยูนิต A,B และ C 

ซึ่งสวนใหญพบในเชื้อ H. pylori สายพนัธุที่อยูในแถบโลกตะวนัตก และ EPIYA motif ที่
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ประกอบดวยซับยูนิต A,B และ D ซึ่งสวนใหญพบในเชื้อ H. pylori สายพนัธุที่อยูในแถบเอเชยี

ตะวันออก(27) 

 
รูปที่ 2.5 แสดงลักษณะ EPIYA motif ของโปรตีน CagA 

 

เมื่อโปรตีน CagA ถูกสงเขาไปในเซลลจะจับกับ Src family protein tyrosine kinases (SFK) ของ

โฮสตเซลลเพือ่ที่จะเกิดกระบวนการ  phosphorylation(28) เมื่อโปรตีน CagA ถูก 

phosphorylation ที่ตําแหนง tyrosine ของ EPIYA motif แลว โปรตีน CagA จะอยูในรูป active 

และจับกับ Src homology 2 domain containing tyrosine phosphatase (SHP2) เปนผลใหเกดิ

การสงสัญญาณกระตุนการทํางานของเซลลทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของการหลั่ง cytokine, การ

เปล่ียนแปลงของ cell cycle และการเปลีย่นแปลงของ cell structure จากการศึกษาพบวาเชื้อ H. 

pylori สายพนัธุที่อยูในแถบเอเชียตะวนัออกที่ม ี EPIYA motif ในซับยูนิตที่ 3 เปนชนิด D จะมี

ประสิทธิภาพสามารถจับกบั SHP2 ไดดีกวา EPIYA motif ที่มีซบัยูนิตที ่ 3 เปนชนิด C มี

ความสัมพันธกับการเกิดมะเร็งในกระเพาะอาหาร(29) SHP2 ที่ถูกกระตุนโดยโปรตีน CagA จะ

กระตุนการทาํงานของ extracellular signal-regulated kinase (Erk) เปนผลใหเกิดการเปลื่ยน

รูปรางของโฮสตเซลล นอกจากนี้ยังมีผลทําใหเกิดกระบวนการ dephosphorylates กับ focal 

adhesion kinase (FAK) เปนผลให FAK ไมทํางาน กอใหเกิดการตายของโฮสตเซลลมากขึ้น(30) 

 โปรตีน CagA ที่ผานกระบวนการ phosphorylation พบวา รอยละ 80 จะจับกับ SHPS และอีก

รอยละ 20 จะสามารถจับกบั carboxy-terminal Src kinase (Csk) ซึง่จะมีผลยับยัง้การทํางาน

ของ SFK(31) 
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รูปที่ 2.6 แสดงกลไกการทาํงานของโปรตนี CagA นับต้ังแตถูกนาํพาเขาไปในเซลลเยื่อบุกระเพาะ

อาหารจนถงึผลกระทบที่เกิดข้ึนตามมา 

 

โปรตีน CagA ที่ถกูฉีดเขาไปในโฮสตเซลลบางสวนสามารถจะจับกบั zonula occludens-1 (ZO-

1) และ junctional adhesion protein (JAM) ทาํใหเกิดการเรียก SHP2 มาจับเกิดการสงสัญญาณ

ตางๆตอไป(32) โปรตีน CagA สามารถจบักับ growth factor receptor bound protein 2 (Grb2) 

และ son of sevenless (Sos) เกิดเปนโมเลกุลขนาดใหญ นอกจากนี้โปรตีน CagA ยังสามารถจับ

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

34) ถึงแมจะรูวาโมเลกุลรวมระหวางโปรตีน CagA กับ C-Met จะทําใหเกิดการเปลีย่นแปลงรูปราง

ของโฮสตเซลล แตยังไมทราบผลที่แนชดัของโมเลกุลที่เกิดจากการจับกันของโปรตีน CagA กับ 

PLCg การจับกันของโปรตนี CagA กับ Grb2 นัน้ไมตองอาศัยกระบวนการ phosphorylated ของ

โปรตีน CagA กอน ปจจุบันพบวาโปรตีน CagA สามารถกระตุนการทาํงานของ nuclear factor of 

activated T cells(NFAT) จากการกระตุนการทํางานของ NFAT ทาํใหเกิดการสงสัญญาณตอไป

กระตุนการทาํงานของ p21Cip1 cyclindependent kinase inhibitor ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง

ตางๆของโฮสตเซลลตามมา(35) การทีโ่ฮสตเซลลไดรับโปรตีน CagA เขาไป โปรตีน CagA จะมี

กระบวนการตางๆเกิดขึ้น 2 ทาง ทางแรกเกิดกระบวนการ phosphorylation แลวโปรตีน CagA จึง

จับกับ SHP2 เกิดการสงสัญญาณตางๆตามมา ทางที ่ 2 คือ ไมผานกระบวนการ 

phosphorylation โดยตัวโปรตีน CagA เองไปจับหรือกระตุนการทํางานของสญัญาณตางๆใน
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โฮสตเซลล ทัง้ 2 ทางสงผลใหเกิดการเปลีย่นแปลง 3 แบบ คือ 1) กระตุนใหเกิดการจัดเรียงตัวใหม

ของ cytoskeleton ทําใหเซลลมีรูปรางเปลี่ยนไปและสญูเสียการทํางาน 2) กระตุนการทาํงานของ 

NF-κB ทําใหเกิดการหลั่งของ IL-8 เปนเหตุทาํใหเกิดการเกาะกลุมของ neutrophil กอใหเกิดการ

อักเสบ 3) ทําใหเซลลเกดิการหลัง่ growth factor และ cytokine ตางๆ กอใหเกิดการ 

apoptosis(25) 

 
การเกาะติด(adherence) และการโคโลไนส(colonization) 

ในการศึกษาโรคที่เกิดจากแบคทีเรียมักทําการศึกษามุงเนนไปที่การกอโรค และความ

รุนแรงของโรคที่เกิดขึ้นจากแบคทีเรีย แตในการศึกษาเชือ้ H. pylori มีการศึกษาจาํนวนมากที่เนน

ไปในการศึกษาการเกาะติด(adhesion) และกระบวนการ colonization บนโฮสตเซลล ถึงแมจะไม

กอใหเกิดการทําลายโฮสตเซลล แตในการศึกษาของเชือ้ H. pylori นั้นจาํเปน เพราะวาเชื้อ H. 

pylori มีความสามารถคงอยูบนโฮสตเซลลไดนานหลายปโดยไมมกีารแสดงอาการใดๆ ใน

กระบวนการ colonization ของแบคทเีรียโดยทัว่ไปประกอบดวย 4 ข้ันตอนดวยกนั 1) การ

เคลื่อนยายจากโฮสตตั้งตนไปสูโฮสตใหม 2) แบคทีเรียทําการเกาะตดิกับ receptor ที่จําเพาะใน

โฮสตใหม 3) การหลบหลกี หรือทําลายระบบปองกนัของโฮสต และ4) การยึดครองสารอาหาร 

และทรัพยากรตางๆจากโฮสต ส่ิงที่ตางกนัชัดเจนระหวางกระบวน colonization กับพยาธิสภาพ

การกอโรค(pathogenesis) คือ กระบวนการ colonization จะไมมีการทาํลายโฮสตเซลล(36) 

ตัวอยางเชน Escherichia coli จะไมทําลายลําไส หรือ Staphylococci บนผิวหนังจะไมทาํลาย

เซลลผิวหนงั การเกาะติดของเชื้อ H. pylori เปนสิ่งจาํเปนที่ตองพิจารณาในการกําจัดการติดเชื้อ 

H. pylori เนื่องจากมีหลายปจจัยทีท่ําใหเชื้อ H. pylori ฝงแนนอยูในเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหารได

เปนระยะเวลายาวนาน การเกาะติดตางจากกระบวนการ colonization อยูหลายประการไดแก 

การเกาะติดไมเกี่ยวของกับการ turnover ของเซลล, ระบบภูมิคุมกันของโฮสต และผลกระทบจาก

ความหนาแนนของเซลล แตกระบวนการ colonization ตองคํานึงถึงปจจัยเหลานี ้

 
ปจจัยที่เกี่ยวของในการโคโลไนส การเกาะติด และการบกุรุกเซลลของเชื้อ H. pylori 

ปจจัยทีม่ีผลตอการติดเชื้อ H. pylori มีอยูหลายปจจัยดวยกัน โดยปจจัยแรกมาจาก

ผลกระทบของโฮสตเซลล จากการศึกษาพบวาพนัธุกรรมของโฮสตมคีวามเกี่ยวเนือ่งกับการติดเชื้อ 

H. pylori การศึกษาในฝาแฝดพบวา ในฝาแฝดแทมี 81 %ที่จะมีการติดเชื้อ H. pylori ทัง้คู มีนอย

รายที่คนหนึ่งติดเชื้อแตอีกคนหนึ่งไมติดเชือ้ เมื่อเทียบกับการศึกษาในฝาแฝดไมแทพบวามเีพยีง 

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) ทีย่อมใหมีการติดเชื้อ H. pylori  ไดแก HLA DR, HLA DQ*0301, HLA DQA1*0301 

และ HLA DQ5 แต HLA เหลานี้กย็อมใหเกิดการติดเชื้อของแบคทีเรียชนิดอื่นดวย นอกจากนีย้ัง

พบวา HLA บางชนิด เชน HLA-DQA1*0102 สามารถปองกนัการเกิดโรคกระเพาะอาหารอักเสบ 

และโรคลําไสเล็กสวนตนอักเสบ จากการติดเชื้อ H. pylori ได(38) แตอยางไรก็ตามความรูใน

ปจจุบันเกีย่วกบัผลกระทบของโฮสตตอกระบวนการ colonization ของเชื้อ H. pylori ยังมีไมมาก

นัก  

ปจจัยที ่ 2 เกีย่วกับระบบภูมิคุมกันของโฮสต มีการศึกษาคนควาที่จะผลิตวคัซีนที่จะ

ปองกนัเชื้อ H. pylori อยางถาวรแตก็ไมประสบผลสําเร็จ จงึทําใหมีการศึกษาในวงกวางถงึ

ภูมิคุมกันแบบที่มีมาแตกําเนดิ (innate immunity) และแบบที่สรางขึ้นเองภายหลงั (humoral 

immunity) เพือ่ที่จะนํามาดดัแปลงในการปองกนัการตดิเชื้อ H. pylori(39) ตั้งแตเร่ิมมีการติดเชือ้ 

H. pylori จะกระตุนใหมีการตอบสนองของ Th1-cell มีผลทําใหมีการเพิ่มข้ึนของ IFN-γ มีบาง

สมมุติฐานเชื่อวาการตอบสนองของ Th2-cell จะชวยลดการติดเชื้อ H. pylori ในการทดลองเพื่อ

พิสูจนไดทาํในหนูที่ดัดแปลงพนัธุกรรมใหมีการยับยั้งการแสดงออกของ Th2-cell แตมีการ

แสดงออกของ Th1-cell ทีม่าก พบวาเมือ่ทําใหติดเชื้อ H. felis มีการติดเชื้อที่มากข้ึนของหนทูีม่ี

การดัดแปลงพันธกุรรมเมื่อเทียบกับหนูกลุมควบคุม ซึ่งเปนการสนับสนนุสมมุติฐานขางตน(40) 

แต Chen และคณะซึ่งทําการทดลองในลกัษณะเดียวกนักลับไมพบการติดเชื้อที่เพิม่ข้ึนในกลุมหนู

ที่มีการดัดแปลงพนัธุกรรมเมื่อใชเชื้อ H. pylori (41) อยางไรก็ตามการศึกษาเกี่ยวกับ Th2-cell ตอ

การติดเชื้อ H. pylori ก็ยงัไมเปนที่แนชัดนัก นอกจากนีย้ังมกีารศึกษาถึงฮอรโมนตัวหนึง่ตอการตดิ

เชื้อ H. pylori ฮอรโมนตัวนัน้ คือ gastrin เปนฮอรโมนที่สรางมาจาก G เซลลในสวน antrum ของ

กระเพาะอาหารทําหนาที่ในการกระตุนการหลั่งของกรดในกระเพาะอาหาร ในคนไขที่มีการติดเชือ้ 

H. pylori มีบอยครั้งทีพ่บวามีการหลั่งของ gastrin มากขึ้น(42) พบวา gastrin มีสวนชวยในการ

เจริญเติบโตของเชื้อ H. pylori เมื่อทําการทดลองเลี้ยงเชื้อ H. pylori ในอาหารเพาะเลี้ยงที่มีความ

เขมขนของ gastrin ตางกนัพบวาการเจริญเติบโตของเชื้อ H. pylori แปรผันตรงกับความเขมขน

ของ gastrin(43) สารจําพวก proinflammatory cytokines ไดแก IL-1ß และ TNF-α ซึ่งผลิตจาก

เม็ดเลือดขาวชนิด monocyte พบวาสามารถกระตุนการหลั่งของ gastrin โดยการกระตุนการ

ทํางานของ G เซลลในกระเพาะอาหาร(44) โดยสรุปกค็ือ gastrin สามารถถูกกระตุนใหหลั่งมาก

ข้ึนเมื่อมีการติดเชื้อ H. pylori และเชื้อ H. pylori ใช gastrin ในการเจริญเติบโต อยางไรก็ตามยัง

ไมเปนที่แนชัดนักสําหรับระบบภูมิคุมกันแบบที่มีมาแตกาํเนิดวาจะเปนประโยชนตอการติดเชื้อ H. 

pylori เนื่องจากระบบภูมิคุมกันชนิดนีท้ําใหมีการหลั่งของ gastrin มากขึ้น และเพิม่ความเปนกรด

ในกระเพาะอาหาร ซึ่งเกิดขึ้นเปนปกติเมื่อมีการติดเชื้อ H. pylori(45) 
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ปจจัยอื่นๆมีผลตอการติดเชื้อ H. pylori ไดแก ชนิดของอาหารที่ไดรับ, ยา และปจจัยจาก

สภาพแวดลอม โดยทัว่ไปแลวเชื้อ H. pylori มีระบบปองกนัตัวเองหลายๆอยางจากปจจัยภายนอก 

เชน สามารถมีชีวิตอยูไดในกระเพาะอาหารที่มีสภาวะเปนกรด และสามารถหลบเลี่ยงระบบ

ภูมิคุมกันได เปนตน ดังนั้นการปองกนัการปนเปอนเชื้อ H. pylori ทีม่ากับอาหารประจําวนัจึงเปน

วิธีที่ดทีี่สุดสําหรับการปองกนัการติดเชื้อ H. pylori 

 
ยีนที่เกีย่วของกับการเกาะติดและการบกุรุกเซลล ของเชื้อ Helicobacter pylori 

การเกาะติดและการบุกรุกเซลลของเชื้อ H. pylori ตองอาศยัสารที่มีคุณสมบัติเปน 

Adhesins อาจเปนสารจําพวก โปรตีน, น้าํตาล หรือ ไขมัน ก็ได ซึ่งมีหนาทีใ่นตอนตนของ

กระบวนการ colonization หนาทีห่ลักของมัน คือ เปนตัวกลางเชื่อมโยงระหวางตวัแบคทีเรีย กับ

พื้นผวิของโฮสตเซลล สาร Adhesin โดยทั่วไปมกัจะถูกจัดใหเปน virulence factors ของเชื้อ

แบคทีเรีย โฮสตเซลลจะม ี receptors หลากหลายชนดิ ประกอบดวย ไขมัน, โปรตีน, ไกลโคลปิด 

หรือ ไกลโคโปรตีน การเกาะติดของแบคทีเรียกับ receptors บนโฮสตเซลลจะทําใหเกิดการสง

สัญญาณตางๆตามมาเหนีย่วนาํใหเกิดการเกาะกลุมกนัของเม็ดเลือดขาว และเกิดกําจัดสิ่ง

แปลกปลอมในที่สุด เชื้อ H. pylori มีการพัฒนาการเกาะติด และกระบวนการ colonization ใหมี

กลไก และลักษณะที่จาํเพาะกับเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร 

Adhesins ของเชื้อ H. pylori มักมีปญหาในการระบวุา receptors ตัวไหนของโฮสตเซลล

ที่จับกับ Adhesins แตละตัว เพราะการเกาะติดของเชือ้ H. pylori แตกตางกนัในแตละสายพนัธุ, 

การแสดงออกของจํานวน Adhesins แตกตางกนั, ความแตกตางกันของการแสดงออกของ 

Adhesins ในแตละการเลี้ยงมีสภาพแวดลอมตางกนั, ความแตกตางของรูปรางเชื้อ H. pylori ที่

เปนรูปรางปกติ กับรูปราง coccoid , การใชโฮสตเซลลที่แตกตางกันในการทดสอบระบุ receptors 

ของ Adhesins , ปญหาที่เกิดจากการ autolysis ของเชื้อ H. pylori, ความหลากหลายของการ

แสดงออกของ receptors ที่เกิดจากการสัมผัสกับเชื้อ H. pylori และความหลากหลายของการ

แสดงออกของ receptors ที่เกิดจากโฮสตที่ตางกัน ยังไมมีการศึกษาใดที่บงบอกบทบาทของยนีที่

เกี่ยวกับ Adhesins ที่แนชัดในสิ่งมีชวีิต เนื่องจากความสัมพันธระหวาง Adhesins เชื้อ H. pylori 

ที่กอใหเกิดการเกาะติด และกระบวนการ colonization นัน้เปนแบบหลายปจจัย(multifactors) 

และไมมี Adhesins ที่ทาํงานเพยีงตวัเดียวในการเกาะตดิ และกระบวนการ colonization แตจาก

การศึกษาก็พบวาเชื้อ H. pylori ทีเ่กาะติดอยูบนเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหารมีความสามารถ

ตอตานยาปฏิชีวนะไดดีกวาเชื้อ H. pylori ที่ลองลอยยูเดีย่วๆ 100-1000 เทา(7) 
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Adhesins ของเชื้อ H. pylori มักเปนกลุมของโปรตีนที่อยูบนพื้นผวิของเยื่อหุมเซลลมีชื่อ

เรียกวา Outer membrane proteins (OMPs) โดยมีหลายยนีที่เกี่ยวของดวยกนั ไดแก alpA, 

alpB, babA, oipA, hopZ, hsp60, hsp70 และกลุมของ LPS เปนตน กลุมของยีนที่คาดวา

สําคัญ และมกีารศึกษากนัมากในปจจุบนัไดแกยีน alpA, alpB และ babA  

ยีน alpA และ alpB จะถูกถอดรหัสเปนโปรตีน Adhesin ที่มีจํานวนของกรดอะมิโน 518 

ตัว แตยังไมทราบวา receptor ของโฮสตเซลลที่จับกับโปรตีนที่ถอดรหัสจากยนี alpA และ alpB 

คืออะไร(46) แตจากการศึกษาของ Ramon de Jonge และคณะ ถึงบทบาทของยนี alpA และ 

alpB ในกระเพาะของหนูทดลองโดยใชเชือ้ H. pylori ทีม่ีการดัดแปลงพนัธุกรรมใหไมสามารถ

แสดงออกของยีน alpA และ alpB พบวาเมื่อเชื้อ H. pylori ขาดยีนดงักลาวจะทาํใหเชื้อเสยี

ความสามารถในการเกาะตดิ และบุกรุกเซลลกระเพาะอาหาร(47) นอกจากการทดลองใน

สัตวทดลองแลวยงัมีการศึกษาผลของยนี alpA และ alpB ในการเกาะติด AGS เซลลซึ่งเปน

เซลลมะเร็งเยือ่บุกระเพาะอาหารพบวาทั้งยีน alpA และ alpB มีสวนเกี่ยวของกับการเกาะติดเซลล 

AGS ของเชื้อ H. pylori (48)   

ยีน babA จะถูกถอดรหัสเปนโปรตีนที่มีขนาด 78 kDa โดยโปรตีน BabA (blood group 

antigen-binding adhesin) จะไปจับกับ Lewis b antigen ของเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร พบวา

เชื้อ H. pylori กวาครึ่งหนึง่มียีน babA(49) จากการศึกษาพบวาโปรตีน BabA จะจบักับ Lewis b 

antigen ในบริเวณโครงสรางที่เปน fucosylated มีการศึกษาผลของ monoclonal antibodies 

ของ Lewis b ตอการเกาะติดเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหารของเชื้อ H. pylori  พบวา monoclonal 

antibodies สามารถยับยัง้การเกาะติดของเชื้อ H. pylori  ไดจงึเห็นวาการทีเ่ติม monoclonal 

antibodies ของ Lewis b ลงไปในการทดลอง  monoclonal antibodies นัน้จะไปจบักับ Lewis b 

antigen ของโฮสตเซลล เมือ่นําเชื้อ H. pylori  มาทาํการทดลองการเกาะติดเซลลเยื่อบุกระเพาะ

อาหารจึงทําใหเชื้อ H. pylori  นัน้มีการเกาะตดิที่นอยลง(50) นอกจากนีย้ังมกีารศึกษา

ความสัมพันธของโปรตีน BabA กับการเกิดแผลที่บริเวณลําไสเล็กสวนตน และการเกิดมะเร็งโดย

ใชเชื้อ H. pylori ที่มียนี cagA และ vacA พบวามีความสัมพนัธกนั(51) มีการศึกษาจํานวนมากที่

ทําใหเขาใจการเกาะติดของเชื้อ H. pylori ผานทาง receptors ของ Lewis b อยางไรก็ตามการ

เกาะติดของเชือ้ H. pylori กไ็มเปนไปอยางที่คิดเพราะวา 1) ไมใชเชื้อ H. pylori ทกุสายพันธุที่จะ

จับกับ Lewis b antigen ของโฮสตเซลล 2) Lewis b antigen สามารถพบไดบนทุกเนื้อเยื่อของ

โฮสตเซลลทาํใหไมสามารถอธิบายถึงความจําเพาะกับบางเนื้อเยื่อได 3) การแสดงออกของ Lewis 

b antigen ในแตละโฮสตเซลลไมแนนอน ดังนัน้โฮสต และแบคทีเรียจงึมีบทบาทซึ่งกันและกนัที่จะ

มีผลกระทบตอการเกาะติด และกระบวนการ colonization(52) 
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ในการศึกษาปจจุบันมีคาํถามอยูวา receptors ของ Lewis b antigen ทาํหนาทีห่ลักใน

การเกาะติดของเชื้อ H. pylori หรือไม จากการศึกษาแสดงใหเห็นวาการเกาะติดของเชื้อ H. pylori 

ตอ Lewis b antigen เปนอสิระตอกัน(53) ในการศึกษาตอมาของ Clyne และ Drumm(54) พิสูจน

โดยใชโฮสตเซลลทีมี่ Lewis a และ b มาทาํการบมรวมกับ monoclonal antibodies ทั้ง 2 ชนิด 

กอนที่จะทดสอบการเกาะตดิโดยใชเชื้อ H. pylori 3 สายพนัธุ พบวา Lewis antigens บนเซลล

กระเพาะอาหารไมมีความสมัพันธกนักับการแสดงออกของโปรตีน BabA  ของเชื้อ H. pylori  ใน

การศึกษาเชื้อ H. pylori ทีแ่ยกไดจากเดก็ทัง้หมด 32 สายพนัธุพบวามีเพยีง 4 สายพนัธุที่มกีาร

แสดงออกของยีน babA(55) และพบวาเชือ้ H. pylori ทีแ่ยกไดจากคนไขใหมๆมีเพียงรอยละ 50 ที่

มีการแสดงออกของยนี babA(56) ทําใหเปนทีน่าคิดวายีน babA อาจจะไมใชสาร Adhesin หลกั

ที่ใชในการเกาะติดเซลลกระเพาะอาหารของเชื้อ H. pylori ก็ได จากการทดลองตางๆทีก่ลาวมา

อาจสรุปไดวา 1) เชื้อ H. pylori สามารถจับกับ Lewis b antigen ไดทั้งในการทดสอบในหลอด

ทดลอง และในส่ิงมชีีวิต แตไมจําเปนเสมอไปสําหรับการเกาะติด 2) สาร Adhesin ที่ไดจากยีน 

babA จะมีความสัมพนัธกบั  Lewis b antigen บนโฮสตเซลล และ 3) โฮสตเซลลสามารถมกีาร

เปล่ียนแปลงโครงสรางน้าํตาลบนผวิเซลลเพื่อตอบสนองตอการเกาะติดของเชื้อ H. pylori 
  

การบกุรุกเซลล(Internalization) ของ H. pylori ในเซลลเพาะเลี้ยง 
ในการศึกษากระบวนการ Internalization ของเชื้อ H. pylori ในหลอดทดลองมกีารใช

เซลลมะเร็งหลายชนิดดวยกนัทีน่ิยมใชในการทดสอบ ไดแก 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) เปนตน ใน

การศึกษาทดลองเปรียบเทยีบความสามารถในการเกาะติดของเชื้อ H. pylori(6) กับเซลลมะเรง็ 4 

ชนิด พบวา เชื้อ H. pylori สามารถเกาะกับเซลล HEp-2 ไดมากที่สุดรองลงมาคือ เซลล AGS ทํา

ใหมีการใช เซลล HEp-2 เปนเซลลในการศึกษาเกีย่วกบัการเกาะติดและบุกรุกของเชื้อ H. pylori 

มากขึ้น เนื่องจากหาไดงาย สามารถเลีย้งไดงาย และ มีประสิทธิ์ภาพในการศึกษามากกวาเซลล 

AGS ในการศึกษาของ Bjorkholm B และคณะ ไดทําการศึกษาปจจัยของเชื้อ H. pylori ในการ

เขาสูเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร โดยเปรียบเทียบระหวางเซลล HEp-2 กับ เซลลเยื่อบุกระเพาะที่

ไดจากคนไข พบวาความสามารถในการเขาสูเซลลของเชื้อ H. pylori ของเซลลทัง้สองมี

ประสิทธิภาพเทากนั และยงัพบอีกวาเชื้อ H. pylori สายพนัธุทีม่ียนี vacA มีประสิทธิภาพในการ

เขาสูเซลล HEp-2 ไดดีกวาเซลลเยื่อบุกระเพาะที่ไดจากคนไข(57) ในการศึกษาการเกาะติด และ

กระบวนการ Internalization ของเชื้อ H. pylori กบัเซลล HEp-2(58) พบวาเซลล 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 ตองการ N-

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

พบวาในการเติม  Dansylcadaverine ซึ่งเปนสารทีม่คีุณสมบัติยับยั้งการทาํงานของ receptor 

ของเซลล HEp-2 สามารถหยุดยัง้การรับเชื้อ H. pylori เขาไปในเซลลได แตไมสามารถยับยั้งการ

เกาะติดของเชือ้กับเซลลได และการศึกษานี้ยงัพบอีกวา การบมเชื้อ H. pylori รวมกบัเซลล HEp-

2 ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส ไมสามารถยับยั้งการเกาะติดของเชื้อกบัเซลลได  
  

ระบาดวิทยาของเชื้อ Helicobacter pylori 
การศึกษาระบาดวิทยาของเชื้อแบคทีเรียมกัแบงการศึกษาออกเปน 3 ทางดวยกนั ไดแก 

1) การศึกษาแหลงที่มาของโรค (source of infection), 2) การศึกษาเสนทางการติดตอของโรค 

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

การศึกษาระบาดวิทยาของเชื้อ H. pylori นับต้ังแตมีการคนพบเชื้อ H. pylori มากมาย ทําให

คําถามหลายๆคําถามไดรับคําตอบ แตก็ยังมีอีกหลายคําถามทีย่ังเปนทีโ่ตเถียงกนัมายังไมส้ินสุด

จนถงึปจจุบนั 

 
แหลงที่มาของการติดเชือ้ (Source of infection) 

มีการศึกษาจาํนวนมากที่มวีัตถุประสงคทีจ่ะเขาใจถงึแหลงที่มาของเชื้อ H. pylori จาก

ส่ิงแวดลอม การศึกษาสวนใหญจาํเพาะลงไปที ่ สัตว และแหลงน้าํ วาเปนแหลงที่มาของเชื้อ H. 

pylori ในชวงแรกๆมีความเปนไปไดวาเชือ้ H. pylori เปนเชื้อที่ติดตอมาจากสัตว (zoonosis) 

เนื่องจากการศึกษาทางน้าํเหลืองวิทยา (serology) พบวาความชกุของการติดเชือ้ H. pylori ใน

คนงานโรงฆาสัตว หรือคนที่ทาํงานที่เกี่ยวกับสัตว มกีารติดเชื้อ H. pylori สูงขึน้เมื่อเปรียบเทยีบ

กับคนที่ไมไดทํางานเกีย่วกบัสัตว(59) ในการคนพบนี้เปนทีก่ังขา และมีคําถามตางๆตามมา แตใน

ปจจุบันไดมีคําอธิบายเกีย่วกับความชุกของการติดเชื้อ H. pylori ในคนที่ทาํงานที่เกีย่วกับสัตววา

มาจากการเกดิปฏิกิริยาขามกลุม(cross reaction) ระหวางแอนตบิอดีของเชื้อ H. pylori กับ

แบคทีเรียในระบบทางเดนิอาหารชนิดอื่น ไดแก Campylobacter jejuni (60) จากการศึกษาของ 

Dore และคณะ(61)พบวาในคนเลี้ยงแกะบนเกาะ Sardinian ในประเทศอิตาล ีทีม่ีการคลุกคลอียู

กับฝูงแกะ และสุนัขเลี้ยงแกะมีการติดเชื้อ H. pylori ถึงรอยละ 98 ซึ่งสงูขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกบั

สมาชิกในครอบครัวที่มหีนาที่เกีย่วกับการดูแลสัตวซึ่งมกีารติดเชื้อ H. pylori รอยละ 73 และจากผู

บริจาคเลือดซึ่งมีการติดเชื้อ H. pylori รอยละ 46 ผูวิจัยไดสรุปวาวงจรการติดเชือ้ H. pylori ใน

กรณีนี้ในสิง่แวดลอมมาจากสัตว(แกะ และสุนัข) และมนุษยดวยกนั ในการศึกษาทางน้าํเหลอืง

วิทยาถงึความสัมพันธระหวางสัตวเลีย้ง กับเจาของในการติดเชื้อ H. pylori พบวาผลที่ไดไม

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=197&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
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สนับสนนุวาแหลงที่มาของโรคมาจากสัตว(62) ในการทดลองจําแนกเชื้อ H. pylori จากกระเพาะ

อาหารของแมวที่ไมมพียาธสิภาพของการติดเชื้อ H. pylori โดย Handt และคณะ(63)พบวาแมว

อาจจะเปนพาหะกกัตุนเชื้อ(resovoir host)ที่สําคัญ มีการทดลองที่บงบอกวาแมลงวนับานเปนตัว

นําพาใหเกิดการติดเชื้อ H. pylori(64) ซึ่งสันนษิฐานวาแมลงวนับานซึ่งกนิอุจจาระของมนุษยเปน

พาหะของการติดเชื้อ H. pylori แตก็มีการพิสูจนพบวาแมลงวนับานไมไดเปนพาหะของการติดเชื้อ 

H. pylori และก็ไมไดเปนพาหะกกัตุนเชื้อ H. pylori(65) 

แหลงที่มาของเชื้อ H. pylori ที่มกีารรายงานเปนอันดับแรกโดย Klein และคณะ(66) มี

การเสนอวาน้าํดื่มเปนแหลงที่มาของเชื้อ H. pylori จากการศกึษาของพวกเขาพบวาเด็กใน

ประเทศเปรูที่ใชน้ําจากนอกระบบสาธารณูปโภคมีการติดเชื้อ H. pylori มากกวาเด็กที่ใชน้าํจาก

ระบบสาธารณูปโภคถึง 3 เทา ถงึแมวาในขณะนัน้การเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori ยังไมเปนที่ประสบ

ผลสําเร็จ ในโคลัมเบียพบวาการติดเชื้อ H. pylori ในเด็กมีความสมัพันธกับการวายน้าํมากกวา 1 

คร้ังใน 1 ป ในแมน้าํ, น้ําตก และ สระวายน้าํ(67) ในตอนใตของอเมริกา Hopkins และคณะได

ศึกษาพบวาเด็กที่บริโภคผักที่ไมผานการปรุงสุก ซึ่งผกันั้นปนเปอนน้าํที่ไมสะอาด มีการติดเชื้อ H. 

pylori อยางไรก็ตามความสัมพันธนีพ้บในเด็กที่มีอายมุากกวา 5 ป(68) มีหลายการศึกษาที่มกีาร

คนพบชิน้สวนดีเอ็นเอที่จาํเพาะกับ primer ของยีน ureH ของเชื้อ H. pylori ในแหลงน้าํจากแหลง

ตางๆ ไดแก บอน้ํา, น้ําพุตามธรรมชาต,ิ แมน้ํา และทะเล แตไมพบในน้าํประปาในประเทศญี่ปุน

(69) ถึงแมวาหลายๆการศึกษาสนับสนนุขอสันนิษฐานทีว่าแหลงน้าํเปนแหลงที่มาของเชื้อ H. 

pylori แตก็มีหลายปจจัยสําคัญที่ตองพจิารณา ประการแรก การตรวจหาดีเอน็เอของเชื้อ H. 

pylori ไมไดบงบอกถงึการมเีชื้อ H. pylori ทีม่ีชีวิตอยูในแหลงน้าํ ประการที่ 2 ความจําเพาะของ

การทาํ PCR มีความเปนไปไดวาสิ่งที่ตรวจพบอาจไมใชเชื้อ H. pylori แตเปนเชื้อ Helicobacter 

spp. อ่ืนๆที่ไมทราบแนชัดก็เปนได มีความพยายามทีจ่ะทาํการเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori จากแหลง

น้ําแตก็ยงัไมเปนที่สําเร็จ จึงมีขอสันนิษฐานถึงการเพาะเลี้ยงที่ไมสําเร็จนัน้มีผลมาจากความจริง

ที่วาเมื่อเชื้อ H. pylori สัมผัสกับส่ิงแวดลอมที่ไมเหมาะสมเชื้อ H. pylori จะอยูในรูปที่ไมสามารถ

เพาะเลี้ยงได คือ อยูในรูป coccoid(70) ถึงแมวามกีารศึกษาทีพ่บวาเชื้อ H. pylori ที่อยูในรูป 

coccoid ไมใชรูปแบบของเชื้อ H. pylori ที่มีชีวิตแตเปนลักษณะของเชื้อ H. pylori ที่เขาสูระยะที่

เร่ิมมีการตายของเซลล(71) โดยสรุปแลวการคนหาแหลงที่มาของเชือ้ H. pylori จากสิง่แวดลอม

อาจยังมีขอกังขาอยู เนื่องจากมีความเปนไปไดนอยมากที่เชื้อ H. pylori สามารถมชีีวิตอยูรอดใน

สภาพแวดลอมธรรมชาต ิ
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วิธีการแพรเชื้อ(Route of transmission) 

เปนเรื่องที่ยากที่จะบอกวาเสนทางการติดตอของเชื้อ H. pylori จริงๆแลวมาจากทางไหน 

ในปจจุบันการศึกษาเสนทางการติดตอของเชื้อ H. pylori เปนเรื่องที่มีการศึกษามากที่สุดใน

การศึกษาดานระบาดวทิยาของเชื้อ H. pylori มีการคาดเดาเสนทางการติดตอของเชื้อ H. pylori 

ไวหลายทางดวยกนั ไดแก การติดตอจากทางกระเพาะสูปาก (gastro-oral transmission), การ

ติดตอจากทางปากสูปาก (oral-oral transmission) และการติดตอจากทางอุจจาระสูปาก (fecal-

oral transmission) เปนตน แตความพยายามที่จะสอบสวนกม็ีปญหาอยูคือ เชื้อ H. pylori จาก

ตัวอยางที่มาจากอุจจาระ หรือมาจากชองปาก มักมีแบคทีเรียชนิดอืน่ปะปนมาดวย และแบคทีเรีย

เหลานี้สามารถเจริญเติบโตไดดีกวาเชื้อ H. pylori ทําใหไมเห็นการเจรญิเติบโตเชื้อ H. pylori 

หลักฐานที่ยนืยันวาเสนทางการติดตอของเชื้อ H. pylori มาจากทางกระเพาะสูปาก ใน

การศึกษาของเหลวจากกระเพาะอาหารของคนไขที่ติดเชือ้ H. pylori พบวารอยละ 58 ของคนไข

สามารถตรวจพบเชื้อ H. pylori ได ทาํใหมีความเปนไปไดวาการอาเจยีนเอาของเหลวจาก

กระเพาะอาหารออกมาเปนหนทางหนึง่ในการสงผานของเชื้อ H. pylori(72) ในการสัมผัสโดยตรง

กับสารคัดหลัง่จากกระเพาะอาหารมีความเกี่ยวของกับความชกุของการติดเชื้อ H. pylori ซึ่งมีการ

รายงานในกลุมของแพทยทางระบบทางเดินอาหาร(73) มีการสนันษิฐานวาการอาเจียนเปนทางที่

เปนไปไดมากที่สุดในการติดตอของเชื้อ H. pylori ถงึแมวาเวลานี้จะยังมหีลักฐานสนับสนนุแนวคิด

นี้ไมมากนกั แตการอาเจียน และการนาํวัตถุที่ออกมาจากกระเพาะอาหารเขาสูปาก สามารถพบได

ทั่วไปในเดก็ หลักฐานหนึง่ที่สนับสนนุแนวคิดนี้มาจากการศึกษาของ Leung และคณะ(74) ใน

การศึกษาเด็ก 4 คนที่เปนโรคลําไสอักเสบ และมีการอาเจียน พบวา 1 คนของเด็กเหลานี้สามารถ

ตรวจพบการติดเชื้อ H. pylori ดวยวิธีทางน้ําเหลืองวิทยา อีก 2 คนสามารถตรวจพบเชื้อ H. pylori 

ในอาเจยีนดวยวิธ ี PCR ที่นาสนใจก็คอื เด็กที่เหลืออีก 1 คนที่ไมสามารถตรวจพบเชื้อ H. pylori 

ทั้งทางน้าํเหลอืงวทิยา และวิธ ีPCR เมื่อผานไป 6 เดือน เด็กคนนี้สามารถตรวจพบเชื้อ H. pylori 

ในอาเจยีนไดดวยวิธ ี PCR อีกการทดลองหนึง่ที่สนับสนนุแนวคิดนี้มาจากการทดลองของ 

Parsonnet และคณะ(75) ในการศึกษาสามารถทําการเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori ไดรอยละ 100 

จากอาเจียนของตัวอยางที่เปนผูใหญ ที่นาสนใจก็คือ มกีารเพาะเลีย้งเชื้อ H. pylori จากอากาศใน

ระยะ 0.3 เมตรจากบริเวณทีอ่าเจียน สามารถเพาะเลีย้งเชื้อ H. pylori 6 ตัวอยางจาก 16 ตัวอยาง 

คิดเปนรอยละ 37.5 แตเมื่อทําการเพาะเชือ้ H. pylori จากอากาศในระยะ 1.2 เมตรจากบริเวณที่

อาเจียนไมสามารถเพาะเลีย้งเชื้อ H. pylori ได 

มีความพยายามที่จะทาํการเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori จากสิ่งตวัอยางที่มาจากชองปากแต

ในหลายๆการทดลองก็ไมประสบความสาํเร็จ ในการศึกษาแรกๆของ Krajden และคณ(76) ในการ
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เพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori จาก dental plaque ของคนไขที่มีผลการทดสอบชิ้นเนื้อจากกระเพาะ

อาหารพบการติดเชื้อ H. pylori 29 ราย พบวามีเพยีง 1 ตัวอยางทีท่ําการเพาะเลีย้งสําเร็จ ใน

การศึกษาของ Ferguson และคณะ(77) พบวาสามารถเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori จาก dental 

plaque ได 1 ตัวอยางจาก 9 ตัวอยางของคนไขทีพ่บการติดเชื้อ H. pylori นอกจากนี้ยงัไดทดสอบ

ความเหมือนกนัของเชื้อ H. pylori ที่เพาะไดจาก dental plaque กบัที่กระเพาะไดจากกระเพาะ

อาหารดวยวธิ ี restriction fragment length polymorphism พบวาเชื้อ H. pylori ที่เพาะไดจาก 

dental plaque และกระเพาะอาหารมีลักษณะทีเ่หมือนกนั อยางไรก็ตามการเพาะเลี้ยงเชื้อ H. 

pylori จากสิง่ตัวอยางที่มาจากชองปากซึง่จะสนับสนุนวาเสนทางการติดตอของเชื้อ H. pylori มา

จากทางกระเพาะสูปากยังทําไดยาก แตก็ยังมีการรายงานการศึกษาออกมาเรื่อยๆในปจจุบัน 

หลักฐานที่ยนืยันวาเสนทางการติดตอของเชื้อ H. pylori มาจากทางอุจจาระสูปาก คร้ัง

แรกในป 1992 จากการเพาะเลี้ยงเชื้อ H. pylori ที่มาจากการอุจจาระ(78) นอกจากนี้ยงัมีการ

ตรวจหาดีเอน็เอของเชื้อ H. pylori จากอุจจาระ มีผลการรายงานที่หลากหลายออกไป วาสามารถ

ตรวจพบไดตั้งแต 25-90% ของตัวอยาง(79, 80) ซึ่งบางรายงานก็มกีารรายงานวาการตรวจหาดี

เอ็นเอของเชื้อ H. pylori จากอุจจาระไดต่ํากวา 10% ของตัวอยาง(81) จึงเปนไปไดวาอุจจาระเปน

อีกทางหนึง่ในการแพรกระจายการติดตอของเชื้อ H. pylori 
 
อัตราการติดเชื้อ(Prevalence of infection) 

ระบาดวิทยาและการแพรกระจายของเชื้อ H. pylori เชื้อนี้มีอัตราการติดเชื้อในประชากร

กวาครึ่งหนึ่งของโลก โดยเฉพาะในประเทศกําลังพัฒนามีอัตราการติดเชื้อนี้สูงถึง 70-90%(82) ใน

ประเทศไทยพบอัตราการติดเชื้อประมาณ 55% ในประชากรเด็กจนถึงอายุ 30 ป และในผูใหญ

อายุ 30 ปข้ึนไปพบอัตราการติดเชื้อสูงถึง 55-70%(83) กลไกการแพรระบาดของเชือ้เกิดจากการ

ติดเชื้อจากคนหนึง่ไปสูอีกคนหนึ่งโดยสันนิษฐานไดหลายทาง ไดแก  gastro-oral transmission, 

oral-oral transmission และ Fecal-oral transmission เปนตน ปจจัยที่มีผลตอการแพรระบาด 

เชน สภาวะทางเศรษฐกิจและสังคม ประเทศทีย่ากจนหรือประเทศทีก่ําลังพัฒนาพบวามีอัตราการ

ติดเชื้อสูงกวาประเทศทีพ่ัฒนา สุขลักษณะและความสะอาดที่ไมด ี ที่อยูอาศัยทีแ่ออัด และระดับ

การศึกษาทีน่อย เหลานี้พบวามีผลทําใหอัตราการระบาดของเชื้อสูง นอกจากนีย้ังมกีารศึกษาถึง

ปจจัยทีท่ําใหติดเชื้อ H. pylori อ่ืนๆ เชน การดื่มสุรา (84) และการสบูบุหร่ี(85) เปนตน พบวาการ

ดื่มสุราไมมีความสัมพันธกับการติดเชื้อ H. pylori แตจากการตรวจทางน้าํเหลืองวิทยาในคนจีน

พบวาการสูบบุหร่ีจัดมีความสัมพนัธกับการติดเชื้อ H. pylori สวนในประเทศไทย (86) พบวาการ

ดื่มสุราไมมีความสัมพันธกับการติดเชื้อ H. pylori 
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การตรวจวนิจิฉัยทางหองปฏิบัติการ 

การวนิิจฉัยเชือ้อาศัยการตรวจทางหองปฏิบัติการเปนหลักซึง่มีหลายวิธีดวยกนั(87) คือ 

1. วิธ ีinvasive ซึ่งตองทําการตัดชิ้นเนื้อกระเพาะอาหารของผูปวยมาทําการทดสอบ 

1.1 การเพาะเลี้ยงเชื้อทางหองปฏิบัติการ วิธนีี้เปนวธิีที่มีความจาํเพาะมากที่สุด แตมี

ขอเสีย คือ ใชเวลานาน(1-2 สัปดาห) ยุงยากตองการภาวะพิเศษ คอื อาหารที่สมบูรณ อาหารที่

นิยมใชเลีย้งเชือ้ H. pylori ไดแก Bucella agarหรือ Columbia agar ที่ผสมเลือด 7-10% พบวา

เมื่อใชเลือดมาเชื้อจะเจริญไดดีกวาเลือดแกะ ตองการสภาวะอากาศนอย(microaerophilic) 3-

7%O2, 5-10%CO2, 10%H2 โดยปกตจิะเลี้ยงในโถไรอากาศ(Anaerobic jar) ที่มีชุดผลิตกาซ

(Gaspack,  gas-generation Kit) 

1.2 การทดสอบเอมไซม Urease วิธนีี้เปนวธิีที่แพทยใชกนับอยที่สุด โดยตัดชิ้นเนื้อบริเวณ 

antrum ของเยื่อบุกระเพาะอาหารใสในชดุทดสอบสําเรจ็รูป เชน CLO test, ProntoDry และ 

HpONE ซึ่งสามารถอานผลการทดสอบภายใน 24 ชั่วโมง ผลบวกจะเหน็การเปลี่ยนแปลงจากสี

เหลืองเปนสีชมพูอมแดง แสดงวาเชื้อมีการสรางเอนไซม urease วิธนีี้มีความไวและความจาํเพาะ

สูง 89-98% และ 93-98% ตามลําดับ 

1.3 การตรวจโดยใชปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส(Polymerase chain reaction, PCR) โดย

ทําการตรวจหายีนที่จาํเพาะของเชื้อ H. pylori เชน 16S rRNA, random chromosomal 

sequence, 26-kDa species-specific antigen (SSA), urea A และ glmM เปนตน โดยพบวา 

glmM มีความไวและความจาํเพาะสงูสุด(88) วิธPีCR ยงัมีขอดีคือ ใชตัวอยางนอยมาก  

1.4 การตรวจทางเนื้อเยื่อวทิยา โดยนาํชิน้เนื้อมายอมสี เชน Giemsa สี Warthin-Starry 

(WS staining) การยอมดวยสารเรืองแสง โดยใชแอนติบอดีที่เรืองแสงและดูภายใตกลอง ซึ่งมี

ความไวและความจาํเพาะ เทากบั 93-98% และ 95-98% ตามลําดับ(89)  

2. วิธทีี ่non-invasive ซึ่งใชการตรวจจากลมหายใจ จากเลือด อุจจาระ และน้าํลาย 

2.1 การตรวจทางน้าํเหลืองวิทยา เปนการตรวจหาแอนติบอดีตอตัวเชื้อ H. pylori จาก

เลือดของผูปวย วิธนีี้มีขอดีคือ สามารทําการตรวจตัวอยางไดคร้ังละเปนจํานวนมากเหมาะกับ

การศึกษาทางระบาดวิทยา และมีการผลิตเปนชุดสําเร็จรูปจําหนาย แตขอเสียคือ ขาด

ความจาํเพาะ เนื่องการตรวจแอนติบอดีไมสามารถแยกระหวางการติดเชื้อปจจุบัน และการติดเชื้อ

ในอดีตที่หายแลวได  

2.2 การตรวจ urea breath test เปนการทดสอบอัตราในการใช urea ของคนไขโดยการ

ใหคนไขดื่ม urea ที่มี carbon isotope เปนสวนประกอบ เชน C13 และ C14 จากนัน้ทาํการวดั 
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carbon isotope จากลมหายใจของคนไข วิธนีี้มีความไวและความจําเพาะเทากับ 85-96% และ

90-100% ตามลําดับ(90) 
 

การรกัษา 
การรักษาโรคแผลในกระเพาะอาหาร ในปจจุบันนี้การรักษาโดยใชเคมีบําบัดเปนหลัก ใน

การกําจัดเชื้อ H. pylori ที่ไดผลดี คือการรักษารวมกนัของยา 3 ชนิด (Triple therapy) ซึ่งประกอบ

ไปดวย ยาลดกรดในกระเพาะอาหาร (gastric acid inhibitor) 1 ชนิด และยาปฏิชีวนะ 2 ชนิด เชน 

metronidazole, amoxicillinหรือ clarithromycin แตในปจจุบนัเชื้อ H. pylori มีการดื้อตอยา 

metronidazole, clarithromycin และ tetracycline เพิ่มข้ึน(91) ระยะเวลาในการใหยานาน 7 วนั 

หลังจากหยุดใหยาแลวควรมกีารติดตามการรักษาโดยทั่วไปการติดตามผลการรักษาอาศัยการดู

อาการเปนสําคัญไมจําเปนตองสองกลองตรวจ หรือตรวจยืนยนัเชือ้ซํ้าอีก ยกเวนแตมีอาการ

แสดงออก หรือเปนความตองการของคนไข 

การดื้อยาของเชื้อ H. pylori ทั่วไปของเชือ้มักจะพบการดื้อในยาปฏิชวีนะ nitronidazole 

พบวาเชื้อ H. pylori ประมาณรอยละ 35 มีการดื้อยาชนิดนี้ โดยมีคา minimum inhibitory 

concentration (MIC) > 8 μg/ml (92) แตในประเทศกําลังพัฒนาอตัราการดื้อยานี้มีสูงมากกวา

รอยละ 35 การดื้อยาที่เกดิขึ้นนี้อาจเกิดมาจากการใชยา metronidazole เปนจํานวนมากทาํให

เกิดผลตอการดื้อยา nitronidazole ตอมาเนื่องจากเปนยาในกลุมเดยีวกนั ปรากฏการณของการ

ดื้อยาของเชื้อ H. pylori ในยากลุม macrolide เชน clarithromycim และ erythromycin เปนตน 

พบวามีต่ํากวา คือมีการดือ้ยาอยูที่รอยละ 10 โดยมีคา minimum inhibitory concentration 

(MIC) > 2 μg/ml (93) สวนการดื้อยา amoxicillin และ tetracycline พบไดนอยมาก อยางไรก็

ตามปรากฏการณของการดือ้ยา amoxicillin และ tetracycline มีแนวโนมสูงขึ้นในหลายๆประเทศ 

เชน อิตาล,ี บราซิล และอินเดีย เปนตน(94-96) แตก็มีรายงานอัตราการดื้อของยาทัง้ 2 ชนิดนี้ถงึ

รอยละ 72(97)  

 
สมุนไพรกับการรกัษาการติดเชื้อ Helicobacter pylori 
 เนื่องจากการใชยาปฏิชวีนะในการรักษาการติดของเชื้อ H. pylori เปนการรักษาที่มี

คาใชจายสงู และยังพบการดื้อยาของเชื้อ ทาํใหการรักษาไมประสบผลสําเร็จ จงึมีความสนใจใน

การศึกษาผลของสมุนไพรตอการรักษาการติดเชื้อ H. pylori เนือ่งจากสมุนไพรเปนพืชที่ใชใน

ชีวิตประจําวัน มีราคาถกู และไมเกิดผลขางเคียงในการใช ทําใหมีการศึกษาถงึผลของสมุนไพรตอ

เชื้อ H. pylori เปนจํานวนมากในหลายๆดานดวยกัน โดยเฉพาะผลในการยับยั้งการเจริญเติบโต

ของเชื้อ มีการทําการศึกษาแพรหลายกันในหลายๆประเทศ ไดแก การศึกษาพืชทีใ่ชในการปรุง
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อาหารของประเทศอังกฤษในการยับยัง้การเกาะติดของเชื้อ H. pylori (98)พบวา columbo 

weed, ดีปลี, ผักชีฝร่ัง, tarragon, ลูกจัทนเทศ, yellow-berried nightshade, threadstem 

carpetweed, sage และ อบเชย สามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori ได การศึกษาสารสกดั

จากผลแอพรคิอทของประเทศญี่ปุนในการยับยั้งการเคลื่อนที่ของเชื้อ H. pylori (99) พบวาสกดั

จากผลแอพริ คอทสามารถยับยั้งการเคลือ่นที่ของเชื้อ H. pylori ไดมากกวา 90% ที่ความเขมขน 

500 μg/ml, การศึกษาสารประกอบใน cranberry (8) พบวาที่ความเขมขน 0.2 mg/ml สาร

สามารถยับยัง้การเกาะติดของเชื้อ H. pylori ได เปนตน 

 ในบางการศึกษาลงลกึไปถึงสารสกัดที่จาํเพาะในสมนุไพรนัน้ๆตอผลที่เกิดกับเชื้อ H. 

pylori เชน การศึกษาสาร pectin-like acidic polysaccharide จากโสมเกาหลี (100) ในการ

ยับยั้งการเกาะติดของแบคทีเรียชนิดตางๆ พบวาสารนีไ้มมีผลตอการเกาะติดของเชือ้แบคทีเรีย แต

ที่ความเขมขน 100 μg/ml สามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori, การศึกษาสาร plumbagin 

ที่สกัดไดจากสมุนไพรเจตมลูเพลิงขาวในการยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori (101)  พบวาสารนี้

สามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori ไดที่ความเขมขน 0.02-0.16 mg/ml และ การศึกษาสาร 

curcumin จากขมิ้นชนัในการยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori (102) พบวาสารนี้สามารถยับยั้ง

การเจริญของเชื้อ H. pylori ไดที่ความเขมขน 6.25-50 μg/ml เปนตน 

 มีการศึกษาสมุนไพรไทยตอเชื้อ H. pylori หลายการศึกษา และหลายสมนุไพรดวยกนั 

เชน การศึกษาเครื่องเทศและพืชที่ใชเปนอาหารของคนไทย พบวา ดอกจันทนเทศ, ใบตนจกิ, 

เปราะหอม และ กานพลู สามารถยับยัง้การเจริญของเชือ้ H. pylori(9) พบวาจากการทดสอบคา 

minimum inhibitory concentration (MIC)อยูในชวง 12.5-100 μg/ml โดยดอกจันทนเทศมีคา 

MIC สูงที่สุดที ่12.5μg/ml,    การศึกษาความสามารถในการยับยัง้การเจริญของเชื้อแบคทีเรียของ

สมุนไพรสมอไทย(103) พบวาสมอไทยสามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori ไดที่ความ

เขมขน 1-2.5 mg/ml, การศึกษาความสามารถในการยับยั้งการเจรญิของเชื้อ H. pylori ของ

กระเทยีม(104) พบวาผงกระเทียมสามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori ไดทีค่วามเขมขน 8-

32 μg/ml สวนน้ํามนัหอมระเหยจากกระเทียมสามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori ไดที่

ความเขมขน 250-500 μg/ml, การศึกษาความสามารถในการยับยั้งการเจรญิของของเชื้อ H. 

pylori ในสายพันธุที่มยีีน cagA ของขิง (105) พบวาสารสกัดเมทานอลของขิงสามารถยับยัง้การ

เจริญของเชื้อ H. pylori ไดที่ความเขมขน 6.25-50 μg/ml และ การศึกษาความสามารถในการ

ยับยั้งการเจรญิของเชื้อ H. pylori ของกลวย(106) พบวากลวยสามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. 

pylori ไดที่ความเขมขน 0.32-1000 μg/ml เปนตน จะเหน็ไดวาการศึกษาสมนุไพรกับผลตอเชื้อ 
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H. pylori มีแนวโนมการรายงาน และการศึกษาทีม่ากขึ้น เปนไปไดวาการใชสมุนไพรในการ

ปองกนั และรักษาการติดเชือ้ H. pylori อาจเปนทางเลอืกใหมที่นกัวจิัยตางใหความสําคัญ 

 
กระชายดํา 

กระชายดาํ ชื่อวิทยาศาสตร Kaempferia parviflora อยูในตระกูล Zingiberaceae 

ลักษณะตนและหัว เปนพนัธุไมลมลุกทีม่ีลําตนใตดินลักษณะเปนแงงหรือเหงา หัวคลายกระชาย

แตมีขนาดใหญกวา มีกลิ่นหอม ใบ กานใบแทงขึ้นจากหัวใตดินขนาดใบกวาง 7-9 cm ยาว 30-35 

cm มีสีเขียวเขม ทองใบมพีรายปรอทเนือ้ใบละเอียด ลักษณะใบรูปรี ดอก เปนดอกเดี่ยวแบบ

สมมาตรดานขาง (zygomorphic symmetry) รูปดอกเปนรูปปากเปด (bilabiate) กลีบดอกมกีาร

เรียงตัวแบบควินคนัเชียล (quincuncial) สีขาวอมชมพู สรรพคุณ ลดอาการทองอืด ทองเฟอ แนน

จุกเสียด การที่กระชายดําชวยลดอาการทองอืดเฟอได เนื่องจากน้ํามนัหอมระเหยชวยขับลม ชวย

ให กระเพาะและลําไสเคลื่อนไหวดีข้ึน  การวิจัยที่เกี่ยวของกับกระชายดํายังมีไมมากนัก แตผลจาก

การศึกษาฤทธิ์ของกระชายดําเปนที่นาสนใจอยางมาก อันไดแก  การศกึษาความเปนพิษ

เฉียบพลนัและพิษเรื้อรังของผงกระชายดาํในสัตวทดลอง ผลการทดลองพบวา หนทูี่ไดรับกระชาย

ดําทุกกลุมมนี้าํหนักตัวที่เพิม่ข้ึน  อาการ และสุขภาพไมแตกตางจากกลุมควบคมุ   ไมพบการ

เปล่ียนแปลงที่บงชีว้าเกิดจากความเปนพษิของกระชายดํา(12) จากการศึกษาคณุสมบัติในการ

ตานจุลชีพของกระชายดําพบวา น้ํามนัหอมระเหยที่สกัดจากกระชายดาํสามารถยับยั้งการ

เจริญเติบโตของ Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis ได

(11)  และ การศึกษาสารประกอบของกระชายดํา พบวาสารที่มีในเหงากระชายดํา ไดแก borneol, 

sylvestrene มีฤทธิ์ตาน Mycobacterium tuberculosis และสาร 5,7- dimethoxyflavone (5,7 

DMF) มีฤทธิต์านการอักเสบ นอกจากนี ้ ยงัมีสารอืน่ๆ เชน สาร 5,7,4-trimethoxyflavone, 

5,7,3,4-tetramethoxyflavone แสดงฤทธิ์ตานเชื้อ Plasmodium falciparum, 3,5,7,4 –

tetramethoxyflavone แสดงฤทธิ์ตานเชื้อ Candida albicans เปนตน 
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บทที่  3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
สารเคมีทีใ่ชในการทดลอง 

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 ประเทศไตหวัน 

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 จะเลือกศึกษาสมนุไพรที่หาซื้อไดงายตามทองตลาด หรือสมนุไพรที่ใช

ในครัวเรือนทัง้สิ้น 9 ชนิด ดงันี ้กระชายดาํ, กระเทียม, กลวย, ขมิ้นชนั, ตระไคร, ใบบัวบก, ฟา

ทะลายโจร, วานหางจระเข และ ลําตนโหระพา ทําการบันทกึน้าํหนัก ลักษณะ รูปราง สี และ

แหลงที่มา เพีอ่ใชเตรียมสารสกัดตอไป 

 
2. การเตรยีมสารสกัดจากสมุนไพร 

2.1. สารสกัดสมนุไพรดวยตัวทําละลายเมทานอล(Methanol) 
สารสกัดเมทานอลของ กระชายดํา, กระเทียม, กลวย, ขมิ้นชัน, ตระไคร, ใบบัวบก, ฟา

ทะลายโจร, วานหางจระเข และ ลําตนโหระพา เปนสารสกัดที่มอียูแลวในหองปฏิบัติการ 

ไดรับความอนเุคราะหจาก ผศ.ดร.นันทรี ชัยชนะวงศาโรจน ภาควิชาเวชศาสตรการธนาคาร

เลือด คณะสหเวชศาสตร จฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั ทาํการชั่งน้ําหนักสารสกัดสมุนไพรจากตวั

ทําละลายเมทานอลแลวนํามาละลายใน Dimethyl sulfoxide (DMSO) ที่ความเขมขนดัง

ตารางที่ 3.1 นํามาทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองผานตัวกรอง (Minisart ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) ที่มีรูพรุนขนาด 0.2 ไมโครเมตร และเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
ตารางที่ 3.1 ความเขมขนของสารสกัดเมทานอลของสมุนไพรชนดิตางๆ 

สมุนไพร 
ความเขมขน 

(กรัมตอมิลลิลิตร) 

กระชายดาํ 0.25 

กระเทยีม 0.5 

กลวย 0.5 

ขมิ้นชัน 0.5 

ตระไคร 1.0 

ใบบัวบก 1.0 

ฟาทะลายโจร 0.5 

วานหางจระเข 1.0 

ลําตนโหระพา 0.5 
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2.2. การเตรยีมสารสกัดจากกระชายดํา 
นํากระชายดาํที่ไดมาทาํการลางทําความสะอาดดวยน้ําประปา แลวผึง่ลมทิง้ไวใหแหงเปน

เวลา 1 คืน นาํมาหั่นดวยมดีใหละเอียดบรรจุใสถุงพลาสติก นําไปชัง่น้ําหนกั และบันทกึผลไว 

เพื่อที่จะนาํไปทําการสกัดน้าํมันหอมระเหยตอไป 

 
2.2.1. การสกัดน้ํามนัหอมระเหยจากกระชายดํา 

การสกัดน้าํมนัหอมระเหยจากกระชายดาํใชวิธกีารกลั่นดวยไอน้ํา(Hydrodistillation) 

 

 

water 

hotplate 

condenser 

oil 

ขวดที่ 1 ขวดที่ 2 

รูปที่ 3.1 ชุดกลั่นน้าํมันหอมระเหย 
 

นํากระชายดาํที่สับละเอียดปริมาณ 1 กิโลกรัมใสในขวดที่ 2 ของชุดกลั่นน้ํามนัหอมระเหย 

สวนในขวดที ่1 ซึ่งตั้งอยูบนเครื่องกวนสารใหความรอน (hotplate) จะทําการเติมน้าํลงไป

ตมน้ําใหเดือดกลายเปนไอ ไอน้ําจะถูกสงผานมาตามทอมาสูขวดที ่ 2 ซึ่งบรรจุกระชายดํา

สับละเอียด ไอน้ําจะนาํพาเอาน้าํมันหอมระเหยของกระชายดําออกมาจากขวดที่ 2 ผาน

ออกมาตามทอที่หลอไวดวยน้ําเย็น เมื่อไอน้ําและน้ํามนัหอมระเหยจากกระชายดาํมาพบ

กับความเยน็ ก็จะกลัน่ตัวเปนหยดน้าํและหยดน้าํมนั การแยกหยดน้าํออกจากหยดน้ํามนั

ทําไดโดยการใชกรวยแยก (separating funnel) ชั่งน้าํหนักน้ํามันหอมระเหยสกัดที่ได 

และบันทกึผล จากนัน้ชั่งน้าํหนักน้ํามนัหอมระเหยจากกระชายดาํปริมาณ 0.25 กรัม 

ละลายใน dimethyl sulfoxide (DMSO) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปทําใหปราศจากเชื้อ

โดยกรองผานตัวกรองทีม่ีรูพรุนขนาด 0.2 ไมโครเมตร จะไดน้าํมนัหอมระเหยพรอมใชที่

ความเขมขน 0.25 กรัมตอมิลลิลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพื่อใชทดสอบ

ฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ H. pylori และฤทธิ์ตอการบุกรุกเซลล HEp-2 
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ของเชื้อ H. pylori ตอไป สวนกากกระชายดําที่ผานการสกัดน้าํมนัหอมระเหยนาํมาทํา

การอบใหแหงดวยตูอบ(Thermotec 2000 oven ประเทศนิวซีแลนด)ที่อุณหภูมิ 50 องศา

เซลเซียส นาน 1-2 วัน หรือจนกวากากกระชายดําจะแหง แลวจงึนํามาสกัดดวยตัวทาํ

ละลายเฮกเซน (Hexane) ตอไป 
 
2.2.2. การสกัดกระชายดําดวยตัวทําละลายเฮกเซน(Hexane) 

นาํกากกระชายดํา

ที่แ

จ

5  D

2.2.3. การสกัดกระชายดําดวยตัวทําละลายเอทิลอะซิเตด(Ethylacetate) 
นํากาก

กระช  

การเตรียมสารสกัดจากกระชายดําดวยตัวทําละลายเฮกเซนทําโดย

หงแลวจากการสกัดน้าํมนัหอมระเหยมาใสในขวดรูปชมพูขนาด 1 ลิตร จากนัน้ทาํการ

เติมเฮกเซนปรมิาตร 200 มิลลิลิตรลงไปในขวดรูปชมพูปดปากขวดใหสนทิ บมไวที่

อุณหภูมิหองเปนเวลานาน 2 วัน เมื่อครบ 2 วัน ทําการกรองแยกเฮกเซนออก ากกาก

กระชายดาํดวยกระดาษกรองเบอร 1 นํากากกระชายดําที่แยกไดมาทําการสกัดซ้ําเปน

คร้ังที่ 2 นําสารสกัดเฮกเซนที่ไดจากการกรองครั้งที่ 1 และ คร้ังที ่2 มารวมกนั นําไประเหย

ตัวทําละลายเฮกเซนออกโดยเครื่อง rotary evaporator(Heidolpb ประเทศเยอรมัน)ที่

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส จนกวาตัวทาํละลายเฮกเซนจะระเหยออกไปหมด ทําการชั่ง

สารสกัดกระชายดําจากตัวทาํละลายเฮกเซนที่ได และบันทึกไว จากนั้นชัง่สารสกัด

กระชายดาํจากตัวทาํละลายเฮกเซนปริมาณ 0.12 กรัมละลายใน MSO ปริมาตร 1 

มิลลิลิตรนําไปทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองผานตัวกรองที่มีรูพรุนขนาด 0.2 ไมโครเมตร

จะไดสารสกัดจากกระชายดาํพรอมใชที่ความเขมขน 0.125 กรัมตอมิลลิลิตรเก็บไวที่เก็บ

ไวที่อุณหภูม ิ -20 องศาเซลเซียสเพื่อใชทดสอบฤทธิ์ในการยับยัง้การเจรญิเติบโตของเชื้อ 

H. pylori และฤทธิ์ตอการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori ตอไป สวนกากกระชาย

ดําที่กรองแยกจากเฮกเซนนาํไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซยีสนาน 1-2 วนั เพื่อ

กําจัดเฮกเซนที่ตกคางออกจากกากกระชายดํา สําหรับใชในการสกัดดวยตัวทาํละลาย

เอทิลอะซิเตด (Ethylacetate) ตอไป 

 

การเตรียมสารสกัดจากกระชายดําดวยตัวทําละลายเอทลิอะซิเตดทําไดโดย

ายดาํที่แหงแลวจากการสกัดดวยตัวทําละลายเฮกเซนมาใสในขวดรูปชมพูขนาด 1

ลิตร จากนัน้ทําการเติมเอทิลอะซิเตดปรมิาตร 200 มลิลิลิตรลงไปในขวดรูปชมพูปดปาก

ขวดใหสนทิ บมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลานาน 2 วัน เมื่อครบ 2 วัน ทาํการกรองแยก

เอทิลอะซิเตดออกจากกากกระชายดาํดวยกระดาษกรองเบอร 1 นํากากกระชายดาํที่แยก

ไดมาทําการสกัดซ้ําเปนครั้งที่ 2 นําสารสกัดเอทิลอะซิเตดที่กรองครั้งที่ 1 และ คร้ังที ่2 มา
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รวมกัน นาํไประเหยตวัทาํละลายเอทิลอะซิเตดออกโดยเครื่อง rotary evaporator ทํา

เชนเดียวกับในข้ันตอน  2.2.2  ทําการบันทกึน้าํหนักรวมของสารสกัดจากเอทิลอะซิเตด 

จากนั้นชัง่สารสกัดกระชายดําจากเอทิลอะซิเตดปริมาณ 0.25 กรัม ละลายใน DMSO 

ปริมาตร 1 มลิลิลิตร นําไปทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองผานตัวกรองที่มีรูพรุนขนาด 0.2 

ไมโครเมตร จะไดสารสกัดกระชายดําจากตวัทาํละลายเอทิลอะซิเตดพรอมใชที่ความ

เขมขน 0.25 ตอมิลลิลิตร เก็บไวที่เกบ็ไวที่อุณหภูม ิ -20 องศาเซลเซียสเพื่อใชทดสอบ

ฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ H. pylori และฤทธิ์ตอการบุกรุกเซลล HEp-2 

ของเชื้อ H. pylori ตอไป สวนกากกระชายดําที่กรองแยกจากเอทิลอะซิเตดนําไปอบใน

ตูอบที่อุณหภมูิ 50 องศาเซลเซียสนาน 1-2 วัน เพื่อกาํจัดเอทิลอะซิเตดที่ตกคางออกจาก

กากกระชายดํา สําหรับใชในการสกัดดวยเมทานอล (Methanol) ตอไป 
 

 กรัม

2.2.4. การสกัดกระชายดําดวยตัวทําละลายเมทานอล(Methanol) 
ําไดโดยนํากาก

กระ ชมพ

 

3. การเพาะเลี้ยงเชื้อ Helicobacter pylori 
ุ เปนสายพนัธุมาตรฐาน 4 สายพนัธุคือ ATCC 

435

 
การเตรียมสารสกัดจากกระชายดําดวยตัวทําละลายเมทานอล ท

ชายดาํที่แหงแลวจากการสกัดดวยเอทลิอะซิเตดมาใสในขวดรูป ูขนาด 1 ลิตร 

จากนั้นทําการเติมเมทานอล ปริมาตร 200 มิลลิลิตรลงไปในขวดรูปชมพูปดปากขวดให

สนิท บมไวทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลานาน 2 วัน เมื่อครบ 2 วัน ทาํการกรองแยกเมทานอล 

ออกจากกากกระชายดาํดวยกระดาษกรองเบอร 1 นํากากกระชายดําที่แยกไดมาทําการ

สกัดซ้ําเปนครั้งที ่2 นําสารสกัดเมทานอลครั้งที่ 1 และ คร้ังที ่2 มารวมกัน นาํไประเหยตัว

ทําละลายเมทานอลออกโดยเครื่อง rotary evaporator ทําเชนเดียวกบัในข้ันตอน  2.2.2 

ทําการบันทึกน้ําหนกัรวมของสารสกัดจากเมทานอล ชัง่สารสกัดกระชายดําจากเมทานอล

ปริมาณ 0.25 กรัม ละลายใน DMSO ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นําไปทําใหปราศจากเชื้อโดย

กรองผานตัวกรองที่มีรูพรุนขนาด 0.2 ไมโครเมตร จะไดสารสกัดกระชายดําจากตัวทํา

ละลายเมทานอลพรอมใชทีค่วามเขมขน 0.25 กรัมตอมิลลิลิตร เกบ็ไวที่อุณหภูม ิ  -20 

องศาเซลเซยีสเพื่อใชทดสอบฤทธิ์ในการยบัยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ H. pylori และฤทธิ์

ตอการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori ตอไป  

 

เชื้อ H. pylori ที่ใชมีทัง้หมด 26 สายพันธ

04, ATCC 43526, ATCC 51932 และ ATCC 51110 และสายพนัธุที่แยกจากคนไขไดรับ

ความอนุเคราะหจาก ผศ.ดร.นพ.รัฐกร วิไลชนม ภาควิชาอายุรศาสตร คณะแพทยศาสตร 

มหาวิทยาลยัธรรมศาสตร จํานวน 20 สายพนัธุ และสายพนัธุที่ไดจากกรมวทิยาศาสตรการแพทย 
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2 สายพนัธุซึง่เปนสายพันธุที่แยกจากคนไข คือ DMST20165 และ DMST20885 ทําการ

เพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชือ้ Brain Heart Infusion agar ที่ผสมเลือดแกะรอยละ 7 บมที่อุณหภมูิ 

37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 72-96 ชั่วโมงใน Anaerobe jar ที่ใส CampyGenTM(Oxiod ประเทศ

อังกฤษ) เพื่อใหไดสภาวะ 3-7% ออกซิเจน(O2), 5-10% คารบอนไดออกไซด(CO2), 80-85% 

ไฮโดรเจน(H2)  

 
4. การสกัดดีเอน็เอจากเชื้อ H. pylori 

ทําการสกัดดีเอ็นเอจากเชื้อ H. pylori โดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอ Wizard Genomic DNA 

Purification Kit (Promega ประเทศสหรัฐอเมริกา) โดยทําการขูดเชื้อ H. pylori ที่เพาะเลีย้งไวบน 

Brain Heart Infusion agar เปนเวลานาน 3 วนัปริมาณ 1 หวัไมขีดไฟ มาทาํการละลายใน Nuclei 

lysis solution ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ผสมใหเปนเนื้อเดียวกนัดวยการปเปตตข้ึนลง จากนัน้

นําไปบมที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 5 นาทแีลวทิ้งใหเยน็ที่อุณหภูมหิอง เติม RNase 

solution ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยกลบัหลอดไปมา 2-3 คร้ัง นําไปบมที่อุณหภูมิ 

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

ผสมใหเขากนัโดยเครื่องเขยาผสม นาํไปแชบนน้าํแข็งนาน 5 นาที แลวนาํไปเขาเครื่องปน

ตกตะกอน(Vision, micro high speed refrigerated centrifuge ประเทศเกาหลี) ปนที่ความเรว็ 

13,000-16,000 g นาน 3 นาที ดูดสารละลายสวนบนปริมาตร 600 ไมโครลิตร มาใสในหลอดใหม

เติมไอโซโพรพานอล (Isopropanol) 600 ไมโครลิตรผสมใหเขากนัโดยเครื่องเขยาผสม นาํไปปนที่

ความเร็ว 13,000-16,000 g นาน 5 นาที เทสารละลายสวนบนทิง้และคว่ําหลอดบนกระดาษทิชชู

ซับใหแหง จากนัน้เติม 70% เอทานอล ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัโดยเครื่องเขยา

ผสม นําไปปนที่ความเรว็ 13,000-16,000 g นาน 5 นาที เทสารละลายสวนบนทิ้งและคว่าํหลอด

บนกระดาษทชิชูนําไปทําใหแหงโดยเครื่องปนแหงสุญญากาศ (Thermosavant, speed vac 

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

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูม ิ 65 องศาเซลเซียส นาน 60 นาท ี หรือ บมที่อุณหภูม ิ 4 

องศาเซลเซยีส นาน 1 คืน เก็บดีเอ็นเอไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส สําหรับใชในการทดลอง

ตรวจหายีน cagA ของเชื้อ H. pylori ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสตอไป 
 

5. การตรวจหายีน cagA ของเชื้อ H. pylori ดวยปฏิกิรยิาลกูโซโพลเีมอเรส (Polymerase 
Chain Reaction, PCR) 
เพื่อทาํการตรวจสอบเชื้อ H. pylori วาสายพนัธุใดเปนสายพนัธุที่มยีีน cagA และสายพนัธุใด

ไมมียีน cagA โดยนาํดีเอน็เอที่ไดจากขัน้ตอน 4. มาทําการตรวจหายีน cagA ในการเตรียม 1 
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ปฏิกิริยา PCR มีปริมาตรทั้งหมด 25 ไมโครลิตร ประกอบดวย บับเฟอรความเขมขน 1 เทา

ปฏิกิริยา (1x reaction buffer), ดีออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต(dNTP)ความเขมขน 1 มิลลิโม

ลาร, cagA Forward primer(5’ - GAT AAC AGG CAA GCT TTT GAG G -3’ ) ความเขมขน 

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

ความเขมขน 0.4 ไมโครโมลาร, Real Taq DNA Polymerase (Real Biotech Corporation, USA) 

ความเขมขน 0.025 ยนูิต, ดีเอ็นเอแมแบบปริมาณ 10-100 นาโนกรัม นาํไปเขาเครื่อง 

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

อุณหภูมิตางๆไวดังนี ้ 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 และข้ันสุดทาย อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซียสจนกวาจะนาํออกจากเครื่อง  

thermocycler นาํผลผลิต PCR  ที่ไดไปทําการแยกขนาดดวยกระแสไฟฟา(electrophoresis) บน 

บนวุนอะกาโรส 2 % จากนัน้นาํไปยอมสีใน เอทิเดยีมโบรไมด(ethidium bromide) ที่มีความ

เขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิตร นาน 30 นาท ีทาํการ destain ในน้ํากลั่นนาน 10 นาท ีนํา วุนอะ

กาโรส 2 % ไปถายรูปบนเครื่องกําเนิดแสงยูว ี (UV transilluminator ประเทศอังกฤษ) บนัทึกผล

โดยใชกลอง(UVitec ประเทศอังกฤษ)จะเห็นผลผลิต PCR  ขนาด 394 เบส 
 

6. การวัดปริมาณเชื้อดวยวธิกีารวัดความขุน และการทํา plate count 
ทําการวัดปริมาณเชื้อ H. pylori ตัง้ตนเพื่อจะไดทราบปริมาณเชือ้ที่เหมาะสมสาํหรับการ

ทดสอบหาความเขมขนที่นอยที่สุดของสมุนไพรไทยตางๆที่สามารถยบัยั้งการเจริญของเชื้อ H. 

pylori และการทดสอบความสามารถในการเกาะติด และบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori วธิี

วัดความขุนทาํโดยละลายเชื้อ H. pylori ลงใน 1 มิลลิลิตร ของ Hank’ balanced salt solution 

(HBSS) ใหมีความขุนเทากบั 2, 3, 5, 8 และ 10 McFarland standard นําไปวดัความขุนดวย

เครื่องสเปกโตโฟโตมิเตอร (Shimadzu, UV-16001 ประเทศญี่ปุน) ที่ความยาวคลื่น 600 nm 

จากนั้นนําไปทําการเจือจางทีละ10เทาจาํนวน 5 หลอด จะไดความเขมขนที่ 10-1, 10-2, 10-3, 10-4 

และ 10-5 นาํเชื้อที่ความเขมขน 10-3, 10-4 และ 10-5 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรไปกระจาย(spread) 

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Brain Heart Infusion agar ที่ผสมเลือดแกะรอยละ 7 บมที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียสเปนเวลา 72-96 ชั่วโมงใน Anaerobe jar ที่ใส CampyGenTM เพื่อใหไดสภาวะ 3-7% 

ออกซิเจน, 5-10% คารบอนไดออกไซด, 80-85% ไฮโดรเจน ทําการนับจํานวนโคโลนบีนจาน

เพาะเลี้ยงเชื้อที่มีจํานวนโคโลนีตั้งแต 30-300 โคโลนี คํานวณปริมาณเชื้อแบคทีเรียตั้งตนที่คา

ความขุนตางๆ จากสูตร 
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ปริมาณเชื้อแบคทีเรีย(CFUตอมิลลิลิตร) = จํานวนโคโลนีทีน่ับได × 10 × dilution factor 

โดย dilution factor คือ ความเขมขนทีเ่จือจางเชื้อ H. pylori ใน HBSS 

 
7. การทดสอบหาความเขมขนที่นอยที่สดุของสมุนไพรไทยตางๆที่สามารถยับยั้งการ

เจริญของเชือ้ H. pylori 
เพื่อคัดกรองสมุนไพรไทยที่ใชรักษาโรคกระเพาะอาหารตอความสามารถในการยับยั้งการ

เจริญของเชื้อ H. pylori โดยการทดสอบหาความเขมขนทีน่อยทีสุ่ด (Minimum inhibitory 

concentration, MIC) ที่ใชในการยับยั้งการเจริญของเชือ้ H. pylori สายพนัธุตางๆ นําสารสกัด

สมุนไพรทีเ่ตรียมไวมาเจือจางใน Mueller Hinton broth เปนลําดับไป 2 เทา (2 folded dilutions) 

ใหไดความเขมขนดังตารางที่ 3.2 

 
ตารางที่ 3.2 ความเขมขนของสมุนไพรชนิดตางๆทีใ่ชทดสอบความเขมขนทีน่อยที่สุดที่

สามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori 

สมุนไพร 
ความเขมขน 

(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 

สารสกัดเมทานอลจากกลวย 12500 และ 25000 

สารสกัดเมทานอลจากขมิ้นชัน 16, 32, 64, 128 และ 256 

สารสกัดเมทานอลจากตระไคร 128, 256 และ 512 

สารสกัดเมทานอลจากใบบัวบก 128, 256 และ 512 

สารสกัดเมทานอลจากฟาทะลายโจร 128, 256 และ 512 

สารสกัดเมทานอลจากวานหางจระเข 128, 256 และ 512 

สารสกัดเมทานอลจากลําตนโหระพา 128, 256 และ 512 

DMSO 5% (v/v) 
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นําสารสกัดจากสมุนไพรชนดิตางๆที่เจือจางใน Mueller  Hinton broth แตละความเขมขน

ปริมาตร 1 มิลลิลิตรมาใสในขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร จากนัน้เติม Mueller Hinton agar ที่

เติมเลือดแกะรอยละ 5 ปริมาตร 24 มิลลิลิตรลงไปเขยาผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน เทลงบนจานเพาะ

เชื้อทิ้งไวใหแข็งตัว ทาํการละลายเชื้อ H. pylori ในสารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด(NaCl) ให

มีความขุน 1x107 ถึง 1x108 CFUตอมิลลิลิตร จุดเชื้อลงไปบนอาหารทีผ่สมสารสกัดสมุนไพรความ

เขมขนตางๆจดุละ 3 ไมโครลิตร บมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 72 ชั่วโมงใน 

Anaerobe jar ที่ใส CampyGenTM เพื่อใหไดสภาวะ 3-7% ออกซิเจน, 5-10% คารบอนไดออกไซด

, 80-85% ไฮโดรเจน อานผลความเขมขนทีน่อยที่สุดของสารสกัดสมุนไพรแตละชนิดที่สามารถ

ยับยั้งการเจรญิของเชื้อ H. pylori (μg/ml) 

 
8. การเพาะเลี้ยงเซลล HEp-2 

เซลลเยื่อบุ Human larynx carcinoma (HEp-2) ไดรับความอนเุคราะหจาก ศ.ดร.พรเทพ 

เทียนสิวากุล ภาควิชาจุลทรรศนศาสตรคลินิก คณะสหเวชศาสตร จฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั นํา

เซลล HEp-2 ที่เพาะเลีย้งในขวดเพาะเลีย้งเซลลขนาด 25 ลูกบาศกเซนติเมตร (T25) มาทําการ

ลางดวย Hank’ balanced salt solution (HBSS) โดยเทอาหารเลีย้งเซลลเกาทิ้ง ลางเซลลดวย 

HBSS 2 คร้ังๆละ 5 มิลลิลิตร เติมtrypsin ปริมาตร 1 มิลลิลิตร หรือเติมจนทวมเซลล ทิง้ไว

ประมาณ 1-2 นาทีสังเกตลกัษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศนวาเซลลเร่ิมมีลักษณะกลมหลุดแยก

ออกจากกันแตยังไมหลุดออกจากผวิขวดเพาะเลี้ยงเซลล เท trypsin ทิ้งไปแลวทําการเคาะขวด

เพาะเลี้ยงเซลลดานที่มีเซลล HEp-2 เกาะอยูเพื่อใหเซลลหลุดออกมา เติมอาหารเลี้ยงเซลลที่มียา

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

serum, FBS) รอยละ 10 และ สารAntibiotican/Antimycotic (เพนนิซิลิน (Penicillin) ความ

เขมขน 100 ยูนิตตอมิลลิลิตร, สเตรปโตมัยซิน (Streptomycin) ความเขมขน 100 μg/ml และแอม

โฟเทอริซิน บ ี (Amphoterisin B) ความเขมขน 0.25 μg/ml)] ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปเปตขึ้นลง

ประมาณ 30 คร้ัง เพื่อใหเซลล HEp-2 หลุดจากขวดและแยกเปนเซลลเดี่ยวนับจํานวนเซลล และ

ดูดเซลลใสในขวดใหมทีม่ีขนาด 25 ลูกบาศกเซนติเมตร ในปริมาณ 2-5x104 เซลลตอตาราง

เซนติเมตร หรืออาจประมาณโดยใชอัตราสวน 1:3-1:4 หรือใสในขวดใหมที่มีขนาด 75 ลูกบาศก

เซนติเมตรในปริมาณ 2-5x104 เซลลตอตารางเซนติเมตร หรืออาจประมาณโดยใชอัตราสวน 1:1-

1:2 เติมอาหารเลี้ยงเซลลดีเอ็มอีเอ็มที่มยีาปฏิชีวนะ ใหมีปริมาตรสุดทาย 5 มิลลิลิตรสําหรับขวด

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

ปริมาณคารบอนไดออกไซด 5% และมีความชื้น 80% 

 
9. การนับปริมาณเซลล HEp-2 

เพื่อเตรียมเซลลใหไดปริมาณตามที่ตองการสําหรับใชในการเพาะเลีย้งตอๆไปในแตละครั้ง

(passage) และใชในการทดสอบความสามารถในการเกาะติดและบกุรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. 

pylori จึงตองทําการนับปริมาณเซลลโดยนําเซลล HEp-2 ที่ถกู trypsin ใหหลุดจากขวดแลว มาใน

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

ทิ้งไวนาน 3-5 นาที ใชปเปตดูดเซลลที่ผสมกับสีแลวมาหยดลงบน Hemocytometer counting 

chamber ทั้ง 2 ขาง โดยวาง cover slip ไวดานบน ใชปลายปเปตแตะที่ขอบ cover slipปลอยให

เซลลซึมเขาไปอยางชาๆจนเต็ม ระวังไมใหของเหลวลนออกมา ทําการนับเซลล HEp-2 ภายใต

กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100 เทา นับเซลลที่ไมติดสีน้ําเงินในตารางจาํนวน 5 ชอง ตามรูปที่ 3  

 

 
รูปที่ 3.3 Hemocytometer counting chamber 

ทําการคํานวณปริมาณเซลล HEp-2 ตามสูตร 

จํานวนเซลล HEp-2 ตอลูกบาศกเซนติเมตร(เซลล/ ลูกบาศกเซนติเมตร)= 

(จํานวนเซลล HEp-2 ที่ไมตดิสีน้ําเงิน ÷ 5) × dilution factor × 104

โดย dilution factor คือ ความเขมขนทีเ่จือจางเซลลในสี trypan blue 

 
10. การทดสอบสภาวะที่เหมาะสมในการทดสอบความสามารถในการเกาะติด และบุกรกุ

เซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori 
เพื่อที่จะหาสภาวะตางๆตั้งแตสารที่เหมาะสมในการทาํใหเซลล HEp-2 แตก และปริมาณ

เชื้อ H. pylori ตั้งตนที่เหมาะสมในการศึกษาการบกุรุกเซลล HEp-2 โดยทําการทดสอบ
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สภาวะตางๆทีเ่หมาะสมในการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori โดยวิธ ี Gentamicin 

internalization assay(58) 

 
10.1. การเพาะเลี้ยงเซลล HEp-2 สําหรบัการทดสอบความสามารถในการบกุรุก

เซลลของเชือ้ H. pylori 
การเตรียมเซลล HEp-2 สําหรับการทดสอบความสามารถในการบุกรุกเซลลของเชือ้ H. 

pylori เร่ิมตนโดยการเพาะเลี้ยงเซลล HEp-2 ในขวดเพาะเลี้ยงเซลลขนาด T75 จนมีความ

หนาแนนของเซลลประมาณ 70-80% ทําการเทอาหารเลี้ยงเซลลเกาออก จากนัน้ลางเซลลใน

ขวดเพาะเลี้ยงเซลลดวย HBSS ปริมาตร 15 มิลลิลิตร เอียงขวดไปมา จากนั้นเท HBSS ทิ้ง

ลางซ้าํอีกครั้ง เติมtrypsin ประมาณ 3 มิลลิลิตร ทิง้ไวประมาณ 1-2 นาท ีสังเกตลักษณะเซลล

ภายใตกลองจลุทรรศนวาเซลลเร่ิมมีลักษณะกลมหลุดแยกออกจากกนัแตยังไมหลดุออกจาก

ผิวขวดเพาะเลี้ยงเซลล เท trypsin ทิง้ไปแลวทาํการเคาะขวดเพาะเลื้ยงเซลลดานที่มเีซลล 

HEp-2 เกาะอยูเพื่อใหเซลลหลุดออกมา เติมอาหารเลี้ยงเซลลดีเอ็มอีเอ็มที่มยีาปฏิชีวนะ

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปเปตขึ้นลงประมาณ 30 คร้ัง เพื่อใหเซลล HEp-2 หลุดจากขวดและ

แยกเปนเซลลเดี่ยว นับจํานวนเซลลดงัขั้นตอน 9. จากนั้นดูดเซลล HEp-2 จํานวน 1×106 

เซลล มาเลีย้งในจานเพาะเลี้ยงเซลลรูปวงกลมเสนผาศนูยกลาง 3.5 เซนติเมตร ขนาด 6 หลุม

(six wells plate) แลวเติมอาหารเลีย้งเซลลดีเอ็มอีเอ็มที่มียาปฏิชีวนะแตละหลุมๆละ 3 

มิลลิลิตร บมภายในตู CO2 incubator ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส ปริมาณ

คารบอนไดออกไซด 5% และมีความชืน้ 80% นาน 1 คืน จงึนาํมาใชในการทดสอบ

ความสามารถในการบุกรุกเซลลของเชื้อ H. pylori ตอไป 

 
10.2. การทดสอบหาสารที่เหมาะสมในการทําใหเซลล HEp-2 แตกในการ

ทดสอบความสามารถในการบกุรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori 
เพื่อทาํการหาสารเคมีที่มีผลทําใหเซลล HEp-2 แตกมากที่สุดแตไมมีผลตอการเจริญของ

เชื้อ H. pylori จึงนาํเซลลที่เพาะเลีย้งไวในจานเพาะเลี้ยงเซลลรูปวงกลมขนาด 6 หลมุ ใน

ข้ันตอน 10.1 มาทาํการดูดอาหารเลี้ยงเซลลเกาทิง้ในทกุหลุมใหเติม HBSS ปริมาตร 2 

มิลลิลิตร เขยาเบาๆเพื่อทาํการลางเซลล HEp-2 จากนัน้ดูด HBSS ทิ้งลางซ้าํอีกครั้ง เติม

อาหารเลี้ยงเซลลดีเอ็มอีเอ็ม[Dulbecco's Modified Eagle Medium, DMEM ที่เติมซีรัม (fetal 

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

DMST 20165 ในปริมาณ 108 CFUตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงไป นาํไปบม

ภายในตู CO2 incubator ทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีสนาน 3 ชั่วโมง จากนัน้ดูดสารในหลมุ
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ทิ้งใหหมด เตมิ HBSS ปรมิาตร 2 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ ดูด HBSS ทิ้งลางซ้ําอีกครั้ง เติม 

gentamicin (Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา) ที่ความเขมขน 100 μg/ml ปริมาตร 1  มิลลิลิตร 

ลงในแตละหลมุ นําไปบมภายในตู CO2 incubator  เชนเดิมเปนเวลานาน 1 ชั่วโมง เมื่อครบ

เวลาดูด gentamicin ทิง้ไป ลางดวย HBSS 3 คร้ังๆละ 2 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ คร้ังสดุทายดูด 

HBSS ออกใหหมด ในหลุมที่ 1 เติมน้าํกลั่นปริมาณ 1 มิลลิลิตร เขยาดวยเครื่องเขยาผสม

(Stvart scientific, orbital shaker ประเทศสหรัฐอเมริกา) ที่ความเรว็ 150 รอบตอนาที นาน 

10 นาท,ี หลุมที่ 2 เติม 0.01% poly-L-lysine ปริมาณ 1 มิลลิลิตร เขยาดวยเครื่องเขยาผสมที่

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

triton x-100 ปริมาณ 1 มิลลิลิตรตามลําดับ เขยาดวยเครื่องเขยาผสมที่ความเร็ว 150 รอบตอ

นาที นาน 5 นาท ีนําเซลล HEp-2 ที่แตกไปเจือจางเปนลําดับไป10 เทา (10 folded dilution) 

จากความเขมขนที่ 10-1 ถึง10-3 นาํเชื้อที่เจือจางความเขมขนละ 100 ไมโครลิตรไปกระจายให

ทั่วบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Brain Heart Infusion agar ทีผ่สมเลือดแกะรอยละ 7  บมภายใต

สภาวะ 3-7% ออกซิเจน, 5-10% คารบอนไดออกไซด, 80-85% ไนโตรเจน เปนเวลา 72-96 

ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้น คํานวณเปอรเซ็นตการบุกรุกเซลลของเชื้อ H. pylori  
 

10.3. การทดสอบหาปริมาณเชือ้ที่เหมาะสมในการทดสอบความสามารถในการ
เกาะติด และบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชือ้ H. pylori 
นําเซลลที่เพาะเลี้ยงไวในจานเพาะเลีย้งเซลลรูปวงกลมขนาด 6 หลุม ในขั้นตอน 10.1 มา

ทําการดูดอาหารเลี้ยงเซลลเกาทิง้ ลางเซลลดวย HBSS 2 คร้ังๆละ 2 มิลลิลิตร เติมอาหาร

เลี้ยงเซลลดีเอม็อีเอ็มปริมาตร 900 ไมโครลิตร และเติมเชื้อ H. pylori DMST 20165 ที่ความ

ขุนดังนี ้ 5, 8 และ 10 McFarland standard ลงในหลุมที่ 1-3 หลุมละ 100 ไมโครลิตร

ตามลาํดับ นําไปบมภายในตู CO2 incubator ที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียสนาน 3 ชั่วโมง ดูด

สารในหลมุทิง้ใหหมดจากนัน้เติม HBSS ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ ลางซ้าํอีกครั้ง เติม 

gentamicin ที่มีความเขมขน 100 μg/ml ลงในแตละหลุมปริมาตร 1  มิลลิลิตร นําไปบม

ภายในตู CO2 incubator  เชนเดิมเปนเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาดดู gentamicin ทิ้งไปลาง

ดวย HBSS 3 คร้ังๆละ 2 มลิลิลิตร คร้ังสุดทายดูด HBSS ออกใหหมด เติมน้าํกลัน่ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร เขยาดวยเครื่องเขยาผสมที่ความเร็ว 150 รอบตอนาที นาน 10 นาที ทําซ้ํา 2 ชุด นาํ

เชื้อในแตละหลุมไปเจือจางเปนลําดับไป10 เทา(10 folded dilution)  จากความเขมขนที่ 10-1 

ถึง10-3 นําเชือ้ที่เจือจางความเขมขนละ 100 ไมโครลิตรไปกระจายใหทัว่บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

Brain Heart Infusion agar ที่ผสมเลือดแกะรอยละ 7  บมภายใตสภาวะ 3-7% ออกซิเจน, 5-
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10% คารบอนไดออกไซด, 80-85% ไฮโดรเจน เปนเวลา 72-96 ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนทีี่

เกิดขึ้น คํานวณเปอรเซ็นตการบุกรุกเซลลของเชื้อ H. pylori 

 
11. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเมทานอลของสมุนไพรชนิดตางๆตอความสามารถใน

การบกุรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori 
ทําการคัดเลือกสารสกัดเมทานอลของสมนุไพรที่มฤีทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. 

pylori ไดดีที่สุดมา 4 ชนิดดงันี้ กระชายดํา, กระเทียม, กลวย และ ขมิ้นชนัมาทําการทดสอบฤทธิ์

ตอความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori โดยนาํเซลล HEp-2 ที่เพาะเลี้ยงไว

ในจานเพาะเลี้ยงเซลลรูปวงกลมขนาด 6 หลุม ในขั้นตอน 10.1 มาทาํการดูดอาหารเลี้ยงเซลลเกา

ทิ้ง ลางเซลลดวย HBSS ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ จากนัน้ดูด HBSS ทิ้งและลางซ้าํอีกครัง้ 

เติมเชื้อ H. pylori ATCC 43504 ในปริมาณ 108 CFUตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงไป

ในทุกหลุม จากนั้นเติมสารสกัดเมทานอลของสมุนไพรแตละชนิด ที่ความเขมขนเทากับความ

เขมขนทีน่อยที่สุดที่สามารถยับยัง้การเจริญเติบโตของเชื้อ(MIC) ที่ไดจากขั้นตอน 7 ลงในหลมุที่ 

1-5 ตามลําดบั หลุมที ่ 6 เปน negative control คือไมตองเติมสารสกัดใดๆ ปรับปริมาตรสุดทาย

ใหเปน 1 มิลลิลิตรดวยอาหารเลี้ยงเซลลดีเอ็มอีเอ็ม นาํไปบมภายในตู CO2 incubator ที่อุณหภมูิ 

37 องศาเซลเซียส ปริมาณคารบอนไดออกไซด 5% และมีความชื้น 80% โดยแตละจานจะบม 3, 

6, 12 และ 24 ชั่วโมงตามลําดับ ทําซ้าํ 2 ชุด เมื่อครบเวลาใหดูดสารในแตละหลุมทิ้ง จากนัน้ลาง

ดวย HBSS 2 คร้ังๆละ 2 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ เติม gentamicin ที่มีความเขมขน 100 μg/ml ลงใน

แตละหลุมๆละ 1  มิลลิลิตร นาํไปบมภายในตู CO2 incubator เชนเดมิเปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนัน้

ดูด gentamicin ทิ้ง ลางดวย HBSS 3 คร้ังๆละ 2 มลิลิลิตร เขยาเบาๆ คร้ังสุดทายดูด HBSS 

ออกไปใหหมด เติมน้ํากลั่นปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาดวยเครื่องเขยาผสมที่ความเร็ว 150 รอบตอ

นาที นาน 10 นาทีเพื่อใหเชือ้ H. pylori หลุดออกมาจากเซลล HEp-2 นําไปเจือจางเปนลําดับไป

10 เทา(10 folded dilution)  จากความเขมขนที ่10-1 ถงึ10-3 นําเชื้อทีเ่จือจางความเขมขนละ 100 

ไมโครลิตรไปกระจายใหทัว่บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Brain Heart Infusion agar ที่ผสมเลอืดแกะรอยละ 

7  บมภายใตสภาวะ 3-7% ออกซิเจน, 5-10% คารบอนไดออกไซด, 80-85% ไฮโดรเจน เปนเวลา 

72-96 ชั่วโมง นับจํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้น คาํนวณเปอรเซน็ตการบุกรุกเซลลของเชื้อ H. pylori 
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12. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดกระชายดําตอความสามารถในการเกาะติด และบุกรุก

เซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori 
12.1. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดกระชายดําดวยตัวทําละลายชนิดตางๆตอ

ความสามารถในการบกุรกุเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori  
เพื่อคัดเลือกชนิดของสารสกดักระชายดํา 4 ชนิดดังนี ้ น้ํามนัหอมระเหยจากกระชายดํา, 

สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดํา, สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา และสารสกัดเมทา

นอลจากกระชายดํา ที่มีฤทธิ์ลดการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori ไดดีที่สุด นาํเซลล 

HEp-2 ที่เพาะเลี้ยงไวในจานเพาะเลีย้งเซลลรูปวงกลมขนาด 6 หลุม ในขั้นตอน 10.1 มาทํา

การดูดอาหารเลี้ยงเซลลเกาทิ้ง ลางเซลลดวย HBSS 2 คร้ังๆละ 2 มิลลิลิตร เติมเชื้อ H. pylori  

ATCC 43504 ในปริมาณ 108 CFUตอมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงไปในทกุหลุม เติม

สารสกัดกระชายดําแตละชนิดที่ความเขมขนทีน่อยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เชื้อ(MIC) ที่ไดจากขั้นตอน 7 ลงในหลุมที ่1-4 ตามลําดับ หลุมที่ 5 เปน negative control คือ

ไมตองเติมสารสกัดใดๆ ปรับปริมาตรสุดทายใหเปน 1 มิลลิลิตรดวยอาหารเลี้ยงเซลลดีเอ็มอี

เอ็ม นาํไปบมภายในตู CO2 incubator ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส ปริมาณ

คารบอนไดออกไซด 5% และมีความชื้น 80% เปนเวลา 3 ชั่วโมง ดูดสารในหลมุทิ้งใหหมด 

จากนั้นลางดวย HBSS 2 คร้ังๆละ 2 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ เติม gentamicin ที่มีความเขมขน 

100 μg/ml ปริมาตร 1  มิลลิลิตร ลงในแตละหลุม บมภายในตู CO2 incubator  เชนเดิม นาน 

1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาดูด gentamicin ทิ้งลางดวย HBSS 3 คร้ังๆละ 2 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ 

คร้ังสุดทายดดู HBSS ออกไปใหหมด เติมน้ํากลั่นปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาดวยเครื่องเขยา

ผสมที่ความเรว็ 150 รอบตอนาที นาน 10 นาทเีพื่อใหเชื้อ H. pylori หลุดออกมาจากเซลล 

HEp-2 นาํไปเจือจางเปนลาํดับไป10 เทา(10 folded dilution)  จากความเขมขนที ่10-1 ถงึ10-

3 นําเชื้อที่เจือจางความเขมขนละ 100 ไมโครลิตรไปกระจายใหทัว่บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Brain 

Heart Infusion agar ที่ผสมเลือดแกะรอยละ 7  บมภายใตสภาวะ 3-7% ออกซิเจน, 5-10% 

คารบอนไดออกไซด, 80-85% ไฮโดรเจน เปนเวลา 72-96 ชั่วโมง นบัจํานวนโคโลนีที่เกิดขึ้น 

คํานวณเปอรเซ็นตการบกุรุกเซลลของเชื้อ H. pylori 
 

12.2. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดกระชายดําตอความสามารถในการบุกรุก
เซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori ที่เวลาตางๆกัน 
เพื่อหาเวลาทีใ่ชในการบมทีเ่หมาะสมที่สุดสําหรับการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดกระชาย

ดําตอความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori นําสารสกัดกระชายดําที่มี

ฤทธิ์ตอความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ที่ดีที่สุด จากขัน้ตอน 12.1.มาทําการทดลอง
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เชนเดียวกับข้ันตอน 12.1.ยกเวนเวลาที่ใชในการบมจะทาํการบมเชื้อกบัสมุนไพรกับเซลล 

HEp-2 ในตอนแรกที่เวลาตางๆกนั คือ ที่ 3, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง 

 
12.3. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดกระชายดําที่ความเขมขนตางๆกนัตอ

ความสามารถในการบกุรกุเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori 
เพื่อหาความเขมขนที่เหมาะสมที่สุดสําหรับทดสอบฤทธิข์องสารสกัดกระชายดําตอ

ความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori นําสารสกดักระชายดําทีม่ีฤทธิ์ตอ

ความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ที่ดีที่สุด จากขั้นตอน 12.1.มาทําการทดลอง

เชนเดียวกับข้ันตอน 12.1.ยกเวนใชความเขมขนของสารสกัดจากกระชายดําที่ความเขมขน

ตางๆกนัดังนี้ +2MIC, +1MIC, MIC, -1MIC และ -2MIC 

 
12.4. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดกระชายดําตอความสามารถในการบุกรุก

เซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพันธุตางๆกัน 
เพื่อเปรียบเทยีบผลของสารสกัดกระชายดําที่ดทีี่สุดตอความสามารถในการบกุรุกเซลล

HEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพนัธุตางๆวามีแนวโนมที่เหมือนหรือตางกนัอยางไร โดยใชเชื้อ 

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

43526(cagA+) และ ATCC 51932(cagA-) สายพันธุที่แยกไดจากคนไข 2 สายพันธุเปนสาย

พันธุcagA+ 1 สายพันธุ และสายพันธุcagA- 1 สายพันธุ  ทําการทดลองเชนเดยีวกับข้ันตอน 

12.1 โดยใชเวลาบมเชื้อกับสมุนไพรกับเซลล HEp-2 ที่ไดจากขั้นตอน 12.2 และใชความ

เขมขนของสารสกัดจากกระชายดําที่เหมาะสมที่สุดจากขั้นตอน 12.3 เกบ็เชื้อที่เหลือจากการ

นับจํานวนโคโลนีไวที ่-80 องศาเซลเซยีสสําหรับสกัดอารเอ็นเอตอไป 

 
12.5. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดกระชายดําตอความสามารถในการเกาะติด

เซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพันธุตางๆกัน 
เพื่อเปรียบเทยีบผลของสารสกัดกระชายดําที่ดทีี่สุดตอความสามารถในการเกาะติดเซลล

HEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพนัธุตางๆวามีแนวโนมที่เหมือนหรือตางกนัอยางไร โดยใชเชื้อ 

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

43526(cagA+) และ ATCC 51932(cagA-) สายพันธุที่แยกไดจากคนไข 2 สายพันธุเปนสาย

พันธุcagA+ 1 สายพันธุ และสายพันธุcagA- 1 สายพันธุ  ทําการทดลองเชนเดยีวกับข้ันตอน 

12.4 ตางกนัตรงในการทดลองจะจานเพาะเลี้ยงเซลลรูปวงกลมขนาด 6 หลุม 2 จาน จานที่ 1

ทําการทดลองเชนเดียวกับข้ันตอน 12.4 ทุกขั้นตอน แตในจานที่ 2 ใชที่ข้ันตอนหลังจากการ
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บมเชื้อกับสมนุไพรกับเซลล HEp-2 เมื่อทาํการลางดวย HBSS 2 คร้ังๆละ 2 มิลลิลิตรแลวจะ

ทําการเติมน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตรเลย โดยไมผานขั้นตอนการเติม gemtamicin นับจํานวนโคโลนี

ที่เกิดขึ้นจากทัง้ 2 จานเพาะเลี้ยง เพื่อนาํไปคํานวณเปอรเซ็นตการเกาะติดเซลลของเชื้อ H. 

pylori 
 

13. การวัดระดับการแสดงออกของยีนที่เกีย่วของกับการเกาะติด และบุกรุกเซลลของเชื้อ 
H. pylori ดวยวิธ ีRT PCR 
13.1. การสกัดอารเอ็นเอจากเชือ้ Helicobacter pylori 

ทําการสกัด Total RNA โดยใชน้ํายา TRIZOL®Reagent (Invitrogen, USA) นาํเชื้อ H. 

pylori ที่เก็บไวจากการทดสอบความสามารถในการบุกรุกเซลลเยื่อบุ HEp-2 ในขั้นตอน 12.4 

มาทาํการปนตกตะกอนที่ความเรว็ 5,000 รอบตอนาท ีนาน 5 นาท ี เทสารละลายสวนบนทิ้ง

เติมน้ํายา TRIZOL®Reagent 1 มิลลิลิตร ผสมดวยการปเปตขึ้นลงนาํไปบมที่อุณหภูมิหอง

นาน 5 นาท ี  จากนัน้เติมคลอโรฟอรม(Chloroform) 0.2 มิลลิลิตรเขยาเบาๆดวยมอืนาน 15 

วินาที บมที่อุณหภูมิหอง 2-3 นาที นําไปปนตกตะกอนที่ความเรว็ 12,000 g 15 นาที ที่

อุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซยีส หลังการปนสารจะแยกเปน 3 ชั้น ทาํการดูดสารละลายใสชั้น

บนสุดออกมา 100 ไมโครลิตร ใสในหลอดใหมในการดูดระวังอยาใหปเปตถกูสารละลายชัน้

อ่ืนๆ เติมไอโซโพรพานอล(Isopropanol) 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัโดยการกลับหลอดไปมา

ประมาณ 30 คร้ัง ตั้งทิ้งไวทีอุ่ณหภูมิหองนาน 10 นาท ีปนที่ความเรว็ 12,000 g นาน 15 นาท ี

ที่อุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส เทสารละลายในหลอดสวนบนทิง้ลางตะกอนอารเอ็นเอดวย 

75% เอทานอล(Ethanol) 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัโดยเครื่องเขยาผสม 20 วินาท ี ปนที่

ความเร็ว 12,000 g  15 นาที ที่อุณหภมูิ 2-8 องศาเซลเซียส เทสารละลายสวนบนทิง้ คว่ํา

หลอดบนกระดาษทิชชูทิง้ใหแหงประมาณ 30-45 นาที เก็บไวที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซยีส 

เพื่อใชตรวจหาระดับการแสดงออก ของยนี alpA และbabA ดวยวิธ ีRT PCR ตอไป 
 

13.2. การวัดคา OD (Optical Density) เพื่อหาความเขมขนของอารเอ็นเอที่สกัด
ได 
นําอารเอ็นเอที่สกัดไดจากขัน้ตอน 13.1 มาทาํการเจือจางดวยน้าํกลัน่ โดยใชอัตราสวน 

1:100 (อารเอ็นเอ: น้ํากลั่น) จากนั้นนําไปวัดคา OD ดวยเครื่องสเปกโตโฟโตมิเตอร 

(Shimadzu, UV-16001 ประเทศญี่ปุน) โดยใชความยาวคลื่นที ่260 นาโนเมตร โดยคา OD
260 

ที่มีคาเทากับ 1.00 นัน้จะเทยีบไดกับ อารเอ็นเอสายเดี่ยว ที่มคีวามเขมขนเทากบั 40 
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ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จากนัน้นําคา OD ที่วดัได ไปคํานวณหาความเขมขนของอารเอ็นเอ โดย

ใชสูตรดังตอไปนี ้

ความเขมขนของอารเอ็นเอ(ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) = OD
260 

x 40 x dilution factor x 10
-3

โดย dilution factor คือ ความเขมขนของอารเอ็นเอที่เจือจางเซลลในน้าํกลั่น (ในที่นี้

เทากับ 100) 

 
13.3. การกาํจัดดีเอ็นเอที่ปนเปอนออกจากอารเอ็นเอ 

เพื่อใหไดอารเอ็นเอที่ปราศจากการปนเปอนของดีเอ็นเอจึงทาํการขจัดดีเอ็นเอ โดยน้ํายา 

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

ประกอบดวย บัฟเฟอร RDD ความเขมขน 1 เทาปฏิกิริยา (1x Buffer RDD), DNase I ความ

เขมขน 7.5 ยูนิต, อารเอ็นเอปริมาตรนอยกวาหรือเทากับ 87.5 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง 

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

อารเอ็นเอที่ไดไปทําการเปลีย่นเปนซีดีเอ็นเอตอไป 

 
13.4. การตรวจสอบการปนเปอนของดีเอ็นเอ(DNA) จากอารเอ็นเอ(RNA) ที่

สกัดได 
เพื่อยนืยนัวาอารเอ็นเอที่สกดัไดนั้นไมมีการปนเปอนของดีเอ็นเอมา ทําไดโดยนําอารเอ็น

เอที่สกัดไดมาทําการทดสอบดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส หากปรากฏแถบของผลผลิต PCR 

ข้ึนแสดงวาอารเอ็นเอนัน้มีการปนเปอนของดีเอ็นเอ เตรียมปฏิกิริยาในปริมาตรทัง้หมด 25 

ไมโครลิตร ประกอบดวย บัฟเฟอรความเขมขน 1 เทาปฏิกิริยา(1x reaction buffer),             

ดีออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต(dNTP) ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร, 16s Forward primer(5’ 

– GAT  GCT TAA CCA TAG AAC TGC ATT TGA A -3’ ) ความเขมขน 0.4 ไมโครโมลาร, 

16s Reverse primer(5’ - CTG CAA AAG ATT ATT TGG CAA GA -3’) ความเขมขน 0.4 

ไมโครโมลาร, Real Taq DNA Polymerase ความเขมขน 0.025 ยูนิต, อารเอน็เอแมแบบ

ปริมาณ 10-100 นาโนกรัม นําไปเขาเครือ่ง thermocycle ที่ตั้งอุณหภูมิตางๆไวดังนี ้ 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 และข้ันสดุทาย อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสจนกวาจะนาํออกจากเครื่อง  

thermocycler นาํผลผลิต PCR  ที่ไดไปทาํการแยกขนาดดวยกระแสไฟฟา(electrophoresis) 
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บนวุนอะกาโรส 2 % จากนัน้นาํไปยอมสีใน เอทิเดียมโบรไมด(ethidium bromide) ที่มีความ

เขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิตร นาน 30 นาที ทําการ destain ในน้ํากลัน่นาน 10 นาที นํา

วุนอะกาโรส ไปถายรูปบนเครื่องเครื่องกําเนิดแสงยวูี (UV transilluminator ประเทศอังกฤษ) 

บันทกึผลโดยใชกลอง(UVitec ประเทศองักฤษ) หากมีดีเอ็นเอปนเปอนจะเห็นผลผลิต PCR  

ขนาด 204 เบส 
 

13.5. การเตรยีมซีดีเอ็นเอ(cDNA) 
เนื่องจากอารเอ็นเอมีความไมเสถยีร ในการเปรียบเทยีบผลการแสดงออกของยนีจึงควร

เปล่ียนจากอารเอ็นเอใหเปนดีเอ็นเอกอน โดยการเตรยีมปฏิกิริยา ในปริมาตรทั้งหมด 50 

ไมโครลิตร ประกอบดวยบฟัเฟอร reverse transcription reaction ความเขมขน 1 เทา

ปฏิกิริยา(1x reverse transcription reaction buffer), ดีออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต

(dNTP) ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร, Primer16s หรือ alpA หรือ babA ความเขมขน 0.2 ไม

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

สหรัฐอเมริกา) 100 ยูนิต, อารเอน็เอจากขอ 14.2  ปริมาตร 5-10 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซยีส 30 นาทกี็จะไดซีดีเอ็นเอสําหรับการทาํ RT-PCR ตอไป 

 
13.6. การทาํ RT-PCR ของยีน alpA และ babA  

การเพิม่จํานวน ซีดีเอ็นเอ เพื่อหาระดับการแสดงออกของยีน alpA, babA โดยใชยีน 16s 

ribosomal เปนยนีมาตรฐานสาํหรับการเปรียบเทยีบ ในการเตรียม 1 ปฏิกิริยา PCR มี

ปริมาตรทั้งหมด 25 ไมโครลิตร ประกอบดวย บัฟเฟอรความเขมขน 1 เทาปฏิกิริยา (1x 

reaction buffer), ดีออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต(dNTP)ความเขมขน 1 มลิลิโมลาร, 

Primer16s หรือ alpA หรือ babA ดังตารางที ่3.3 ความเขมขน 0.2 ไมโครโมลาร, Real Taq 

DNA Polymerase (Real Biotech Corporation, USA) ความเขมขน 0.025 ยูนิต, ซีดีเอ็นเอที่

ไดจากขั้นตอน 13.5 ปริมาตร 5-10 ไมโครลิตร นําไปเขาเครื่อง 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 

 

ที่ตั้งอุณหภูมติางๆไวดังนี ้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 และข้ันสุดทาย อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส

จนกวาจะนาํออกจากเครื่อง  thermocycler นําผลผลิต PCR  ที่ไดไปทาํการแยกขนาดดวย

กระแสไฟฟา(electrophoresis) บนวุนอะกาโรส 2 % จากนัน้นําไปยอมสีใน เอทิเดยีมโบรไมด

(ethidium bromide) ทีม่ีความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิตร นาน 30 นาท ีทาํการ 

destain ในน้าํกลั่นนาน 10 นาที นําวุนอะกาโรส ไปถายรปูบนเครื่องเครื่องกําเนิดแสงยูว ีนาํ

ภาพทีถ่ายไดมาทาํการวิเคราะหความเขมของแถบผลผลิต PCR  ดวยโปรแกรม 

AlphaImager 2200( Alpha Innotech Corporation ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
 

14. การวิเคราะหขอมูล 
ทําการเปรียบเทียบทางสถิตขิอง % internalization ระหวางกลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัด

สมุนไพร กับกลุมทดลองที่เติมสารสกัดจากสมนุไพรโดยใช one-way anova การวิเคราะหทาง

สถิติจะเสร็จสมบูรณโดยใชโปรแกรม SPSS คา P ทั้งหมดที่ ≤0.05 จะสันนษิฐานวาแตกตางกนั

อยางมีนยัสําคัญทางสถิต ิ
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บทที่  4 
ผลการทดลอง 

 
1. การทดสอบหาความเขมขนที่นอยที่สดุของสมุนไพรไทยตางๆที่สามารถยับยั้งการ

เจริญของเชือ้ H. pylori 
เพื่อทดสอบฤทธิ์ของสมนุไพรไทยที่นยิมใชในการรักษาโรคในระบบทางเดนิอาหารในการ

ยับยั้งการเจรญิเติบโตของเชื้อ H. pylori โดยทําการทดสอบหาความเขมขนทีน่อยที่สุดที่สามารถ

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

9 ชนิด กับเชือ้ H. pylori จํานวน 13 สายพนัธุ ประกอบดวย เชื้อ H. pylori สายพนัธุมาตรฐาน 2 

สายพนัธุ คือ ATCC 43504 และ ATCC 43526, สายพันธุที่ไดจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย 2 

สายพนัธุ คือ DMST20165 และ DMST20885 และสายพนัธุที่แยกไดจากคนไข 9 สายพนัธุ คือ 

C7, C53, 742, 818, 820, 849, 867, 912 และ 949 ผลเปนดังตารางที่ 4.1 พบวาสารสกัดเมทา

นอลจากขมิ้นชันมีฤทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori ดีทีสุ่ดโดยมีคาความเขมขนทีน่อย

ที่สุดที่สามารถยับยัง้การเจริญ(MIC) เทากับ  32 μg/ml  รองลงมา คือ สารสกดัเมทานอลจาก

กระชายดาํมคีา MIC เทากบั 64 μg/ml สวนสารสกัดเมทานอลจากกระเทยีม, กลวย,  ตระไคร,  

ใบบัวบก, ฟาทะลายโจร, วานหางจระเข และลําตนโหระพา ไมมฤีทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของ

เชื้อ H. pylori มีคา MIC > 512 μg/ml ขณะที ่dimethyl sulfoxide (DMSO) ที่ความเขมขนรอย

ละ 5 (v/v) ซึ่งเปนความเขมขนสูงสุดทีใ่ชละลายสารสกัดสมุนไพรพบวาไมมีผลตอการเจริญของ

เชื้อ จึงไดทาํการคัดเลือกสมุนไพรทีม่ีฤทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori ไดดี คือ 

ขมิ้นชัน, กระชายดาํ และสมุนไพรที่มกีารรายงานวามีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจรญิของเชื้อ H. 

pylori คือ กระเทยีม(107) และกลวย(106) ไปทําการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเมทานอลของ

สมุนไพรชนิดตางๆตอความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori ตอไป 
 

2. การทดสอบสภาวะที่เหมาะสมในการทดสอบความสามารถในการเกาะติด และบุกรกุ
เซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori 
ทําการทดสอบสภาวะที่เหมาะสมที่ใชในการศึกษาความสามารถในการเกาะติด และบุกรุก

เซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori โดยวิธ ีGentamicin internalization assay(58) ซึ่งจะทําการบม

เชื้อ H. pylori กับเซลล HEp-2 เปนเวลานาน 3 ชั่วโมง เพื่อใหเชื้อเกาะติด และบุกรุกเขาสูเซลล 

จากนั้นจะทาํการลางเซลลดวยบัฟเฟอร HBSS และทําใหเซลลแตก และนําเชื้อ H. pylori ที่อยู

ภายในเซลลมาทาํการนับปริมาณ ดังนัน้ในการทดสอบสภาวะที่เหมาะสมจึงตองทาํการทดสอบ

หา ปริมาณเชื้อ H. pylori ตั้งตนที่เหมาะสมเนื่องจากเชือ้ H. pylori มีความสามารถในการบุกรุก 
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ตารางที่ 4.1 คาความเขมขนทีน่อยที่สุดของสมุนไพรตางๆที่สามารถยบัยั้งการเจริญ (MIC) ของ

เชื้อH. pylori 
 

ชนิดของสารสกัด 

คาความเขมขนทีน่อยที่สุดของสมุนไพรตางๆที่

สามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori *,# 

(μg/ml) 

DMSO 5% (v/v) เชื้อ H. pylori ทุกสายพันธุสามารถเจริญได 

สารสกัดเมทานอลจากกระเทียม > 5000 

สารสกัดเมทานอลจากกลวย 25000 

สารสกัดเมทานอลจากกระชายดํา 64 

สารสกัดเมทานอลจากขมิ้นชัน 32 

สารสกัดเมทานอลจากตระไคร > 512 

สารสกัดเมทานอลจากใบบัวบก > 512 

สารสกัดเมทานอลจากฟาทะลายโจร > 512 

สารสกัดเมทานอลจากวานหางจระเข > 512 

สารสกัดเมทานอลจากลําตนโหระพา > 512 

*ทําการทดลองซ้ํา 2 คร้ัง 
#เชื้อ H. pylori จํานวน 13 สายพนัธุ ประกอบดวย เชื้อ H. pylori สายพันธุมาตรฐาน 2 สาย

พันธุ คือ ATCC 43504 และ ATCC 43526, สายพนัธุที่ไดจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย 2 สาย

พันธุ คือ DMST20165 และ DMST20885 และสายพันธุที่แยกไดจากคนไข 9 สายพนัธุ คือ C7, 

C53, 742, 818, 820, 849, 867, 912 และ 949 
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เซลลที่ต่ํา(108) ประมาณ 0.1% นอกจากนั้นในการศึกษาครั้งนีย้ังไดทดสอบหาสารที่เหมาะสมใน

การทาํใหเซลล HEp-2 แตก โดยสารจะตองมีคุณสมบัติ คือ ไมมีผลตอการเจริญของเชื้อ H. pylori 

ซึ่งจะนําสภาวะทั้งสองที่ได ไปทําการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรไทยที่คัดเลือกไดจากขอที ่

1 คือ กระเทียม, กระชายดาํ, กลวย และขมิ้นชนั ตอความสามารถในการเกาะติด และบุกรุกเซลล

HEp-2 ของเชือ้ H. pylori ตอไป 

 
2.1. การทดสอบหาปริมาณเชือ้ที่เหมาะสมในการทดสอบความสามารถในการ

เกาะติด และบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชือ้ H. pylori 
ในการทดสอบหาปริมาณเชื้อต้ังตนทีเ่หมาะสมตอความสามารถในการเกาะติด และบุกรุก

เซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori โดยวิธี Gentamicin internalization assay(58) นั้นจะใชเชื้อ 

H. pylori DMST 20165 โดยใชเชื้อ 3 ความเขมขน คือ 5, 8 และ 10 McFarland standard 

ผลดังตารางที ่ 4.2 พบวา ที่ความขุน 5 McFarland standard มีปริมาณเชื้อต้ังตนประมาณ   

106 CFU/ml, ที่ความขุน 8 McFarland standard มีปริมาณเชื้อต้ังตนประมาณ   107 CFU/ml 

และที่ความขุน 10 McFarland standard มีปริมาณเชือ้ต้ังตนประมาณ   108 CFU/ml เมื่อดู

ผลการทดสอบความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 พบวาปริมาณเชื้อต้ังตนทีค่วามขุน 5 

และ 8 McFarland standard ไมพบการเจริญของเชื้อ H. pylori  ขณะที่ความขุน 10 

McFarland standard สามารถเหน็ผลการทดสอบคือ จากจาํนวนเชือ้ H. pylori ตั้งตน 108 

CFU/ml เชื้อสามารถบกุรุกเขาไปในเซลลได 5×104 CFU/ml เมื่อนําคาที่ไดมาทําการคํานวณ 

% internalization พบวามีคาเทากับ 0.05% ดังนัน้ปริมาณเชื้อต้ังตนทีเ่หมาะสมในการ

ทดสอบความสามารถในการเกาะติด และบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori ตองมีปริมาณ

เชื้อมากกวาหรือเทากับ 108 CFU/ml ข้ึนไป หรือประมาณความขุนที่ 10 McFarland ข้ึนไป  
 

2.2. การทดสอบหาสารที่เหมาะสมในการทําใหเซลล HEp-2 แตกในการทดสอบ
ความสามารถในการบกุรกุเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori 
ในการการทดสอบความสามารถในการบกุรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori โดยวิธ ี

Gentamicin internalization assay(58) จะมีการใชสารสําหรับทําใหเซลลแตกอยูหลายชนิด 

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

ทดสอบครั้งนีจ้ึงตองการทดสอบหาสารที่เหมาะสมที่สุดในการทําใหเซลล HEp-2 แตก 

โดยสารจะตองมีคุณสมบัตสํิาคัญ คือ ไมมีผลตอการเจริญของเชื้อ H. pylori การทดสอบนี้ได

ทดลองกับสารทั้ง 3 ชนิดทีค่วามเขมขนตางๆ คือ น้าํกลั่น, 0.01% poly-L-lysine, 0.01%, 

0.025%, 0.05% และ 0.1%triton x-100 ผลเปนดังตารางที่ 4.3 
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ตารางที่ 4.2 % internalization จากการทดลองการบกุรุกเซลลโดยใชปริมาณเชื้อต้ังตนที่ตางๆกัน 
 

ความขุนของเชื้อ 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 จากการทดสอบหาสารที่เหมาะสมในการทําใหเซลล  

HEp-2 แตก 
 

Internalization 

assay 

Conditions สารสําหรับทําใหเซลล 

HEp-2 แตก 

ปริมาณเชื้อ 

H. pylori ที่

นับได 

(CFU/ml) 

เชื้อ H. pylori  

+ สารสําหรับทําใหเซลล 

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 

กลุมควบคุม 

เชื้อ H. pylori + HBSS - 1X108

กลุมทดลอง เชื้อ H. pylori + HEp-2 + 

สารสําหรับทําใหเซลล 

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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พบวาในกลุมควบคุมซึ่งจะบมเชื้อ H. pylori กับสารตางๆเปนเวลานาน 3 ชั่วโมงเพื่อดูผลของสาร

ตอการเจริญของเชื้อพบวาน้าํกลั่นไมมีผลตอการเจริญของเชื้อ โดยพบปริมาณเชื้อทีบุ่กรุกเขาไปใน

เซลลประมาณ 5×104 CFU/ml มี % internalization เทากับ 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  สวนการบมเชื้อกับบัฟเฟอร HBSS ซึ่งเปนบัฟเฟอรที่ใชในการ

ทดลองความสามารถในการบุกรุก และยึดเกาะเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori ดวยวธิี 

Gentamicin internalization assay(58) โดยใชในขั้นตอนตางๆดังนี้ ข้ันตอนในการละลายเชื้อ H. 

pylori ใหไดความขุนที่ตองการกอนการทดลอง, ข้ันตอนการลางเซลล HEp-2 หลงัจากการบมเชื้อ 

H. pylori กับสารสกัดจากสมุนไพรกับ เซลล HEp-2, การลางเซลล HEp-2 หลังจากการบมเชื้อ H. 

pylori กับ gentamicin และขั้นตอนในการเจือจางเชื้อ H. pylori หลังจากทาํใหเซลล HEp-2 แตก 

เพื่อทาํการนับปริมาณเชื้อทีบุ่กรุก ผลพบวาบัฟเฟอร HBSS ไมมีผลตอการเจริญของเชื้อ H. pylori  

การทดลองบมเชื้อ H. pylori รวมกับสารตานจุลชีพ gentamycin ที่ความเขมขน 100 μg/ml ซึง่

เปนสารที่ใชในการกําจัดเชือ้ที่เกาะติดบนเซลล HEp-2 ปรากฏวาไมพบการเจริญของเชื้อ H. 

pylori ดังนั้นสารที่เหมาะสมในการทําใหเซลล HEp-2 แตกในการทดสอบความสามารถในการบกุ

รุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori คือ น้ํากลัน่ เนื่องจากเปนสารชนิดเดียวที่ไมมผีลตอการเจริญ

ของเชื้อ H. pylori สวน0.01% poly-L-lysine, 0.01%triton x-100, 0.025%triton x-100, 

0.05%triton x-100 และ 0.1%triton x-100 มีฤทธิ์ฆาเชือ้ H. pylori 
 
3. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเมทานอลของสมุนไพรชนิดตางๆตอความสามารถใน

การบกุรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori 
จากขั้นตอนที ่ 1 และ 2 ทําใหเราสามารถเลือกพืชสมุนไพร และสภาวะที่เหมาะสมในการ

ทดสอบ Gentamicin internalization assay(58) เพื่อทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเมทานอลของ

สมุนไพรตอความสามารถในการบกุรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori โดยการทดลองนี้ไดใช

สมุนไพร 4 ชนิด คือ กระเทียม, กระชายดํา, กลวย และขมิ้นชัน ในการทดสอบใชเชื้อ H. pylori 

สายพนัธุ ATCC 43504 และใชเวลาในการบม 3 ชั่วโมง ผลเปนดังตารางที่ 4.4 และ รูปที ่4.1 จาก

ปริมาณเชื้อต้ังตนประมาณ 108 CFU/ml ในกลุมที่มกีารบมเชื้อกับสมุนไพรเพื่อดูความสามารถใน

การยับยัง้การเจริญของเชื้อ ผลการนับปริมาณเชื้อเปนดังนี ้ ขมิ้นชันมีปริมาณเชื้อต้ังตน เทากบั 

1.09±0.12× 107, กระเทียม เทากับ 5.74±0.35× 104, กลวย เทากับ 1.51±0.70× 106 และ 

กระชายดาํ เทากบั 6.93±0.58× 106  การทดสอบความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ 

H. pylori พบวาในกลุมควบคุม ซึ่งบมเชื้อ H. pylori กับ เซลล HEp-2 คา % internalization 

เทากับ 2.37±0.17%  ขณะที่ กลุมทดลองคือบมเชื้อ H. pylori กับเซลล HEp-2 และ สมุนไพรชนิด
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 ตารางที ่4.4 % internalization จากการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเมทานอลของสมุนไพรชนิดตางๆตอความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori ที่

เวลาบม 3 ชั่วโมง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 *ทาํการทดลองซ้ํา 2 ครั้ง 

 

กลุมควบคุม กลุมทดลอง ชนิดของ

สมุนไพร 

ความเขมขน

ของสมุนไพร 

ปริมาณเชื้อ H. 

pylori  

ตั้งตน* 

(CFU/ml) 

 

(เชื้อ+ สมุนไพร) 

ปริมาณเชื้อทีน่ับได* 

(CFU/ml) 

(เชื้อ + เซลล) 

% internalization* 

(เชื้อ + เซลล + 

สมุนไพร) 

% internalization* 

คา 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 

กลวย 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 กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง % internalization กับสมุนไพร 4 ชนิด คือ กระเทยีม, 

กระชายดาํ, กลวย และขมิน้ชัน ที่เวลาบม 3 ชั่วโมง 
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ตางๆที่ความเขมขนเทากับความเขมขนทีน่อยที่สุดที่ใชในการยับยั้งการเจริญของเชือ้ (MIC) 

พบวา% internalization ของสมุนไพรทัง้ 4 ชนิดเปนดังนี้ % internalization ของกระชายดํามีคา

เทากับ 1.59±0.17%, ขมิ้นชันมีคาเทากับ 1.08±0.40%,  กระเทียมมคีาเทากับ 0.59±0.27% และ 

กลวยมีคาเทากับ 0.50±0.46% ซึง่พบวาความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 เมื่อมีสารสกดั

สมุนไพรทัง้ 4 ชนิดลดลงเมื่อเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัดสมุนไพร จากการ

เปรียบเทยีบทางสถิต ิ พบวาคา  % internalization ของสมุนไพรทั้ง 4 ชนิด และกลุมควบคุม มี

ความแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญทางสถติิ (P < 0.05) ยกเวนกระชายดํา ดังนั้นสารสกัดสมุนไพร

ของกระเทยีม, กลวย และขมิ้นชนั ที่ความเขมขนที ่ MIC มีฤทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. 

pylori และมลีดความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori ได อยางไรก็ตาม

เนื่องจาก กระเทียม และ กลวย มีคา MIC สูง จึงตองใชความเขมขนในการทดสอบปริมาณ

มากกวา กระชายดาํ และขมิ้นชนั มาก ซึ่งไมเหมาะกับการนําไปประยุกตใชในการรักษาหรือ

ปองกนัการตดิเชื้อ H. pylori  เนื่องจากสารสกัดในปรมิาณมาก อาจมีความเปนพิษกับเซลลหรือมี

ฤทธิ์ขางเคียงอื่นได นอกจากนัน้ปริมาณตวัทาํละลายDMSO ในสารสกัดกระเทยีม และ กลวย จะ

มากตามไปดวย พบวาอยูในชวง 1-5% ซึ่งจะมีผลกระทบกับเซลล HEp-2 เนื่องจากหาก %DMSO 

> 1%(110) จะทาํใหเกิดความเปนพิษตอเซลล อยางไรก็ตามจะทําการทดสอบผลของเวลาในการ

บมสารสกัดสมุนไพรทัง้ 4 ชนิด ตอความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 เพื่อเปนขอมูลเพิม่เติม

ในการคัดเลือกสมุนไพรที่เหมาะสมในการศึกษาความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ 

H. pylori  ตอไป 
 
4. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเมทานอลของสมุนไพรที่เวลาตางๆตอความสามารถใน

การบกุรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori 
เพื่อศึกษาผลของเวลาในการบมของสารสกัดเมทานอลของสมุนไพร 4 ชนิด คือ กระเทียม, 

กระชายดาํ, กลวย และขมิน้ชัน ตอความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 และตอ รูปรางลักษณะ

ของเซลล HEp-2 ที่เวลาตางๆกัน จงึไดทาํการทดสอบความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของ

เชื้อ H. pylori ATCC 43504 ที่เวลา 3, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง ผลที่ไดเปนดังรูปที ่4.1-4.5 พบวาที่

เวลา 3 ชั่วโมง(รูปที่ 4.1) มีคา % internalization เปนดังนี้ กลุมควบคุมที่ไมมีสมุนไพร เทากบั 

2.37±0.17%, ขมิน้ชัน เทากับ 1.08±0.40%, กระเทยีม เทากับ 0.59±0.27%, กลวย เทากบั 

0.50±0.46% และ กระชายดํา เทากับ 1.59±0.17% พบวาสมนุไพรทุกชนิดสามารถลดการบุกรุก

เซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori ที่เวลา 6 ชั่วโมง(รูปที ่4.2)มีคา % internalization เปนดังนี้ กลุม

ควบคุมที่ไมมสีมุนไพร เทากบั 2.37±0.17%,  
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รูปที่ 4.2 กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง % internalization กับสมุนไพร 4 ชนิด คือ กระเทยีม, 

กระชายดาํ, กลวย และขมิน้ชัน ที่เวลาบม 6 ชั่วโมง 
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ขมิ้นชัน เทากบั 4.12±4.67%, กระเทยีม เทากับ 0.80±0.81%, กลวย เทากับ 0.30±0.15% และ 

กระชายดาํ เทากบั 1.45±0.87% พบวากระเทียม, กลวย และกระชายดาํสามารถลดการบุกรุก

เซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori แตขมิ้นชนักลับเพิ่มการบุกรุกเซลล HEp-2 ที่เวลา 12 ชั่วโมง(รูปที่ 

4.3) มีคา % internalization เปนดังนี้ กลุมควบคุมที่ไมมีสมุนไพร เทากบั 6.10±0.35%, ขมิ้นชัน 

เทากับ 7.23±0.66%, กระเทียม เทากับ 3.86±0.36%, กลวย เทากบั 0.34±0.13% และ กระชาย

ดํา เทากับ 3.60±0.69% พบวากระเทยีม, กลวย และกระชายดําสามารถลดการบุกรุกเซลล HEp-2 

ของเชื้อ H. pylori แตขมิ้นชันกลับเพิ่มการบุกรุกเซลล HEp-2 และที่เวลา 24 ชั่วโมง(รูปที่ 4.4) มีคา 

% internalization เปนดงันี้ กลุมควบคมุที่ไมมีสมนุไพร เทากับ 59.04±3.04%, ขมิ้นชนั เทากับ 

54.74±16.17%, กระเทยีม เทากับ 32.24±0%, กลวย เทากับ 0.11±0.15% และ กระชายดาํ 

เทากับ 2.88±4.08% พบวากระเทยีม, กลวย และกระชายดาํสามารถลดการบุกรุกเซลล HEp-2 

ของเชื้อ H. pylori แตขมิ้นชนัมีคาการบุกรุกเซลล HEp-2 ที่ใกลเคียงกบักลุมควบคุมที่ไมมีสมนุไพร 

เมื่อทําการเปรยีบเทยีบผลของเวลาตั้งแต 3-24 ชั่วโมง ตอ % internalization โดยภาพรวม (รูปที ่

4.5) พบวาที่เวลาบมนานมากขึ้นแนวโนมของ % internalization กม็ากขึ้นตามไปดวย ทัง้กลุม

ควบคุมที่ไมมสีารสกัดสมุนไพรและกลุมทดลองที่มีสารสกัดสมุนไพร ยกเวนกลวยทีพ่บวาที่เวลา

มากขึ้น % internalization มีแนวโนมลดลง ดังนัน้สมนุไพรที่ผูวิจยัสนใจในการศึกษาถึงฤทธิ์ในการ

ลดการเกาะตดิและบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori คือ กระชายดํา เนื่องจาก มีฤทธิ์ในการ

ยับยั้งการเจรญิของเชื้อไดดี (MIC = 32 μg/ml) เมื่อเปรียบเทยีบกบักระเทยีม และกลวย จึงใช

ความเขนขนของสมุนไพรต่ํา ยิ่งไปกวานั้นยังมฤีทธิ์ในการลดการบุกรุกเซลล HEp-2 ไดดี โดยไมมี

ผลกระทบตอเซลลในเวลา 3-24 ชั่วโมง ขณะที่ขมิ้นชนัชันถงึแมวาจะมีฤทธิ์ในการยบัยั้งการเจริญ

ของเชื้อ H. pylori ไดดีกวา แตมีฤทธิ์ในการกระตุนการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori  ถา

บมเปนเวลา > 3 ชั่วโมง สวน กระเทียม และกลวย ถึงแมวาจะมฤีทธิ์ในการลดการบุกรุกเซลล 

HEp-2 แตไมมีฤทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของเชื้อทําใหตองใชความเขมขนในการลดการบุกรุก

เซลลในปริมาณสูง จงึไดเลือกทําการศึกษาเฉพาะฤทธิ์ของกระชายดําตอการเกาะติดและบุกรุก

เซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori โดยทําการเปรียบเทียบฤทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. 

pylori และฤทธิ์ในการลดการเกาะติดเซลล HEp-2 ของกระชายดําที่สกัดดวยตวัทําละลายชนดิ

ตางๆ ทําการเลือกสารสกัดกระชายดาํในตัวทําละลายที่ใหผลดีที่สุดไปศึกษาตอไป 
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รูปที่ 4.3 กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง % internalization กับสมุนไพร 4 ชนิด คือ กระเทยีม, 

กระชายดาํ, กลวย และขมิน้ชัน ที่เวลาบม 12 ชั่วโมง 
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รูปที่ 4.4 กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง % internalization กับสมุนไพร 4 ชนิด คือ กระเทยีม, 

กระชายดาํ, กลวย และขมิน้ชัน ที่เวลาบม 24 ชั่วโมง 
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รูปที่ 4.5 กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง % internalization กับสมุนไพร 4 ชนิด คือ กระเทยีม, กระชายดํา, กลวย และขมิน้ชัน ทีเ่วลาบม 3-24 ชั่วโมง 
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5. การเตรยีมสารสกัดจากกระชายดํา 

ทําการสกัดสารจากพืชสมุนไพรกระชายดํา โดยสกัดน้ํามนัหอมระเหย และ สกัดสารดวยตัว

ละลาย 3 ชนดิคือ เฮกเซน, เอทิลอะซิเตด และเมทานอล จากกระชายดํา 1 กิโลกรัม ผลของ

ปริมาณสารสกัดที่ไดมีดังนี ้1) น้ํามนัหอมระเหยจากกระชายดาํ สามารถสกัดได 1.29 กรัมเมื่อคิด

เปน %yield ไดเทากับ 0.129%, 2) สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดํา สามารถสกัดได 0.46 กรัมเมือ่

คิดเปน %yield ไดเทากับ 0.046%, 3) สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําสามารถสกัดได 7.21 

กรัมเมื่อคิดเปน %yield ไดเทากบั 0.721% และ 4) สารสกัดเมทานอลจากกระชายดํา สามารถ

สกัดได 12.77 กรัมเมื่อคิดเปน %yield ไดเทากบั 1.277% จะเหน็วาสารสกัดเมทานอลจาก

กระชายดาํจะไดปริมาณมากที่สุด และสารสกัดที่ไดนอยที่สุด คือ สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดาํ 

จากนั้นนําสารสกัดกระชายดําทัง้ 4 ชนิด ไปทําการทดสอบหาความเขมขนทีน่อยที่สุดที่สามารถ

ยับยั้งการเจรญิของเชื้อ H. pylori ตอไป 
 
6. การทดสอบหาความเขมขนที่นอยที่สดุของสารสกดัจากกระชายดําชนิดตางๆที่

สามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori 
เพื่อเปรียบเทยีบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจรญิของเชื้อ H. pylori ของน้าํมันหอมระเหยจาก

กระชายดาํ, สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดํา, สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํ และ สารสกัด

เมทานอลจากกระชายดาํ จงึทําการทดสอบหาคาความเขมขนทีน่อยทีสุ่ดที่สามารถยับยั้งการเจรญิ

ของเชื้อ (Minimum inhibitory concentration, MIC) ของสารสกัดจากกระชายดาํชนดิตางๆและ 

DMSO ที่ความเขมขนรอยละ 0.4 (v/v) ซึ่งใชเปนตัวทําละลายสารสกัดทั้ง 4 ชนิด และทําการ

ทดสอบกับเชือ้ H. pylori จํานวน 13 สายพันธุ ประกอบดวย เชื้อ H. pylori สายพนัธุมาตรฐาน 2 

สายพนัธุคือ ATCC 43504 และ ATCC 43526, สายพนัธุที่ไดจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย 2 

สายพนัธุคือ DMST20165 และ DMST20885 และสายพันธุที่แยกไดจากคนไข 9 สายพนัธุคือ C7, 

C53, 742, 818, 820, 849, 867, 912 และ 949 ผลเปนดังตารางที่ 4.5 พบวา สารสกัดเอทิลอะซิ

เตดจากกระชายดํามฤีทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori ไดดีที่สุด มีคา MIC เทากับ 32 

μg/ml, รองลงมา คือ สารสกดัเฮกเซนจากกระชายดาํ และสารสกัดเมทานอลจากกระชายดาํ มีคา 

MIC เทากับ 64 μg/ml ขณะที่น้าํมนัหอมระเหยจากกระชายดํา ไมมีฤทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของ

เชื้อ MIC เทากับ 1,024 μg/ml สวนDMSO ที่ความเขมขนรอยละ 0.4 (v/v)  ไมมีผลตอการเจริญ

ของเชื้อ ดังนั้นสารสกัดกระชายดําที่เหมาะสมคือ สารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา อยางไรก็

ตามจะทําการเปรียบเทยีบความสามารถในการเกาะติด และบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori 

ของสารสกัดกระชายดําแตละชนิดตอไป โดยจะใชความเขมขนของสารสกัดกระชายดําแตละชนิด

เทากับความเขมขนทีน่อยทีสุ่ดที่สามารถยับยั้งการเจรญิของเชื้อ H. pylori (MIC) 
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7. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดกระชายดําชนิดตางๆตอความสามารถในการเกาะติด

เซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori 
 เพื่อเปรียบเทยีบฤทธิ์ของสารสกัดกระชายดํา 4 ชนิดคือน้ํามนัหอมระเหยจากกระชายดาํ, 

สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดํา, สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา และสารสกัดเมทานอลจาก

กระชายดาํตอความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori โดยใชเชื้อ H. pylori สาย

พันธุ ATCC 43504 เวลาในการบม 3 ชั่วโมง และความเขมขนของสารสกัดแตละชนิดที่ความ

เขมขนเทากับ MIC ดังนี ้สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํ เทากบั 32 μg/ml, สารสกัดเฮกเซน

จากกระชายดาํ สารสกัดเมทานอลจากกระชายดาํ เทากับ 64 μg/ml และ น้าํมนัหอมระเหยจาก

กระชายดาํ เทากบั 1,024 μg/ml นอกจากนีย้ังไดทาํการทดลองเพิ่มอีก 1 สารคือ DMSO ที่ความ

เขมขน 0.4% (v/v) เนื่องจาก DMSO เปนตัวทําละลายที่ใชในการเตรียมสารสกัดจากกระชายดาํ 

ผลเปนดังตารางที่ 4.6 จากปริมาณเชื้อต้ังตนประมาณ 2.40±0.00× 108 CFU/ml ในกลุมที่มกีาร

บมเชื้อกับสมนุไพรเพื่อดูความสามารถในการยับยัง้การเจริญของเชื้อ ผลการนับปริมาณเชื้อเปน

ดังนี้ น้ํามนัหอมระเหยจากกระชายดําไมพบการเจริญของเชื้อ สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดํามี

ปริมาณเชื้อ เทากบั 1.35±1.63× 105 CFU/ml, สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา เทากบั 

2.19±0.68× 107 CFU/ml, สารสกัดเมทานอลจากกระชายดํา เทากบั 1.11±0.40× 107 CFU/ml 

และ DMSO เทากบั 3.23±1.00× 107 CFU/ml การทดสอบความสามารถในการบกุรุกเซลลHEp-2 

ของเชื้อ H. pylori พบวา % internalization ของกลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัดจากกระชายดาํ เทากบั 

5.50±1.74× 10-2 และคา % internalization ของ DMSO เทากับ 6.52±0.30× 10-2 จากคาที่ไดจะ

เห็นวา DMSO ไมมีผลในการลดความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori และ

จากการสังเกตภายใตกลองจุลทรรศนพบวา 0.4% DMSO ไมมีผลกระทบตอรูปราง และคุณสมบัติ

ของเซลล HEp-2 สวนสารสกัดสมุนไพรทั้ง 4 ชนิดพบวา สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา ให

คา % internalization เทากบั 3.19±0.80× 10-2, รองลงมา คือ  สารสกัดเมทานอล จากกระชายดาํ 

มีคา % internalization เทากับ 3.83±0.44 × 10-2 และ สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดํา มีคา % 

internalization เทากับ 4.53±0.81× 10-2 สวนน้ํามันหอมระเหยจากกระชายดําไมสามารถหาคา % 

internalization ไดเนื่องจากเมื่อทําการบมเชื้อ H. pylori กับเซลล HEp-2 
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ตารางที่ 4.5 คาความเขมขนทีน่อยที่สุดของสารสกัดจากกระชายดําชนิดตางๆที่สามารถยับยั้งการ

เจริญของเชื้อ H. pylori  
 

ชนิดของสารสกัด 

คาความเขมขนทีน่อยที่สุดของสมุนไพรตางๆที่

สามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori *

(μg/ml) 

DMSO 0.4% (v/v) เชื้อ H. pylori ทุกสายพันธุสามารถเจริญได 

น้ํามนัหอมระเหยจากกระชายดํา 1,024 

สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดํา 64 

สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา 32 

สารสกัดเมทานอลจากกระชายดํา 64 

 
 

*ทําการทดลองซ้ํา 2 คร้ัง 
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ตารางที่ 4.6 ฤทธิ์ของสารสกดักระชายดําดวยตัวทําละลายชนิดตางๆตอเปอรเซ็นต การบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชือ้ H. pylori 

  

 *ทาํการทดลองซ้ํา 2 ครั้ง 

**น้ํามนัหอมระเหยจากกระชายดํามีผลกระทบตอเซลล HEp-2 โดยทาํใหเซลลเปลี่ยนรูปราง และไมสามารถกบัจานเพาะเลีย้งได

กลุมควบคุม กลุมทดลอง ชนิดของสมนุไพร ความเขมขน

ของสมุนไพร 

ปริมาณเชื้อ H. pylori  

ตั้งตน* 

(CFU/ml) 

(เชื้อ+ สมุนไพร) 

ปริมาณเชื้อทีน่ับ

ได* (CFU/ml) 

(เชื้อ + เซลล) 

% internalization* 

(เชื้อ + เซลล + สมุนไพร) 

% internalization* 

คา P-value 

 

น้ํามนัหอมระเหยจาก

กระชายดาํ 

1,024 μg/ml No growth อานผลไมได** 

 

- 

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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และน้ํามนัหอมระเหยจากกระชายดํารวมกันนาน 3 ชั่วโมง เซลล HEp-2 จะมีสภาพผิดปกติดังรูปที่ 

4.6 และ 4.7 คือสภาพเซลล HEp-2 จากที่มีลักษณะที่เปนเซลลที่แผ และเกาะอยูบนจานเพาะเซลล 

เมื่อผานไป 3 ชั่วโมง สภาพเซลล HEp-2 จะมกีารหดตัวลงมีลักษณะกลมมากขึ้น และเมื่อทําการ

ลางเซลล พบวาเซลล HEp-2 จะขาดคุณสมบัติการเกาะ คือ เซลลจะรอนหลุดออกจากจาน

เพาะเลี้ยง เปนเหตุใหไมสามารถทดสอบความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 เชื้อ H. pylori 

ตอไปได นอกจากนี้ยังพบวาในเวลา 3 ชั่วโมงเชื้อ H. pylori ไมสามารถเจริญไดเมื่อบมกับน้าํมัน

หอมระเหยจากกระชายดํา เมื่อนําคา % internalization ของสารสกดัจากกระชายดําทั้ง 3 ชนิด คือ 

สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา, สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดํา และสารสกัดเมทานอลจาก

กระชายดาํมาเปรียบเทยีบกนัหาความสัมพันธทางสถิตดิวย one-way anova พบวาคา % 

internalization ของสมนุไพรทั้ง 3 ชนิด มคีา P > 0.05 หมายความวา คา % internalization ของ

สมุนไพรทัง้ 3 ชนิดเปรียบเทียบกนัมีคาไมแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ ดังนัน้ในการ

ตัดสินใจในการเลือกชนิดของสารสกัดจากกระชายดาํจึงขึ้นกับความเขมขนที่ใชในการทดลอง พบวา

สารสกัดจากกระชายดําที่ใชความเขมขนทีน่อยที่สุด คือ สารสกัดเอทลิอะซิเตดจากกระชายดาํ ที่

ความเขมขน 32 μg/ml มาใชในการทดสอบฤทธิ์ตอความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ 

H. pylori ทีเ่วลา และ ความเขมขนตางๆกนั และ ทดสอบฤทธิข์องสารสกัดเอทิลอะซิเตดจาก

กระชายดาํ ตอความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพันธตางๆตอไป 

 
8. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทลิอะซิเตดจากกระชายดําตอความสามารถในการ

เกาะติด และบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชือ้ H. pylori 
จากสารสกัดกระชายดํา 4 ชนิด คือ น้ํามนัหอมระเหยจากกระชายดํา, สารสกัดเฮกเซนจาก

กระชายดาํ, สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํ และสารสกัดเมทานอลจากกระชายดํา ไดทํา

การเลือกสารสกัดที่มีฤทธิ์ตอเชื้อ H. pylori ที่ดีที่สุด คือ สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา 

เนื่องจากเปนสารสกัดที่มฤีทธิ์ในการยับยัง้การเจริญเตบิโตไดดีที่สุดเมื่อเทียบกับสารสกัดกระชาย

ดําชนิดอื่นๆ และมีฤทธิ์ลดการบุกรุกเซลลไดดี มาทาํการศึกษาเพิม่เตมิตอไป 
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รูปที่ 4.6 ลักษณะเซลล HEp-2 กอนทดสอบฤทธิ์ของน้าํมันหอมระเหยจากกระชายดาํตอ

ความสามารถในการเกาะตดิเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori  

 

 
 

 

 

รูปที่ 4.7 ลักษณะเซลล HEp-2 หลังจากการเติมน้ํามนัหอมระเหยจากกระชายดําที่ความเขมขน 

1,024 μg/ml เปนเวลานาน 3 ชั่วโมง  
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8.1. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทลิอะซิเตดจากกระชายดําตอความสามารถใน
การบกุรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori ที่เวลาตางๆกัน 
เพื่อที่จะดูผลของเวลาในการบมสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา ตอความสามารถ

ในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori โดยทําการทดสอบกับเชือ้ H. pylori สายพนัธุ 

ATCC 43504 ใชเวลาในการบมที่ 3, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง ตามลําดับ และความเขมขนของ

สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา เทากับ 32 μg/ml ผลดังตารางที ่4.7 จากปริมาณเชื้อต้ัง

ตนประมาณ 1.41±0.07× 108 CFU/ml ในกลุมที่มีการบมเชื้อกับสมุนไพรเพื่อดูความสามารถ

ในการยับยั้งการเจริญของเชือ้ ผลการนับปริมาณเชื้อเปนดังนี้ ทีเ่วลา 3 ชั่วโมงมีปริมาณเชื้อ 

เทากับ 2.62±0.16× 107 CFU/ml, ที่เวลา 6 ชั่วโมง เทากับ 1.40±0.10× 107CFU/ml, ที่เวลา 

12 ชั่วโมง เทากับ 2.96±0.33× 106 CFU/ml และ ทีเ่วลา 24 ชั่วโมง เทากับ 5.20±0.14× 104 

CFU/ml จะเห็นไดวาปริมาณเชื้อคอยๆลดลงที่เวลาบมนานขึ้น และจะลดลงอยางมากที่เวลา

บมนาน 12 ชั่วโมง และ 24 ชั่วโมง การทดสอบความสามารถในการบกุรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ 

H. pylori พบวาในกลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา มีคา % 

internalization ที่เวลา 3, 6, 12 และ 24 เทากับ 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 จะเหน็วาคา % internalization จะเพิ่ม

มากขึ้นเมื่อเวลาผานไปนานมากขึ้นแสดงวาที่เวลานานขึ้นจาํนวนเชือ้ H. pylori ที่บุกรุกเซลล 

HEp-2 ก็จะมากขึ้นดวย ในสวนของคา % internalization ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจาก

กระชายดาํที่เวลา 3, 6, 12 และ 24 เทากบั 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 จากการเปรียบเทียบทางสถติิดวย one-way anova 

พบวาคา % internalization ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําที่เวลาตางๆของกลุม

ควบคุมกับกลุมทดลองคาแตกตางกนัอยาง มนีัยสําคญัทางสถิติ (P < 0.05) โดยพบวาที่เวลา 

3 ชั่วโมง % internalization ลดลง 3.7 เทา, ที่เวลา 6 ชั่วโมง % internalization ลดลง 5.2 เทา, 

ที่เวลา 12 ชั่วโมง % internalization ลดลง 8.2 เทาและ ทีเ่วลา 24 ชั่วโมง % internalization 

ลดลง 12.5 เทา แสดงวาเวลาบมสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําทีน่านขึ้นนอกจากมี

ฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อไดมากขึ้น ยังมีฤทธิล์ดการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. 

pylori ไดมากขึ้นดวย โดยทีไ่มมีผลกระทบตอเซลลHEp-2 เนื่องจากการสองดูกลองจุลทรรศน

พบวาลักษณะของเซลล HEp-2 ไมมีการเปลี่ยนแปลงรูปราง ลักษณะของเซลลแผ และเกาะอยู

บนจานเพาะเซลล เชนเดยีวกับเซลล HEp-2 ที่ไมไดบมกับสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชาย

ดํา 
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ตารางที่ 4.7 % internalization จากการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดของกระชายดําตอ

ความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori ที่เวลาบม 3, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง 

 

กลุมควบคุม กลุมทดลอง เวลาที่บม 

(ชั่วโมง) 

ปริมาณเชื้อ H. 

pylori  

ตั้งตน* 

(CFU/ml) 

 

(เชื้อ+ สมุนไพร) 

ปริมาณเชื้อทีน่ับ

ได* (CFU/ml) 

(เชื้อ + เซลล) 

% 

internalization* 

(เชื้อ + เซลล + 

สมุนไพร) 

% 

internalization* 

คา 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. การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทลิอะซิเตดจากกระชายดําที่ความเขมขน
ตางๆกันตอความสามารถในการบกุรกุเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori 
เพื่อดูผลของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํความเขมขนตางๆตอความสามารถใน

การบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori โดยในการทดสอบจะใชเชื้อ H. pylori สายพนัธุ 

ATCC 43504 บมกับสารสกดัเอทิลอะซิเตดที่ความเขมขนในชวง ±2 MIC ดังนี้ ความเขมขนที ่

8, 16, 32, 64 และ128 μg/ml ผลดังตารางที่ 4.8 จากปริมาณเชื้อต้ังตนประมาณ 1.65±0.19× 

108 CFU/ml ในกลุมที่มกีารบมเชื้อกับสมุนไพรเพื่อดูความสามารถในการยับยัง้การเจริญของ

เชื้อ ผลการนบัปริมาณเชื้อเปนดังนี้ ที่ความเขมขน 8 μg/ml มีปริมาณเชื้อ เทากับ 2.69±0.03× 

107 CFU/ml, ที่ความเขมขน 16 μg/ml เทากับ 2.14±0.74× 107CFU/ml, ที่ความเขมขน 32 

μg/ml เทากับ 2.14±0.37× 107 CFU/ml, ที่ความเขมขน 64 μg/ml เทากบั 1.46±0.37× 107 

CFU/ml และ ที่ความเขมขน 128 μg/ml เทากับ 1.36±0.01× 106 CFU/ml จะเห็นไดวาสาร

สกัดเอทิลอะซเิตดจากกระชายดําความเขมขนระหวาง 8-128 μg/ml (±2 MIC) มีผลในการ

ยับยั้งการเจรญิของเชื้อ H. pylori  โดยที่ความเขมขน 128 μg/ml จะมีผลยับยัง้การเจริญของ

เชื้อมากที่สุด การทดสอบความสามารถในการบกุรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori พบวาคา 

% internalization ของกลุมควบคุมที่ไมมีสมุนไพรเทากับ 1.01±0.10× 10-2 สําหรับคา % 

internalization ของสารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําที่ความเขมขน 8, 16, 32, 64 และ

128 μg/ml เทากบั 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 จากการเปรียบเทยีบทางสถิติดวย one-way anova พบวา 

คา % internalization ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําทีค่วามเขมขนตางๆกนัมีคา

แตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) โดยที่ความเขมขนสูงขึ้นความสามารถใน

การบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori จะลดลงเมื่อ เมื่อเทยีบกับกลุมควบคมุที่ไมมีสาร

สกัดสมุนไพร  % internalizationที่ความเขมขน 8 μg/ml ลดลง 1.7 เทา, ที่ความเขมขน 16 

μg/ml % internalization ลดลง 2.3 เทา, ที่ความเขมขน 32 μg/ml % internalization ลดลง 

3.1 เทา, และที่ความเขมขน 64 μg/ml % internalization ลดลง 8.6 เทา และที่ความเขมขน 

128 μg/ml % internalization ลดลง 11.1 เทา ดังนั้นความเขมขนของสารสกัดเอทิลอะซิเตด

จากกระชายดาํที่มากข้ึนนอกจากมีฤทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของเชื้อไดมากขึ้น ยังมฤีทธิ์

ยับยั้งการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori ไดมากข้ึนดวยโดยที่ไมมีผลตอเซลลHEp-2  

เนื่องจากการสองดูกลองจุลทรรศนพบวาลักษณะของเซลล HEp-2 ไมมีการเปลี่ยนแปลง

รูปราง ลักษณะของเซลลแผ และเกาะอยูบนจานเพาะเซลล เชนเดียวกับเซลล HEp-2 ที่ไมได

บมกับสารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา 
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ตารางที่ 4.8 % internalization ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําที่ความเขมขนตางๆตอ

การบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori ที่เวลาบม 3 ชัว่โมง 

 

*ทําการทดลองซ้ํา 2 คร้ัง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

กลุมควบคุม กลุมทดลอง ความ

เขมขน 

ปริมาณเชื้อ 

H. pylori  

คา P-

value 

(เชื้อ+ สมุนไพร) 

ปริมาณเชื้อทีน่ับ

ได* (CFU/ml) 

(เชื้อ + เซลล + 

สมุนไพร) 

(เชื้อ + เซลล) 
ตั้งตน* (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 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทลิอะซิเตดจากกระชายดําตอความสามารถใน
การบกุรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพันธุตางๆ 

เนื่องจากH.pylori สายพนัธุที่มียนี cagA จะมีความรุนแรงในการกอโรค ขณะที่สายพันธุที่

ไมมียีน cagA จะไมกอใหเกดิพยาธิสภาพของโรค ดังนัน้ผูวิจยัจึงสนใจที่จะศึกษาฤทธิ์ของสาร

สกัดเอทิลอะซเิตดจากกระชายดําตอความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชือ้ H. pylori 

สายพนัธุที่มยีนีcagA เปรียบเทียบกับสายพนัธุที่ไมมียนี cagA วามีความแตกตางกนัหรือไม

อยางไร โดยจะทําการจาํแนกสายพันธุของเชื้อ H. pylori วามียนี cagA หรือไมดวยปฏิกิริยา

ลูกโซโพลเีมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) จากนัน้จึงจะทาํการทดสอบฤทธิ์ของ

สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอความสามารถในการบกุรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. 

pylori สายพันธุที่มีและไมมยีีน cagA ตอไป 
 
8.3.1 การตรวจหายีน cagA ของเชื้อ H. pylori ดวยปฏิกิรยิาลกูโซโพลเีมอ

เรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
เพื่อจําแนกเชือ้ H. pylori วาเปนสายพนัธุที่มยีีน cagA หรือไม จึงไดทํา

การสกัดดีเอ็นเอจากเชื้อ H. pylori ทั้งหมด 26 สายพันธุ เปนสายพนัธุมาตรฐาน 

4 สายพนัธุคือ ATCC 43504, ATCC 43526, ATCC 51932 และ ATCC 51110 

สายพนัธุที่ไดจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย 2 สายพันธุซึ่งเปนสายพนัธุที่แยก

จากคนไข คือ DMST20165 และ DMST20885 และสายพันธุที่แยกจากคนไข 

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 ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส แลวทาํการแยกขนาดดวยกระแสไฟฟาบน 

2% วุนอะกาโรส โดยผลผลติ PCR ของยนี cagA มีขนาดเทากับ 394 คูเบส ผลที่

ไดดังรูปที่ 4.8 และ4.9 พบวาเชื้อ H. pylori สายพนัธุมาตรฐานทัง้หมด 4 สาย

พันธุมีเพยีง 1 สายพนัธุที่ไมมียีน cagA คือ  ATCC 51932 (รูปที่ 4.8 แถวที่ 4) 

สายพนัธุที่แยกไดจากคนไข 20 สายพันธุมีเพียง 1 สายพนัธุที่ไมมียนี cagA คือ  

292 (รูปที่ 4.9 แถวที่ 8)  สวนสายพนัธุที่ไดจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย 2 สาย

พันธุ DMST20165 (รูปที่ 4.8 แถวที่ 6)  และ DMST20885 (รูปที่ 4.8 แถวที่ 7)  

ทั้งคูไมมียนี cagA สวนเชื้อ H. pylori สายพันธุมาตรฐานที่มยีีน cagA คือ ATCC 

43504 (รูปที ่ 4.5 แถวที่ 2), ATCC 43526 (รูปที่ 4.5 แถวที ่ 3) และ  ATCC 

51110 (รูปที่ 4.5 แถวที่ 5)  สายพนัธุที่แยกไดจากคนไขที่มียนี 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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300 bp
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100 bp

400 bp

1         2           3        4          5          6        7 8

300 bp

200 bp

100 bp

400 bp

1         2           3        4          5          6        7 8

 

รูปที่ 4.8 แสดงผลผลิต PCR ยนี cagA ของเชื้อ H. pylori บนวุนอะกาโรส 2 % แถวที ่1 แสดงดี

เอ็นเอมาตรฐาน 100 คูเบส, 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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400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

1     2    3     4     5     6    7     8    9    10   11  12   13  14    15  16   17   18   19   20   21   22   23

 

รูปที่ 4.9 ผลผลิต PCR ยีน cagA ของเชื้อ H. pylori สายพนัธุที่แยกไดจากคนไขทัง้หมด 20 

สายพนัธุบนวุนอะกาโรส 2 %; แถวที ่1 และ 23 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คูเบส, 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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พันธุมาตรฐานที่มยีีน cagA 2 สายพนัธุ คือ ATCC 43504 และ ATCC 43526 

และไมมียีน cagA 1 สายพนัธุ คือ ATCC 43526 และสายพนัธุที่แยกไดจากคนไข 

1 สายพนัธุ คือ 820 และไมมียีน cagA 1 สายพนัธุ คือ DMST 20165 ไปทดสอบ

ความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ตอไป รวมทัง้ทดสอบฤทธิข์องสารสกัด

เอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํตอความสามารถในการเกาะติดเซลลHEp-2 ของ

เชื้อ H. pylori สายพันธุทีม่ยีีนcagA เปรียบเทยีบกับสายพนัธุที่ไมมยีีน cagA วา

มีความแตกตางกนัหรือไมอยางไรดวย 
 
8.3.2 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทลิอะซิเตดจากกระชายดําตอ

ความสามารถในการบกุรกุเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพนัธุที่
มีและไมมยีนี cagA 
เพื่อเปรียบเทยีบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํตอ

ความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพนัธุที่มีและไมมี

ยีนcagA โดยจะบมสารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํากับและเชื้อ H. pylori  2 

กลุม คือ กลุมที่มียนี cagA (cagA+) คือสายพนัธุ ATCC 43504, ATCC 43526 

และ 820  และกลุมที่ไมมยีีน cagA (cagA-) คือ สายพนัธุ ATCC 51932 และ 

DMST 20165 กับ เซลล HEp-2 โดยในการทดสอบครั้งแรกจะใชเวลาบมที ่ 6 

ชั่วโมง และความเขมขนของสารสกัดเอทลิอะซิเตดจากกระชายดาํที ่ 64 μg/ml 

เนื่องจากผลยบัยั้งการเจริญของเชื้อที่เวลา 6 ชั่วโมงมีคาสูงกวาที ่ 3 ชั่วโมง 

ในขณะที่เวลา 12 และ 24 ชั่วโมง มีผลยับยั้งการเจรญิของเชื้อมากเกนิไปจนทํา

ใหปริมาณเชื้อต้ังตนนอยกวาปริมาณเชื้อต้ังตนทีเ่หมาะสมตอการบุกรุกเซลลมาก 

และใชความเขมขนของสารสกัดเอทิลอะซเิตดจากกระชายดําที่ 64 μg/ml 

เนื่องจากเปนความเขมขนทีส่ามารถลดการบุกรุกเซลลไดสูง และไมมีผลยับยัง้

การเจริญของเชื้อมากเกินไป เมื่อเทียบกบัความเขมขนที ่128 μg/ml ผลดังตาราง

ที่ 4.9 ปริมาณเชื้อต้ังตนของเชื้อ H. pylori สายพนัธุ ATCC 43504, ATCC 

43526, ATCC 51932 และ DMST 20165 เทากับ 1.25× 107 CFU/ml, 1.49× 

107 CFU/ml, 2.68× 107 CFU/ml และ 2.86× 107 CFU/ml ตามลําดบั พบวาการ

บมเชื้อกับสารสกัดเอทิลอะซเิตดจากกระชายดําไมพบการเจริญของเชือ้ H. pylori 

ทําใหสภาวะดังกลาวไมเหมาะสมในการศกึษาและเปรยีบเทียบการบุกรุกเซลล 

HEp-2 ของเชือ้ H. pylori จงึไดลดเวลาการทดลองลงเหลือเพยีง 3 ชั่วโมงผลเปน

ดังตารางที ่ 4.10 ปริมาณเชือ้ต้ังตนของเชือ้ H. pylori สายพนัธุ ATCC 51932, 
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DMST 20165, ATCC 43504, ATCC 43526 และ 820 เทากบั 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   ในกลุมทีม่ีการบมเชื้อกับ

สมุนไพรเพื่อดูความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชือ้ ผลการนับปริมาณของ

เชื้อ H. pylori สายพนัธุ ATCC 51932, DMST 20165, ATCC 43504, ATCC 

43526 และ 820 เทากับ 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 จะเห็นวาสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํมีผลยับยั้ง

การเจริญของเชื้อสายพนัธุ ATCC 51932 มากที่สุด การทดสอบความสามารถใน

การบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori พบวาในกลุมควบคุมทีไ่มมีสารสกัด

กระชายดาํ มีคา % internalization ของเชื้อ H. pylori สายพนัธุ  ATCC 51932, 

DMST 20165, ATCC 43504, ATCC 43526 และ 820 เทากบั 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 สวนคา % internalization ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา

ตอเชื้อ H. pylori  สายพนัธุ  ATCC 51932, DMST 20165, ATCC 43504, 

ATCC 43526 และ 820 เทากับ 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 เมื่อนําคา 

% internalization ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอเชื้อ H. pylori 

กลุมสายพนัธุที่มีและไมมียนี cagA กับกลุมควบคุมทีไ่มมีสารสกัดเอทิลอะซิเตด

จากกระชายดาํ มาเปรียบเทียบความแตกตางทางสถิตดิวย one-way anova 

พบวา คา % internalization ของสารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําในกลุมที่มี

และไมมียีน cagA มีคาแตกตางกันอยางมีนัยสาํคัญทางสถิต(ิP < 0.05) ยกเวน

สายพนัธุ DMST 20165 โดย พบวาสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําสามารถ

ลดการบุกรุกเซลล HEp-2 ในเชื้อ H. pylori กลุมที่มียนี cagA ไดมากกวาเชื้อ H. 

pylori กลุมที่ไมมียีน cagA ประมาณ 2-3 เทา 
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ตารางที่ 4.9 % internalization ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอการบกุรุกเซลลHEp-

2 ของเชื้อ H. pylori สายพันธุตางๆกนั ที่เวลาบม 6 ชั่วโมง และความเขมขน 64 μg/ml  
 

กลุมควบคุม กลุมทดลอง สายพนัธุของ

เชื้อ H. pylori  

ปริมาณเชื้อ H. 

pylori  

ตั้งตน* 

(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 ไมมีการเจรญิ 
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ตารางที่ 4.10 % internalization ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอการบกุรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพนัธุตางๆกันที่เวลาบม 3 ชั่วโมง และ

ความเขมขน 64 μg/ml 

กลุมควบคุม กลุมทดลอง สายพนัธุของเชื้อ 

H. pylori 

ปริมาณเชื้อ H. pylori  

ตั้งตน* 

(CFU/ml) 

 

(เชื้อ+ สมุนไพร) 

ปริมาณเชื้อทีน่ับได* 

(CFU/ml) 

(เชื้อ + เซลล) 

% internalization* 

(เชื้อ + เซลล + สมุนไพร) 

% internalization* 

คา 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

 
 

 

nkam
Typewritten Text
74



 
 

75 
8.3.3 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทลิอะซิเตดจากกระชายดําตอ

ความสามารถในการเกาะติดเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori สาย
พันธุที่มีและไมมียีน cagA 
เพื่อเปรียบเทยีบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํตอ

ความสามารถในการเกาะตดิเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพนัธุที่มีและไม

มียีนcagA โดยจะบมสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํากับเชื้อ H. pylori  2 

กลุม คือ กลุมที่มียนี cagA (cagA+) คือสายพนัธุ ATCC 43504, ATCC 43526 

และ 820  และกลุมที่ไมมยีีน cagA (cagA-) คือ สายพนัธุ ATCC 51932 และ 

DMST 20165 กับ เซลล HEp-2 ซึง่จะใชเวลาในการบมที ่ 3 ชั่วโมง และความ

เขมขนของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา เทากบั 64 μg/ml การทดสอบ

ความสามารถในการเกาะตดิเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori จะทาํเชนเดียวกับ

การทดสอบความสามารถในการบกุรุก ตางกนัตรงที่การทดสอบความสามารถใน

การเกาะติดจะไมมีข้ันตอนที่บมเชื้อกบัยาปฏิชีวนะ gentamicin ผลการทดลอง

ความสามารถในการเกาะตดิเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพนัธุที่มีและไม

มียีน cagA เปนดังตารางที ่ 4.11 ปริมาณเชื้อต้ังตนของเชื้อ H. pylori สายพันธุ 

ATCC 51932, DMST 20165, ATCC 43504, ATCC 43526 และ 820 เทากับ 

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   ในกลุมที่

มีการบมเชื้อกบัสมุนไพรเพื่อดูความสามารถในการยับยัง้การเจริญของเชื้อ ผล

การนับปริมาณของเชื้อ H. pylori สายพันธุ ATCC 51932, DMST 20165, 

ATCC 43504, ATCC 43526 และ 820 เทากับ 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

เกาะติดเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori พบวาในกลุมควบคุมทีไ่มมีสารสกัด

กระชายดาํ มีคา % adhesion ของเชื้อ H. pylori สายพนัธุ  ATCC 51932, 

DMST 20165, ATCC 43504, ATCC 43526 และ 820 เทากับ 1.66±0.55, 

1.56±0.32, 1.70±0.09, 1.84±0.74 และ 2.07±0.08 ตามลําดับ สวนคา % 

adhesion ของสารสกัดเอทลิอะซิเตดจากกระชายดาํตอเชื้อ H. pylori  สายพันธุ  

ATCC 51932, DMST 20165, ATCC 43504, ATCC 43526 และ 820 เทากับ 

1.48±0.54, 1.33±0.25, 0.25±0.10, 0.64±0.17 และ 0.57±0.09 ตามลําดับ เมื่อ

นําคา % adhesion ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอ 
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ตารางที่ 4.11 % adhesion ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํตอการเกาะติดเซลล

HEp-2 ของเชือ้ H. pylori สายพนัธุตางๆกันที่เวลาบม 3 ชั่วโมง และความเขมขน 64 μg/ml 

 

กลุมควบคุม กลุมทดลอง สายพนัธุของ

เชื้อ H. pylori 

ปริมาณเชื้อ H. 

pylori  

ตั้งตน* 

(CFU/ml) 

 

(เชื้อ+ สมุนไพร) 

ปริมาณเชื้อทีน่ับ

ได* (CFU/ml) 

(เชื้อ + เซลล) 

% adhesion* 

(เชื้อ + เซลล 

+ สมุนไพร) 

% adhesion* 

คา 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 กลุมสายพนัธุที่มีและไมมียนี cagA มาเปรียบเทียบความ

แตกตางทางสถิติดวย one-way anova พบวา คา % internalization แบงเปน 2 

กลุม คือ กลุมที่มีคาเหมือนกันอยางมีนยัสําคัญทางสถติิ(P > 0.05) 3 สายพันธุ 

คือ ATCC 51932, ATCC 43504 และ ATCC 43526 และกลุมที่มีคาตางกนั

อยางมีนยัสําคัญทางสถิต(ิP < 0.05) 2 สายพนัธุ คือ DMST 20165 และ 820 

ดงันัน้สารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําไมสามารถยับยั้งการเกาะติดเซลล 

HEp-2 ของเชือ้ H. pylori สายพนัธุมาตรฐาน แตสามารถยับยั้งการเกาะติดเซลล 

HEp-2 ของเชือ้ H. pylori สายพนัธุที่คัดแยกไดจากคนไข 
 

9. การวัดระดับการแสดงออกของยีนที่เกีย่วของกับการเกาะติด และบุกรุกเซลลของเชื้อ 
H. pylori ดวยวิธ ีRT PCR  
เนื่องจากกลไกการเกาะติดและบุกรุกเซลลของเชื้อ H. pylori จะเกีย่วของกับโปรตนีหลายชนิด 

ไดแก alpA, alpB, babA, oipA, hopZ, hsp60และ hsp70 ดงันัน้การที่สารสกัดเอทิลอะซิเตด

จากกระชายดาํสามารถยับยัง้ความสามารถของเชื้อ H. pylori ในการเกาะติดและบุกรุกเซลล 

HEp-2 นั้นมกีลไกอยางไร เกี่ยวของกับยนีที่มบีทบาทสาํคัญในการเกาะติดและบุกรุกเซลลหรือไม 

โดยจะทาํการศึกษาผลของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอการแสดงออกของยีนที่สําคัญ

ที่เกีย่วของกับการเกาะติด และบุกรุกเซลลของเชื้อ H. pylori คือ ยีน alpA และยีน babA ดวยวธิี 

RT PCR และทําการเปรียบเทียบสัดสวนการแสดงออกของยีน (Relative ratio) เทยีบกับยีน 16s 

ribosomal RNA เลือกสภาวะการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํตอ

ความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพนัธุทีม่ีและไมมียีน cagA ที่มกีาร

บมเชื้อ และเซลลHEp-2 กับเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํ นาน 3 ชั่วโมง ที่ความเขมขน 64 μg/ml 

โดยศึกษาผลของเชื้อ H. pylori สายพนัธุมาตรฐาน 3 สายพนัธุ คือ ATCC 43504, ATCC 43526 

และ ATCC 51932 ผลดังรูปที่ 4.10 แสดงใหเห็นผลผลติของยีน16s ribosomal(รูปที่ 4.10 แถวที่ 

2-7)ขนาดเทากับ 204 คูเบส และผลผลิตของยีนalpA(รูปที ่4.10 แถวที่ 9-14)ขนาดเทากับ 168 คู

เบส, และรูปที่ 4.11 แสดงใหเห็นผลผลติของยีน16s ribosomal(รูปที่ 4.11 แถวที่ 2-7)ขนาด

เทากับ 204 คูเบส และผลผลิตของยีนbabA(รูปที่ 4.11 แถวที่ 9-14)ขนาดเทากับ 158 คูเบส  

เมื่อนําภาพทีถ่ายไดมาทาํการวิเคราะหความเขมของแถบผลผลิต PCR ดวยโปรแกรม 

AlphaImager 2200 จะไดผลดังตารางที่ 4.12 พบวาอัตราสวนความเขมของยีน alpA/16s  
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รูปที่ 4.10 a และ b แสดงผลผลิต RT-PCR ยนี 16s ribosomal และยนี alpA  ของเชื้อ H. pylori 

บน2 % วุนอะกาโรส; แถวที ่1 และ 16 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คูเบส, แถวที ่2-7 ยีน 16s 

ribosomal ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ ATCC 43504, ATCC 43526 กลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัด

เอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํ และกลุมทดลองที่มีสารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตามลําดับ

, แถวที ่8 Negative control 16s ribosomal : แถวที่ 9-14 ยนี alpA  ของเชื้อ H. pylori สายพนัธุ 

ATCC 43504, ATCC 43526 กลุมควบคมุที่ไมมีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา และกลุม

ทดลองที่มีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตามลาํดับ ตามลาํดบั, แถวที ่15  Negative 

control ยีน alpA  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

1      2       3     4     5      6      7      8     9     10  11    12    13   14     15    16

กลุมควบคุม

เช้ือ+เซลล

กลุมทดลอง

เช้ือ+เซลล+สมุนไพร

กลุมควบคุม

เช้ือ+เซลล

กลุมทดลอง

เช้ือ+เซลล+สมุนไพร

200 bp

100 bp

200 bp

100 bp

1      2       3     4     5      6      7      8     9     10  11    12    13   14     15    161      2       3     4     5      6      7      8     9     10  11    12    13   14     15    16

กลุมควบคุม

เช้ือ+เซลล

กลุมทดลอง

เช้ือ+เซลล+สมุนไพร

กลุมควบคุม

เช้ือ+เซลล

กลุมทดลอง

เช้ือ+เซลล+สมุนไพร

200 bp

100 bp

1      2       3     4     5      6      7      8     9     10  11    12    13   14     15    16

กลุมควบคุม

เช้ือ+เซลล

กลุมทดลอง

เช้ือ+เซลล+สมุนไพร

กลุมควบคุม

เช้ือ+เซลล

กลุมทดลอง

เช้ือ+เซลล+สมุนไพร

a) 

200 bp

100 bp

200 bp

100 bp

1      2       3     4     5      6      7      8     9     10  11    12    13   14     15    161      2       3     4     5      6      7      8     9     10  11    12    13   14     15    16

กลุมควบคุม

เช้ือ+เซลล

กลุมทดลอง

เช้ือ+เซลล+สมุนไพร

กลุมควบคุม

เช้ือ+เซลล

กลุมทดลอง

เช้ือ+เซลล+สมุนไพร

200 bp

100 bp

b) 
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รูปที่ 4.11 a และ b แสดงผลผลิต RT-PCR ยนี 16s ribosomal และยนี babA  ของเชื้อ H. pylori 

บน2 % วุนอะกาโรส; แถวที ่1 และ 16 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คูเบส, แถวที ่2-7 ยีน 16s 

ribosomal ของเชื้อ H. pylori สายพันธุ ATCC 43504, ATCC 43526 กลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัด

เอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํ และกลุมทดลองที่มีสารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตามลําดับ

, แถวที ่8 Negative control ยนี 16s ribosomal, แถวที ่9-14 ยีน babA  ของเชื้อ H. pylori สาย

พันธุ ATCC 43504, ATCC 43526 กลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํ และ

กลุมทดลองทีม่ีสารสกัดเอทลิอะซิเตดจากกระชายดาํตามลําดับ, แถวที่ 15  Negative control ยีน 

babA  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

200 bp

100 bp

1      2       3     4     5      6      7      8     9     10  11    12    13   14     15    16

กลุมควบคุม

เช้ือ+เซลล

กลุมทดลอง

เช้ือ+เซลล+สมุนไพร

กลุมควบคุม

เช้ือ+เซลล

กลุมทดล

เช้ือ+เซลล+

อง

สมุนไพร

200 bp

100 bp

1      2       3     4     5      6      7      8     9     10  11    12    13   14     15    16

200 bp

100 bp

1      2       3     4     5      6      7      8     9     10  11    12    13   

ุมควบคุม

เช้ือ+เซลล

กลุมทดลอง

เช้ือ+เซลล+สมุนไพร

กลุมควบคุม

เช้ือ+เซลล

กลุมทดลอง

เช้ือ+เซลล+สมุนไพร

14     15    16

กล

1      2       3     4     5      6     7     8     9     10    11   12    13   14     15    16

กลุมควบคุม

เช้ือ+เซลล

กลุมทดลอง

เช้ือ+เซลล+สมุนไพร

กลุมควบคุม

เช้ือ+เซลล

กลุมทดลอง

เช้ือ+เซลล+สมุนไพร

a) 

200 bp

100 bp

200 bp

100 bp

1      2       3     4     5      6     7     8     9     10    11   12    13   14     15    161      2       3     4     5      6     7     8     9     10    11   12    13   14     15    16

กลุมควบคุม

เช้ือ+เซลล

กลุมทดลอง

เช้ือ+เซลล+สมุนไพร

กลุมควบคุม

เช้ือ+เซลล

กลุมทดลอง

เช้ือ+เซลล+สมุนไพร

200 bp

100 bp

b) 
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ตารางที่ 4.12 แสดงอัตราสวนความเขมของยนี alaAตอยีน 16s rRNA ของการวัดระดับการ

แสดงออกของยีนดวยวิธ ีRT PCR  

 

กลุมทดลอง 
กลุมควบคุม 

เชื้อ H. pylori + เซลล HEp-2 
เชื้อ H. pylori + เซลล HEp-2 

*ทําการทดลองซ้ํา 2 คร้ัง 

 

ตารางที่ 4.13 แสดงอัตราสวนความเขมของยนี babA ตอยีน 16s rRNA ของการวัดระดับการ

แสดงออกของยีนดวยวิธ ีRT PCR  

 

กลุมควบคุม 

เชื้อ H. pylori + เซลล HEp-2 

กลุมทดลอง 

เชื้อ H. pylori + เซลล HEp-2 

+สารสกัดเอทลิอะซิเตด 
สายพนัธุของเชื้อ 

H. pylori 

ratio of IDV* (babA/16s) 
ratio of IDV* (babA/16s) 

คา 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 
สายพนัธุของเชื้อ 

H. pylori 
คา 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 ของกลุมควบคมุที่ไมมีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําของเชื้อ H. pylori สาย

พันธุ  ATCC 43504, ATCC 43526 และ ATCC 51932 เทากับ 0.62±0.07, 0.63±0.08 และ 

0.55±0.23 ตามลําดับ สวนในกลุมทดลองที่มกีารบมเชือ้ และเซลล กบัสารสกัดเอทลิอะซิเตดจาก

กระชายดาํ เทากับ 0.56±0.03, 0.60±0.08 และ 0.62±0.05 ตามลําดบั จากการเปรยีบเทยีบความ

แตกตางทางสถิติดวย one-way anova พบวาการแสดงออกของยนี alpA ในกลุมควบคุมที่ไมมี

สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําและกลุมทดลองทีม่ีสารสกัดเอทลิอะซิเตดจากกระชายดาํ

เหมือนกนั (P > 0.05) แสดงวาสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํไมมีผลตอการแสดงออกของ

ยีน alpA ของเชื้อ H. pylori เมื่อพจิารณาในยีน babA พบวาอัตราสวนความเขมของยนี 

babA/16s ribosomal ของกลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํของเชื้อ H. 

pylori สายพนัธุ  ATCC 43504, ATCC 43526 และ ATCC 51932 เทากบั 0.66±0.06, 

0.77±0.08 และ 0.74±0.05 ตามลําดับ สวนในกลุมทดลองที่มีการบมเชื้อ และเซลล กับสารสกัด

เอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํ เทากับ 0.60±0.08, 0.68±0.07 และ 0.68±0.06 ตามลาํดับ จากการ

เปรียบเทยีบความแตกตางทางสถิติดวย one-way anova พบวาการแสดงออกของยีน babA ใน

กลุมควบคุมทีไ่มมีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํและกลุมทดลองที่มีสารสกดัเอทิลอะซิเตด

จากกระชายดาํเหมือนกนั (P > 0.05) แสดงวาสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําไมมีผลตอ

การแสดงออกของยีน babA ของเชื้อ H. pylori จึงสรุปไดวา สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชาย

ดําไมมีผลตอการแสดงออกของยีน alaA และยีน babA 
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บทที่  5 
อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 

 การติดเชื้อ Helicobacter pylori  นับเปนปญหาทางสาธารณสุขที่สําคัญอันหนึง่ใน

ปจจุบัน เนื่องจากเชื้อนี้เปนสาเหตุสําคญัของโรคแผลในกระเพาะอาหาร กระเพาะอาหารอักเสบ

และ หากติดเชื้อนี้เร้ือรังจะกอใหเกิดเปนมะเร็งกระเพาะอาหารได (111) ยิง่ไปกวานั้นยังพบวามี

อัตราการติดเชื้อนี้สูงมากพบการติดเชื้อในประชากรกวาครึ่งหนึ่งของประชากรทัง้หมดในโลก(112) 

การรักษาโรคในปจจุบนั จะใชยาลดกรดรวมกับยาปฏิชวีนะ ซึง่มีราคาแพง บางครัง้มีผลขางเคียง 

และพบวาเชื้อมีการดื้อยา (113) การใชสมุนไพรในการรักษาจงึเปนการแพทยทางเลือกอกีทาง

หนึง่ เนือ่งจากปจจัยในการเกิดโรคและพยาธิสภาพการเกิดโรคจะเริ่มจากเชื้อเขาไปเกาะติด 

(adherance) บริเวณไมโครวิลไลของเซลลเยื่อบุในกระเพาะอาหาร และมีการทําลายบริเวณ

ดังกลาว จากนั้นเชื้อจะบุกรุกเขาไปยังภายในเซลล (invasion และ internalization) โดยกลไกที่ยงั

ไมทราบแนชดั(114) ดังนัน้การปองกนัการเกาะติดและบุกรุกเซลลจึงเปนเปาหมายที่นาสนใจ

สําหรับการรักษาและปองกนัการติดเชื้อ  

 การใชสมุนไพรพื้นบานในการรักษาโรคในระบบทางเดินอาหารเปนสิง่ทีท่ํากันมาเปนระยะ

เวลานาน สมนุไพรที่ใชรักษาโรคกระเพาะสําหรับงานสาธารณสุขมูลฐานไดแก ขมิน้ชัน   กลวย ขิง 

กานพลู กระเทียม กะเพรา ตะไคร พริกไทยดํา ดีปลี ขา กระชาย แหวหมู กระวานไทย เรว และ 

มะนาว แตสมุนไพรชนิดที่เปนทีน่ิยมนาํมาใชในการรักษาในปจจุบันและมีฤทธิ์ในการฆาเชื้อ H. 

pylori มีเพยีง ขมิ้นชนั กระเทียม และ กลวย ในการศึกษาครั้งนี้ไดทาํการคัดเลือกสมุนไพรทีห่า

งาย ที่ใชในชวีติประจําวนั ทัง้หมด 9 ชนิด คือ กระชายดาํ, กระเทียม, กลวย, ขมิ้นชัน, ตระไคร, ใบ

บัวบก, ฟาทะลายโจร, วานหางจระเข และ ลําตนโหระพา มาทดสอบฤทธิ์ในการยบัยั้งการเจริญ

ของเชื้อ H. pylori โดยทําการสกัดดวยตัวทําละลายเมทานอล จากนั้นนํามาทดสอบหาความ

เขมขนทีน่อยที่สุดที่สามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori (Minimum inhibitory 

concentration, MIC) พบวาสมุนไพรที่มคีา MIC ดีที่สุด 2 อันดับแรก คือ ขมิน้ชัน และกระชายดํา 

ซึ่งมีคาMIC เทากบั 32  และ64 μg/ml ตามลําดับ แตจากการศึกษาของ Bhamarapravati และ

คณะ (9) พบวาคาMIC ของกระชายดํามคีาเทากับ 25 μg/ml และในการศึกษาของ Goel และ

คณะ (106) พบวาคา MIC ของกลวยอยูในชวงระหวาง 0.32-1000 μg/ml ในการศึกษาของ 

Mhady และคณะ (102) พบวาคา MIC ของขมิ้นชันอยูในชวงระหวาง 6.25-50 μg/ml ใน

การศึกษาของ Sivam และคณะ (107) พบวาคา MIC กระเทยีม มีคาเทากับ 40 μg/ml สวนใน

การศึกษาสมนุไพรตระไคร, ใบบัวบก, ฟาทะลายโจร, วานหางจระเข และ ลําตนโหระพา ไมมี

การศึกษาทีพ่บวาสามารถตานการเจริญของเชื้อแบคทีเรียชนิดตางๆได แตมีการศกึษาในดานสาร



 
 
 83 

ตานอนมุูลอิสระ, สารตอตานการแข็งตวัของเลือด และ สารตานการอกัเสบ(115-118) จะเห็นวา

การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรตอการยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori จากแตละงานวิจยัมี

คา MIC ทัง้ที่ใกลเคียงและแตกตางกนับาง เนื่องจากหลายปจจัยดวยกัน เชน สถานทีป่ลูก

สมุนไพร, วิธีในการเตรียมสารสกัด,ตัวทําละลายที่ใชในการเตรียมสารสกัด และ วิธีเก็บรักษาสาร

สกัดจากสมนุไพร  

 ในการทดสอบความสามารถในการเกาะติด และบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori 

ดวยวิธ ี Gentamicin internalization assay ไดทําการปรับสภาวะการทดสอบใหเหมาะสมใน

หลายๆดานดวยกนัสําหรับการทดสอบกบัเชื้อ H. pylori เนื่องจากเปนเชื้อทีม่ีความสามารถในการ

บุกรุกเซลลต่ําคือประมาณ 0.1% (108) โดยตองใชปริมาณเชื้อตอจํานวนเซลลตัง้ตนที่เหมาะสม 

และอีกประการคือ สารที่ใชในการทําใหเซลลเพาะเลี้ยง HEp-2 แตก ตองไมมีผลตอการเจริญของ

เชื้อ H. pylori จากการทดสอบความสามารถในการเกาะติด และบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. 

pylori เบื้องตน พบวา ปริมาณเชื้อ H. pylori ตั้งตนที่เหมาะสมตองมากกวา 108 CFU/ml หรือ 

ประมาณความขุน 10 McFarland standard ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบเปนอัตราสวนตอเซลล HEp-2 

เทากับ 100: 1 พบ % internalization เทากับ 0.05% และสารที่เหมาะสมในการทาํใหเซลล HEp-

2 แตก คือ น้ํากลั่น เนื่องจากน้ํากลั่นสามารถทาํใหเซลล HEp-2 แตก และน้ํากลั่นยงัไมมีผลตอการ

เจริญของเชื้อ H. pylori สวนสารอื่นๆ คอื 0.01%-0.1% triton-x 100 และ poly-L-lysine ไม

เหมาะสมเนื่องจากพบวาสารทั้ง 2 ชนิดยบัยั้งการเจริญของเชื้อ จากการศึกษาของ Evans และ

คณะ(58) ในการทดลองเรื่อความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori พบวาใช

อัตราสวนของปริมาณเชื้อต้ังตนตอเซลล HEp-2 เทากบั 250:1 และใช triton-x 100 ที่ความเขมขน 

0.1% พบ % internalization เทากับ 0.2% และในการศึกษาของ Wilkinson และคณะ(108) 

ทดลองเรื่องความสามารถในการบกุรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori ที่มาจากคนไข พบวาใช

อัตราสวนของปริมาณเชื้อต้ังตนตอเซลล HEp-2 เทากบั 150:1 และใช poly-L-lysine ที่ความ

เขมขน 0.01% พบม%ี internalization เทากบั 0.1% จากการทดลองขางตนพบวาการที่อัตราสวน

เชื้อ H. pylori ตอเซลล HEp-2 ที่มากข้ึนมีผลทาํให% internalization มากขึน้ตามไปดวย อาจ

เนื่องมาจากในสภาวะที่มเีชือ้ H. pylori อยูมาก เชื้อจะแยงกนัเขาไปในเซลลในอัตราสวนที่มาก

ตามไปดวยเมือ่เทียบกบัในสภาวะที่มีเชื้อนอย สวนสารทีท่ําใหเซลล HEp-2 แตกที่แตกตางกนัยงั

ไมสามารถสรปุผลกระทบที่เกิดตอ % internalization ได สวนยาปฏิชีวนะ Gentamicin ซึ่งใช

กําจัดเชื้อที่เกาะอยูบนเซลลHEp-2 เพื่อจะไดวัดปริมาณเชื้อที่บุกรุกเขาสูเซลลเทานั้น พบวาจาก

การทดลอง Gentamicin 100 μg/ml สามารถฆาเชื้อ H. pylori ทีเ่กาะอยูภายนอกเซลลไดหมด 

และไมทําลายเชื้อที่อยูภายในเซลล เนื่องจาก Gentamicin เปนยาปฏิชีวนะที่มีขนาดโมเลกุลใหญ
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จึงไมสามารถผานเขาไปในเซลลได(119) ผลของบัฟเฟอร HBSS ตอการเจริญเติบโตของเชื้อ H. 

pylori  ในการทดลองพบวาบฟัเฟอรนี้ไมมีผลตอการเจริญของเชื้อ H. pylori  มีการศึกษาของ 

Osaki และคณะ (120) ในการตรวจหาเชื้อ H. pylori  ในอุจจาระ ในการทดลองนี้ไดใชบัฟเฟอร 

HBSS ในการละลายสิง่ตัวอยางพบวาสามารถนาํเชื้อจากตัวอยางมาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชือ้

ไดสําเร็จ ทัง้ๆที่เทคนิคในการเพาะเลีย้งเชือ้จากสิ่งตวัอยางอุจจาระใหสําเร็จทาํไดยาก 

 ในการทดสอบฤทธิ์ของสมนุไพร 4 ชนิด คือ ขมิ้นชัน, กระชายดํา, กระเทียม และ กลวยตอ

ความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori ดวยวธิี Gentamicin internalization 

assay โดยใชสมุนไพรที่ความเขมขนเทากบัคา MIC ที่เวลาบมนาน 3 ชั่วโมงพบวาสมุนไพรทั้ง 4 

ชนิดมีความสามารถในการลดการบุกรุกเซลล HEp-2 ไมแตกตางกนั แตเนื่องจากกระเทียมและ

กลวยไมมฤีทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของเชื้อ MIC > 5000 μg/ml และเทากับ 25000 μg/ml 

ตามลําดับ ดงันั้นเมื่อพิจารณาที่ความเขมขนที่ใช พบวา ขมิน้ชัน และกระชายดํา ใชความเขมขนที่

ต่ํากวา กระเทยีม และ กลวย มาก คือ 32 μg/ml ซึ่งความเขมขนของสมุนไพรที่สูงมากอาจมีความ

เปนพษิกับเซลลHEp-2 ได นอกจากนัน้ปริมาณตัวทาํละลาย DMSO ที่อยูในสารสกัดจะมากตาม

ไปดวย ซึง่จะมีผลกระทบกบัเซลล HEp-2 เนื่องจากหาก %DMSO > 1 จะทาํใหเซลลเปนพษิ 

อยางไรก็ตามไดศึกษาเพิ่มเติมถึงผลของเวลาในการบมสมุนไพรแตละชนิดกับความสามารถใน

การบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori โดยใชระยะเวลาบมที่ 6, 12 และ 24 ชั่วโมง พบวาจาก

กลุมควบคุมทีไ่มมีสมุนไพรระยะเวลาบมทีน่านขึ้นจะทาํใหเชื้อ H. pylori  สามารถบุกรุกเซลล 

HEp-2 ไดมากขึ้น กระชายดํา กระเทยีม และกลวย สามารถลดการบุกรุกเซลล HEp-2 ไดทั้งที่

เวลา 3, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง ขณะที่ขมิน้ชันกลบัมีฤทธิ์ในการกระตุนการบกุรุกเซลล HEp-2 เมื่อ

ใชเวลาบมนานขึ้น  ดังนัน้เมื่อเปรียบเทียบสมนุไพรทั้ง 4 ชนิด กระชายดําจึงเปนสมุนไพรที่

นาสนใจที่สุด เนื่องจากมฤีทธิ์ยับยัง้การเจริญของเชื้อ H. pylori และลดความสามารถในการบุกรุก

เซลล HEp-2 ไดดีที่สุด จากการศึกษาทีผ่านมาพบวากระชายดาํ สามารถตานการเกิดการอักเสบ

ในกระเพาะอาหารได(10) มีการศึกษาในการใชกระชายดาํในการชวยรักษาโรคมะเรง็ของ

เซลลมะเร็งชนดิที่มีโปรตีนทีด่ื้อตอยา(multi drug resistance associated-proteins ,MRP)(121)  

และจากการศึกษาในสัตวทดลองพบวาการรับประทานกระชายดาํติดตอกันเปนระยะเวลานานไม

พบการเกิดความเปนพิษจากระชายดาํ(12)  

ในการเตรียมสารสกัดจากกระชายดําในการทดลองนี้ไดทําการเตรียมสกัดสารจาก

กระชายดาํ ดวยตัวทําละลายชนิดตางๆจนไดสารสกัดกระชายดํา 4 ชนิดดวยกัน คือ น้ํามันหอม

ระเหยจากกระชายดาํ, สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดํา, สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา 

และสารสกัดเมทานอลจากกระชายดาํ โดย ปริมาณ (%yield) ของสารที่สกัดไดในแตละสวน
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ขางตนจากกระชายดาํ 1 กิโลกรัมมีปริมาณเทากับ 0.129%, 0.046, 0.721% และ 1.277% 

ตามลําดับ จะเหน็วาสารสกัดเมทานอลจากกระชายดาํจะไดปริมาณมากที่สุด และสารสกัดที่ได

นอยที่สุด คือ สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดํา จะเหน็วาการศึกษาสารสกัดสมุนไพรโดยทัว่ไปมกั

ใชตัวทําละลายที่เปน สารจําพวกแอลกอฮอล เชน เมทานอล หรือเอทานอล เพียงชนิดเดียว แตใน

การทดลองสารสกัดที่จําเพาะลงไปการสกดัสารจะมีตัวทาํละลายมากกวา 1 ตัวขึ้นไป โดยจะ

คํานึงถึงคุณสมบัติของการมีข้ัว และไมมีข้ัวของสารสกัดที่ได ซึง่จะเริ่มจากการสกัดน้ํามันหอม

ระเหยที่เปนสารที่ไมมีข้ัว และระเหยไดงาย ตอมาคือ การสกัดโดยใชตัวทําละลาย      เฮกเซนซึ่ง

เปนตัวทําละลายที่ไมมีข้ัว ตอมา คือการสกัดโดยใชตัวทาํละลายเอทิลอะซิเตดซึ่งเปนตัวทําละลาย

ที่มีข้ัวนอย และสุดทาย คือการสกัดโดยใชตัวทําละลายเมทานอลซึง่เปนตัวทําละลายที่มีข้ัวมาก ก็

จะทาํใหไดสารสกัดชนิดตางๆตามคุณสมบัติการมีข้ัวทีแ่ตกตางกนั การสกัดดวยตัวทําละลาย

หลายชนิดนี้มขีอดีกวาการสกัดสมุนไพรโดยตัวทาํละลายชนิดเดียวตรงที ่ สารสกดัที่ไดจากตัวทํา

ละลายหลายชนิดสามารถสกัดสารตางๆออกจากสมนุไพรไดหมดเนือ่งจากการใชคุณสมบัติของ

ตัวทําละลายและจํานวนครั้งในการสกัดทีม่ากกวาตวัทาํละลาย 1 ชนิด นอกจากนีก้ารเตรียมสาร

สกัดสมุนไพรโดยตัวทาํละลายหลายชนิดยังมีประโยชนในการนําสารสกัดที่ได ไปศึกษาถึงสารออก

ฤทธิ์ตอไป โดยใชคุณสมบัติคราวๆของสารสกัดที่สนใจจากชนิดของตัวทําละลายที่ใช 

การทดสอบหาความเขมขนที่นอยที่สุดของสารสกัดจากกระชายดาํชนดิตางๆที่สามารถ

ยับยั้งการเจรญิของเชื้อ H. pylori จากสารสกัดกระชายดํา 4 ชนดิ คือ น้ํามนัหอมระเหยจาก

กระชายดาํ, สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดํา, สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา และสารสกัด

เมทานอลจากกระชายดาํ พบวาสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํมีฤทธิ์ในการยบัยั้งการเจริญ

ของเชื้อไดดีที่สุด มีคา MIC เทากับ 32 μg/ml, รองลงมา คือ สารสกดัเฮกเซนจากกระชายดาํ และ

สารสกัดเมทานอลจากกระชายดํา มีคา MIC เทากบั 64 μg/ml ขณะที่น้าํมนัหอมระเหยจาก

กระชายดาํ ไมมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจรญิของเชื้อ MIC เทากับ 1,024 μg/ml จากการศึกษาผล

การยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียชนิดอื่นของสารสกัดกระชายดาํในตัวทําละลายหลายๆชนิด 

ไดแก การศึกษาน้าํมนัหอมระเหยจากกระชายดาํ(11) ในการยับยั้งการเจริญของจุลชีพ 7 ชนิดคือ 

E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, B. subtilis, S. faecalis, C. albicans และ M. gypseum 

พบวาน้าํมนัหอมระเหยจากกระชายดาํสามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli, S. aureus, P. 

aeruginosa และ B. subtilis ได, การศึกษาสารสกดัเอทานอลจากกระชายดําในการยับยัง้การ

เจริญของเชื้อ H. pylori (9) พบวามีคาMIC เทากับ 25 μg/ml ยังไมมีการศึกษาการยับยัง้การ

เจริญของเชื้อ H. pylori ในสารสกัดกระชายดําจากเอทิลอะซิเตด และเฮกเซน 



 
 
 86 

ในการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดกระชายดํา 4 ชนิด คือ น้ํามนัหอมระเหยจากกระชาย

ดํา, สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดาํ, สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา และสารสกัดเมทา

นอลจากกระชายดําตอความสามารถในบกุรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori พบวาน้ํามนัหอม

ระเหยจากกระชายดาํมีผลกระทบตอเซลล HEp-2 โดยจะทาํใหเซลลเสียคุณสมบัติไป มีรูปราง

ลักษณะผิดปกติเซลลจะเปลี่ยนรูปรางจากเซลลที่มีลักษณะแผเกาะติดกับจานเพาะเลี้ยงเซลล 

กลายเปนเซลลที่มีลักษณะกลม นอกจากนั้นยังเสยีคณุสมบัติในการเกาะกับพื้นผิว ทําใหไม

สามารถทดสอบความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 เชื้อ H. pylori ตอไปได สวนฤทธิ์ของสาร

สกัดเฮกเซนจากกระชายดาํ, สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา และสารสกดัเมทานอลจาก

กระชายดาํตอความสามารถในบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori พบวาสามารถลดการบุกรุก

ได 1.4, 1.7 และ 1.2 เทาตามลําดับ ดงันัน้สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํจึงมีฤทธิย์ับยัง้

การบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori ไดดีที่สุด ในการศึกษาสมุนไพรกระชายดํามีการศึกษา

สารสกัดที่จาํเพาะในกลุม flavonoid (122, 123) ซึ่งสารเหลานี้เปนสารทีม่ีข้ัวไปจนถงึมีข้ัวนอย 

ข้ึนกับโครงสรางโมเลกุลของสาร จากการทดสอบเบื้องตนหาสารกลุม flavoniod ดวยวิธ ี shinoda 

test (124) พบวาสารสกัดเอทิลอะซิเตดใหผลบวก เปนไปไดวาสาร flavonoid บางชนิดที่มีอยูใน

ตัวทําละลายเอทิลอะซิเตดจะเปนสารที่มีผลตอความสามารถในบกุรุกเซลล จึงเปนทีน่าศกึษา

ตอไปวาสาร flavonoid ตัวใดในกระชายดําที่มีผลตอความสามารถในบุกรุกเซลล   

การทดสอบฤทธิ์ของสารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอความสามารถในการบุกรุกเซลล

HEp-2 ของเชื้อ H. pylori ทีเ่วลาตางๆกนั คือที่ 3, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง ตามลําดับ และใชความ

เขมขนของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา(MIC) เทากับ 32 μg/ml ซึง่เปนความเขมขนที่

นอยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ H. pylor  พบวาปริมาณการบุกรุกเซลล HEp-2 ของ

เชื้อ H. pylori แปรผันตามเวลาในการบมเชื้อ กบัเซลล ยิ่งเวลานานมากขึ้นเชื้อ H. pylori เขาสู

เซลลไดมากขึน้ดวย ในขณะเดียวกนัการบมเชื้อ H. pylori กับเซลล HEp-2 และสารสกัดเอทิลอะซิ

เตดจากกระชายดําที่เวลานานมากขึน้ พบวาเวลามีผลตอความสามารถในการบกุรุกเซลลHEp-2 

โดยเวลาบมสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํทีน่านขึ้นมฤีทธิ์ลดการบุกรุกเซลล HEp-2 ของ

เชื้อ H. pylori ไดมากขึน้ดวยดังนี้ ที่เวลา 3 6 12 24 ชั่วโมง % internalization ลดลงจากกลุม

ควบคุมที่ไมมสีารสกัด 3.7 เทา 5.2 เทา, 8.2 เทา และ 12.5 เทา ตามลําดับ จากการศึกษาการบกุ

รุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori  ที่เวลา 1-6 ชั่วโมง ของ Bjorkholm และคณะ(109) พบวาเมื่อ

เวลาผานไป 3 ชั่วโมงเชื้อ H. pylori  สามารถบกุรุกเซลล HEp-2 ไดประมาณ 0.5% ของเชื้อ

ทั้งหมดที่ใช และเมื่อเวลาผานไป 6 ชั่วโมงเชื้อ H. pylori  สามารถบกุรุกเซลล HEp-2 ไดประมาณ 

1-2%  จะเหน็วาที่เวลาในการบมนานมากขึ้นเชื้อ H. pylori  สามารถบุกรุกเซลล HEp-2 ไดมาก
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ข้ึน แตคา % internalization ที่ไดจากการการศึกษาครัง้นี้ต่ํากวาในการศึกษาขางตนมาก อาจ

เนื่องมาจากสายพนัธุของเชือ้ H. pylori, ปริมาณเชื้อ H. pylori  ตั้งตน, อายุของเซลล HEp-2 และ

รวมไปถึงสารเคมีตางๆที่ใชในการทดลองที่ตางกัน 

การทดสอบฤทธิ์ของสารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําที่ความเขมขนตางๆกนัตอ

ความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori โดยบมเชือ้ H. pylori ATCC 43504 

กับสารสกัดเอทิลอะซิเตดทีค่วามเขมขนในชวง ±2 MIC ดังนี ้ความเขมขนที ่ 8, 16, 32, 64 และ

128 μg/ml %การบุกรุกลดลงเปน 1.7 2.3, 3.1, 8.6 11.1 เทาตามลําดับ เมื่อเทยีบกับกลุมควบคมุ

ที่ไมมีสารสกัด พบวาที่ความเขมขนสูงขึน้จะมีผลในการลดความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 

ของเชื้อไดมากข้ึน   

การทดสอบฤทธิ์ของสารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอความสามารถในการบุกรุก

เซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพนัธุที่มีและไมมียนี cagA เนื่องจากยนี cagA เปนยนีที่สราง 

โปรตีน cytotoxin-associated antigen ซ่ึงเปน virulent factor ของเชื้อ H. pylori ในการศึกษา

เกี่ยวกับระบาดวิทยาของเชือ้ H. pylori พบวาสวนใหญในคนไขมกัจะมีการติดเชื้อของเชื้อ H. 

pylori ทีม่ีสายพันธุมียนี cagA  เปนสวนใหญ เชนจากการศึกษาในอเมริกา(125) พบวาคนไขที่ตดิ

เชื้อ H. pylori ทั้งหมดมีสายพนัธุมียนี cagA  คิดเปนรอยละ 69.8% ในประเทศญี่ปุน(126)คนไข

โรคมะเร็งกระเพาะอาหารมีการติดเชื้อ H. pylori ทั้งหมดมีสายพันธุมียีน cagA  คิดเปนรอยละ 

84.6%  การทดสอบในเบือ้งตนจงึไดทําการจําแนกสายพนัธุของเชื้อ H. pylori ทัง้หมด 26 สาย

พันธุ วาเปนสายพนัธุที่มหีรือไมมียีน cagA ดวยเทคนิค PCR ผลพบวาเชื้อสายพันธุมาตรฐานทีม่ี

ยีน cagA 3 สายพนัธุ คือ ATCC 43504, ATCC 43526 และ ATCC 51110 ไมมียนี cagA 1 สาย

พันธุคอื ATCC 51932 เชื้อที่แยกจากคนไขที่มียีน cagA 19 สายพนัธุ คือ FM2, C7, C37, C42, 

C53, C54, 742, 749, 818, 820, 849, 851, 861, 867, 912, 920, 928, 949 และ 955  ไมมียีน

cagA 1 สายพนัธุคือ 292 จากการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอ

ความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori  สายพนัธุที่มียนี cagA  3 สายพนัธุ คือ 

ATCC 43504, ATCC 43526 และ 820 และสายพนัธุที่ไมมียนี cagA  2 สายพันธุ คือ ATCC 

51932 และ DMST 20165 พบวาสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํามีผลตอเชือ้ H. pylori 

กลุมที่มยีีน cagA ตอการบุกรุกเซลล HEp-2 มากกวาเชื้อ H. pylori กลุมที่ไมมยีีน cagA โดยสาร

สกัดเอทิลอะซเิตดจะทําใหเชื้อ H. pylori กลุมทีม่ียีน cagA มีความสามารถในการบุกรุกเซลล 

HEp-2 ลดลงมากกวาการบกุรุกที่ลดลงของเชื้อ H. pylori กลุมที่ไมมยีีน cagA  ประมาณ 2-3 เทา 

การทดสอบฤทธิ์ของสารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอความสามารถในการเกาะติดเซลล

HEp-2 ของเชือ้ H. pylori สายพนัธุ ที่มยีนี cagA  3 สายพนัธุ คือ ATCC 43504, ATCC 43526 
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และ 820 และสายพันธุที่ไมมียีน cagA  2 สายพนัธุ คือ ATCC 51932 และ DMST 20165 

พบวาสารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํามีฤทธิ์ลดการเกาะติดของเชื้อ H. pylori ทั้งกลุมสาย

พันธุที่มยีีน cagA กับกลุมสายพนัธุที่ไมมียีน cagA ไมแตกตางกนั แตในกลุมเชื้อ H. pylori สาย

พันธุมาตรฐานและสายพนัธุที่คัดแยกไดจากคนไขพบวาสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํามี

ฤทธิ์ตอความสามารถในการเกาะติดเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori ในกลุมสายพนัธุที่คัดแยกได

คนไขมากกวากลุมสายพนัธุมาตรฐาน ดังนัน้สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําสามารถลด

ความสามารถในการเกาะตดิเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori ได ในกลุมสายพนัธุที่คัดแยกไดจาก

คนไข แตไมสามารถลดความสามารถในการเกาะติดเซลลในกลุมสายพันธุมาตรฐาน 

การวัดระดับการแสดงออกของยีนสาํคัญทีเ่กี่ยวของกับการเกาะติดและบุกรุกเซลลของ

เชื้อ H. pylori ดวยวิธี RT PCR คือ ยีนalpA และยีนbabA โดยมียนี 16s ribosomal RNA เปน

internal control ยีนalpA และbabA เปนยีนที่มีบทบาทเปน outer membrane protein ของเชื้อ 

H. pylori มกีารศึกษาวิจยัยีนทั้ง 2 ในดานเกาะติด และการบุกรุกเซลลของเชื้อ H. pylori เชน 

การศึกษาผลของยีน alpA ในสัตวทดลอง(47) พบวาเชือ้ H. pylori ที่ขาดยนีดังกลาวจะทาํใหเชื้อ

สูญเสียความสามารถในการเกาะติด และบุกรุกเซลลกระเพาะอาหาร, ในการศึกษาหนาที่ของยีน 

alpA ในเชื้อสายพนัธุโลกฝงตะวนัตก และสายพนัธุโลกฝงตะวนัออก(127) พบวายนี alpA มหีนาที่

สําคัญในการเกาะติดเซลลกระเพาะอาหารในเชื้อ H. pylori สายพันธุโลกฝงตะวนัตก แตในเชื้อ H. 

pylori สายพนัธุโลกฝงตะวนัออก พบวาเมื่อดัดแปลงเชื้อใหไมมียนี alpA การเกาะติดของเชื้อสาย

พันธุโลกฝงตะวันออกนี้ไมมกีารลดลง สําหรับในการศึกษายนี babA หลายๆการศกึษา(49, 128, 

129) พบวายนี babA มีหนาที่สําคัญในการเกาะติดเซลลกระเพาะอาหาร โดยจับกับ Lewis b 

antigen ของโฮสตเซลล นอกจากนี้ยงัพบวาเชื้อ H. pylori ที่มียนีนี้จะมีความสามารถในการบุกรุก

เซลลกระเพาะอาหารที่สูง จากการวิเคราะหความเขมของแถบผลผลติ PCR  ดวยโปรแกรม 

AlphaImager 2200 พบวาการแสดงออกของยีน alpA และ babA ในกลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัด

เอทิลอะซิเตดจากกระชายดาํและกลุมทดลองที่มีสารสกดัเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําไมแตกตาง

กัน ดังนั้นคาดวากลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอการยับยัง้การบกุ

รุกเซลลจึงไมเกี่ยวของกับยนี alpA และ babA แตอาจเกี่ยงของกับยนีอื่น ในการศกึษายีนอืน่ๆนัน้

จะมุงเนนไปทีย่ีนที่ถูกถอดรหัสออกมาเปน Outer membrane proteins ไดแก ยนี hopZ และยีน 

hpaA เปนตน ยีนhopZ (130) เปน adhesion ที่สําคญัที่ใชในการเกาะติดกับเซลลเยื่อบุกระเพาะ

อาหาร แตยังไมทราบถึง receptor บนโฮสตเซลลที่จับดวย สวนยีน hpaA (131) เปน adhesin ที่

จับกับ N-acetylneuraminyllactose (sialic acid) ที่อยูบนโฮสตเซลล ซึง่ตองทาํการศึกษา

เพิ่มเติมตอไป 
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 สําหรับการทดลองในครั้งนีท้ําใหเราพบวาสมุนไพรกระชายดําสามารถออกฤทธิ์ตอการ

เกาะติด และบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori ได โดยสารที่ออกฤทธิน์ัน้อยูในสวนของตวัทาํ

ละลายเอทิลอะซิเตด ดังนัน้ในการศึกษาตอไป ควรนาํสารสกัดเอทลิอะซิเตดจากกระชายดาํมา

ทําการศึกษาวาประกอบดวยสารตางๆไดแกอะไรบาง ทําการแยกสารเหลานั้นออกมาใหเปนสารที่

จําเพาะแตละชนิด โดยวิธีตางๆ เชน ดวยวิธี high performance liquid chromatography; HPLC 

หรือ gas chromatography; GC  เปนตน แลวนาํสารที่ไดแตละชนดิมาทาํการทดสอบฤทธิ์ตอการ

บุกรุก และเกาะติดเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori อีกครั้ง จะทําใหทราบวาสารใดเปนสารที่

กอใหเกิดการลดลงของการบุกรุก และเกาะติดเซลล HEp-2 ของเชื้อ H. pylori ทีแ่ทจริง จากนัน้

นําสารที่มฤีทธิ์ที่ดีที่สุดที่ไดมาศึกษาโครงสราง และรูปรางของสาร เพื่อใหงายตอการศึกษาตอไป

วากลไกที่เกิดขึ้นระหวางสารสกัดที่ไดกับตัวเชื้อ H. pylori เปนอยางไร 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมสารเคมีที่ใชในการทดลอง 

1. อีดีทีเอ EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) เขมขน 0.5 โมลาร 
ละลาย Na2EDTA.2H20 จํานวน 136.1 กรัม ในน้ํากลัน่ 800 มิลลิลิตร กวนอยาง 

แรงดวยการใชแทงแมเหล็ก (Magnetic stirrer) ปรับคาความเปนกรดดางดวยการเติมเกล็ด 

โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ลงไปจนกระทั่งได pH=8.0 ซึ่งเปนคาความเปนกรดดางที ่EDTA จะ 

ละลายหมดพอดี หลังจากนัน้ปรับปริมาตรใหเปน 1000 มิลลิตร และนําไปฆาเชื้อดวยการ 

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) คาความเปนกรดดาง (pH) = 8 เขมขน 0.5 โมลาร ปริมาตร 40 มิลลิลิตร เติมน้ํา 

กลั่นใหครบตามจํานวน 1 ลิตร เขยาใหเขากัน และนําไปฆาเชื้อดวยเครื่อง Autoclave เก็บรักษาไว 

ที่อุณหภูมหิองซึ่ง 10X buffer นี้จะสามารถนําไปใชในเจอืจางใหมีความเขมขนเปน 0.5X buffer 

ตอไปเพื่อใชในการเตรียมวุนอะกาโรส และใชในงานอิเล็กโตรโฟริซิสตอไป 

 
3. เอทีเดียมโบรไมด (Ethidium bromide) 10 มิลลิกรัม/มิลลลิิตร 

ละลายเอทีเดยีมโบรไมด 1 กรัม ในน้ํา 100 มิลลิลิตร กวนดวยการใชแทงแมเหล็ก 

(Magnetic stirrer) จนกวาจะละลาย เก็บใหพนแสงดวยการหอดวยอลมูิเนียมฟอยด หรือเก็บใส 

ขวดสีน้ําตาลที่อุณหภูมหิอง ตองสวมถงุมือระหวางการเตรียม 

 
4. แมกนีเซีมซัลเฟต (MgSO4) 1 โมลาร 

ละลาย MgSO4.7H2O 24.6 กรัม ในน้ํากลั่นปรับปริมาตรใหเปน 100 และนําไป 

ฆาเชื้อดวยการ Autoclave 

 
5. ไฮโดรคลอริก (HCl) 1 โมลาร 

สําหรับปริมตร 1000 มิลลิลิตร เติมกรดไฮดดรคลอริกเขมขน 86.2 มิลลิลิตร ลง 

ในน้าํกลัน่ 913.8 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั ควรทาํใน Chemical hood เพราะไอของกรดไฮโรคลอ 

ริกจะเกิดเปนควันฟุงกระจาย 
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6. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 10 โมลาร 

ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 40 กรัม ในน้ํากลั่น 80 มิลลิลิตร ใหเปน 100 

มิลลิลิตร และนําไปฆาเชื้อดวยการ Autoclave 

 
7. ทริสไฮโดรคลอไรด (Tris-HCl) 1 โมลาร 

ละลายทริสเบส(Tris base) 121.14 กรัม ในน้าํ 800 มิลลิลิตร ปรับคาความเปน 

กรดดางโดยการใชกรดไฮโดรคลอริกเขมขนจนกระทัง่ได pH ที่ตองการ (pH 7-8) แลวปรับปริมาตร 

ใหเปน 1000 มิลลิลิตร นําไปฆาเชื้อดวยการ Autoclave 

 
8. SDS, 10 % 

ละลาย SDS 10 กรัม ในน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว 100 มิลลิลิตร อาจอุน 

เล็กนอยเพื่อใหละลายดีขึ้น เก็บที่อุณหภูมหิอง 

 
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 ปรับคาความเปนกรดดางใหไดคา pH=7.0 ดวย โซเดียมไฮดรอกไซด 

เขมขน 1 โมลาร และปรับปริมาตรใหเปน 1000 มิลลิลิตร นําไปฆาเชื้อดวยการ Autoclave 

 
10. Loading dye BJ II สียอมสําหรับการทําอิเล็กโตรโฟริซิส 

ละลาย Bromphenol blue 0.05 กรัม และซูโครส (Sucrose) 6.2 กรัม ในน้ํากลั่น 

5 มลิลิลิตร เติมอีดีทีเอ 0.5 โมลาร 1 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่นใหครบปริมาตร 10 มิลลิลิตร คนให 

ละลายหมด เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิหอง 

 
11. Denaturing solution (0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl) 

ละลายโซเดียมคลอไรด(NaCl) 87.66 กรัม และโซเดียมไฮดรอกไซด(NaOH) 20 

กรัม เติมน้ํากลั่นใหครบปริมาตร 1000 มลิลิลิตร นําไปฆาเชื้อดวยการ Autoclave 
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12. กาารเตรียม 2% agraose gel (100 มิลลิลิตร)  

ชั่งวุนอะกาโรสจํานวน 2 กรัม ดวยเครื่องชัง่อยางละเอยีด จากนั้นเท 0.5X TBE ลงไปใหมี

ปริมาตรสุดทายเทากบั 100 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนัเพื่อใหเม็ดวุนแตกตัว นําไปใหความรอนดวย

เครื่องไมโครเวฟเพื่อใหวุนหลอม จากนัน้เทใสทีห่ลอวุน กอนที่จะเสียบหวีซี ่เพื่อแบงใหวุนเปนชอง

สําหรับในการทดลองแตละตัวอยาง 

 
13. การเตรยีม DEPC-water (RNase-free water)  

เทน้าํลงในขวดแกว ซึ่งขวดที่ใชในการเตรียม DEPC water นัน้ ตองเปนขวดที่ปราศจาก 

RNase เติม Diethylpyrocarbonate (DEPC) ลงไป โดยใหมีความเขมขนเปน 0.01% (v/v) ตั้งทิง้

ไวที่อุณหภูมหิอง เปนเวลาขามคืน 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 นําไปทําใหปราศจากเชื้อโดยการ autoclave จากนั้นพักใหอาหารเลี้ยงเชื้อเยน็

ในระดับที่สัมผัสได ทําการเติมเลือดแกะ 35 ml เขยาใหเขากัน 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  

เมื่อปเปตตสารตามขางตนแลว ใหผสมใหเขากัน เก็บไวที ่4 องศาเซลเซยีส 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นายสเุมธ อมรยิ่งเจริญ เกิดเมื่อวันที ่15 มิถุนายน พ.ศ.2526 ที่เขตปอมปราบ จงัหวดั

กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาปริญญาวทิยาศาสตรบัณฑิต สาขา เทคนิคการแพทย จาก

คณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2548 และไดเขาศึกษาตอในระดบั

บัณฑิตศึกษา หลักสูตรชีวเคมีคลินิกและอณูทางการแพทย คณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลยั ในปการศึกษา 2548  
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