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บทคดัย่อ 

การศึกษานี�มีวตัถุประสงคเ์พื�อศึกษาฤทธิ� ของสารสกดัจากพืชสมุนไพร 3 ชนิด คือ พลูคาว

(Houttuynia cordata Thunb) พญายอ  (Clinacanthus nutans (Burm.f) Lindau) และทองพนัชั�ง 

(Rhinacanthus nasutus (Linn.) Kurz) ต่อการยบัย ั�งการติดเขา้สู่เซลลข์องไวรัสพีอาร์อาร์เอส (pre-

infection) และการแบ่งตัวของไวรัสภายหลงัติดเข้าสู่เซลล์เพาะเลี� ยง MARC-145 แลว้ (post-

infection)  พืชสมุนไพรทั�ง 3 ชนิดถูกนาํมาสกดัดว้ยตวัทาํละลาย 4 ชนิด ไดแ้ก่ นํ� า และเอทานอล 

50%, 70% และ 95%  และนาํสารสกดัที�ไดม้าทดสอบหาความเขม้ขน้ที�สูงที�สุดที�ไม่เป็นพิษต่อเซลล ์

MARC-145  เพื�อนาํความเขม้ขน้ที�ไดน้ั�นไปศึกษาฤทธิ� ตา้นไวรัส  ผลการศึกษาพบว่าสารสกดั 50% 

เอทานอลของพืชสมุนไพรทั�ง 3 ชนิดมีฤทธิ� ตา้นไวรัสดีที�สุดเมื�อเทียบกบัสารสกดัที�ไดจ้ากตวัทาํ

ละลายอื�นๆ โดยที�สารสกดั 50% เอทานอลของพญายอมีฤทธิ� ตา้นไวรัสสูงที�สุดโดยสามารถลดไต

เตอร์ไวรัสไดจ้าก 107TCID50/มล. เหลือ 102.41 และ 100.75 TCID50/มล. ในระยะ pre-infection และ

ระยะ post-infection ตามลาํดบั รองลงมาคือ สารสกดั 50% เอทานอลของทองพนัชั�งที�สามารถลด

ไตเตอร์ไวรัสไดเ้หลือ 102.41 และ 102.5 TCID50/มล. ตามลาํดบั ในขณะที�สารสกดั 50% เอทานอล

ของพลคูาวมีฤทธิ� ตา้นไวรัสไดดี้เฉพาะในระยะ post-infection เท่านั�น โดยลดไตเตอร์ไวรัสลงเหลือ 

105.75 และ 102.33 TCID50/มล. ตามลาํดบั   การศึกษานี� แสดงให้เห็นว่าสารสกดัจากพืชสมุนไพร
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พลคูาว พญายอ และทองพนัชั�งมีฤทธิ� ตา้นไวรัสพีอาร์อาร์เอสทั�งก่อนและหลงัไวรัสติดเขา้สู่เซลล ์

ซึ�งองคค์วามรู้นี�อาจนาํไปประยกุตใ์ชเ้พื�อควบคุมโรคพีอาร์อาร์เอสในภาคการผลิตไดใ้นอนาคต 
คาํสาํคญั: พลูคาว, พญายอ, ทองพนัชั�ง, ไวรัสพีอาร์อาร์เอส 

 

Abstract 

This study aims at investigating the antiviral potentials of crude extract of three Thai 

medicinal plants, i.e. Houttuynia cordata Thunb, Clinacanthus nutans (Burm.f) Lindau, and 

Rhinacanthus nasutus (Linn.) Kurz, against porcine reproductive and respiratory syndrome virus 

(PRRSV) replication in MARC-145 cells.  The plants were extracted by four different solvents – 

water and ethanol at 50%, 70%, and 95% v/v.  Highest concentration of each crude extract that 

showed no cytotoxicity to MARC-145 cells was obtained and subsequently used for antiviral 

assays.  Among all crude extracts, crude extracts from 50% ethanol showed highest anti-PRRSV 

potentials in all three plant types.  The H. cordata crude extract could reduce PRRSV titers from 

107 TCID50/ml to 102.41 and 100.75 TCID50/ml in pre-infection and post-infection assays, 

respectively.  Likewise, the C. nutans crude extract could reduce PRRSV titers to 102.41 and 102.5 

TCID50/ml, respectively.  On the other hand, the R. nasutus crude extract could reduce PRRSV 

titers only in post-infection assay and the PRRSV titers after R. nasutus treatment were 105.75 and 

102.33 TCID50/ml, respectively.  Results of this study showed that these three types of Thai 

medicinal plants have a potential to interfere with PRRSV replication in vitro, and further 

suggested that they may be exploited for future PRRSV control strategy.   
Keyword: Houttuynia cordata Thunb, Clinacanthus nutans (Burm.f) Lindau, Rhinacanthus nasutus (Linn.) 

Kurz, porcine reproductive and respiratory syndrome virus 
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คาํนํา  

 

ไวรัส porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) หรือไวรัสพีอาร์อาร์เอส 

เป็นอาร์เอน็เอ (RNA) ไวรัสที�ก่อปัญหาทางระบบสืบพนัธุแ์ละระบบทางเดินหายใจของสุกร   สุกร

ที�ติดเชื�อไวรัสพีอาร์อาร์เอสจะแสดงปัญหาผสมติดยาก แทง้ ลกูตายแรกคลอดสูง ลกูที�เกิดมาโตชา้

และมีอตัราการติดเชื�อแทรกซอ้นสูง  สุกรขุนที�ติดเชื�อไวรัสพีอาร์อาร์เอสจะแสดงอาการปอด

อกัเสบ โตชา้ และเสียชีวิต    

โรคติดเชื�อไวรัสพีอาร์อาร์เอสเป็นโรคอุบติัใหม่ของสุกร   พบครั� งแรกในทวีปยโุรปเมื�อ 

ประมาณปี พ.ศ. 2534   จากนั�นมกีารระบาดทั�วโลกอยา่งรวดเร็ว     พบครั� งแรกในประเทศไทย

ประมาณปี พ.ศ. 2536   ปัจจุบนัฟาร์มสุกรในทุกภาคของประเทศไทยติดเชื�อไวรัสพีอาร์อาร์เอส       

เชื�อไวรัสพีอาร์อาร์เอสมีความสามารถในการกดการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัของสุกรทั�ง

ต่อตวัไวรัสเองและต่อเชื�อก่อโรคชนิดอื�นๆ เช่น ไวรัสอหิวาตสุ์กร  ไวรัสพิษสุนขับา้เทียม  และกลุ่ม

แบคทีเรียที�ก่อโรคทางระบบทางเดินหายใจในสุกร  ส่งผลใหสุ้กรป่วยดว้ยโรคติดเชื�อต่างๆ ง่ายขึ�น

และรุนแรงขึ�น   สุกรมีอตัราการเจริญเติบโตที�ชา้ลงอยา่งมีนยัสาํคญั   จากเดิมสุกรขุนใชร้ะยะเวลา

เลี�ยงทั�งหมดตั�งแต่แรกคลอดจนถึงส่งโรงงานแปรรูปประมาณ  6 เดือน  ปัจจุบนัใชร้ะยะเวลาเลี�ยง

ทั�งหมด  6.5 ถึง  7 เดือน  ทาํใหเ้กษตรกรผูเ้ลี�ยงสุกรมีตน้ทุนการผลิตสุกรสูงขึ�น  รวมถึงมีค่าใชจ่้าย

ดา้นเวชภณัฑเ์พื�อการรักษาโรคติดเชื�อแทรกซอ้นมากขึ�น   ในประเทศสหรัฐอเมริกา มีรายงานการ

ประเมินมลูค่าความเสียหายทางเศรษฐกิจที�เกิดจากเชื�อไวรัสพีอาร์อาร์เอสต่ออุตสาหกรรมการผลิต

สุกรคิดเป็นมลูค่าประมาณปีละ 500 ลา้นเหรียญสหรัฐ   ในประเทศไทย มลูค่าความสูญเสียทาง

เศรษฐกิจที�เกิดจากไวรัสพีอาร์อาร์เอสยงัไม่มีรายงานอยา่งเป็นทางการแต่เป็นที�ยอมรับในกลุ่ม

เกษตรกรผูผ้ลิตสุกรว่าไวรัสพีอาร์อาร์เอสทาํใหผ้ลผลิตสุกรของฟาร์มลดลงอยา่งชดัเจน      

ในปัจจุบนั ยงัไม่มวีิธีการจดัการใดที�สามารถป้องกนัการติดเชื�อไวรัสพีอาร์อาร์เอสในสุกร

ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ   การฉีดวคัซีนป้องกนัโรคพีอาร์อาร์เอสเป็นวิธีหนึ�งในหลายวิธีที�เกษตรกร

นิยมใช ้เพราะมีค่าใชจ่้ายที�ไม่สูงมากและสามารถป้องกนัโรคได ้  แต่ว่าการฉีดวคัซีนป้องกนัโรคพี

อาร์อาร์เอสมีขอ้จาํกดัคือวคัซีนจะป้องกนัโรคไดต่้อเมื�อสุกรมีการติดเชื�อซํ�าภายหลงัไดรั้บวคัซีนไป

แลว้อยา่งนอ้ย 1 เดือน ซึ�งเป็นระยะเวลาที�นานมาก  ถา้หากสุกรติดเชื�อซํ�าภายในระยะเวลา 1 เดือน

หลงัฉีดวคัซีน  สุกรจะแสดงอาการป่วยไม่แตกต่างจากสุกรที�ไม่ไดรั้บวคัซีนเลย   นอกจากนี�

ภูมิคุม้กนัที�สุกรสร้างขึ�นยงัมคีวามจาํเพาะกบัสายพนัธุข์องไวรัส     สุกรที�ไดรั้บวคัซีนและมกีารติด
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เชื�อซํ�าดว้ยไวรัสที�ต่างสายพนัธุก์บัของวคัซีนอาจป่วยดว้ยโรคพีอาร์อาร์เอสไดแ้ละความรุนแรงของ

โรคอาจไม่แตกต่างกบัสุกรที�ไม่ไดรั้บวคัซีน 

การใชส้มุนไพรเพื�อยบัย ั�งการแบ่งตวัของไวรัสพีอาร์อาร์เอสอาจช่วยลดระดบัความรุนแรง

ของโรคพีอาร์อาร์เอสได ้  สารสกดัจากพืชสมุนไทยอย่างน้อย 3 ชนิด ไดแ้ก่ พลูคาว (Houttuynia 

cordata Thunb)   พญายอ (Clinacanthus nutans (Burm.f.) Lindau) และทองพนัชั�ง (Rhinacanthus 

nasutus (Linn.) Kurz) มีฤทธิ� ยบัย ั�งการแบ่งตวัของไวรัสก่อโรคที�สาํคญัในมนุษยห์ลายชนิด เช่น 

herpes simplex virus-1 (HSV-1), SARS coronavirus, influenza virus และ human 

immunodeficiency virus-1 (HIV-1)  เป็นตน้     ฤทธิ� ของสมุนไพรเหล่านี� ต่อการยบัย ั�งการแบ่งตวั

ของไวรัสในสุกรยงัไม่เคยมีการศึกษา     ในงานวิจยันี�  ผูว้ิจยัมุ่งเน้นศึกษาการใชป้ระโยชน์จากพืช

สมุนไพรไทยทั�ง 3 ชนิดนี� เพื�อยบัย ั�งการแบ่งตวัของไวรัสพีอาร์อาร์เอสในเซลลเ์พาะเลี�ยง   ซึ�งพืช

สมุนไพรเหล่านี� มีต้นทุนการผลิตที�ไม่สูงและสามารถนําไปใช้ได้จริงในภาคปฏิบัติ  อีกทั�งยงั

สามารถพฒันาเพื�อประโยชน์ในเชิงพาณิชยไ์ดด้ว้ย 

 

วตัถุประสงค์ของการวจิยั 

 

เพื�อศึกษาฤทธิ� ของสารสกัดพืชสมุนไพรไทย 3 ชนิด ได้แก่ พลูคาว  พญายอ และ

ทองพนัชั�งในการยบัย ั�งการแบ่งตวัของไวรัสพีอาร์อาร์เอสในเซลลเ์พาะเลี�ยง MARC-145  

 

ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับ 

 

1.   เพิ�มประสิทธิภาพในการผลติสุกร   

พลคูาว พญายอและทองพนัชั�งอาจช่วยยบัย ั�งการแบ่งตวัของไวรัสพีอาร์อาร์เอส ทาํให้สุกร

มีโอกาสป่วยดว้ยโรคพีอาร์อาร์เอสลดลงในระหว่างที�สุกรกาํลงัสร้างภูมิคุม้กนัจากวคัซีนหรือจาก

การติดไวรัสซํ� าต่างสายพนัธุ์   ฤทธิ� การยบัย ั�งไวรัสของพืชสมุนไพรทั�ง 3 ชนิดจะช่วยลดปริมาณ

ของไวรัสพีอาร์อาร์เอสในตวัสุกรลง  ช่วยลดโอกาสของการแพร่เชื�อไวรัสภายในฟาร์ม และช่วยลด

ความเสี�ยงของการติดเชื�อแทรกซอ้นต่างๆ ของสุกร    

2.   การผลติเชิงอุตสาหกรรมและเชิงพาณชิย์ 

สารสกดัพืชสมุนไพรไทยสามารถผลิตในเชิงพาณิชยเ์พราะมีตน้ทุนการผลิตที�ไม่สูงและ

องคค์วามรู้ที�ไดส้ามารถนาํไปใชไ้ดจ้ริงในภาคปฏิบติั   โดยเกษตรกรมีตน้ทุนเพียงค่าพืชสมุนไพร
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เท่านั�น   เกษตรกรสามารถใชพ้ืชสมุนไพรในรูปบดผสมอาหารหรือทาํเป็นนํ� าหมกัชีวภาพสาํหรับ

ผสมนํ� าดื�มใหสุ้กร  

3.   พฒันาบุคลากรระดับบัณฑติศึกษา 

งานวิจยันี�สร้างนกัวิจยัระดบัปริญญาโทของสาขาเทคโนโลยชีีวภาพ ภาควิชาชีววิทยา คณะ

วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัแม่โจ ้ในดา้นไวรัสวิทยาในสัตว ์ ซึ�งปัจจุบนัมหาวิทยาลยัแม่โจต้อ้งการ

บุคลากรทางดา้นนี�    

 

การตรวจเอกสาร 

 

ไวรัสพีอาร์อาร์เอสเป็นอาร์เอ็นเอไวรัสที�ก่อปัญหาทางระบบสืบพนัธุ์และระบบทางเดิน

หายใจของสุกร   สุกรติดเชื�อไวรัสพีอาร์อาร์เอสจะแสดงปัญหาผสมติดยาก แทง้ ลูกตายแรกคลอด

สูง ลกูที�เกิดมาโตชา้ แคระแกร็นและมีอตัราการติดเชื�อแทรกซอ้นจากไวรัสและแบคทีเรียก่อโรค

อื�นๆสูง (Mengeling et al., 1998; Thacker et al., 1998; van der Linden et al., 2003)  สุกรขุนที�ติด

เชื�อไวรัสพีอาร์อาร์เอสแสดงอาการปอดอกัเสบ โตชา้ และเสียชีวิต (Halbur et al., 1995; Halbur et 

al., 1996; Rossow et al., 1998; van der Linden et al., 2003) 

โรคติดเชื�อไวรัสพีอาร์อาร์เอสเป็นโรคอุบติัใหม่ของสุกร   พบครั� งแรกในทวีปยโุรปเมื�อ 

ประมาณปี  พ .ศ. 2534 จากนั�นมีการระบาดทั�วโลกอย่างรวดเร็ว      พบครั� งแรกในประเทศไทย

ประมาณปี  พ .ศ . 2536   ปัจจุบนัฟาร์มสุกรในทุกภาคของประเทศไทยติดเชื�อไวรัสพีอาร์อาร์เอส 

(Thanawongnuwech et al., 2004)       

เชื�อไวรัสพีอาร์อาร์เอสมีความสามารถในการกดการตอบสนองทางภูมิคุม้กนัของสุกรทั�ง

ต่อตวัไวรัสเองและต่อเชื�อก่อโรคชนิดอื�นๆ เช่น ไวรัสอหิวาตสุ์กร  ไวรัสพิษสุนขับา้เทียม  และกลุ่ม

แบคทีเรียที�ก่อโรคทางระบบทางเดินหายใจในสุกร  ส่งผลใหสุ้กรป่วยดว้ยโรคติดเชื�อต่างๆ ง่ายขึ�น

และรุนแรงขึ�น (Thacker, 2001)   สุกรมีอตัราการเจริญเติบโตที�ชา้ลงอยา่งมีนยัสาํคญั    จากเดิมสุกร

ขุนใชร้ะยะเวลาเลี�ยงทั�งหมดตั�งแต่แรกคลอดจนถึงส่งโรงงานแปรรูปประมาณ   6  เดือน   ปัจจุบนัใช้

ระยะเวลาเลี�ยงทั�งหมด   6.5  ถึง   7    เดือน   ทาํให้เกษตรกรผูเ้ลี�ยงสุกรมีตน้ทุนการผลิตสุกรสูงขึ�น  

รวมถึงมีค่าใช้จ่ายด้านเวชภัณฑ์เพื�อการรักษาโรคติดเชื�อแทรกซ้อนมากขึ� น      ในประเทศ

สหรัฐอเมริกา มีรายงานการประเมินมลูค่าความเสียหายทางเศรษฐกิจที�เกิดจากเชื�อไวรัสพีอาร์อาร์

เอส ต่ออุตสาหกรรมการผลิตสุกรคิดเป็นมลูค่าปีละประมาณ 500 ลา้นเหรียญสหรัฐ    (Neumann et 

al., 2005)    ในประเทศไทย  มูลค่าความสูญเสียทางเศรษฐกิจที�เกิดจากไวรัสพีอาร์อาร์เอสยงัไม่มี
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รายงานอยา่งเป็นทางการแต่เป็นที�ยอมรับในกลุ่มเกษตรกรผูผ้ลิตสุกรว่าไวรัสพีอาร์อาร์เอสทาํให้

ผลผลิตสุกรของฟาร์มลดลงอยา่งชดัเจน      

ในปัจจุบนั ยงัไม่มีวิธีการจดัการใดที�สามารถป้องกนัการติดเชื�อไวรัสพีอาร์อาร์เอสในสุกร

ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ   การฉีดวคัซีนป้องกนัโรคพีอาร์อาร์เอสเป็นวิธีหนึ�งในหลายวิธีที�เกษตรกร

นิยมใช ้เพราะมีค่าใชจ่้ายที�ไม่สูงมากและสามารถป้องกนัโรคได ้  แต่ว่าการฉีดวคัซีนป้องกนัโรคพี

อาร์อาร์เอสมีขอ้จาํกดัคือวคัซีนจะป้องกนัโรคไดต่้อเมื�อสุกรมีการติดเชื�อซํ�าภายหลงัไดรั้บวคัซีนไป

แลว้อยา่งนอ้ย 1 เดือน ซึ�งเป็นระยะเวลาที�นานมาก  ถา้หากสุกรติดเชื�อซํ� าภายในระยะเวลา 1 เดือน

หลงัฉีดวคัซีน  สุกรจะแสดงอาการป่วยไม่แตกต่างจากสุกรที�ไม่ไดรั้บวคัซีนเลย (Zuckermann et 

al., 2007)   นอกจากนี�ภูมิคุม้กนัที�สุกรสร้างขึ�นภายหลงัการฉีดวคัซีนยงัมีความจาํเพาะกบัสายพนัธุ์

ของไวรัส     สุกรที�ไดรั้บวคัซีนและมีการติดเชื�อซํ� าดว้ยไวรัสที�มีสายพนัธุ์แตกต่างจากของวคัซีน

อาจป่วยดว้ยโรคพีอาร์อาร์เอสไดแ้ละความรุนแรงของโรคอาจไม่แตกต่างกบัสุกรที�ไม่ไดรั้บวคัซีน 

(Zuckermann et al., 2007) 

วิธีการจดัการอื�นร่วมกบัการใชว้คัซีนป้องกนัโรคที�อาจช่วยลดระดบัความรุนแรงของโรค  

พีอาร์อาร์เอสไดดี้ยิ�งขึ�น เช่น การใชส้มุนไพรเพื�อยบัย ั�งการแบ่งตวัของไวรัสพีอาร์อาร์เอส   สาร

สกดัดว้ยนํ� าและคลอโรฟอร์มจากพืชสมุนไทยอยา่งนอ้ย 3 ชนิด ไดแ้ก่ พลคูาว (Houttuynia cordata 

Thunb)   พญายอ (Clinacanthus nutans (Burm.f.) Lindau) และทองพนัชั�ง (Rhinacanthus nasutus 

(Linn.) Kurz) มีฤทธิ� ยบัย ั�งการติดเขา้สู่เซลลแ์ละการแบ่งตวัของไวรัสก่อโรคที�สาํคญัในมนุษยห์ลาย

ชนิด เช่น HSV-1, SARS coronavirus, influenza virus และ HIV-1 เป็นตน้ (Chiang et al., 2003; 

Hayashi et al., 1995; Lau et al., 2008; Sangkitporn et al., 1993; Sangkitporn et al., 1995)     ฤทธิ�

การยบัย ั�งของสมุนไพรเหล่านี� ต่อการติดเขา้สู่เซลลแ์ละการแบ่งตวัของไวรัสพีอาร์อาร์เอสยงัไม่เคย

มีการศึกษา  

 

ความรู้ทั�วไปเกี�ยวกบัสมนุไพรที�ศึกษา 

1. พลูคาว (ภาพ 1) 

 พลคูาวเป็นพนัธุไ์มล้ม้ลุก พบไดท้ั�วไปในทวีปเอเชีย ตั�งแต่แถบเทือกเขาหิมาลยัไปจนถึง

เวียดนาม จีน รวมทั�งไทย และญี�ปุ่น สาํหรับประเทศไทยพลคูาวจะเป็นพนัธุไ์มท้างภาคเหนือ ขึ�น

ตามบริเวณที�ชื�นแฉะริมนํ� า  

 ชื�อวิทยาศาสตร์ Houttuynia cordata Thunb. 

 Family  Saururaceae 
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 ชื�ออื�นๆ  ผกัคาวตอง ผกัคาวปลา (ภาคเหนือ) ผกัคาวทอง พลคูาว (ภาคกลาง) 

 

 
 

ภาพ 1 พลคูาว (Houttuynia cordata  Thunb.) 

ที�มา : www.herblpg.com (2007) 

 

ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ 

ตน้ :  เป็นไมข้นาดเลก็ ตน้สูงประมาณ 6-12 นิ�ว ลาํตน้สีเขียวทอดไปตามพื�นดิน 

ใบ :  แตกกิ�งกา้นใบแผอ่ยูเ่หนือดินเลก็นอ้ย ใบเดี�ยวเหมือนพลแูต่หนากว่าเลก็นอ้ย  

โคนใบเวา้ลึกยาว 2-3 นิ�ว ใบมีกลิ�นคาวเหมือนปลาช่อน ดอกช่อขนาดเลก็ไม่มี 

กา้น ตน้และใบมีสีเขียวเขม้ 

ดอก :  ออกเป็นช่อตรงส่วนยอดของตน้ ช่อดอกประกอบดว้ยดอกเลก็ๆ จาํนวนมาก 

ติดกนัแน่นเป็นรูปทรงกระบอก ยาว 1 นิ�ว ดอกสีขาวออกเหลือง แต่ละช่อดอกมี

กลีบรอง ดอกสีขาวอยู ่4 กลีบ ปลายกลีบมน 

ผล :  มีลกัษณะเมลด็กลมรี ตรงปลายผลแยกออกเป็น 3 แฉก จะออกรวมตวักนัแน่นยาว 

เป็นรูปทรงกระบอก 

การขยายพนัธุ ์: ใชว้ิธีการแยกตน้และปักชาํ 

 

สรรพคุณในตาํรับยาไทย 

ตน้ :  ใชรั้กษาโรคติดเชื�อและทางเดินหายใจ ฝีหนองในปอด ปอดบวม ปอดอกัเสบ ไข ้

มาลาเรีย แกบิ้ด ขบัปัสสาวะ ลดอาการบวมนํ� า นิ�ว ขบัระดขูาว ริดสีดวงทวาร แก้

โรคผวิหนงั ผื�นคนั ฝีฝักบวั แผลเปื� อย ติดเชื�อในทางเดินปัสสาวะ แกไ้อ หลอดลม

อกัเสบ  

ราก :  ขบัปัสสาวะ 
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ใบ :  แกบิ้ด หดั โรคผวิหนงั ริดสีดวงทวาร หนองใน 

 

ฤทธิ�ทางเภสัชวทิยา 

 1. ฤทธิ� ยบัย ั�งไวรัส  

 สารประกอบ n-decyl-aldehyde, n-dodecyl aldehyde และ methyl-n-nonyl ketone ที�พบใน

นํ� ามนัหอมระเหยจากพลคูาวสามารถยบัย ั�งการเจริญเติบโตของเชื�อไวรัสที�มีเปลือกหุม้ 3 ชนิด 

ไดแ้ก่ HSV-1, influenza virus และ HIV-1 และไวรัสที�ปราศจากเปลือกหุม้ 2 ชนิด คือ poliovirus 

และ coxsackie virus และพบว่าสารที�สกดัไดจ้ากการกลั�นดว้ยไอนํ� ามีผลโดยตรงต่อการยบัย ั�ง HSV-

1, influenza virus และ HIV-1 โดยไม่มีความเป็นพษิต่อเซลล ์(Hayashi et al., 1995; Chiang et al., 

2003)  

 Lau et al. (2008) ไดท้าํการศึกษาฤทธิ� ของสารสกดัพลคูาวต่อประสิทธิภาพในการยบัย ั�ง

เชื�อ severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV) พบว่าสารสกดัเมทานอลของ

พลคูาวออกฤทธิ� ขดัขวางกลไกการทาํงานของเอนไซม ์SARS-CoV 3C-like protease (3CLpro) และ 

RNA-dependent RNA polymerase  

 นอกจากนี� ยงัมีรายงานถึงคุณสมบติัของสารสกดัพลคูาวต่อฤทธิ� ยบัย ั�งไวรัส จากสารสาํคญั

ในกลุ่มฟลาโวนอยด ์ไดแ้ก่ สาร rutin, hyperoside, afzelin, quercetin, quercitrin, houttuynoside A 

และ houttuynamide A (Chou et al., 2009; Xu et al., 2006)  

 รายงานของ Choi et al. (2009a) ไดศ้ึกษาฤทธิ� ของสาร quercetin 7-rhamnoside (Q7R) จาก

การแยกบริสุทธิ� ดว้ยวิธี high-performance liquid chromatography (HPLC) ต่อฤทธิ� ยบัย ั�งเชื�อ 

porcine epidemic diarrhea virus (PEDV) พบว่า สาร Q7R ที�พบในสารสกดัเมทานอลจากพลคูาว 

สามารถยบัย ั�งการเพิ�มจาํนวนของไวรัส PEDV ในเซลลเ์พาะเลี�ยง vero cell ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ

เมื�อเปรียบเทียบกบัยาตา้นไวรัส ribavirin, interferon alpha (INFα) และสารในธรรมชาติ ไดแ้ก่ 

coumarin และ tannin acid อีกทั�งยงัมีฤทธิ� ในการยบัย ั�งการเหนี�ยวนาํใหเ้กิดพยาธิสภาพ ที�ค่า CC50 ที�

มากกว่า 100 มคก/มล. และค่า IC50 เท่ากบั 0.014 ± 0.005 มคก/มล. ในขณะที� ribavirin, coumarin, 

tannin acid และ INFα มีค่า IC50 เท่ากบั 4.1, 4.7, 4.9 มคก/มล. และ 0.52 unit ตามลาํดบั  ใน

ปีเดียวกนั ยงัมีรายงานฤทธิ� ยบัย ั�ง influenza A virus จากกลไกการออกฤทธิ� ของสาร quercetin 3-

rhamnoside (Q3R) ที�สามารถยบัย ั�งการเพิ�มจาํนวนของ influenza A ไดโ้ดยตรงต่ออนุภาคไวรัส

ก่อนติดเขา้สู่เซลล ์(Choi et al., 2009b)  
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 Lin et al. (2009) ไดศ้กึษาประสิทธิภาพของสารสกดัจากสมุนไพรจาํนวน 22 ชนิดในการ

ยบัย ั�งการติดเชื�อ enterovirus 71 (EV71) พบว่าสารสกดัจากพลคูาวสามารถยบัย ั�งการเกิดพยาธิ

สภาพต่อเซลลเ์พาะเลี�ยง vero cell มีค่าการยบัย ั�ง IC50 เท่ากบั 125.92 ± 27.84 มคก/มล. และส่งให้

เกิดการตายของเซลล ์(apoptosis) หลงัการติดเชื�อไดอ้ีกดว้ย 

 2. ฤทธิ� ตา้นจุลินทรีย ์

Chen et al. (2008) ไดท้าํการศึกษาแยกส่วนนํ� ามนัหอมระเหยจากพลคูาวที�ปลกูในประเทศ

จีน พบว่ามีส่วนประกอบทั�งสิ�น 21 ชนิด และสารที�เป็นสารออกฤทธิ� สาํคญัทางชีวภาพ ไดแ้ก่ α-

pinene, camphene, β-phellandrene, β-pinene, myrcene, limonene, 4-terpineol, α-terpineol, bornyl 

acetate, 2-undecanone, 2-dodecanone, caryophyllene, decanoyl acetaldehyde, 2-tridecanone, 2-

ethyl-1-decene และ isoelemicin 

 Yadav and Temjenmongla. (2011) รายงานว่า สารสกดัเมทานอลจากพลูคาวมีฤทธิ� ยบัย ั�ง

เชื�อ E.coli จากกลไกการยบัย ั�งในกระบวนการสร้างผนงัเซลล ์โดยขดัขวางการสงัเคราะห์ folic acid  

 3. ฤทธิ� ตา้นการอกัเสบ 

Lu et al. (2006) ศึกษาประสิทธิภาพของสารสกดันํ� าจากพลูคาวต่อฤทธิ� ตา้นการอกัเสบ 

โดยการกระตุน้ใหห้นูเมาส์และหนูแรท เกิดการอกัเสบจากสารก่อการอกัเสบ carrageenan พบว่า 

สารสกดันํ� าจากพลคูาว 80 ไมโครลิตร/20 กรัมนํ� าหนกัตวั มีฤทธิ� ลดอาการบวมนํ� าและยบัย ั�งอาการ

อกัเสบในเยื�อหุ้มปอดของหนูไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพเมื�อเปรียบเทียบกบัหนูที�ไดรั้บยามาตรฐาน

และ dexamethasone ซึ�งใหผ้ลที�แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั มีค่าการยบัย ั�ง IC50 เท่ากบั 0.26 ± 0.07, 

0.16 ± 0.09 และ 0.10 ± 0.05 มคก/มล. ตามลาํดบั  

 Li et al. (2011) รายงานว่า สารในกลุ่มนํ� ามนัหอมระเหยสามารถยบัย ั�งการทาํงานของ

เอนไซม์ cyclooxygenase-2 ซึ�งทาํหน้าที�ในการสร้าง prostaglandin E2 ซึ�งเป็นสารกระตุ้นการ

อกัเสบ 

 4. ฤทธิ� ทางเภสชัวิทยาอื�นๆ  

Wang et al. (2002) ศึกษาฤทธิ� กระตุน้ภูมิคุม้กนัจากสารสกดัพลูคาวในหนูถีบจกัร พบว่า 

สารประกอบระหว่าง sodium bisulfate และ houttuyinin (polymer ของ essential oil) มีส่วนในการ

ช่วยเพิ�มการสร้างแอนติบอดีและส่งเสริมการทาํงานของเซลลเ์ม็ดเลือดขาวชนิดแมคโครฟาจโดย

การเพิ�มปริมาณของ lysosomal enzyme และส่งเสริมการเพิ�มจาํนวนของเซลลเ์ม็ดเลือดขาวชนิดลิม

โฟไซต์ อีกทั�งยงัพบว่าสามารถยบัย ั�งการแสดงออกของไซโตไคน์ชนิด IL-4 และ IL-5 ในการ
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ตอบสนองต่อ phorbol 12-myristate และ calcium ionophore ใน Jurkat T cell และ human mast cell 

line (Lee et al., 2008) 

นอกจากนี�  Kim et al. (2001) พบว่า สารสกดัจากเมทานอลของพลูคาวมีฤทธิ� ตา้นการก่อ

การกลายพนัธุ ์สามารถยบัย ั�งเซลลม์ะเร็งปอด (A-549) มะเร็งรังไข่ (SK-OV-3) มะเร็งลาํไส้ (HCT-

15) เนื�องอก (MEL-2) และมะเร็งที�ระบบประสาทส่วนกลาง (XF-498) ในขณะที� Chang et al. 

(2001) และ Qu et al. (2011) รายงานว่าสารสกดัดงักล่าวมีฤทธิ� ทาํลายเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาว 

(leukemic cell lines) และตา้นการจบัตวัของเกลด็เลือด ตามลาํดบั  

 

2. พญายอ (ภาพ 2) 

 พญายอ เป็นไมพุ้่มกึ�งเลื�อย นิยมปลกูเป็นไมป้ระดบั พบไดท้ั�วไปตามป่าในประเทศไทย  

 ชื�อวิทยาศาสตร์ Clinacanthus nutans (Burm.f.) Lindau 

 Family  Acanthaceae 

 ชื�ออื�นๆ  ผกัมนัไก่ ผกัลิ�นเขียด พญาปลอ้งคาํ พญาปลอ้งดาํ โพะโซ่จาง 

   เสลดพงัพอนตวัเมีย 

 

 
 

ภาพ 2 พญายอ (Clinacanthus nutans (Burm.f.) Lindau) 

ที�มา : http:// xn-n3cga6af7 bxa8aed4a.blogspot.com (2012) 

 

ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ 

ลาํตน้ :  กลมผวิเรียบ เป็นปลอ้ง กิ�งกา้นสีเขียว สูง 1-3 เมตร 

ใบ :  ใบเดี�ยวรูปรีแคบ ออกบริเวณตรงขา้มกนัขนาดกวา้ง 0.5-1.5 เซนติเมตร ยาว 

  ประมาณ 2.5 - 13 เซนติเมตร ปลายและโคนแหลม ริมใบเรียบ  
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ดอก :  เป็นช่อออกเป็นกระจุก ที�ปลายกิ�ง มี 5 ดอกยอ่ยขึ�นไป กลีบดอกสีแดงสม้  

  โคนกลีบสีเขียวติดกนัเป็นหลอดปลายแยกเป็น 2 ส่วน  

ผล :  ผลแหง้แตกได ้เจริญเติบโตไดใ้นดินที�สมบรูณ์ แสงแดดปานกลาง 

การขยายพนัธุ ์: นิยมใชว้ิธีการปักชาํ  

 

สรรพคุณในตาํรับยาไทย 

ทั�งตน้ :  คั�นเอานํ� าดื�ม แกพ้ิษงู แกบิ้ด ถอนพิษไข ้รักษาโรคเริม งูสวดั 

ใบ :  ใชรั้กษาอาการอกัเสบเฉพาะที� ถอนพิษแมลงกดัต่อย แกเ้มด็ผดผื�นคนั 

ราก :  ทาแกพ้ิษ ตะขาบ แมงป่อง 

 

ฤทธิ�ทางเภสัชวทิยา  

 1. ฤทธิ� ยบัย ั�งไวรัส  

 Jayavasu et al. (1992) รายงานว่าสารสกดัเอทานอลจากใบของพญายอมีความสามารถใน

การยบัย ั�งเชื�อไวรัส HSV-2 ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพเมื�อเปรียบเทียบกบัยาตา้นไวรัส acyclovir เมื�อ

ทดสอบในเซลล ์baby hamster kidney (BHK cell line) โดยวดัการเกิด plaque  ซึ�งผลการทดลองใน

หอ้งปฏิบติัการสอดคลอ้งกบัรายงานทางคลินิก ที�พบว่าสารสกดัจากใบพญายอมีประสิทธิภาพใน

การรักษาผูป่้วยโรคเริมที�อวยัวะเพศ  โดยผูป่้วยที�ไดรั้บยาครีมพญายอทาทุกวนั วนัละ 4 ครั� ง 

ติดต่อกนั 6 วนั จะมีระยะเวลาการหายของแผลภายใน 7 วนั ซึ�งไม่ต่างจากระยะเวลาการหายของ

แผลในผูป่้วยที�ไดรั้บยา acyclovir 

 Janwitayanuchit (2003) และ Santi et al. (2008) ศึกษาสารอนุพนัธข์องสารคลอโรฟิลลเ์อ 

(chlophyll a) และ คลอโรฟิลลบี์ (chlophyll b) ต่อฤทธิ� ตา้นไวรัส HSV-1 ในเซลลเ์พาะเลี�ยง vero 

cell พบว่าสาร132-hydroxy-(132-R)-phaeophytin a, 132-hydroxy (132-S)-phaeophytin a และ 132-

hydroxy-(132-R)-phaeophytin b จากสารสกดันํ� าของใบพญายอมีความสามารถในการทาํลายไวรัส 

HSV-1 โดยทาํลายโครงสร้างไกลโคโปรตีนและเปลือกหุม้ไวรัสและแทรกแซงที�กระบวนการ 

adsorption หรือ penetration โดยจบักบั anti-receptor ของไวรัสทาํใหไ้วรัสไม่สามารถจบักบัตวัรับ

บริเวณผวิเซลลข์องเซลลเ์จา้บา้นได ้นอกจากนี�  Yoosook et al. (1999) รายงานว่ามีสารในกลุ่ม 

glycoglycerolipids จากใบพญายอ ไดแ้ก่ 1,2-O-dilinolenoyl-3-O-b-d-glucopyranosyl-sn-glycerol 

ซึ�งเป็นอนุพนัธข์องสาร monoglycosyl diglycerides มีฤทธิ� ยบัย ั�ง HSV-2 ในเซลลเ์พาะเลี�ยง BHK 

cell line โดยยบัย ั�งกระบวนการสร้างสารพนัธุกรรมและโปรตีนของไวรัส 
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 Jayavasu et al. (1992) และ Thawaranantha et al. (1992) ศึกษาพบว่าสารสกดัพญายอมี

ฤทธิ� ยบัย ั�งเชื�อไวรัส Varicella Zoster ในขั�นตอน adsorption กบัเซลลเ์จา้บา้น  ซึ�งการศึกษาดงักล่าว

สอดคลอ้งกบัรายงานทางคลินิกในผูป่้วยโรคงูสวดัว่าผูป่้วยที�ไดรั้บยาครีมพญายอทาทุกวนั วนัละ 5 

ครั� ง ติดต่อกนั 7-14 วนั จะมีแผลหายภายใน 7-10 วนั ซึ�งเร็วกว่ากลุ่มที�รักษาดว้ยยาหลอก และระดบั

ความเจ็บปวดของโรคจะหายเร็วกว่ากลุ่มที�ไดรั้บยาหลอก  

 2. ฤทธิ� ยบัย ั�งการอกัเสบ  

 Pongphasuk et al. (2005) ศึกษาฤทธิ� ของสารสกดัเมทานอลจากใบพญายอ พบว่ามีฤทธิ�

ยบัย ั�งกิจกรรมของเอนไซม ์myeloperoxidase และ Wanikiat et al. (2008) ศึกษาเพิ�มเติมพบว่าสาร

สกดัเมทานอลจากใบพญายอ มีประสิทธิภาพในการลดการตอบสนองของเมด็เลือดขาวชนิดนิวโทร

ฟิว (neutrophil) ส่งผลใหก้ารเคลื�อนที�ของเมด็เลือดขาวดงักล่าวลดลงและช่วยลดอาการบวมจาก

อาการอกัเสบในสตัวท์ดลองไดภ้ายในระยะเวลา6 ชั�วโมงหลงัการเหนี�ยวนาํใหเ้กิดการอกัเสบ 

 3.ฤทธิ� ทางเภสชัวิทยาอื�นๆ 

 Kittisiripornkul et al. (1987) และ Satayavivad et al. (1996) รายงานว่าสารสกดัเอน็บิวทา

นอล (n-butanol) จากใบพญายอ มีฤทธิ� ระงบัปวดในหนูถบีจกัรที�ถกูเหนี�ยวนาํใหเ้กิดการอกัเสบดว้ย

กรดอะซีติค ในขณะที�สารสกดั 50% เอทานอล ไม่มีฤทธิ� ดงักล่าว    

 Pannangpetch et al. (2007) รายงานว่าสารสกดัพญายอมีฤทธิ� ตา้นอนุมลูอิสระ (anti-

oxidant) ช่วยยบัย ั�งการสร้าง peroxide ในเมด็เลือดขาวที�ถกูกระตุน้ดว้ย phorbol myristate 13-

acetate และช่วยป้องกนัการแตกของเมด็เลือดแดงจากอนุมลูอิสระ 

 

3. ทองพนัชั�ง (ภาพ 3) 

 ทองพนัชั�งเป็นพืชลม้ลุก ส่วนใหญ่นิยมปลูกเป็นไมป้ระดบัตามบา้นเรือนและสวนหย่อม

ทั�วไป เป็นพืชที�ชอบดินที�ชุ่มชื�น  สามารถพบไดท้ั�วไปในประเทศเขตร้อน เช่น อินเดีย มาเลเซีย 

และไทย 

ชื�อวิทยาศาสตร์ Rhinacanthus nasutus (Linn.) Kurz 

 Family  Acanthaceae 

 ชื�ออื�นๆ  ทองคนัชั�ง หญา้มนัไก่ ทองพนัดุลย ์
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ภาพ 3 ทองพนัชั�ง (Rhinacanthus nasutus (Linn.) Kurz) 

ที�มา : http://www.oknation.net/blog/nonglek (2009) 

 

ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ 

ลาํตน้ :  ลกัษณะเป็นพุ่มสูงประมาณ 5 ฟุต กิ�งอ่อนเป็นเหลี�ยม กิ�งแก่ค่อนขา้งกลม  

  เป็นไมเ้นื�อแข็ง เปลือกเกลี�ยงสีขี� เถา้  

ใบ :  เดี�ยว ขึ�นตรงขา้มกนั มีลกัษณะเป็นวงรี โคนและปลายใบแหลมเรียว ขอบ 

  ใบเรียบเป็นคลื�นเลก็นอ้ย เนื�อใบบางและเกลี�ยง  

ดอก :  ออกดอกเป็นช่อสั�นๆ สีขาวตามบริเวณซอกใบ กลีบดอกแคบและยาว มี 5 

  กลีบ แบ่งเป็นกลีบบนและกลีบล่าง ขอบขา้งๆ มว้นกลบัมาขา้งหลงั ปลาย 

  กลีบแยกเป็น 2 แฉก กลีบล่างกวา้งมี 3 แฉก  

ผล :  เป็นฝักกลมยาว ผลมีขนาดประมาณ 1 เซนติเมตร  

การขยายพนัธุ ์: ขยายพนัธุด์ว้ยวิธีการเพาะเมลด็หรือกิ�งปักชาํ 

 

สรรพคุณในตาํรับยาไทย 

ราก :  แกก้ลากเกลื�อน รักษาโรคมะเร็ง รักษาโรคผวิหนงั ดบัพิษไข ้แกพ้ยาธิวงแหวน 

  ตามผวิหนงั 

ทั�งตน้ :  รักษาโรคผวิหนงั แกน้ํ� าเหลืองเสีย แกก้ลากเกลื�อน ผื�นคนั รักษามะเร็ง คุดทะราด  

  ขบัพยาธิ แกไ้สเ้ลื�อน  

ตน้ :  บาํรุงร่างกาย รักษาโรคผมร่วง 

ใบ :  รักษาโรคผวิหนงั รักษาโรคมะเร็ง รักษาโรคความดนัสูง แกพ้ิษงู 
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ฤทธิ�ทางเภสัชวทิยา 

1. ฤทธิ� ยบัย ั�งไวรัส 

 Sendl et al. (1996) รายงานว่าทองพนัชั�งมีสารในกลุ่มไรนาแคนทิน (rhinacanthin) ไดแ้ก่ 

rhinacanthin-C, rhinacanthin-D และ rhinacanthin-N และสารอื�นๆ เช่น oxymethylanthraquinone, 

quinone และ rutin (quercetin-3-rutinoside) เป็นองคป์ระกอบ ซึ�งสารเหล่านี�มีฤทธิ� ตา้นเชื�อไวรัส 

HSV-1 และ cytomegalovirus แต่กลไกการออกฤทธิ� ของสารเหล่านี� ยงัไม่ทราบแน่ชดั  

 Kernan et al. (1997) และ Akanitapichat et al. (2002) ศึกษาต่อมาในภายหลงัพบว่า

ทองพนัชั�งยงัมีสาร rhinacanthin E และ F ซึ�งมีฤทธิ� ยบัย ั�งเชื�อไวรัส influenza A virus ได ้ 

2. ฤทธิ� ตา้นเชื�อจุลินทรีย ์

 Cheeptham and Towers. (2002) ศึกษาฤทธิ� ของสารสกดัทองพนัชั�งต่อการตา้นเชื�อ

แบคทีเรีย พบว่าสารสกดัเอทานอลจากใบทองพนัชั�งมีฤทธิ� ตา้นจุลินทรีย ์Bacillus subtilis, 

Staphylococcus aureus K147 methicillin-sensitive, E. coli (wild) และ Pseudomonas aeruginosa 

187 (wild)  

 Sattar et al. (2004) และ Puttarak et al. (2010) ศึกษาเพิ�มเติม พบว่า rhinacanthin-C ที�ได้

จากทองพนัชั�งมีฤทธิ� ในการตา้นแบคทีเรียแกรมบวก ไดแ้ก่ Streptococus mutans, 

Propionibacterium acne, Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus, Staphylococcus 

epidermidis และเชื�อรา Candida albicans  

 นอกจากนี�  Sattar et al. (2004) ยงัรายงานว่าสาร rhinacanthin-C, D และ N ที�สกดัไดจ้าก

สารสกดันํ� า แอลกอฮอล ์และคลอโรฟอร์มจากใบและกิ�งของทองพนัชั�ง มีฤทธิ� ตา้นเชื�อรา 

Epidermophyton floccousm, Microsporum gypseum และTrichophyton rubrum ที�ทาํใหเ้กิดโรค

ผวิหนงัได ้และสารสกดัเมทานอล ไดคลอโรมีเทน และเฮกเซน ยงัมีผลต่อการตา้นเชื�อรา 

Trichophyton mentagrophytes ที�ค่าความเขม้ขน้ตํ�าสุดที�สามารถยบัย ั�งได ้(minimum inhibitory 

concentration) เท่ากบั 512, 64 และ 64 มคก/มล. ตามลาํดบั 

 3. ฤทธิ� ทางเภสชัวิทยาอื�นๆ 

 ทองพนัชั�งมีรายงานว่ามีฤทธิ� ตา้นการอกัเสบ โรคภูมคุิม้กนับกพร่อง ตา้นมะเร็ง และใช้

รักษาโรคความผดิปกติทางจิตได ้(Punturee et al., 2004; Punturee et al. 2005; Siripong et al., 

2006; Tewtrakul et al., 2009)  
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อุปกรณ์และวธิีการวจิยั 

 

อุปกรณ์  

1. ไวรัสพีอาร์อาร์เอส สายพนัธุ์ 01NP1 ได้รับความอนุเคราะห์จากคณะสัตวแพทยศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

2. เซลล์เพาะเลี� ยง MARC-145 ได้รับความอนุเคราะห์จากคณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลยั 

3. สมุนไพรที�ใชใ้นการทดสอบ 

 3.1 พลคูาว จาก อ.สนัทราย จ.เชียงใหม่ 

 3.2 พญายอ จาก อ.เมือง จ.เชียงใหม่ 

 3.3 ทองพนัชั�ง จาก อ.เมือง จ.เชียงใหม่ 

4. อาหารที�ใชใ้นการเพาะเลี�ยงเซลล ์ 

 4.1 MEM        (Gibco) 

5. สารเคมี  

 5.1 สารเคมีที�ใชใ้นการเพาะเลี�ยงเซลล ์

   5.1.1 Fetal Bovine Serum (FBS)    (PAA, Germany) 

   5.1.2 Antibiotic-Antimycotic, 100X  (PAA, Germany) 

  5.1.3 0.1% Trypsin-EDTA   (PAA, Germany) 

   5.1.4 Phosphate Buffered Saline (PBS)   

 5.2 สารเคมีที�ใชใ้นการทดสอบสารสกดัสมุนไพร  

  5.2.1 Dimethyl sulfoxide (DMSO)  (Sigma) 

  5.2.2 Hexane AR grade    (Lab scan) 

  5.2.3 Ethyl acetate, AR grade   (Lab scan) 

  5.2.4 Methanol AR grade    (Lab scan) 

  5.2.5 Acetic acid, AR grade   (Lab scan) 

  5.2.6 Dichoromethane    (Lab scan) 

  5.2.7 Rutin hydrate 95% HPLC   (Sigma Aldrich) 

  5.2.8 Quercetin hydrate 98% HPLC   (Sigma Aldrich) 

  5.2.9 Acetone/ Methanol (60/40)    
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  5.2.10 Sorenson Buffer pH 4.2     

  5.2.11 Ethanol 50%, 70, 95%     

  5.2.12 ผงวุน้อะกาโรส      

  5.2.13 Sterile water 

 5.3 สียอ้มเซลล ์ 

  5.3.1 0.25% Coomassie Brilliant Blue G-250 (Panreac) 

  5.3.2 0.5% Crystal violet ใน 20% ethanol   (Gibco) 

6. เครื�องมือ 

 6.1 หมอ้นึ�งฆ่าเชื�อ (Autoclave)    (Tomy Japan) 

 6.2 เครื�องนบัจาํนวนเซลล ์(Hemacytometer)    (Clay-Adams U.S.A) 

 6.3 ตูอ้บลมร้อน (Hot air oven)    (Binder Gmbh) 

 6.4 เครื�องอ่านปฎิกิริยาบนไมโครเพลท (Microplate reader) (Bio-RAD Model 680XR) 

 6.5 ตูเ้ก็บเซลล ์(CO2 incubator)     (Forma Scientific Infrared) 

 6.6 ตูเ้ยน็       (Sanyo) 

 6.7 ตูแ้ช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส    (Sanyo) 

 6.8 ตูแ้ช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส    (Sanyo) 

 6.9 เครื�องชั�งอยา่งละเอียด     (Sartorius) 

 6.10 เครื�องดูดสารอตัโนมติั (Autopipette)   (High tech lab solution) 

 6.11 เครื�องระเหยแหง้แบบสุญญากาศ (Rotary evaporator)  (BCCHI, Switzerland) 

 6.12 กลอ้งจุลทรรศน์หวักลบั (Invert Microscope)  (Olympus CK2) 

 6.13 กลอ้งจุลทรรศน์เลนส์ประกอบ (Compound Microscope)  (Olympus) 

 6.14 เครื�องปั�นเหวี�ยง (Centifuge)     (Hettich Lab Technology) 

 6.15 ตูเ้ขี�ยเชื�อ (Laminar flow cabinet)    (Microtech) 

 6.16 เครื�องชั�งอยา่งละเอียด    (Metler Toledo รุ่น PG 802-S) 

 6.17 อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath)              (Julabo Labortechink GMBH) 

 6.18 เครื�องพ่นฝอย (Freeze dry)      

 6.19 เครื�องปั�มสุญญากาศ (Vacuum pump)  

 6.20 เครื�องไมโครเวฟ (microwave)  
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7. วสัดุและอุปกรณ์อื�นๆ 

 7.1 Sterile syringe      ขนาด 10 มล. 

 7.2 จานเพาะเลี�ยงเซลล ์     ขนาด 24 และ 96 หลุม 

 7.3 ขวดเลี�ยงเซลล ์(T25 flask)     ขนาด 25 cm2 

 7.4 Nylon syringe filter      ขนาด 0.22 และ 0.45 µm 

 7.5 บีกเกอร์      ขนาด 250 มล.  

 7.6 ปิเปต      ขนาด 1 และ 5 มล. 

 7.7 ขวด Duran       ขนาด 100, 250, 500 และ  

1,000  มล. 

 7.8 ขวด Universal     ขนาด 30 มล. 

 7.9 ขวด Medical flat     ขนาด 100 มล. 

 7.10 กระบอกตวง     ขนาด 100 และ 500 มล. 

 7.11 ขวดรูปชมพู่     ขนาด 100, 125 และ 500 มล. 

 7.12 Pipette tip      ขนาด 20 และ 200 มคล. และ  

1 และ 5 มล. 

 7.13 ขวด Vial  

 7.14 แผน่ TLC Silica gel 60 F245 

 7.15 Capillary tube 

 7.16 TLC tank 

 7.17 Microcentrifuge tubes 

 7.18 กระดาษกรอง (Whatman No.1) 

 

วธิีการวจิยั 

1. การเตรียมสารออกฤทธิ�จากพชืสมุนไพร 

 1.1 นาํส่วนต่างๆของพลคูาว พญายอ และทองพนัชั�ง ลา้งทาํความสะอาด หั�นเป็นชิ�นเล็กๆ 

ตากแดด แลว้อบแหง้ที�อุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส นาน 3 วนั นาํมาบดละเอียด  

 1.2 แบ่งการสกดัออกเป็น 2 กลุ่ม  



19 

 

 

 กลุ่มที� 1 สกดัดว้ยนํ� ากลั�น (water extract) โดยต้มสมุนไพรในนํ� าเดือด 1 ชั�วโมง กรอง

สารละลายดว้ยผา้ขาวบาง และกระดาษกรอง (whatman No. 1) จากนั�นนาํไประเหยแห้งภายใต้

ระบบสุญญากาศ (rotary evaporator) ก่อนทาํแหง้ดว้ยวิธีการพ่นฝอย (spray dryer)  

 กลุ่มที� 2 สกดัแบบชง (percolation) ดว้ยตวัทาํละลาย 50%, 70% และ 95% เอทานอล โดย

แช่สมุนไพรที�บดละเอียดในตวัทาํละลายชนิดต่างๆ นาน 1 ชั�วโมง เพื�อใหส้มุนไพรพองตวัเต็มที�

ก่อนหมกัทิ�งไวใ้นถงัหมกั (percolator) 24 ชั�วโมง เมื�อครบกาํหนดระยะเวลา จึงไขเอาสารสกดัออก

จากถงัหมกัโดยคอยเติมตวัทาํละลายเหนือสมุนไพรพยายามอยา่ใหส้ารละลายแหง้ จนการสกดั

สมบูรณ์ บีบกากเอาสารสกดัออกใหม้ากที�สุด นาํสารสกดัที�เก็บไดท้ั�งหมดกรองผา่นกระดาษกรอง 

และนาํไประเหยแหง้ภายใตร้ะบบสุญญากาศ เพื�อระเหยเอาตวัทาํละลายออกจนหมด 

 1.3 ทาํการละลายกลบัสารสกดัหยาบ ในอาหารเลี�ยงเซลล ์(MEM++; MEM+10% FBS+1% 

antibiotic/antimycotic+1% DMSO) 

 1.4 ปรับความเขม้ขน้ของสารละลายสารสกดัพืชสมุนไพรทั�ง 2 กลุ่ม ใหม้ีความเขม้ขน้

เริ�มตน้ที� 100 มก/มล. กรองสารละลายสารสกดัพืชสมุนไพรผา่นตวักรอง 0.22 µm เก็บเป็น stock 

solution ไวที้�อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

2. การเพาะเลี�ยงเซลล์ MARC-145 

 2.1 นาํเซลล ์MARC -145 ที�เจริญเต็มผิวภาชนะเพาะเลี�ยง T25 flask (5x105 เซลล/์มล.) มา 

subculture โดยเทอาหารเลี�ยงเซลล ์MEM++ ออกจาก flask เดิม  
 2.2 ลา้งดว้ย PBS (1X) ปริมาตร 5 มล. แลว้เท PBS ทิ�ง จากนั�น เติม 0.1 % Trypsin-EDTA 

100 มคล. ทิ�งไวใ้หเ้ซลลถ์กูเอนไซมย์อ่ยออกจากผวิ flask ค่อยๆ เคาะใหเ้ซลลห์ลุดออก 

 2.3 เติมอาหารเลี�ยงเซลล ์MEM++ ปริมาตร 10 มล. ลงในภาชนะ และแบ่งเซลลใ์ส่ flask 

ใหม่ โดยใช ้split ratio เท่ากบั 1:1 (5 มล. : 5 มล.) 

 2.4 เติมอาหารเลี�ยงเซลล ์MEM++ จนครบปริมาตร 10 มล. และเอียง flask ไปมาเพื�อให้

เซลลก์ระจายทั�ว flask แลว้นาํไปบ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูบ่้มที�มีความชื�นและ 5% CO2 

นาน 2-3 วนั สงัเกตการเจริญเติบโต จากการส่องกลอ้งจุลทรรศน์หวักลบั เมื�อเซลลเ์จริญเป็นชั�น 

monolayer นาํไป subculture ใหม่ ตามวิธีขา้งตน้ 
 

3. การเพิ�มจาํนวนไวรัส 

 3.1 ปิเปตอาหารเลี�ยงเซลล ์MEM++ ออกจากนาํภาชนะเพาะเลี�ยง T25 flask ที�มีเซลลเ์จริญ

อยูเ่ป็นชั�น monolayer ปริมาตร 9 มล. 
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 3.2 เติมไวรัสจาก stock 100 มคล. ปล่อยให้เกาะติดกบัเซลล ์บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ในตูบ่้มที�มีความชื�นและ 5% CO2 นาน 1 ชั�วโมง เมื�อครบกาํหนด เทไวรัสส่วนเกินทิ�ง 

 3.3 เติมอาหารเลี�ยงเซลล ์MEM++ ปริมาตร 2-3 มล. แลว้นาํไปบ่มที�อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ในตูบ่้มที�มีความชื�นและ 5% CO2 นาน 2-3 วนั  

 3.4 สงัเกตการเกิดการเปลี�ยนแปลงทางพยาธิสภาพภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์หวักลบั 

 3.5 เก็บภาชนะเพาะเลี�ยง T25 flask ที�มีเชื�อไวรัส ไปแช่แข็งที�อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

และละลายที�อุณหภูมิหอ้ง ทาํเช่นนี�สลบักนั 2 ครั� ง (freeze-thaw) เพื�อใหเ้ซลลแ์ตก และเก็บเชื�อ

ไวรัสในอาหารเลี�ยงเซลลโ์ดยเก็บเป็น stock ไวรัส 
 

4. การทดสอบความเป็นพษิ ของสารสกดัพชืสมุนไพรต่อเซลล์เพาะเลี�ยง MARC-145 

(cytotoxicity assay) 

 4.1 เจือจางสารละลายสารสกดัพืชสมุนไพรใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 100 มก/มล.  นาํมาเจือจาง

ต่อแบบ 2 เท่า (2-fold dilution) ดว้ยอาหารเลี�ยงเซลล ์ไดส้ารสกดัที�มีความเขม้ขน้ 100, 50, 25, 12.5, 

6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0.39, 019, 0.097, 0.048, 0.024 และ 0.012 มก/มล. 

 4.2 บ่มเพาะเซลล ์MARC-145 (5x105 เซลล/์มล.) ร่วมกบัสารละลายสารสกดัพืชสมุนไพร 

ในจานเพาะเลี�ยงชนิด 96 หลุม ที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูบ่้มที�มีความชื�นและ 5% CO2 นาน 

72 ชั�วโมง 

 4.3 วิเคราะห์อตัราการตายของเซลล ์MARC-145 โดยการยอ้มสี 0.5% crystal violet และ

Sorenson’citrate buffer และวดัค่าการดดูกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 595 นาโนเมตรดว้ยเครื�อง 

microplate reader (Fernandes et al., 2005) จากนั�นคาํนวณความมีชีวิตรอดของเซลล ์และเลือกความ

เขม้ขน้ของสารสกดัพืชสมุนไพรมากที�สุดที�ไม่เป็นพษิต่อเซลล ์ 

 สูตรคาํนวณความมีชีวิตรอดของเซลล ์

  % Cell viability = (sample OD / control OD) x 100 
 

5. การทดสอบฤทธิ�ของสารสกดัพชืสมุนไพรต่อการยบัยั�งก่อนตดิเข้าสู่เซลล์ของไวรัสพอีาร์อาร์เอส 

(pre-infection) 

 5.1 ปิเปตเซลล ์MARC-145 (5x105 เซลล/์มล.) ปริมาตร 10 มล. ลงในภาชนะเพาะเลี�ยง T25 

flask บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในตูบ่้มที�มีความชื�นและ 5% CO2 นาน 24 ชั�วโมง 
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 5.2 ผสมสารสกดัสมุนไพรที�ความเขม้ขน้ที�เหมาะสมปริมาตร 5 มล. ร่วมกบัไวรัสพีอาร์

อาร์เอส ปริมาตร 1 มล. ในหลอดทดลอง บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในตูบ่้มที�มีความชื�นและ 

5% CO2 นาน 1 ชั�วโมง 

 5.3 เทอาหารในภาชนะเพาะเลี�ยงออก (ขอ้ 5.1) เติมสารสกดัที�ความเขม้ขน้สูงสุดที�ไม่เป็น

พิษต่อเซลล ์ที�เตรียมไว ้(ขอ้ 5.2) ลงในภาชนะเพาะเลี�ยง ทาํการเพาะเลี�ยงเซลลใ์นอาหารเลี�ยงเซลล ์

MEM++ บ่มเลี�ยงที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในตูบ่้มที�มีความชื�นและ 5% CO2 นาน 4 วนั สงัเกต

การเปลี�ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเซลลเ์พาะเลี�ยงภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์หวักลบั 

 5.4 เก็บ flask ที�เพาะเลี�ยงไวรัสโดยใชพ้าราฟินหุม้ภาชนะใหม้ิดชิด แลว้นาํไปแช่แข็งที�

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จากนั�นนาํออกมา freeze-thaw ก่อนจะเก็บแช่แข็งที�อุณหภูมิ -80 องศา

เซลเซียส จนกว่าจะใชท้ดสอบในครั� งต่อไป 
 

6. การทดสอบฤทธิ�ของสารสกดัสมุนไพรต่อการยบัยั�งการเพิ�มจาํนวนของไวรัสพอีาร์อาร์เอสหลงั

ตดิเข้าสู่เซลล์ (post-infection) 

 6.1 ปิเปตเซลล ์MARC-145 (5x105 เซลล/์มล.) ปริมาตร 10 มล. ลงในภาชนะเพาะเลี�ยง T25 

flask บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในตูบ่้มที�มีความชื�นและ 5% CO2 นาน 24 ชั�วโมง 

 6.2 เทอาหารออกจากภาชนะเพาะเลี�ยง และเติมไวรัสพีอาร์อาร์เอส ปริมาตร 1 มล. บ่มที�

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในตูบ่้มที�มีความชื�นและ 5% CO2 นาน 1 ชั�วโมง  

 6.3 เติมสารละลายสารสกดัที�ความเขม้ขน้สูงสุดที�ไม่เป็นพษิกบัเซลล ์ปริมาตร 5 มล. 

พร้อมกบัอาหารเลี�ยงเซลล ์MEM++  อีก 4 มล. ลงในภาชนะเพาะเลี�ยง T25 flask บ่มที�อุณหภูม ิ37 

องศาเซลเซียส ในตูบ่้มที�มีความชื�นและ 5% CO2 นาน 4 วนั สงัเกตการเปลี�ยนแปลงทางพยาธิสภาพ

ของเซลลเ์พาะเลี�ยง ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์หวักลบั 

 6.4 เก็บ flask ที�เพาะเลี�ยงไวรัสโดยใชพ้าราฟินหุม้ภาชนะใหม้ิดชิด แลว้นาํไปแช่แข็งที�

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จากนั�นนาํออกมา freeze-thaw ก่อนจะเก็บแช่แข็ง ที�อุณหภูมิ -80 องศา

เซลเซียส จนกว่าจะใชท้ดสอบในครั� งต่อไป 

 

7. การทดสอบการเปลี�ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเซลล์ด้วยวธิี Cytopathic effect (CPE) assay  

 7.1 ไวรัสที�แช่แข็งไวที้�อุณหภูมิ - 80 องศาเซลเซียส (ขอ้ 5.4 และ 6.4) นาํออกมา freeze-

thaw จากนั�นปั�นเหวี�ยงที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 1,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที  

 7.2 ดูดส่วนใส แบ่งใส่หลอด microcentrifuge tube ที�ปราศจากเชื�อ และเก็บไวที้�อุณหภูมิ    

-80 องศาเซลเซียส เป็น stock ไวรัส 
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 7.3 นาํส่วนใส (ไวรัส) จากขอ้ 7.2 มาเจือจางตามลาํดบัแบบ 10 เท่า (10-fold dilution) กบั

อาหารเลี�ยงเซลล ์MEM++ 

 7.4 ปิเปตไวรัส ปริมาตร 100 มคล. ลงในถาดเพาะเลี� ยงเซลล์ชนิด 96 หลุม ที�มีเซลล ์

MARC-145 (5x105 เซลล/์มล.) ปริมาตร 100 มคล. เตรียมไวอ้ยู่ก่อน บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ในตูบ่้มที�มีความชื�นและ 5% CO2 นาน 4 วนั 

  7.5 สงัเกตการเปลี�ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเซลลเ์พาะเลี�ยงภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์หัว

กลบั เพื�อวิเคราะห์หาไตเตอร์ของไวรัส 

 7.6 คาํนวณหาความเขม้ขน้ของไวรัสโดยวีธีของ Reed and Muench ซึ�งมีหน่วยเป็น TCID 

(tissue culture infective dose)50/มล.  

 

8. การตรวจหาไตเตอร์ของไวรัสวธิี Plaque formation assay 

 8.1 ปิเปตเซลล ์MARC-145 ปริมาตรหลุมละ 500 มคล. (5x105 เซลล/์มล.) ลงในจาน

เพาะเลี�ยงชนิด 24 หลุม บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในตูบ่้มที�มีความชื�นและ 5% CO2 นาน 24 

ชั�วโมง 

 8.2 ดูดอาหารเลี�ยงเซลลอ์อกจากจานเพาะเลี�ยงเซลล ์

 8.3 นาํไวรัสจาก stock (ขอ้ 7.2) ทาํการเจือจางแบบ 10 เท่า (10-1-10-8 dilution) ปิเปตเชื�อ

ไวรัส แต่ละความเจือจางลงในจานเพาะเลี�ยงเซลลช์นิด 24 หลุม ปริมาตรหลุมละ 450 มคล. บ่มที�

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในตูบ่้มที�มีความชื�นและ 5% CO2 นาน 1 ชั�วโมง 

 8.4 ปิเปตไวรัสที�บ่มไว ้(ขอ้ 8.3) ออกจากจานเพาะเลี�ยง จากนั�นเติมอาหารเลี�ยงเซลลใ์หม่ 

ปริมาตรหลุมละ 500 มคล. และ 0.6% agarose gel (37 องศาเซลเซียส) ปริมาตรหลุมละ 500 มคล. 

บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูบ่้มที�มีความชื�นและ 5% CO2 นาน 4 วนั 

8.5 ดูดอาหารและ agarose gel ในแต่ละหลุมทิ�ง แลว้ลา้งดว้ย PBS ปริมาตร 2 มล. จาํนวน 2 

ครั� ง fix เซลล์ดว้ย 60/40 acetone/methanol ปริมาตรหลุมละ 500 มคล. เก็บไวที้�อุณหภูมิ 4               

องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เมื�อครบกาํหนดเวลานาํออกมาและปิเปตเอาสารละลายทิ�ง จากนั�นคว ํ�า

จานเพาะเลี�ยงทิ�งไวจ้นแหง้สนิท 

8.6 ยอ้มสีไวรัสดว้ย 0.25% Coomassie Briliant Blue R250 ที�ละลายอยู่ใน acetic acid และ 

50% methanol (1:9; v:v) ปริมาตร หลุมละ 200 ไมโครลิตร ทิ�งไว ้10 นาที แลว้ดูดสียอ้มทิ�ง (Kim et 

al,. 2008) 

8.7 ลา้งสารละลายออกดว้ย PBS ปริมาตร หลุมละ 200 มคล. จาํนวน 2 ครั� ง  
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 8.8 ตรวจดูการยอ้มของเซลลติ์ดเชื�อและนบัปริมาณ plaque ของไวรัสที�เกิดขึ�น (เซลลที์�ติด

เชื�อไวรัสจะไม่ติดสียอ้ม) จากนั�นคาํนวณหาไตเตอร์ของไวรัส  

สูตรคาํนวณหาไตเตอร์ของไวรัส  

(plaques) / (d x v) = PFU / มล. 

 plaques =  ค่าเฉลี�ยของจุดที�พบเห็นดว้ยตาเปล่า 

 d  =  dilution factor 

 v  =  ปริมาตรของไวรัสที�เจือจางแลว้ที�ใส่ลงในหลุม   

 

9. การเตรียมสารสกัดสมุนไพรสําหรับการวิเคราะห์หาสารพฤกษเคมีเบื�องต้นด้วยวิธี thin layer 

chromatography (TLC) 

 9.1 การสกดัแบบเป็นขั�นตอน (ภาคผนวก จ) โดยเรียงลาํดบัความมีขั�วจากตวัทาํละลายไม่มี

ขั�ว (non-polar solvent) จนถึงตวัทาํละลายมีขั�ว (polar solvent) คือ hexane – dichloromethane –

ethatyl acetate – n-butanol และนํ� า ตามลาํดบั (Elizabeth et al., 1996) 

 9.2 นาํส่วนที�สกดัแยกได ้(partition) ออกมาระเหยแหง้ภายใตร้ะบบสุญญากาศ เพื�อระเหย

เอาตวัทาํละลายออก 

 9.3 นาํสารสกดัที�ไดจ้ากการแยกมาละลาย โดยใชอ้ตัราส่วน 1 มก/มล. 

  9.3.1 ละลายส่วน hexane ดว้ย dichloromethane 

  9.3.2 ละลายส่วน dichloromethane ethatyl acetate n-butanol ดว้ย methanol  

  9.3.3 ละลายส่วนนํ� าดว้ยนํ� า  

 9.4 นาํแผน่ TLC มาตดัใหม้ีขนาด 10x10 เซนติเมตร 

 9.5 เตรียมสารละลายเคลื�อนที� (developing solvent) 

   9.5.1 dichloromethane: ethatyl acetate: formic acid  ในอตัราส่วน 10:6:1  

สาํหรับวิเคราะห์หาสาร quercetin 

  9.5.2 ethatyl acetate: formic: acetic: H2O  ในอตัราส่วน 100:11:11:26  

สาํหรับวิเคราะห์หาสาร rutin 

 9.6 การเตรียม tank สาํหรับ TLC   นาํสารละลายที�ใชเ้ป็นตวัทาํละลายเคลื�อนที� ใส่ลงใน 

tank ขนาด 20x20 นิ�ว ใหสู้งประมาณ 1 เซนติเมตร วางกระดาษกรองไวที้�ดา้นขา้ง ภายใน tank ปิด

ฝาทิ�งไวป้ระมาณ 30 นาทีเพื�อใหไ้อของตวัทาํละลายเคลื�อนที�อิ�มตวัใน tank 
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 9.7 หยดสารสกดัหยาบลงบนแผน่ TLC ใหห่้างจากกนัประมาณ 1 เซนติเมตร เป็นแถวยาว

ติดกนั รอใหส้ารละลายแหง้แลว้จุดสารซํ� าลงไปอีกครั� ง นาํแผ่น TLC ที�เตรียมไดใ้ส่ลงไปใน tank 

เมื�อตวัทาํละลายเคลื�อนที�ถึง solvent front จึงนาํออกจาก tank ทิ�งไวใ้นตูดู้ดควนัประมาณครึ� งชั�วโมง 

เพื�อใหส้ารตวัทาํลายเคลื�อนที�ระเหยไปจนหมด  

 9.8 ตรวจดูโครมาโทรกราฟี แสดงแถบต่างๆ และส่องภายใตรั้งสี ultraviolet (UV) ที�ความ

ยาวคลื�น 254 และ 356 นาโนเมตร 

 

10. การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถิต ิ

 นําข้อมูลที� เก็บรวบรวมได้มาวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติของไตเตอร์ของไวรัส                  

ที�ตรวจดว้ยวิธี CPE assay และ plaque formation assay ระหว่างกลุ่มที�ไดรั้บสารสกดัที�ความเขม้ขน้

ต่างๆ กบักลุ่มที�ไม่ไดรั้บสารสกดั โดยวิธี one-way analysis of variance และ Dunnett’s t test ที�

ระดบัความเชื�อมั�น 95% 

 

ผลการวจิยั 
 

1. ผลผลติสุทธิ (%yield) ของสารสกดัสมุนไพรในตวัทําละลายต่างๆ 

 ผลผลิตสุทธิของสารสกัดนํ� าและสารสกัด 50%, 70% และ 95% เอทานอล มีปริมาณ

ผลผลิตสุทธิดงัแสดงในตารางที� 1 

 

2. การตรวจสอบความเป็นพษิของสารสกดัต่อเซลล์เพาะเลี�ยง 

  สารสกดันํ� าและสารสกดั 50%, 70% และ 95% เอทานอลของพลูคาว ที�ความเขม้ขน้ 1.56, 

1.56, 1.56 และ 0.78 มก/มล. ตามลาํดบั เป็นความเขม้ขน้ที�สูงที�สุดที�ไม่เป็นพิษต่อเซลล ์MARC-145 

(ตาราง 2)  

 สารสกดันํ� าและสารสกดั 50%, 70% และ 95% เอทานอลของพญายอ ที�ความเขม้ขน้ 25, 

25, 12.5 และ 6.25 มก/มล. ตามลาํดบั เป็นความเขม้ขน้ที�สูงที�สุดที�ไม่เป็นพิษต่อเซลล ์MARC-145  

(ตาราง 3)  

 สารสกดันํ� าและสารสกดั 50%, 70% และ 95% เอทานอลของทองพนัชั�ง ที�ความเขม้ขน้ 

0.09, 0.02, 0.02, และ 0.02 มก/มล. เป็นความเขม้ขน้ที�สูงที�สุดที�ไม่เป็นพิษต่อเซลล ์MARC-145  

(ตาราง 4)  
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ตาราง 1 ผลผลิตสุทธิของสารสกดัสมุนไพรในตวัทาํละลายต่างๆ 

สมุนไพร ตวัทาํละลาย นํ� าหนกัสุทธิ %yield 

 

 

พลคูาว 

นํ� า 7.07 0.70 

50% เอทานอล 152.23 15.22 

70% เอทานอล 114.65 11.46 

95% เอทานอล 47.62 4.76 

 

 

พญายอ 

นํ� า 87.51 8.75 

50% เอทานอล 219.55 21.95 

70% เอทานอล 193.98 19.39 

95% เอทานอล 58 5.80 

 

 

ทองพนัชั�ง 

นํ� า 35.35 3.53 

50% เอทานอล 144.16 14.42 

70% เอทานอล 92.77 9.28 

95% เอทานอล 43.16 4.32 
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ตาราง 2 การทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัพลคูาว 

ความเขม้ขน้ 

ของสารสกดั 

(มก/มล.) 

สารสกดันํ� า 

(n=4) 

50% เอทานอล 

(n=4) 

70% เอทานอล 

(n=4) 

95% เอทานอล 

(n=4) 

Mean sd Mean sd Mean sd Mean sd 

100 0.469 0.085 1.269 0.891 1.282 0.056 1.389 1.094 

50 0.629 0.475 1.327 0.289 1.549 0.029 0.489 0.242 

25 0.866 0.276 1.103 0.195 1.182 0.144 0.773 0.722 

12.5 2.166 0.125 1.275 0.091 1.863 1.206 0.823 0.905 

6.25 2.364 0.179 1.843 0.586 1.714 1.039 2.197 0.765 

3.125 2.594 0.365 1.897 0.385 2.217 0.126 2.637 0.664 

1.56 2.737* 0.552 2.713* 0.553 2.587* 0.431 2.561 0.574 

0.78 2.741 0.184 2.606 0.072 2.657 0.373 2.739* 0.430 

MEM++ 2.797 0.132 2.747 0.229 2.613 0.057 2.859 0.017 

1%DMSO 2.698 0.156 2.637 0.133 2.438 0.264 2.729 0.250 

0.5% crystal** 0.162 0.054 0.165 0.020 0.157 0.006 0.144 0.042 

Blank 0.035 0.000 0.035 0.005 0.034 0.003 0.029 0.002 
 

หมายเหตุ  *ไม่เป็นพิษต่อเซลลสู์งสุด 

  ** crystal violet control คือหลุมเปล่าที�ยอ้มดว้ย 0.5% crystal violet 
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ตาราง 3 การทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัพญายอ 

 

หมายเหตุ  *ไม่เป็นพิษต่อเซลลสู์งสุด 

  ** crystal violet control คือหลุมเปล่าที�ยอ้มดว้ย 0.5% crystal violet 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ความเขม้ขน้ 

ของสารสกดั 

(มก/มล.) 

สารสกดันํ� า 

(n=4) 

50% เอทานอล 

(n=4) 

70% เอทานอล 

(n=4) 

95% เอทานอล 

(n=4) 

Mean sd Mean sd Mean sd Mean sd 

100 0.131 0.117 0.140 0.148 0.047 0.005 0.110 0.100 

50 1.022 1.225 0.221 0.036 0.644 0.707 0.197 0.023 

25 2.269* 0.745 2.003 1.129 2.654* 0.177 1.444 1.771 

12.5 2.353 0.978 2.557* 0.477 3.045 0.221 2.359 0.890 

6.25 2.649 0.704 3.206 0.225 3.184 0.288 2.824* 0.211 

3.125 2.684 0.115 3.258 0.365 2.546 0.007 2.682 0.524 

1.562 2.268 0.812 2.783 0.704 2.409 0.024 2.730 0.559 

0.781 2.407 0.720 3.002 0.334 1.746 0.029 2.815 0.529 

MEM++ 2.315 1.271 2.635 0.150 2.760 0.458 2.921 0.034 

1%DMSO 1.084 1.236 1.490 1.873 1.144 1.410 1.574 1.919 

0.5% crystal** 0.155 0.065 0.161 0.001 0.171 0.118 0.435 0.420 

Blank 0.349 0.447 0.161 0.180 0.204 0.259 0.154 0.183 
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ตาราง 4 การทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัทองพนัชั�ง 

ความเขม้ขน้ 

ของสารสกดั 

(มก/มล.) 

สารสกดันํ� า 

(n=4) 

50% เอทานอล 

(n=4) 

70% เอทานอล 

(n=4) 

95% เอทานอล 

(n=4) 

Mean sd Mean sd Mean sd Mean sd 

100 0.870 0.753 0.513 0.058 0.409 0.102 1.085 0.848 

50 0.490 0.350 0.370 0.152 0.386 0.284 0.953 0.830 

25 0.466 0.316 0.331 0.241 0.314 0.203 0.695 0.712 

12.5 1.456 0.980 0.664 0.310 0.360 0.154 0.526 0.481 

6.25 2.176 1.347 0.647 0.124 0.736 0.208 1.097 0.013 

3.125 2.254 1.108 0.565 0.264 0.438 0.059 1.008 0.445 

1.562 2.320 0.936 0.385 0.039 0.446 0.175 0.814 0.843 

0.781 2.181 1.057 0.343 0.044 0.400 0.244 0.987 1.051 

0.39 2.362 0.154 0.124 0.018 0.176 0.066 0.130 0.004 

0.19 2.416 0.078 0.116 0.007 0.562 0.479 0.134 0.003 

0.09 2.453* 0.130 0.142 0.028 1.507 0.857 0.139 0.004 

0.04 2.329 0.305 0.158 0.006 2.329 0.304 0.201 0.083 

0.02 2.245 0.187 1.483* 0.465 2.496* 0.068 1.430* 0.240 

MEM++ 2.731 0.539 2.648 0.536 3.024 0.482 2.561 0.908 

1% DMSO 2.720 0.442 2.836 0.554 2.239 1.239 2.858 0.305 

0.5% crystal** 0.710 0.705 0.736 0.769 0.762 0.799 0.813 0.890 

Blank 0.058 0.034 0.052 0.027 0.053 0.033 0.057 0.039 
 

หมายเหตุ  *ไม่เป็นพิษต่อเซลลสู์งสุด 

  ** crystal violet control คือหลุมเปล่าที�ยอ้มดว้ย 0.5% crystal violet 
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3. การทดสอบฤทธิ�ยบัยั�งของสารสกดัต่อการตดิเข้าสู่เซลล์และการเพิ�มจํานวนของเชื�อไวรัสพีอาร์

อาร์เอส โดยวธิี CPE assay  

 การเปลี�ยนแปลงทางพยาธิสภาพของเซลลห์ลงัการติดเชื�อไวรัส ไดแ้ก่ เซลลม์ีลกัษณะกลม

วาว (spherical cell) เหี�ยว (shrink cell) บางบริเวณมีการรวมตวักนัเป็นเซลลข์นาดใหญ่ (syncytial 

cell) และหลุดออกจากผวิภาชนะเพาะเลี�ยง (ภาพ 4) 

 

   
        เซลล ์MARC-145 ปกติ   เซลล ์MARC-145 ที�เกิด CPE 

 

ภาพ 4 ลกัษณะของเซลล ์MARC-145 ระหว่างเซลลป์กติกบัเซลลที์�เกิด CPE 
 

 3.1 ฤทธิ�ยบัยั�งจากสารสกดัพลูคาว 

 3.1.1 ฤทธิ�ยบัยั�งการตดิเข้าสู่เซลล์ MARC-145 

 สารสกดันํ� าสามารถลดไตเตอร์ของไวรัสจาก 106 TCID50/มล. เหลือ 105.75 TCID50/

มล. สารสกดั 50% เอทานอลสามารถลดไตเตอร์ของไวรัสจาก 107 TCID50/มล. เหลือ 105.75 TCID50/

มล. ในขณะที�สารสกดั 70% เอทานอลสามารถลดไตเตอร์ไวรัสจาก 107 TCID50/มล. เหลือ 106.66 

TCID50/มล. และสารสกดั 95% เอทานอลสามารถลดไตเตอร์ของไวรัสจาก 106 TCID50/มล. เหลือ 

105.6 TCID50/มล. (ตาราง 5)  

ผลการทดลองพบว่าทุกกลุ่มทดสอบมีไตเตอร์ของไวรัสลดลงเป็นทิศทางเดียวกนั  

แต่สงัเกตไดว้่าสารสกดัพลคูาวมีความสามารถยบัย ั�งไวรัสพีอาร์อาร์เอส ในระยะก่อนติดเขา้สู่เซลล์

ไดค่้อนขา้งนอ้ย 
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ตาราง 5 ไตเตอร์ของไวรัสพีอาร์อาร์เอสในการศึกษาฤทธิ� ของสารสกดัพลูคาวต่อการติดเขา้สู่เซลล ์

MARC-145 (แสดงค่าเฉลี�ยจากการทดลองซํ�า 3 การทดลอง) 

สารสกดั ความเขม้ขน้ 

(มก/มล.) 

Log ไวรัสเริ�มตน้ 

(TCID50/มล.) 

Log ไวรัสหลงัทดสอบ  

(TCID50/มล.) S.E.M 

นํ�า 1.56 106 105.75 100.07 

50% เอทานอล 1.56 107 105.75 100.31 

70% เอทานอล 1.56 107 106.66 100.14 

95% เอทานอล 0.78 106 105.66 100.11 

ควบคุม - 107 107  - 

 

 3.1.2 ฤทธิ�ยบัยั�งการเพิ�มจาํนวนของเชื�อไวรัสพอีาร์อาร์เอส 

  สารสกดั 50% เอทานอลสามารถลดไตเตอร์ของไวรัสจาก 107 TCID50/มล. เหลือ 

102.33 TCID50/มล. สารสกดั 70% เอทานอลลดไตเตอร์ของไวรัสจาก 107 TCID50/มล. เหลือ 103.75 

TCID50/มล. ในขณะที�สารสกัดนํ� าและสารสกัด 95% เอทานอลลดไตเตอร์ของไวรัสจาก 106 

TCID50/มล. เหลือ 105.91 TCID50/มล. และ 105.75 TCID50/มล. ตามลาํดบั (ตาราง 6)  

 

ตาราง 6 ไตเตอร์ของไวรัสพีอาร์อาร์เอสในการศึกษาฤทธิ� ของสารสกดัพลูคาวต่อการเพิ�มจาํนวน

ของไวรัส (แสดงค่าเฉลี�ยจากการทดลองซํ�า 3 การทดลอง) 

สารสกดั ความเขม้ขน้ 

(มก/มล.) 

Log ไวรัสเริ�มตน้ 

(TCID50/มล.) 

Log ไวรัสหลงัทดสอบ  

(TCID50/มล.) S.E.M 

นํ�า 1.56 106 105.91 100.10 

50% เอทานอล 1.56 107 102.33 100.07 

70% เอทานอล 1.56 107 103.75 100.17 

95% เอทานอล 0.78 106 105.75 100.07 

ควบคุม - 107 107 - 
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3.2 ฤทธิ�ยบัยั�งจากสารสกดัพญายอ 

 3.2.1 ฤทธิ�ยบัยั�งการตดิเข้าสู่เซลล์ MARC-145 

  สารสกดันํ� าสามารถลดไตเตอร์ของไวรัส จาก 108 TCID50/มล. เหลือ 104.08 TCID50/

มล. ในขณะที�สารสกดั 50% เอทานอลสามารถลดไตเตอร์ของไวรัสจาก 108 TCID50/มล. เหลือ 

102.41 TCID50/มล. ส่วนสารสกดั 70% เอทานอลสามารถลดไตเตอร์ของไวรัสจาก 106 TCID50/มล. 

เหลือ 104.33 TCID50/มล. และสารสกดั 95% เอทานอลลดไตเตอร์ของไวรัสจาก 107 TCID50/มล. 

เหลือ 105.66 TCID50/มล. (ตาราง 7)   ผลการทดลองพบว่าสารสกดั 50% เอทานอลมีความสามารถใน

การลดไตเตอร์ของไวรัสไดสู้งที�สุด เมื�อเปรียบเทียบกบัสารสกดัจากตวัทาํละลายอื�นๆ  
 

ตาราง 7 ไตเตอร์ของไวรัสพีอาร์อาร์เอสในการศึกษาฤทธิ� ของสารสกดัพญายอต่อการติดเขา้สู่เซลล ์

MARC-145 (แสดงค่าเฉลี�ยจากการทดลองซํ�า 3 การทดลอง) 

สารสกดั ความเขม้ขน้ 

(มก/มล.) 

Log ไวรัสเริ�มตน้ 

(TCID50/มล.) 

Log ไวรัสหลงัทดสอบ  

(TCID50/มล.) S.E.M 

นํ�า 25 108 104.08 100.05 

50% เอทานอล 12.5 108 102.41 100.14 

70% เอทานอล 25 106 104.33 100.07 

95% เอทานอล 6.25 107 105.66 100.11 

ควบคุม - 108 108 - 

 

 3.2.2 ฤทธิ�ยบัยั�งการเพิ�มจาํนวนของเชื�อไวรัสพอีาร์อาร์เอส 

 สารสกดันํ� าสามารถลดไตเตอร์ของไวรัสจาก 108 TCID50/มล. เหลือ 104 TCID50/

มล. ในขณะที�สารสกดั 50% เอทานอลสามารถลดไตเตอร์ของไวรัส จาก 108 TCID50/มล. เหลือ 

100.75 TCID50/มล. ส่วนสารสกดั 70% เอทานอลสามารถลดไตเตอร์ของไวรัส จาก 106TCID50/มล. 

เหลือ 104.41 TCID50/มล. และสารสกดั 95% เอทานอลลดไตเตอร์ของไวรัสจาก 107 TCID50/มล. 

เหลือ 105.75 TCID50/มล. (ตาราง 8) ผลการทดลอง พบว่าสารสกดั 50% เอทานอล สามารถยบัย ั�งการ

เพิ�มจาํนวนของไวรัสหลงัติดเขา้สู่เซลลไ์ดสู้งสุดเมื�อเปรียบเทียบกบัสารสกดัจากตวัทาํละลายอื�นๆ  
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ตาราง 8 ไตเตอร์ของไวรัสพีอาร์อาร์เอสในการศึกษาฤทธิ� ของสารสกดัพญายอต่อการเพิ�มจาํนวน

ของไวรัส (แสดงค่าเฉลี�ยจากการทดลองซํ�า 3 การทดลอง) 

สารสกดั ความเขม้ขน้ 

(มก/มล.) 

Log ไวรัสเริ�มตน้ 

(TCID50/มล.) 

Log ไวรัสหลงัทดสอบ  

(TCID50/มล.) S.E.M 

นํ�า 25 108 104 - 

50% เอทานอล 12.5 108 100.75 100.17 

70% เอทานอล 25 106 104.41 100.05 

95% เอทานอล 6.25 107 105.75 100.07 

ควบคุม - 108 108 - 

 

3.3 ฤทธิ�ยบัยั�งจากสารสกดัทองพนัชั�ง 

 3.3.1 ฤทธิ�ยบัยั�งการตดิเข้าสู่เซลล์ MARC-145 

 สารสกดันํ� าสามารถลดไตเตอร์ของไวรัสจาก 108 TCID50/มล. เหลือ 105.33 TCID50/

มล. ในขณะที�สารสกดั 50% เอทานอลสามารถลดไตเตอร์ของไวรัสจาก 108 TCID50/มล. เหลือ 

102.41 TCID50/มล. ส่วนสารสกดั 70% เอทานอลสามารถลดไตเตอร์ของไวรัสจาก 107 TCID50/มล. 

เหลือ 106.16 TCID50/มล. และสารสกดั 95% เอทานอลสามารถลดไตเตอร์ของไวรัสจาก 107 TCID50/

มล. เหลือ 105.83 TCID50/มล. (ตาราง 9) ผลการทดลองพบว่า สารสกัด 50% เอทานอลมี

ความสามารถในการลดไตเตอร์ของไวรัสไดสู้งสุดเมื�อเทียบกบัสารสกดัจากตวัทาํละลายอื�นๆ 
 

ตาราง 9 ไตเตอร์ของไวรัสพีอาร์อาร์เอสในการศึกษาฤทธิ� ของสารสกดัทองพนัชั�งต่อการติดเขา้สู่

เซลล ์MARC-145  (แสดงค่าเฉลี�ยจากการทดลองซํ�า 3 การทดลอง) 

สารสกดั ความเขม้ขน้ 

(มก/มล.) 

Log ไวรัสเริ�มตน้ 

(TCID50/มล.) 

Log ไวรัสหลงัทดสอบ  

(TCID50/มล.) S.E.M 

นํ�า 3.12 108 105.33 100.2 

50% เอทานอล 0.02 108 102.41 100.16 

70% เอทานอล 0.19 107 106.16 100.07 

95% เอทานอล 0.02 107 105.83 100.11 

ควบคุม - 107 107 - 
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  3.3.2 ฤทธิ�ยบัยั�งการเพิ�มจาํนวนของเชื�อไวรัสพอีาร์อาร์เอส 

 สารสกดันํ� าสามารถลดไตเตอร์ของไวรัส จาก 108 TCID50/มล. เหลือ 104.83 TCID50/

มล. ในขณะที�สารสกดั 50% เอทานอล สามารถลดไตเตอร์ของไวรัสจาก 108 TCID50/มล. เหลือ 

102.5 TCID50/มล. ส่วนสารสกดั 70% เอทานอลและสารสกดั 95% เอทานอลสามารถลดไตเตอร์ของ

ไวรัสจาก 107 TCID50/มล. เหลือ 105.08 TCID50/มล. (ตาราง 10) ผลการทดลองพบว่าสารสกดั 50% 

เอทานอลมีความสามารถในการลดไตเตอร์ของไวรัสไดสู้งที�สุด เมื�อเปรียบเทียบกบัสารสกดัจากตวั

ทาํละลายอื�นๆ  

 

ตาราง 10 ไตเตอร์ของไวรัสพีอาร์อาร์เอสในการศึกษาฤทธิ� ของสารสกดัทองพนัชั�งต่อการเพิ�ม

จาํนวนของไวรัส (แสดงค่าเฉลี�ยจากการทดลองซํ�า 3 การทดลอง) 

สารสกดั ความเขม้ขน้ 

(มก/มล.) 

Log ไวรัสเริ�มตน้ 

(TCID50/มล.) 

Log ไวรัสหลงัทดสอบ  

(TCID50/มล.) S.E.M 

นํ�า 3.12 108 104.83 100.25 

50% เอทานอล 0.02 108 102.50 100.18 

70% เอทานอล 0.19 107 105.08 100.21 

95% เอทานอล 0.02 107 105.08 100.24 

ควบคุม - 107 107 - 

 

4. การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบต่อการยับยั�งไวรัสพีอาร์อาร์เอสโดยวิธี Plaque 

forming assay 

 เมื�อนาํไวรัสพีอาร์อาร์เอสที�ถกูทดสอบดว้ยสารกดัหยาบพลคูาว พญายอ และทองพนัชั�ง ที�

ความเขม้ขน้สูงสุดที�ไม่เป็นพิษต่อเซลล ์มาทาํการเพาะเลี�ยงในเซลล ์MARC-145 (5x105 เซลล)์ เพื�อ

วิเคราะห์หาไวรัสจากปริมาณ plaque ที�ลดลงเปรียบเทียบกบักลุ่มไวรัสควบคุม พบว่าสารสกดัที�มี

ประสิทธิภาพในการยบัย ั�งสูงสุด คือ สารสกดั 50% เอทานอลของสารสกดัพลูคาว พญายอ และ

ทองพนัชั�ง ในการยบัย ั�งไวรัสและสามารถลดปริมาณ plaque ไดด้งันี�   

 4.1 ฤทธิ�ยบัยั�งไวรัสพอีาร์อาร์เอสของสารสกดัพลูคาว 

 สารสกดั 50% เอทานอลของพลคูาวที�ความเขม้ขน้ 1.56 มก/มล. สามารถยบัย ั�งไวรัสพีอาร์

อาร์เอสในระยะก่อนติดเขา้สู่เซลลที์�ระดบัความเจือจางของไวรัส 1,000 เท่า เท่ากบั 7 x 104 PFU/

มล. และมีค่าการยบัย ั�งเท่ากบัร้อยละ 86 และสูงสุดที�ระดบัความเจือจางของไวรัส 10,000 เท่า 
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สามารถยบัย ั�งไวรัสในระยะก่อนติดเขา้สู่เซลล ์ไดสู้งสุดร้อยละ 100 เมื�อเปรียบเทียบกบัไวรัสใน

กลุ่มควบคุม (ตาราง 11, ภาพ 5)  

ในขณะที�การทดสอบประสิทธิภาพการยบัย ั�งการเพิ�มจาํนวนของไวรัสหลงัเขา้สู่เซลลแ์ลว้

ของสารสกดั 50% เอทานอล พบว่ามีค่ายบัย ั�งการเพิ�มจาํนวนของไวรัสหลงัเขา้สู่เซลลไ์ดสู้งสุด

เท่ากบัร้อยละ 97 ที�ระดบัความเขม้ขน้ 10,000 เท่าเมื�อเปรียบเทียบกบัไวรัสในกลุ่มควบคุม พบว่ามี

ปริมาณเท่ากบั 7.5 x 104 PFU/มล. (ภาพ 6) 

 

ตาราง 11 ฤทธิ� ยบัย ั�งไวรัสพีอาร์อาร์เอสจากสารสกดั 50% เอทานอลของพลคูาว 

ความเจอืจาง (เท่า)  Pre-infection Post-infection 

# Plaque % ยบัยั�งa # Plaque % ยบัยั�งa 

10 > 100 0 8 92 

100 > 100  0 9 91 

1,000 14 86 7 93 

10,000 0 100 3 97 
 

หมายเหตุ:  a= ค่าเฉลี�ยของการทดลอง 3 ครั� ง 

 

 

  (ก)      (ข)    

ภาพ 5 ปริมาณ plaque ในระยะ pre-infection หลงัจากทดสอบดว้ยสารสกดั50% เอทานอลของ

พลคูาว (ก) เปรียบเทียบกบัไวรัสกลุ่มควบคุม (ข) 

       

 
       

 (ก)             (ข) 

ภาพ 6 ปริมาณ plaque ในระยะ post-infection หลงัจากทดสอบดว้ยสารสกดั 50% เอทานอลของ

พลคูาว (ก) เปรียบเทียบกบัไวรัสกลุ่มควบคุม (ข) 

10-1                        10-2                      10-3                  10-4  10-1   10-2              10-3              10-4  

     10-1                        10-2                      10-3                  10-4  10-1   10-2              10-3              10-4  
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 4.2 ฤทธิ�ยบัยั�งไวรัสพอีาร์อาร์เอสของสารสกดัพญายอ 

 สารสกดั 50% เอทานอลของพญายอที�ความเขม้ขน้ 12.5 มก/มล. มีความสามารถในการ

ยบัย ั�งไวรัสพีอาร์อาร์เอส ไดท้ั�งในระยะก่อนและหลงัติดเขา้สู่เซลลไ์ดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ โดย

พบว่าในระยะก่อนติดเขา้สู่เซลล ์มีจาํนวน plaque ลดลงอยา่งเห็นไดช้ดั เมื�อเปรียบเทียบกบัไวรัสใน

กลุ่มควบคุม และมีไตเตอร์ของไวรัสเท่ากบั 5x102 PFU/มล. (ตาราง 12, ภาพ 7) มีค่าการยบัย ั�งร้อย

ละ 97 และในระยะการเพิ�มจาํนวนของไวรัสหลงัติดเขา้สู่เซลลน์ั�น มีค่าการยบัย ั�งสูงสุดเท่ากบัร้อย

ละ100 และพบว่าไม่มี plaque ปรากฏขึ�นในจานเพาะเลี�ยงไวรัส (ภาพ 8)  

 

ตาราง 12 ฤทธิ� ยบัย ั�งไวรัสพีอาร์อาร์เอสจากสารสกดั 50% เอทานอลของพญายอ 

ความเจอืจาง (เท่า)  Pre-infection Post-infection 

# Plaque % ยบัยั�งa จาํนวน Plaque % ยบัยั�งa 

10 3 97 0 100 

100 4 96 0 100 

1,000 4 96 0 100 

10,000 0 100 0 100 
 

หมายเหตุ:  a= ค่าเฉลี�ยของการทดลอง 3 ครั� ง 

 

 

(ก)            (ข) 

ภาพ 7 ปริมาณ plaque ในระยะ pre-infection หลงัจากทดสอบดว้ยสารสกดั 50% เอทานอลของ

พญายอ (ก) เปรียบเทียบกบัไวรัสกลุ่มควบคุม (ข) 

 

 

 

 

10-1                        10-2                      10-3                  10-4    10-1      10-2              10-3              10-4 
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(ก)      (ข) 

ภาพ 8 ปริมาณ plaque ในระยะ post-infection หลงัจากทดสอบดว้ยสารสกดั50% เอทานอลของ

พญายอ (ก) เปรียบเทียบกบัไวรัสกลุ่มควบคุม (ข) 
  

 4.3 ฤทธิ�ยบัยั�งไวรัสพอีาร์อาร์เอสของสารสกดัทองพนัชั�ง 

 สารสกดั 50% เอทานอลของทองพนัชั�งที�ความเขม้ขน้ 0.02 มก/มล. สามารถยบัย ั�งไวรัสพี

อาร์อาร์เอสไดใ้นระยะก่อนติดเขา้สู่เซลล ์ที�ระดบัความเจือจางไวรัส 1,000 เท่า มีค่าการยบัย ั�งสูงสุด 

เท่ากบัร้อยละ 100 และที�ระดบัความเจือจางของไวรัส 100 เท่า และมีค่าการยบัย ั�งเท่ากบัร้อยละ 91 

และพบว่ามีไตเตอร์ของไวรัส เท่ากบั 2.25 x 103 PFU/มล. (ตาราง 13, ภาพ 9)  

การทดสอบฤทธิ� ยบัย ั�งการเพิ�มจาํนวนของไวรัสหลงัติดเขา้สู่เซลล ์พบว่าที�ระดบัความเจือ

จางไวรัส 1,000 เท่า มีค่าการยบัย ั�งสูงสุดเท่ากบัร้อยละ 100 และที�ระดบัความเจือจางของไวรัส 100 

เท่า พบว่า มีค่าการยบัย ั�งเท่ากบัร้อยละ 93 และมีไตเตอร์ของไวรัส เท่ากบั1.75 x 103 PFU/มล. (ภาพ 

10)  
 

ตาราง 13 ฤทธิ� ยบัย ั�งไวรัสพีอาร์อาร์เอสจากสารสกดั 50% เอทานอลของทองพนัชั�ง 

ความเจอืจาง (เท่า)  Pre-infection Post-infection 

# Plaque % ยบัยั�งa จาํนวน Plaque % ยบัยั�งa 

10 20 80 15 85 

100 9 91 7 93 

1,000 0 100 0 100 

10,000 0 100 0 100 

หมายเหตุ:  a= ค่าเฉลี�ยของการทดลอง 3 ครั� ง 
 

 

 

10-1                        10-2                      10-3                  10-4                10-1    10-2              10-3              10-4
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(ก)       (ข) 

ภาพ 9 ปริมาณ plaque ในระยะ pre-infection หลงัจากทดสอบดว้ยสารสกดั 50% เอทานอลของ

ทองพนัชั�ง (ก) เปรียบเทียบกบัไวรัสกลุ่มควบคุม (ข) 

 
 

  (ก)      (ข)    

ภาพ 10 ปริมาณ plaque ในระยะ post-infection หลงัจากทดสอบดว้ยสารสกดั 50% เอทานอลของ

ทองพนัชั�ง (ก) เปรียบเทียบกบัไวรัสกลุ่มควบคุม (ข) 

 

5. ผลการวเิคราะห์หาสารพฤกษเคมเีบื�องต้นด้วยวธิี TLC 

 เมื�อนาํสารสกัดที�มีฤทธิ� ในการยบัย ั�งสูงสุด คือ สารสกดัที�สกดัดว้ยตวัทาํละลาย 50% เอ

ทานอลของพืชสมุนไพรพลคูาว พญายอ และทองพนัชั�ง มาทดสอบหาสารพฤกษเคมี โดยการสกดั

แยกสารแบบเป็นขั�นตอน ก่อนนาํไปศึกษาองค์ประกอบทางเคมีดว้ยตวัทาํละลายอินทรีย ์โดยใช ้

solvent system ระบบ ethatyl acetate: formic: acetic: H2O (100:11:11:26) และ ระบบ 

dichloromethane: ethatyl acetate: formic acid (10:6:1) (Veronika., 1995) เพื�อวิเคราะห์หา

สารสาํคญัที�มีฤทธิ� ตา้นไวรัสคือ สาร rutin และ quercetin ตามลาํดบั 

 จากการตรวจสอบหาสารพฤษเคมีเบื� องต้นด้วยเทคนิคดังกล่าวโดยทําการสกัดแยก

องค์ประกอบทางเคมีดว้ยตวัทาํละลายอินทรีย ์โดยเรียงลาํดบัความมีขั�วจากตวัทาํละลายไม่มีขั�ว  

จนถึงตวัทาํละลายมีขั�ว คือ hexane, dichloromethaneethatyl, acetate, n-butanol และนํ� า ตามลาํดบั 

เปรียบเทียบ สารสกัดเอทานอล 50% ของสมุนไพรพลูคาว พญายอ และทองพันชั�ง กับสาร

มาตรฐาน rutin และ quercetin พบว่า สารสกดัพลูคาวที�แยกสกัดโดยใชต้ัวทาํละลาย n-butanol 

แสดงแถบของสารเคลื�อนที�ตรงกบัสารมาตรฐาน rutin (ภาพ 11)ที�ค่า Rf = ~ 0.56 (ตาราง 14) เมื�อ

มองดว้ยตาเปล่า และส่องภายใตแ้สง UV ที�ความยาวคลื�น 254 และ 365 นาโนเมตร  

       10-1                      10-2                      10-3                        10-4          10-1              10-2              10-3               10-4 

       10-1                    10-2                      10-3                     10-4      10-1           10-2              10-3               10-4 
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ภาพ 11 ผลการทาํโครมาโทรกราฟฟีจากสารสกดั 50% เอทานอลของพลูคาว เปรียบเทียบกบัสาร

มาตรฐาน rutin (ซา้ย) และ สาร quercetin (ขวา) 

หมายเหตุ  (A) hexane, (B) dichloromethane, (C) ethatyl acetate, (D) n-butanol, (E) water, (F) สาร

มาตรฐาน, 1  ความยาวคลื�น 254 นาโนเมตร และ 2  ความยาวคลื�น 365 นาโนเมตร 

 

 จากภาพ 11 การทาํโครมาโทรกราฟีของสาร rutin จากสารสกดั 50% เอทานอลของพลูคาว

ทั�ง 5 ตวัทาํละลาย มานาํมาคาํนวณหาค่าการเคลื�อนที� (Rf) ของสารผลิตภณัฑแ์ต่ละค่า ซึ�งคาํนวณได้

จากการเคลื�อนที�ของสาร rutin ตั�งตน้เปรียบเทียบกบัสารผลิตภณัฑที์�ได ้ดงัตารางที�แสดง 
 

ตาราง 14 ค่า Rf ที�คาํนวณไดจ้ากสารผลิตภณัฑเ์ปรียบเทียบกบัสารมาตรฐาน 

สารละลาย พลูคาว พญายอ ทองพนัชั�ง 

rutin/quercetin 0.56/0.92 0.84/0.8 0.90/0.7 

- Hexane -/- -/- -/- 

- Dichloromethane 0.76/0.73 - - 

- Ethylacetate -/0.41 - - 

- n-Butanol 0.56*/0.78 - - 

- water -/0.76 - - 
 

หมายเหตุ  - = ไม่มีปรากฏว่ามีสารสาํคญั ; * = ค่า Rf เท่ากบัสารมาตรฐาน 

 

 

 

 

ABCDE       F 

2  

                       1,2
 

   1,2
  

ABCDE      F 

       1,2
  

1
 

1
 

1
  

1,2  
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วจิารณ์และสรุปผลการวจิยั 

 

 จากการทดสอบสารสกดัหยาบของสมุนไพรพลคูาว พญายอและทองพนัชั�ง ที�ความเขม้ขน้

สูงสุดที�ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลลเ์พาะเลี�ยง MARC-145 cell พบว่า สารสกดันํ� าจากพลคูาว พญายอ 

และทองพนัชั�ง มีค่าเท่ากบั 1.56, 25 และ 0.02 มก/มล. ตามลาํดบั และสารสกดัเอทานอลจากพลคูาว 

พญายอ และทองพนัชั�ง มีความเข้มข้นสูงสุดที�ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ดังนี�  สารสกัด 50%           

เอทานอล เท่ากบั 1.56, 12.5 และ 0.02 มก/มล. ตามลาํดบั สารสกดั 70% เอทานอล เท่ากบั 1.56, 25 

และ 0.09 มก/มล. ตามลาํดบั และสารสกัด 95% เอทานอล เท่ากับ 1.56, 6.25, 0.02 มก/มล. 

ตามลาํดบั  การทดลองแสดงใหเ้ห็นว่าสารสกดันํ� าและสารสกดัเอทานอลของสมุนไพรทั�ง 3 

มีความเป็นพิษต่อเซลลไ์ม่แตกต่างกนั แต่เมื�อเปรียบเทียบระหว่างสารสกดัสมุนไพร จะเห็นไดว้่า 

สารสกดัทองพนัชั�งมีค่าความเป็นพิษต่อเซลลม์ากที�สุด รองลงมาคือสารสกดัพลูคาว และสารสกดั

พญายอมีค่าความเป็นพิษต่อเซลลน์้อยที�สุด จึงทาํให้ทราบไดว้่าวิธีการสกดัที�อาศยัความร้อนใน

กระบวนการสกดันั�นไม่มีผลต่อประสิทธิภาพของสารสกดั เมื�อเปรียบเทียบระหว่างสารสกดันํ� า 

และสารสกดัเอทานอล  

 จากการทดสอบประสิทธิภาพในการยบัย ั�งไวรัสพีอาร์อาร์เอสของสารสกดัหยาบ ทั�งใน

ระยะก่อนติดเขา้สู่เซลล ์และระยะการเพิ�มจาํนวนของไวรัสหลงัเขา้สู่เซลล ์MARC-145 พบว่า สาร

สกดั 50% เอทานอลมีความสามารถในการยบัย ั�งไวรัสไดสู้งที�สุด โดยพบว่า สารสกดั 50% เอ

ทานอลของพญายอสามารถยบัย ั�งไดท้ั�งในระยะก่อนติดเขา้สู่เซลลแ์ละยบัย ั�งการเพิ�มจาํนวนของ

ไวรัสพีอาร์อาร์เอสหลงัเขา้สู่เซลล ์โดยสามารถลดไตเตอร์ได ้เหลือเท่ากบั 102.41 TCID50/มล. และ 

100.75 TCID50/มล. ตามลาํดบั และสารสกดั 50% เอทานอลของทองพนัชั�ง สามารถลดไตเตอร์ของ

ไวรัสไดเ้หลือเท่ากบั 102.41 TCID50/มล. ในระยะก่อนติดเขา้สู่เซลลแ์ละ 102.5 TCID50/มล.  ในระยะ

การเพิ�มจาํนวนของไวรัสพีอาร์อาร์เอส ในขณะที�สารสกดั 50% เอทานอลของพลคูาวสามารถลดไต

เตอร์ไวรัสไดดี้ในระยะการเพิ�มจาํนวนของไวรัสพีอาร์อาร์เอสหลงัติดเขา้สู่เซลล ์ไดเ้หลือเท่ากบั 

102.33 TCID50/มล.  และจากการวิเคราะห์หาไตเตอร์ของไวรัสโดยวิธี plaque forming assay ทาํให้

ทราบได้ว่าสารสกัด 50% เอทานอลของพญายอที�ความเข้มข้นสูงสุดที�ไม่เป็นพิษกับเซลล์มี

ประสิทธิภาพในการยบัย ั�งไดดี้ที�สุด โดยสารสกดัพญายอสามารถยบัย ั�งเชื�อไวรัสในระยะก่อนติดเขา้

สู่เซลล ์ไดใ้นปริมาณ 5x102 PFU/มล. เท่ากบั 96% และมีประสิทธิภาพยบัย ั�งการเพิ�มจาํนวนของเชื�อ

ไวรัสไดถ้ึง 100% เมื�อเปรียบเทียบกบัสารสกดัที�ใชต้วัทาํลายต่างๆกนั ในขณะที�จากการตรวจสอบ
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หาสารพฤษเคมี พบว่า สารสกดั 50% เอทานอลของพลคูาวที�สกดัแยกโดยใชต้วัทาํละลาย n-butanol 

มีสาร rutin เป็นองคป์ระกอบสาํคญั  

 

ข้อเสนอแนะ 
 

 1. จากการทดลองจะสงัเกตไดว้่าระดบัความเขม้ขน้สูงสุดที�มีความเป็นพิษต่อเซลลข์องสาร

สกดันั�นแตกต่างกนั เนื�องจากความเขม้ขน้ของสารสกดัที�ใชท้ดสอบซึ�งตอ้งคาํนึงความเป็นพิษต่อ

เซลล์เพราะไวรัสต้องอาศัยเซลล์เจ้าบ้านในการแบ่งตัว ด้วยสาเหตุนี� จึงทําให้สารสกัดให้

ประสิทธิภาพในการยบัย ั�งไดอ้ยา่งจาํกดัโดยที�สารสกดัพญายอมีความเขม้ขน้สูงที�สุดและสารสกดั

ทองพนัชั�งมีความเขม้ขน้ตํ�าที�สุด อาจเป็นไปไดว้่าฤทธิ� ในการยบัย ั�งไวรัสจะเพิ�มขึ�นตามความเขม้ขน้

ของสารสกดั 

 2. ผลการทดสอบประสิทธิภาพการยบัย ั�งทั�งในระยะก่อนติดเขา้สู่เซลลแ์ละการเพิ�มจาํนวน

หลงัไวรัสเขา้สู่เซลล ์พบว่า สารสกดัทั�ง 3 ชนิด มีประสิทธิภาพในการยบัย ั�งเชื�อไวรัสพีอาร์อาร์เอส

ได ้แต่ไม่สามารถอธิบายถึงกลไกการออกฤทธิ� ได ้ดงันั�น จึงควรที�จะทาํการทดสอบ โดยการใช้

เทคนิคทางพนัธุวิศวกรรม เพื�ออธิบายถึงกลไกการออกฤทธิ� ต่อไป 

 3. ผลจากแยกสารสกดัหยาบแลว้ นาํมาสกดัแยกต่อโดยใช ้TLC ควรมีการนาํสารสกดัที�ได้

จาก TLC มาทดสอบฤทธิ� ยบัย ั�งเชื�อไวรัสอีกครั� งหนึ� ง เพื�อหาค่า Rf ว่าสารที�มีฤทธิ� ในการยบัย ั�งเชื�อ

เป็นสารตวัเดียวกนักบัที�ไดจ้าก TLC โดยตรงหรือไม่ เพื�อจะเป็นประโยชน์ในการวิเคราะห์หาสาร

บริสุทธิ�  และนาํไปใชป้ระโยชน์ต่อไป 
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อาหารและสารเคมทีี�ใช้ในการเพาะเลี�ยงเซลล์ 

 

1. การเตรียมอาหารเลี�ยงเซลล์สูตร MEM ++ 

 - dH2O                  938  มล. 

 - MEM       10 กรัม  

 - NaHCO3      2.2 กรัม 

 - FBS       50 มล. 

 - Antibiotic-Antimycotic     10 มล. 

  ปรับ pH ใหไ้ด ้7.2  

 ผสมทั�งหมดเขา้ดว้ยกนั กรองผา่นตวักรองขนาด 0.2 µm ลงขวดปลอดเชื�อ 
 

 2. Growth medium  

 - MEM        89  มล. 

 - FBS        10 มล. 

 - Antibiotic-Antimycotic       1 มล. 

 ปรับ pH ใหไ้ด ้7.2  

 ผสมทั�งหมดเขา้ดว้ยกนั กรองผา่นตวักรองขนาด 0.2 µm ลงขวดปลอดเชื�อ 
 

3. การเตรียมอาหารสําหรับเกบ็เซลล์  

 - MEM        50 มล. 

 - FBS       40 มล. 

 - DMSO      10 มล. 

 ผสมทั�งหมดเขา้ดว้ยกนั กรองผา่นตวักรองขนาด 0.2 µm ลงขวดปลอดเชื�อ 
 

4. สารละลาย Phosphate buffer saline (PBS) ประกอบดว้ย  

 - Sodium chloride (NaCl)     8  กรัม  

 - Potassium chloride (KCl)     0.2 กรัม  

 - Sodium phosphate (NaHPO4)    1.25  กรัม  

 - Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4)   0.2 กรัม 
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  นาํแต่ละส่วนค่อยๆละลายในนํ� าบริสุทธิ�  975 มล. จากนั�นทาํการปรับค่า pH ใหไ้ด ้7.4 แลว้

ปรับปริมาตรใหไ้ด ้1 ลิตร ฆ่าเชื�อดว้ยหมอ้นึ�งความดนัไอนํ� า และเก็บที� 4 องศาเซลเซียส  
 

5. การเตรียม Trypsin 0.25% (w/v) 

 - Trypsin      0.25  กรัม 

  - PBS        100 มล. 

   ปรับ pH ใหไ้ด ้7.4 -7.6  

 กรองผา่นตวักรองขนาด 0.2 µm ลงหลอดบรรจุ  
 

6. การเตรียม crystal violet (0.5%; w/v)  

 - สารละลาย citric acid 0.1 M     95 มล.  

 - Crystal violet       0.5 กรัม  
 

7. การเตรียม 0.25% Coomassie brilliant blue R250  

 - Coomassie Briliant Blue R250    0.25 กรัม 

 - Absolute acetic acid     10 มล. 

 - 50% methanol       90 มล. 
 

8. การเตรียม 50% เอทานอล (ปริมาตร 1 ลติร) 

 - 95% เอทานอล      526 มล. 

 - dH2O       474 มล. 
 

9. การเตรียม 70% เอทานอล 

 - 95% เอทานอล      736 มล. 

 - dH2O       264 มล. 
 

10. การเตรียม 0.6% agarose gel  

 - dH2O       50 มล. 

 - Agarose      0.3 กรัม 
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  ปรับ pH ใหไ้ด ้7.4 แลว้ฆ่าเชื�อดว้ยหมอ้นึ�งความดนัไอนํ� า เก็บไวที้�อุณหภูมิหอ้ง เมื�อ

ตอ้งการใช ้ใหอุ้่นในไมโครเวฟจนเดือด ควบคุมอุณหภูมิที� 37 องศาเซลเซียส  
 

11. สารละลาย Sorenson’s buffer 

 - Sodium citrate      5.88 กรัม 

 - เอทานอล       100 มล. 

 - dH2O       100 มล. 

 - ปรับ pH ใหไ้ด ้4.2  
 

12. สารละลาย 1 N  NaOH (100 มล.)  

 - Sodium hydroxide         4 กรัม 

 - dH2O       100 มล. 
 

การนับจาํนวนเซลล์และสูตรคาํนวณ 

 

 นาํเซลล์ 20 มคล. ผสมกับ 0.2% trypan blue ใน PBS 20 มคล. ผสมกันในหลอด 

microcentrifuge จากนั�นใช ้micropipette ดูดส่วนผสมที�ไดอ้อกมาประมาณ 10 มคล. เติมลงใน 

hemacytometer ส่องดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์เลนส์ประกอบ นบัเซลลภ์ายในช่อง A, B, C และ D  

 

 
 

ภาพผนวก 1 ตารางนบัเซลลใ์นเครื�องนบัจาํนวนเซลล ์ 

ที�มา: http://web.agri.cmu.ac.th/ppath/course/360301/lesson5_inoculation_prepare.htm 



51 

 

 

สูตรการหาจาํนวนเซลล์ทั�งหมด (total cell count) 

T  =  (N x V) x 104 /4 

 T  =  Total cell count (เซลล/์มล.) 

 N  =  จาํนวนเซลลท์ั�งหมดที�นบัไดใ้นช่อง A, B, C, D  

 V  = ปริมาตรรวมของเซลลที์�หยอดเขา้ไป  

 

สูตรการหาร้อยละการรอดชีวติของเซลล์ (% viability) 

% Viability = 100X / X + Y 

 %  =  % การรอดชีวิตของเซลล ์

 X  =  ค่าเฉลี�ยจาํนวนเซลลที์�มีชีวิต (ไม่ติดสี trypan blue) 

 Y  = ค่าเฉลี�ยจาํนวนเซลลที์�ตายแลว้ (ติดสี trypan blue) 

 

สูตรคาํนวณความเข้มข้นของไวรัสโดยวธิี Reed and Muench  

 TCID50/มล. เป็นค่า 50% ของเซลลที์�ติดเชื�อไวรัสโดยการสงัเกตการเปลี�ยนแปลงทางพยาธิ

สภาพของเซลล ์(CPE) เมื�อบ่มเซลลร่์วมกบัไวรัส   การคาํนวณหาค่า TCID50/มล. ซึ�งอยูร่ะหว่างค่า 

2 ค่า ทาํไดโ้ดยการหาค่า Proportionate distance (PD) โดยกาํหนดให ้ 

PD   =    (A-50) / (A-B) 

 A   =    % สะสม ค่าแรกที�มากกว่า 50%   

 B   =    % สะสมค่าแรกที�นอ้ยกว่า 50% 
 

เมื�อไดค่้า PD แลว้นาํมาคาํนวณต่อตามสูตร Log of 50% end point 

Log 50% end point = (log C) – (PD x Log D) 

 C   =    ความเจือจางของไวรัสที�ใหค่้า A    

 D   =    Dilution factor 
 

สูตรคาํนวณหาไตเตอร์ของไวรัส  

(Plaques) / (D x V) = PFU/มล. 

 Plaques  =   จาํนวนของ plaque ที�เกิดขึ�น 

 D   =   dilution factor 

 V  =   ปริมาตรของไวรัสที�เจือจางแลว้ที�ใส่ลงในหลุม  




