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บทคดัย่อภาษาไทย 

 
ปัจจุบันยาฆ่าพยาธิในท้องตลาดไมม่ีประสิทธิภาพเพียงพอในการยับยั้งการติดเชื้อพยาธิใบไม้ตับ ใน

ตระกูล Opisthorchis การค้นหายาฆ่าพยาธิจึงเป็นเรื่องเร่งด่วน มีรายงานว่าสารกัดบริสุทธิ์ plumbagin (PB) 
สามารถยับยั้งการเคลื่อนไหวของหนอน Caenorhabditis elegans  พยาธิใบไม้ในเลือด Schitosoma 
mansoni และพยาธิใบไม้ในกระเพาะ Paramphistomum cervi ผู้วิจัยตั้งสมมุติฐานว่าสารสกัดหยาบจาก
รากเจตมูลเพลิงแดงน่าจะมีฤทธิ์เป็นยาฆ่าพยาธิได้เช่นเดียวกับ PB ดังนั้นวัตถุประสงค์การวิจัยครั้งนี้เพ่ือศึกษา
ผลของสารสกัด PB และสารสกัดหยาบจากรากเจตมูลเพลิงแดง (crude extract of Plumbago indica : 
cPI) ต่อพยาธิ O. viverrrini ระยะ newly excystment juveniles (NEJs) และ 4 สปัดาห์ โดยประเมินค่า
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนย้ายของตัวอ่อน  ความสัมพันธ์การเคลื่อนไหว  เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต  เปอร์เซ็นต์การ
ป้องการติดเชื้อพยาธิ และการเปลี่ยนแปลงของผิวของพยาธิด้วยกล้องจุลทรรศน์ โดยพยาธิถูกแบ่งออกเป็น 11 
กลุ่ม กลุ่มละ 10 ตัว คือ กลุ่มที ่1 เป็นกลุ่มควบคุม, กลุ่มที ่2 เป็นกลุ่ม vehicle, กลุ่มที่ 3-5 พยาธิถูกเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ RPMI-1640 ผสมด้วยยาฆ่าพยาธิ praziquatel (PZQ) ใช้เป็นกลุ่ม positive control ที่
ความเข้มข้น 0.1, 1.0, และ 10 g/ml เรียงตามล าดับ  กลุ่มท่ี 6-8 พยาธิถูกเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสม
ด้วย PB และกลุ่มท่ี 9-11 พยาธิถูกเลี้ยงในอาหารที่ผสมด้วย cPI โดยความเข้มข้นที่เท่ากับ PZQ  หลังจากการ
ประเมินการเปลี่ยนแปลงการเคลื่อนไหวที่ชั่วโมงท่ี 1, 3, 6, 12 และ 24  ด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
stereomicroscope  พยาธถิูกน าไปผ่านขบวนการเตรียมเนื้อเยื่อเพ่ือศึกษาการเปลี่ยนแปลงของผิวโดยกล้อง
จุลทรรศน์แบบส่องกราด (SEM) ผลการทดลองพบว่าค่าเฉลี่ยของ relative motility (RM) value ของพยาธิ
ในระยะ NEJs และระยะ 4 สัปดาห์ในกลุ่มท่ีได้รับ PZQ ที่ความเข้มข้น 10 g/ml มีค่า RM values ลดลงต่ า
กว่ากลุ่มพยาธิที่ถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อผสมด้วย PB และ cPI แต่ค่าเฉลี่ยของ SI value ของกลุ่มที่ได้รับ 
cPI มีค่าใกล้เคียงกลุ่มที่ได้รับ PZQ เมื่อประเมินการเปลี่ยนแปลงผิวพยาธิภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ SEM 
พบว่าผิวของพยาธิในระยะ NEJs และระยะ 4 สัปดาห์เกิดตุ่มพอง ตุ่มแตก การกัดเซาะของผิวและมีการหลุด
หลอกของผิวพยาธิหลังชั่วโมงท่ี 12 เมื่อตรวจสอบเปอร์เซ็นต์การป้องกันการติดเชื้อพยาธิพบว่าในกลุ่มท่ีได้รับ 
PZQ มีเปอร์เซ็นต์การป้องกันการติดเชื้อพยาธิสูงที่สุดเมื่อเทียบกับกลุ่มที่ได้รับ PB และ cPI  อย่างไรก็ตาม
กลุ่มท่ีได้รับ PB และ cPI ค่ามากกว่า 70% ของการป้องกันการติดเชื้อพยาธิ ผลการศึกษาในครั้งนี้แสดงว่าสาร
สกัดหยาบจากรากเจตมูลเพลิงแดงมีประสิทธิภาพเป็นยาฆ่าพยาธิใบไม้ตับได้ในระดับดี ซึ่งควรพัฒนาต่อยอด
ในการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบนี้ต่อไป   
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ  
 

Presently, the commercial anthelmintic drug cannot effectively inhibit Opisthorchis 
spp. infection. The drug discovery is urgent. It was reported that the anthelmintic effect of 
purified plumbagin of Plumbago indica root inhibited the motility of Caenorhabditis elegans, 
Schitosoma mansoni and Paramphistomum cervi. We hypothesized that the crude extract 
from P. indica is possible to be used as an anthelmintic drugs. Therefore, this work aimed to 
investigate the anthelmintic effect of plumbagin (PB) and crude extract of P. indica root (cPI) 
on newly excystment juvenile (NEJs) and 4 week of O. viverrrini on % larval migration, 
relative motility (RM) assay, survival index (SI), % protection, and observation of 
histopathological changes. Flukes were divided in to 11 treatment groups (n=10 per group). 
Group 1 was negative control, group 2 was vehicle (0.1% DMSO), groups 3-5; flukes were 
incubated with RPMI-1640 medium containing praziquatel (PZQ), to be used as the positive 
control in the serial concentrations; 0.1, 1.0, and 10 g/ml, respectively. Groups 6-8, were 
incubated with medium mixed with PB at 0.1, 1.0, and 10 g/ml and groups 9-11 were 
incubated with cPI of similar dosages. After in vitro experiments, the RM values were 
evaluated after 1, 3, 6, 12 and 24 h incubation using scoring under the stereomicroscopy. 
Then, they were collected from each observation time to run tissue processing for 
histopathological changes using SEM. The results showed that mean RM values of PZQ-
treated groups at the concentration 10 g/ml in both NEJs and 4-week of O. viverrini were 
progressively decreased more than PB and cPI-treated groups but the mean SI values of cPI 
were similar to PZQ group. Observation under the SEM, revealed that NEJs and 4-week O. 
viverrini showed numerous blebs, disruption of blebs, erosion and desquamation of 
tegument after 12 h exposure. The percentage of worm protection in the PZQ-treated group 
was higher than PB and cPI groups. However, PB and cPI groups showed more than 70% 
worm protection. Our results suggest that cPI, which could be an effective anthelmintic drug 
and further investigation on the biologic activity of fraction of cPI should be performed.  
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บทท่ี  1     
บทนํา 

ความสําคัญ และท่ีมาของป�ญหาท่ีทําการวิจัย  
 พยาธิใบไม�ในตับ Opisthorchis viverrini เป�นพยาธิตัวแบนท่ีพบได�ในเอเชียตะวันออกเฉียงใต�
โดยเฉพาะพ้ืนท่ีทางตอนล"างของแม"น้ําโขง พยาธิใบไม�ในตับ O. viverrini ทําให�เกิดโรค Ophisthorchiasis 
เนื่องจากพฤติกรรมวัฒนธรรมการบริโภค โดยชุมชนท่ีอาศัยอยู"บริเวณลําน้ําโขงนิยมบริโภคอาหารท่ีทําจาก
ปลาดิบ อาหารสุก ๆ ดิบ ๆ เช"น ก�อยปลาหรืออาหารหมัก เช"น ปลาร�า ปลาส�ม หรือส�มฟ=ก ท่ีมีการปนเป>?อน
ด�วยไข"พยาธิ ซ่ึงพบว"าอุบัติการณBของการติดเชื้อของพยาธิใบไม�ในตับ O. viverrini มีประมาณ 9 ล�านคน ใน
ภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย (รูปท่ี 1.1-1.3) และในประเทศสาธารณรัฐ
ป ระช าช น ล าว  (Jongsuksuntigul and Imsomboon, 2003; Sithithaworm and Haswell-Elkins, 
2003) ในลาวพบว"ามีมีการติดเชื้อพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini ในเด็กประถมวัยประมาณ 3000 โรงเรียน ใน 
17 จังหวัด ซ่ึงเป�นจังหวัดติดลุ"มน้ําโขงตอนล"างคิดเป�น 10.9% ของประชากรลาวและจากการสํารวจในปb 
2550 ทางตอนใต�ของจังหวัดจําปาสักพบว"า ประชากรท่ีติดเชื้อพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini มีประมาณ 
58.5% จากการสุ"มตัวอย"าง 814 คน ใน 13 หมู"บ�าน (Sayasone et al., 2007) นอกจากนี้ยังพบว"ามีการ
ติดเชื้อพยาธิในกัมพูชาและเวียดนาม แต"ไม"มีการทําสถิติไว� (ตารางท่ี 1.1) จากสถิติสํารวจประชากรท่ีเสี่ยง
ต"อการติดเชื้อพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini ในประเทศไทยในปb 2544 พบว"ามีประมาณ 6 ล�านคน เป�นผู�มี
ป=จจัยเสี่ยงต"อการติดเชื้อพยาธิ โดยเฉพาะจังหวัดติดลุ"มแม"น้ําโขงและจังหวัดขอนแก"น (Aunpromma et 
al., 2012; Sithithaworn et al., 2012)  การติดเชื้อพยาธิ O. viverrini ทําให�เป�นโรคตับและทางเดินท"อ
น้ําดี ซ่ึงทําให�เกิดอาการตับโต ท"อน้ําดีอักเสบ นิ่วในท"อน้ําดี และเกิดพังผืดท่ีตับและทางเดินท"อน้ําดี ซ่ึง
สามารถเหนี่ยวนําให�ผู�ติดเชื้อพยาธิใบไม�ตับ พัฒนาให�เกิดมะเร็งท"อน้ําดี ซ่ึงประเทศไทยมีอุบัติการณBสูงท่ีสุด
ในโลก (Sripa et al., 2007, 2011) โดยติดอันดับ 4 ใน 10 ของโรคท่ีทําให�เกิดการตายในคนไทย (ตารางท่ี 
1.2) 
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รูปท่ี 1.1 อุบัติการณBการติดเชื้อพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini และพยาธิ Clonorchis sinensis ในประเทศ
กลุ"มเอเชียตะวันออกเฉียงใต� มีการระบาดติดเชื้อพยาธิระดับตํ่า (0–5%); ระดับปานกลาง (5.1–15%) และ
ระดับสูง (มากกว"า 15%) ตามลําดับ (ท่ีมา Sithithaworn et al.,2012) 
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รูปท่ี 1.2 อุบัติการณBการติดเชื้อพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini ในประเทศไทยท่ีสัมพันธBกับโอกาสเกิด
โรคมะเร็งท"อน้ําดี ในแต"ละจังหวัด หน"วย (ล�านคน) (ท่ีมา Sripa et al., 2011) 
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รูปท่ี 1.3 การอุบัติการณBการติดเชื้อพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศ
ไทย สํารวจเม่ือปbพ.ศ. 2552 (ท่ีมา Sithithaworn et al., 2012) 
 

ตารางท่ี 1.1 การติดเชื้อพยาธิ Opisthorchis viverrini และพยาธิ Clonorchis sinensis ในคน (ท่ีมา 
Sripa et al., 2011) 

 
 

ตารางท่ี 1.2 สิบอันดับโรคและสาเหตุท่ีทําให�คนไทยตายท้ังเพศชายและเพศหญิงเม่ือปb 2547 (ท่ีมา Sripa 
et al., 2011) 
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ตามแผนพัฒนาการสาธารณสุขแห"งชาติ ฉบับท่ี 10 (พ.ศ.2550-2555) ได�กําหนดให�ใช�อัตราความชุกและ
ความรุนแรงของโรคพยาธิใบไม�ตับและพยาธิปากขอ เป�นดัชนีชี้วัดท่ีบอกถึงสภาพป=ญหา โดยได�กําหนด
เปlาหมายให�ลดความชุกของโรคหนอนพยาธิต"าง ๆ โดยเฉพาะพยาธิใบไม�ตับ ให�เหลือไม"เกินร�อยละ 5  
ลดระดับความรุนแรงของโรคหนอนพยาธิให�อยู"ในระดับตํ่า ซ่ึงจากการสํารวจในพ้ืนท่ีจังหวัดต"าง ๆ ของ
ประเทศไทยพบว"าอัตราการติดเชื้อของพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini ไม"ได�ลดลงเลย (Jonsuksuntigul and 
Imsomboon, 2003) กรณีผู�ปmวยเป�นโรคพยาธิใบไม�ตับ หากปล"อยเวลาในการติดเชื้อนาน ๆ ก็จะมีโอกาส
พัฒนาเป�นผู�ปmวยมะเร็งท"อน้ําดี ซ่ึงแทบหมดหนทางทางรักษาให�หายได� (Tansurat, 1971; 
Bhamarapravati et al., 1978; Harinasuta et al., 1984; Riganti et al., 1989; Sripa and Pairojkul 
2008)  เนื่องจากโรค Ophisthorchiasis ไม"ก"อให�เกิดโรคในระยะเฉียบพลัน ทําให�นักวิจัยมุ"งประเด็นไปยัง
โรคท่ีก"อให�เกิดโรคในระยะเฉียบพลัน ทําให�ป=ญหาโรคพยาธิใบไม�ตับยังคงส"งผลกระทบต"อภาวะสุขภาพของ
ประชาชนในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ซ่ึงเป�นภูมิภาคท่ีมีอัตราปmวยสูงสุดในประเทศไทย  ถึงแม�ว"าจะมี 
การรณรงคBตัดวงจรการติดเชื้อเป�นเวลามายาวนานและต"อเนื่อง แต"ก็ไม"ได�ทําให�อัตราการติดเชื้อหนอนพยาธิ
ลดลง จึงเป�นป=ญหาท่ีจําเป�นจะต�องดําเนินการแก�ไขในหน"วยงานทุกระดับท่ีเก่ียวข�อง ต้ังแต"การเก็บข�อมูล
พ้ืนฐานทางระบาดวิทยา ป=จจัยเสี่ยงและการควบคุมโรค รวมท้ังลดการระบาด โดยการตัดวงจรของโรค
หนอนพยาธิจากสัตวBสู"มนุษยB รวมท้ังการรักษาต้ังแต"การติดเชื้อในระยะเริ่มแรก ท้ังนี้ต�องให�คําแนะนําและให�
ความรู�เก่ียวกับโรคหนอนพยาธิและโรคมะเร็งท"อน้ําดีต"อชุมชนกลุ"มเปlาหมาย เพ่ือปlองกันการระบาดโรค
และลดการสูญเสียประชากรในกลุ"มท่ีกําลังขับเคลื่อนพัฒนาประเทศของเรา 

การวินิจฉัยโรคหนอนพยาธิส"วนใหญ"ใช�การตรวจหาไข"พยาธิในอุจจาระ  ในน้ําดี หรือในของเหลว
จากลําไส�เล็กส"วนต�น ซ่ึงการตรวจอุจจาระเพ่ือหาไข"พยาธิเป�นวิธีท่ีสะดวก ราคาไม"แพงและผู�ตรวจไม"เจ็บ ซ่ึง
มีท้ังวิธี Formalin ether concentration technique (FECT), modified quick Kato Katz thick 
smear และ Stoll’s dilution egg count technique (Viyanant etal., 1983; Elkins et al., 1990; 
Hong et al., 2003) แต"ลักษณะของไข"พยาธิใบไม�ตับ O. viverrini คล�ายกับไข"พยาธิในตระกูล 
Opisthorchiidae ทําให�เกิดการวินิจฉัยผิดพลาดได�ง"าย (Sripa et al.,2011) จึงมีการคิดค�นวิธีการตรวจ
วินิจฉัยทางเซรั่มเพ่ือพัฒนาใช�ในการตรวจคัดกรองผู�ปmวยติดเชื้อพยาธิ ได�ผลท่ีแม"นยําและจําเพาะต"อพยาธิ
ดีกว"าการตรวจอุจจาระ เช"น การตรวจหาโปรตีนของเปลือกไข"พยาธิ (recombinant O. viverrini egg 
shell protein: rOVESP) ด�วยวิธี ELISA (Ruangsittichai et al., 2006) เป�นต�น การรักษาการติดเชื้อ
พยาธิใบไม�ตับ O. viverrini นิยมให�ยาถ"ายพยาธิคือ praziquantel ซ่ึงออกฤทธิ์กว�างครอบคลุมพยาธิ 
ตัวแบนทุกชนิด แต"กลับพบว"าการรักษาอาการตับและทางเดินท"อน้ําดีไม"ได�ดีข้ึนและแนวโน�มการเกิดมะเร็ง
ท"อน้ําดีไม"ลดลงด�วยเช"นกัน (Pinlaor et al., 2008) เนื่องจากอาการแสดงออกจะเห็นได�ชัดต�องใช�เวลานาน 
แสดงว"ายาอาจจะไม"ช"วยฆ"าพยาธิ หากมีการติดเชื้อระยะเรื้อรังและอาจจะมีการด้ือยาเกิดข้ึนในภายหลัง 
ข�อเสียจากการใช�ยาฆ"าพยาธิคือ เสียค"าใช�จ"ายในการรักษาสูงและอาจมีการด้ือยาตามมา ดังนั้นการมอง
หาทางเลือกในการใช�ยากําจัดพยาธิท่ีมาจากผลิตภัณฑBจากธรรมชาติเช"น สมุนไพรเป�นอีกทางเลือกหนึ่งท่ี
ควรมีการศึกษา ในการทดลองท่ีนําเสนอนี้เป�นการศึกษาเพ่ือเปรียบเทียบผลของสารสกัดหยาบและสารสกัด
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บริสุทธิ์ plumbagin จากรากเจตมูลเพลิงแดงกับผลของ praziquantel ท่ีมีต"อพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini 
ในหลอดทดลองและในสัตวBทดลอง 

พลัมบาจิน (plumbagin) เป�นสารสกัดบริสุทธิ์ได�จากรากเจตมูลเพลิงแดง (Plumbago indica) ซ่ึง
มีรายงานว"าให�ผลต"อการฟ=กตัวของพยาธิ ตัวกลม Haemonchus contortus และ Ascaris suum 
(Fetterer and Fleming, 1991) และ plumbagin ท่ีส กัดได�จากรากเจตมูลเพลิ งแดงมีผลต"อการ
เคลื่อนไหวของพยาธิตัวกลม Caenorhabditis elegans และพยาธิตัวแบน Schistosoma mansoni 

(Atjanasuppat et al., 2009), พยาธิใบไม� ในเลือด Schistosoma mansoni และพยาธิใบไม� ตับวัว 
Fasciola gigantica (Lorsuwannarat et al., 2013, 2014) แ ล ะ ใน พ ย า ธิ ใ บ ไ ม� ใ น ก ร ะ เพ า ะ 
Paramsphistomum cervi (Saowakon et al., 2013)  ดังนั้ น  plumbagin น" าจะมี ศักยภาพในการ
พัฒนาเป�นยากําจัดพยาธิตัวแบนชนิดอ่ืนได� เช"น ต�านพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini ในหลอดทดลองและใน
สัตวBทดลองได� เนื่องจาก plumbagin เป�นสารสกัดจากรากเจตมูลเพลิงแดง จึงอาจเป�นไปได�ว"าสารสกัด
หยาบจากรากเจตมูลเพลิงแดง อาจจะสามารถใช�เป�นยาฆ"าพยาธิได�เช"นเดียวกับ plumbagin  
วัตถุประสงค%ของโครงการวิจัย 

1. เพ่ือศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการฆ"าพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini ระหว"าง praziquantel
และสารสกัดหยาบและสารสกัด plumbagin จากรากเจตมูลเพลิงแดงในหลอดทดลองและในสัตวBทดลอง  

2. เพ่ือศึกษาเปรียบเทียบผลการเปลี่ยนแปลงของผิวของพยาธิ ท่ีเกิดจากผลของยาฆ"าพยาธิ 
praziquantel lและสารสกัดหยาบและสารสกัด plumbagin จากรากเจตมูลเพลิงแดง 
ขอบเขตของโครงการวิจัย 
 ในการวิจัยครั้งนี้ จะทําการศึกษาเปรียบเทียบผลของสารสกัดจากรากเจตมูลเพลิงแดงและยา 
praziquantel ต"อพยาธิใบไม�ตับในหลอดทดลอง ด�วยการวัดปริมาณการฟ=กตัวออกจากเปลือกไข"และการ
เคลื่อนท่ีผ"านตะแกรงแผ"นกรองสังเคราะหB โดยใช�พยาธิระยะ metacercaria เหนี่ยวนําให�ไชออกจากเปลือก
ไข"และให�ไชผ"านตะแกรงสังเคราะหB (excystment tower) วัดจํานวนการไชของพยาธิออกจากเปลือกและ
ร�อยละการยับยั้งการเคลื่อนย�ายของพยาธิ และดูการเปลี่ยนแปลงของผิวพยาธิหลังแช"ในสารแต"ละชนิดด�วย
กล�องจุลทรรศนBแบบส"องกราด การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากรากเจตมูลเพลิงแดงและยา praziquantel 
ต"อพยาธิใบไม�ตับในสัตวBทดลอง โดยการเหนี่ยวนําให�ติดเชื้อพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini หลังจากนั้นจะปlอน
สารสกัดหรือยาฆ"าพยาธิ เพ่ือทําการวัด percent protection จากการเก็บพยาธิจากตับและทางเดินท"อ
น้ําดี วัดขนาดและจํานวนพยาธิท่ีพบเปรียบเทียบระหว"างกลุ"ม โดยใช�ค"าสถิติ one-way ANOVA ท่ีความ
น"าเชื่อถือ 95% ด�วยโปรแกรม SPSS software 

 
ข(อตกลงเบ้ืองต(น 
ไม"มี 
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ประโยชน%ท่ีคาดว-าจะได(รับ เช-น การเผยแพร-ในวารสาร  จดสิทธิบัตร ฯลฯ และหน-วยงานท่ีนํา
ผลการวิจัยไปใช(ประโยชน%   
1. ผลการทดลองจากการศึกษาในครั้งนี้ จะสามารถนาข�อมูลท่ีได�มาอธิบายและประยุกตBใช�ได�ดังนี้  

1.1 นํามาซ่ึงองคBความรู�ใหม"ถึงคุณสมบัติของสารสกัดจากรากเจตมูลเพลิงแดงต"อการฟ=กตัวของพยาธิ 
รวมท้ังการยับยั้งเคลื่อนไหวของพยาธิ 

1.2 นํามาประยุกตBและพัฒนาการใช�สารสกัดจากรากเจตมูลเพลิงแดงต"อการติดเชื้อพยาธิ เพ่ือลดหรือ
ปlองกันการติดเชื้อพยาธิใบไม�ตับ ก"อนนําไปสู"โรคตับและทางเดินท"อน้ําดี รวมท้ังมะเร็งท"อน้ําดี ซ่ึง
จะทําให�ลดค"าใช�จ"ายในการรักษาพยาบาลในผู�ปmวยท่ีติดเชื้อ ท่ีต�องใช�ระยะเวลาในการรักษานาน  

1.3 ใช�เป�นข�อมูลในจัดประชุมวิชาการเชิงปฏิบัติการ เพ่ืออบรมให�ความรู�แก"เจ�าหน�าท่ีสาธารณสุขของ
องคBกรท�องถ่ิน เก่ียวกับโรคนี้เพ่ือวางแผนปlองกันควบคุมอย"างยั่งยืน 

1.4 มีข�อมูลโรคพยาธิใบไม�ตับ สําหรับใช�เป�นข�อมูลเบื้องต�นในการศึกษา ค�นคว�าและพัฒนางานวิจัยใน
ครั้งต"อไป 

1.5 การเผยแพร"  
- นําผลการวิจัยไปเผยแพร"ในงานประชุมนานาชาติหรือตีพิมพBในวารสารวิชาการนานาชาติเพ่ือให�

เป�นท่ียอมรับของภาคส"วนงานวิชาการ  
- เผยแพร"ความรู�สู"ชุมชนและสู"ระบบสาธารณสุขพ้ืนฐานโดยจะทําการศึกษาต"อยอดภายหลังได�รับ

ทุนนี้ โดยเริ่มจากการใช�กับสัตวBเลี้ยงจริงในเขตพ้ืนท่ีใกล�เคียง 
 

แผนการถ-ายทอดเทคโนโลยี หรือผลการวิจัยสู-กลุ-มเป4าหมาย  
1. ผลการทดลองสามารถนําไปเป�นข�อมูลในการขอทุนภายนอก เช"น ทุน สวก. หรือ สกว. เป�นต�น 
2. นําไปเสนอในการประชุมระดับชาติ/ นานาชาติ 
- นําเสนอผลงานระดับชาติ/ นานาชาติ โดยนําผลงานท่ีได�ไปเผยแพร"ในการประชุมวิชาการ

ระดับชาติหรือนานาชาติ  เช"น The Joint International Tropical Medicine Meeting 
(JITMM) ซ่ึงกลุ"มเปlาหมายคือนักวิจัย นักวิชาการท่ีทํางานด�านปรสิตวิทยา และโรคเขตร�อน 
โดยในแต"ละปbมีผู�สนใจท้ังในประเทศไทยและต"างประเทศเป�นจํานวนมาก 

3. ถ"ายทอดองคBความรู�จากงานวิจัยสู"ชุมชน ท่ีมีความสนใจ เพ่ือให�มีความสามารถในเพาะปลูกต�น
เจตมูลเพลิงแดงและนําไปประยุกตBในทางสาธารณสุข 

4. ช"วยชุมชนประชาสัมพันธB เพ่ือให�ผลและกลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดรากเจตมูลเพลิงแดง เป�นท่ี
รู�จักมากข้ึน โดยช"วยออกแบบเอกสารแผ"นพับ โปสเตอรB เพ่ือประชาสัมพันธBความรู� และประโยชนB
เก่ียวกับสารสกัดรากเจตมูลเพลิงแดง ให�แก"ผู�สนใจท่ัวไป 
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บทท่ี 2 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

วิธีการดําเนินการวิจัยและสถานท่ีทําการทดลอง/เก็บข(อมูล 
2.1 การเก็บตัวอย-างพืชและการสกัดสารจากพืชตัวอย-าง 

สารสกัด plumbagin จากรากเจตมูลเพลิงแดง ได�จัดซ้ือจากบริษัท S.M Chemical จํากัด ส"วน
สารสกัดหยาบจากรากเจตมูลเพลิงแดง ทําโดยนํารากเจตมูลเพลิงแดง จากจังหวัดเชียงใหม"และจังหวัด
ลําปาง นํามาพิสูจนBรูปพรรณสัณฐานทางชีววิทยา โดยอาจารยB ดร. สันติ วัฒฐานะ อาจารยBประจําภาควิชา
ชีววิทยา สํานักวิชาวิทยาศาสตรB มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี โดยอ�างอิงจากลักษณะดอก  ใบ  ลําต�นและ
ราก (รูปท่ี 2.1)  หลังจากล�างเศษดินและสิ่งท่ีปนเป>?อนออกจนสะอาดด�วยน้ําประปาและน้ํากลั่นในครั้ง
สุดท�ายแล�ว นําไปอบผ"านลมร�อนท่ีอุณหภูมิ 40 °C หลังจากนั้นนําไปบดผ"านตะแกรงขนาด 100 ไมโครเมตร 
ผงสมุนไพรท่ีได�ถูกเก็บในถุงท่ีป�ดสนิท ในขวดทึบแสงท่ีอุณหภูมิห�อง เพ่ือนําไปสกัดต"อในข้ันต"อไป 

 
 

 

รูปท่ี 2.1 ลักษณะของใบ ลําต�น รากและดอกของ Plumbago indica (P. rosea) ส"วนของใบและลําต�น 
(1), ราก (2) และดอก (3) 
 
 
 

1 

2 

3 
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การเตรียมสารสกัดจากพืช  นําผงสมุนไพรของรากเจตมูลเพลิงแดงท่ีตากแห�ง ไปสกัดใน 95% ethanol 
ในอัตราส"วน 1:10 (w/v) เขย"าตลอดเวลาท่ีอุณหภูมิห�อง ความเร็ว 250 rpm เป�นเวลา 1 สัปดาหB หลังจาก
นั้นนําสารสกัดท่ีได�ไปกรองตะกอนด�วยกระดาษกรอง (Whatman No.1) แล�วนําสารละลายดังกล"าว ทําให�
เข�มข�นข้ึน โดยผ"านเครื่องระเหยแห�งความดันตํ่า (rotary evaporator) โดยค"อย ๆ ลดความดัน แล�วแยก 
95% ethanol ออก เม่ือของเหลวลดลงเหลือประมาณ 1/5 จึงนําสารสกัดท่ีได� ไปทําให�แห�งด�วยเครื่อง 
lyophilizer หลังจากนั้นนํามาเก็บไว�ท่ีอุณหภูมิ -20°C  จนกว"าจะทดลอง และหาเปอรBเซ็นตB yield ท่ีได�จาก
สารสกัดว"ามีปริมาณเท"าไหร"คิดเป�นก่ีเปอรBเซ็นตBดังสูตรคํานวณต"อไปนี้ 

% Yield (g/100 g of dry plant material) = (W1 × 100) / W2  
W1 คือ น้ําหนักของสารสกัดหยาบหลังทําให�แห�ง (กรัม) และ W2 น้ําหนักของสมุนไพรแห�ง 

(หยาบ) ก"อนทําการสกัด (กรัม)  
2.2 ยาฆ-าพยาธิ 

ยาฆ"าพยาธิ praziquantel (PZQ) (Wormicide, Greater Pharma Co.) ขอความอนุ เคราะหBจาก
ศาสตราจารยB  ดร. ป ระเสริฐ  โศภน  ภาควิชากายวิภ าคศาสตรBคณ ะวิทยาศาสตรB  (พญ าไท )
มหาวิทยาลัยมหิดล ในการทดลองครั้งนี้  
2.3 การเก็บตัวอย-างและเตรียมตัวอย-างพยาธิ O. viverrini 

2.3.1 เก็บตัวอย-างพยาธิจากปลา 
เก็บตัวอย"างปลากลุ"มวงศBตะเพียนท่ีอยู"ในพ้ืนท่ีท่ีเขตคําม"วน สาธารณรัฐประชาชนลาว และประเทศ

ไทย ณ จังหวัดมุกดาหารและนครพนม ซ่ึงเป�นพ้ืนท่ีติดแม"น้ําโขง เนื่องจากพบการติดเชื้อของไข"พยาธิใบไม�
ตับชนิดนี้สูงกว"าในเขตนครชัยบุรินทรB ในช"วงเวลาท่ีทําการศึกษา ได�จากการเก็บมาจากแหล"งน้ําธรรมชาติใน
พ้ืนท่ีนั้น ๆ จึงแบ"งการเก็บกลุ"มตัวอย"างปลาแต"ละแหล"งอย"างละ 200 กิโลกรัม 

2.3.2 การเตรียมตัวอย-างปลาตรวจหาและแยกแยะพยาธิใบไม(ตับด(วยวิธี Pepsin-HCl digestion 
 การเตรียมตัวอย"างทําตามวิธีของ Pinlaor et al (2004) ดังนี้ นําเนื้อปลาแต"ละชนิดมาบดด�วยเครื่อง
บดเนื้อ แล�วนําเนื้อท่ีบดมาผสมกับสารเคมี 0.1% pepsin ใน 0.1% HCl และป=�นด�วยเครื่องป=�นผลไม� 
จากนั้นนํามาบ"มด�วยเครื่อง shaking incubator ท่ีอุณหภูมิ 37 °C  เป�นเวลา 1 ชั่วโมง เม่ือเสร็จแล�วนํามา
กรองด�วยตระแกรงขนาดต"าง ๆ ล�างด�วยสารละลาย 0.85% NaCl อย"างน�อย 3 ครั้ง/ขนาดของตะแกรง 
แล�วนําส"วนท่ีเหลือหลังจากการกรองเทใส" sedimentary jar และต้ังท้ิงไว�ให�ตกตะกอน เม่ือได�ตะกอน
ละเอียด สะอาดแล�วนําตะกอนสุดท�ายไปตรวจดูด�วยกล�อง stereomicroscope โดยนักชํานาญการทาง
ปรสิตวิทยา เพ่ือคัดเลือกพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini ระยะ metacercaria ท่ีมีลักษณะสมบูรณB ใส"หลอด
ทดลองเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 °C เพ่ือทําการทดลองต"อไป 
2.4 การศึกษาการยับย้ังการฟ�กตัวออกจากเปลือกซีสต% (Excystment inhibition)  

เป�นวิธีศึกษาการดูการยับยั้งการเหนี่ยวนําให�มีการฟ=กออกจากซีสตB ซ่ึงปรับปรุงจากการศึกษาของ 
Saowakon et al (2009) โดยสรุปดังนี้ นําพยาธิระยะ metacercaria ในสารละลาย 0.85% NaCl 
ปริมาณ metacercia 1000 เม็ด/มิลลิลิตร แบ"งใส"ในจานเลี้ยงเชื้อชนิด 6 หลุม (6-wells-plate) โดยดูด
สารละลาย 0.85% NaCl ท่ีมีพยาธิปริมาณจํานวน 40 เม็ด/100 µl/หลุม หลังจากนั้นเติมสารละลาย 
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Tyrode’s ท่ีมี 0.1% DMSO (v/v) และ 0.2% Trypsin (w/v) เพ่ือเหนี่ยวนําให�มีการฟ=กตัวของพยาธิออก
จากเปลือกซีสตB (excyst) สําหรับกลุ"มควบคุม และสารท่ีทดสอบท่ีความเข�มข�นท่ีแตกต"างกัน โดยแบ"งการ
ทดลองออกเป�น 10 กลุ"ม (ดังรายละเอียดในตารางท่ี 2.1) ส"วนกลุ"มอ่ืน ๆ ท่ีได�รับสารทดสอบท้ังยา PZQ, 
plumbagin (PB) และสารสกัดหยาบเจตมูลเพลิงแดง (crude Plumbago indica: cPI) ถูกนํามาละลายใน 
0.1% DMSO (v/v) เพ่ือเป�นการปlองกันพิษท่ีอาจเกิดข้ึนจากตัวทําละลาย โดยความเข�มข�นของสารละลายท่ี
ทดสอบทุกชนิดเท"ากับ 0.1, 1 และ 10 µg/ml เรียงตามลําดับของสารทดสอบท้ังสามชนิด ท่ีอุณหภูมิห�อง 
เป�นเวลา 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นนับจํานวนพยาธิท่ีพยาธิท่ีออกจากซีสตBหรือ newly excysted juveniles 
(NEJs) ในแต"ละกลุ"มการทดลองภายใต�กล�องจุลทรรศนB stereomicroscope แล�วนําค"าท่ีได�มาหาเปอรBเซ็นตB
การยับยั้งการฟ=กตัวออกจากเปลือกไข"ของพยาธิดังสมการทางด�านล"าง โดยทําการทดลองซํ้า จํานวน 2 ครั้ง 
ข�อมูลท่ีได�จากกลุ"มควบคุม นําไปคํานวณหาเปอรBเซ็นตBการฟ=กออกจากซีสตBของพยาธิ เพ่ือใช�ในการทดลอง
ผลของสารสกัดเจตมูลเพลิงแดงในหลอดทดลองและในสัตวBทดลองต"อไป 
ตารางท่ี 2.1 การทดสอบผลของยากําจัดพยาธิและสารสกัดสมุนไพรต"อการฟ=กตัวออกจากเปลือกซีสตBของ
พยาธิใบไม�ตับ O. viverrini ท่ีความเข�มข�นต"าง ๆ กัน 
 
กลุ"มท่ี 1: กลุ"มควบคุม (artificial bile +0.1% DMSO) 
กลุ"มท่ี 2 กลุ"มท่ีได�รับยา praziquantel ความเข�มข�นท่ี 0.1 µg/ml  
กลุ"มท่ี 3 กลุ"มท่ีได�รับยา praziquantel ความเข�มข�นท่ี 1 µg/ml 
กลุ"มท่ี 4 กลุ"มท่ีได�รับยา praziquantel ความเข�มข�นท่ี 10 µg/ml 
กลุ"มท่ี 5 กลุ"มท่ีได�รับสาร plumbagin จากรากเจตมูลเพลิงแดงความเข�มข�นท่ี 0.1 µg/ml 
กลุ"มท่ี 6 กลุ"มท่ีได�รับสาร plumbagin จากรากเจตมูลเพลิงแดงความเข�มข�นท่ี 1 µg/ml 
กลุ"มท่ี 7 กลุ"มท่ีได�รับสาร plumbagin จากรากเจตมูลเพลิงแดงความเข�มข�นท่ี 10 µg/ml 
กลุ"มท่ี 8 กลุ"มท่ีได�รับสารสกัดหยาบจากรากเจตมูลเพลิงแดง (cPI) ความเข�มข�นท่ี 0.1 µg/ml 
กลุ"มท่ี 9 กลุ"มท่ีได�รับสารสกัดหยาบจากรากเจตมูลเพลิงแดง (cPI) ความเข�มข�นท่ี 1 µg/ml 
กลุ"มท่ี 10 กลุ"มท่ีได�รับสารสกัดหยาบจากรากเจตมูลเพลิงแดง (cPI) ความเข�มข�นท่ี 10 µg/ml 

 

% Excystment inhibition = Σ (กลุ"มควบคุม – กลุ"มทดสอบ) x 100 
     กลุ"มควบคุม 

กลุ"มควบคุม : ค"าเฉลี่ยของจํานวนพยาธิในกลุ"มควบคุมท่ีฟ=กออกจากเปลือก 
กลุ"มทดสอบ : ค"าเฉลี่ยของจํานวนพยาธิในกลุ"มทดสอบท่ีฟ=กออกจากเปลือก 

นําค"าท่ีได�ไปเปรียบเทียบผลของสารทดสอบชนิดต"าง ๆ ต"อการฟ=กตัวออกจากเปลือก โดยใช�โปรแกรม 
SPSS แสดงผลในรูปแบบตารางแจกแจงความถ่ีร�อยละ ค"าความสัมพันธB (P-value < 0.05 ถือว"ามีระดับ
นัยสําคัญทางสถิติ) ข�อมูลจะถูกเปรียบเทียบระหว"างกลุ"มทดลอง โดยใช�สถิติ analysis of variance 
(ANOVA) โดยใช�โปรแกรมSPSS  
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2.5 การศึกษาการยับย้ังการเคล่ือนย(ายพยาธิใบไม(ตับผ-านแผ-นกรองสังเคราะห% ด(วยวิธี modified 

migration inhibition 
วิธีการเหมือนการเหนี่ยวนําให�พยาธิฟ=กออกจากเปลือกซีสตB ดังรายละเอียดในหัวข�อ 2.4 โดยนําพยาธิ

ระยะ metacercaria ในสารละลาย 0.85% NaCl ปริมาณ metacercia 50 เม็ด/100 µl ใส"ในแต"ละหลุม
ของจานเลี้ยงเชื้อชนิด 6 หลุม (6-wells-plate) ท่ีบรรจุตะแกรง (excystment tower) ซ่ึงมีตาข"ายขนาด 
200 mesh ภายในมีสารละลาย Tyrode’s ท่ีมี 0.1% DMSO (v/v) และ 0.2% Trypsin (w/v) เพ่ือ
เหนี่ยวนําให�มีการฟ=กตัวของพยาธิออกจากเปลือกซีสตB ส"วนกลุ"มอ่ืน ๆ เหมือนกับในตารางท่ี 2.1 โดย 
incubate ท่ีอุณหภูมิห�อง เป�นเวลา 2 ชั่วโมง แล�วสังเกตการเคลื่อนท่ีของพยาธิไชผ"านแผ"นกรองสังเคราะหB
ท่ีชั่วโมงท่ี 12 นับจํานวนพยาธิท่ีผ"าน excystment tower ในแต"ละกลุ"มการทดลองโดยใช�กล�องจุลทรรศนB 
stereomicroscope แล�วนําค"าท่ีได�มาหาเปอรBเซ็นตBการยับยั้งการเคลื่อนย�ายพยาธิใบไม�ตับผ"านแผ"นกรอง
สังเคราะหBดังสมการทางด�านล"าง ทําการทดสองซํ้าจํานวน 3 ครั้ง  
 

% Larval migration inhibition = Σ (กลุ"มควบคุม – กลุ"มทดสอบ) x 100 
      กลุ"มควบคุม 

กลุ"มควบคุม : จํานวนพยาธิในกลุ"มควบคุมท่ีไชผ"านแผ"นกรองสังเคราะหB 
กลุ"มทดสอบ : จํานวนพยาธิในกลุ"มทดสอบท่ีไชผ"านแผ"นกรองสังเคราะหB 

นําค"าท่ีได�ไปเปรียบเทียบผลของสารทดสอบชนิดต"าง ๆ ต"อการไชผ"านแผ"นกรองสังเคราะหB โดยใช�โปรแกรม 
Sigmastat 3.5 แสดงผลในรูปแบบตารางแจกแจงความถ่ี ร�อยละ ค"าความสัมพันธB (P-value < 0.05 ถือว"า
มีระดับนัยสําคัญทางสถิติ) ข�อมูลจะถูกเปรียบเทียบระหว"างกลุ"มทดลอง โดยใช�สถิติ analysis of variance 
(ANOVA) โดยใช�โปรแกรม SPSS 
2.6 การศึกษาผลของสารสกัดของรากเจตมูลเพลิงแดงและยา praziquantel ในหลอดทดลองและ

สัตว%ทดลอง 
2.6.1 ศึกษาผลของสารสกัดหยาบของรากเจตมูลเพลิงแดงต-อพยาธิใบไม(ตับ O. viverrini ในระยะ 

NEJs ในหลอดทดลอง 
เหนี่ยวนําให�พยาธิฟ=กออกจากเปลือกซีสตB ดังรายละเอียดในหัวข�อ 2.4 โดยนําพยาธิระยะ 

metacercaria ในสารละลาย 0.85% NaCl ปริมาณ metacercia 1000 เม็ด/มิลลิลิตร ใส"ในจานฟ=กพยาธิ 
(glass excystment jar) ภายในมีสารละลาย Tyrode’s ท่ีมี 0.2% Trypsin (w/v) เพ่ือเหนี่ยวนําให�มีการ
ฟ=กตัวของพยาธิออกจากเปลือกซีสตB โดย incubate ท่ีอุณหภูมิห�อง เป�นเวลา 2 ชั่วโมง แล�วใช� glassy 
pipette ดูดพยาธิท่ีมีการเคลื่อนไหวทุกส"วน ใส"ใน 6-wells-plate โดยมีพยาธิระยะ NEJs 30 ตัว/หลุม/ช"วง

การสังเกต incubate ในอาหารเลี้ยงเชื้อ RPMI-1640 ท่ีเติม antibiotic drug (penicillin G, 50 IU/ml; 
Gentamycin 10 µg/ml, (Gibco)) และสารทดสอบชนิดอื่น ๆ (รายละเอียดอยู"ในตารางท่ี 2.2) ไว�ท่ีอุณหภูมิ 
37 °C ในบรรยากาศอ่ิมตัวและมี 5% carbon dioxide ตรวจสอบการเคลื่อนไหวของพยาธิและการรอด
ชีวิตของพยาธิท่ีชั่วโมงท่ี 1, 3, 6, 12 และ 24 เรียงตามลําดับ หลังจากนั้นนํามาบันทึกหาค"า % relative 
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motility และ % survival index จากสมการด�านล"าง โดยค"าความสัมพันธB (P-value < 0.05 ถือว"ามีระดับ
นัยสําคัญทางสถิติ) ข�อมูลจะถูกเปรียบเทียบระหว"างกลุ"มทดลอง โดยใช�สถิติ analysis of variance 
(ANOVA) โดยใช�โปรแกรมSPSS ทําการทดสอบซํ้า จํานวน 2 ครั้ง หลังจากทดลองเสร็จนําพยาธิไปผ"าน
ขบวนการเตรียมเนื้อเยื่อสําหรับกล�องจุลทรรศนBแบบส"องกราด 

 
ตารางท่ี 2.2 การทดสอบผลของยากําจัดพยาธิและสารสกัดสมุนไพรต"อการยับยั้งการเคลื่อนไหวและการ
รอดชีวิตของพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini ในระยะ NEJs ท่ีความเข�มข�นต"าง ๆ กัน 

กลุ"มท่ี จํานวนพยาธิระยะ NEJs ในแต"ละช"วงการสังเกต 
1 h 3 h 6 h 12 h 24 h 

Control (-) 30 30 30 30 30 
Vehicle (0.1% DMSO) 30 30 30 30 30 

PCZ 

(µg/ml) 

0.1 30 30 30 30 30 
1 30 30 30 30 30 
10 30 30 30 30 30 

PB 

(µg/ml) 

0.1 30 30 30 30 30 
1 30 30 30 30 30 
10 30 30 30 30 30 

cPI 

(µg/ml) 

0.1 30 30 30 30 30 
1 30 30 30 30 30 
10 30 30 30 30 30 

 
การคํานวณเปอรBเซ็นตBการยับยั้งการเคลื่อนไหว (% relative motility) และเปอรBเซ็นตBการรอดชีวิติของ
พยาธิ (% Survival index) (ท่ีมา Kiuchi et al., 1987; Lorsuwannarat et al., 2013) 

RM value = MI test x 100 

 

Motility index (MI) = Σ nN 
     N 

n = คะแนนท่ีได�ตามเกณฑBของการเคลื่อนไหว, N = จํานวนพยาธิท่ีสังเกตและให�คะแนน 
เกณฑBการเคลื่อนไหวของพยาธิใบไม�ตับ ระยะ NEJs ประยุกตBจาก Saowakon et al (2009) 

2 = เคลื่อนไหวทุกส"วนของร"างกาย  
1 = ไม"ขยับหรือไม"เคลื่อนไหว แต"ไม"ตาย เนื่องจากไม"ติดสี 1 % methylene blue ซ่ึงใช�เป�นตัว

ยืนยันทดสอบการตาย 
0 = ไม"ขยับหรือไม"เคลื่อนไหวและตาย เนื่องจากติดสี 1 % methylene blue 

    MI control 
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Survival index (SI) = จํานวนพยาธิท่ีมีชีวิตในกลุ"มนั้น X 100 

    จํานวนพยาธิท้ังหมดในกลุ"ม 
 

พยาธิท่ีมีชีวิต = พยาธิทุกตัวท่ีได�คะแนนต้ังแต" 1 เป�นต�นไป 
พยาธิท่ีตาย = พยาธิทุกตัวท่ีได�คะแนนเท"ากับ 0 
 

2.6.2 ศึกษาผลของสารสกัดหยาบของรากเจตมูลเพลิงแดงต-อพยาธิใบไม(ตับ O. viverrini ในระยะ 
4 สัปดาห% ในหลอดทดลอง 
หนูแฮมสเตอรBเพศผู�พันธุB golden Syrian อายุ 6 สัปดาหB จํานวน 40 ตัว แต"ละตัวได�รับ 

metacercaria จํานวน 50 เม็ด โดยผ"านหลอดปlอนทางปาก หลังจากนั้น 4 สัปดาหBทําการเมตตาฆาต โดย
ทําการสลบหนูด�วย Nembutal แบบเกินขนาดจนหลับสนิท แล�วทดสอบการรับความเจ็บปวดของหนู 
แฮมสเตอรB โดยการจิกเท�าหนูแล�ว ไม"มีการตอบสนอง จึงเริ่มการผ"าเก็บตัวอย"าง เก็บตับทําการฉีกเนื้อตับ
เพ่ือเอาเฉพาะตัวพยาธิท่ีสมบูรณBมาทดสอบต"อไป โดยจะใช�พยาธิระยะ 4 สัปดาหBเป�นตัวแทนของพยาธิ
ระยะโตเต็มวัย ใช�พยาธิจํานวน 10 ตัว/ช"วงการสังเกต/กลุ"ม นําพยาธิ incubate ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  
RPMI-1640 ท่ีเติม antibiotic drug (penicillin G, 50 IU/ml; Gentamycin 10 µg/ml, (Gibco)) และ

สารทดสอบชนิดอื่น ๆ (รายละเอียดอยู"ในตารางท่ี 2.3) ไว�ท่ีอุณหภูมิ 37 °C ในบรรยากาศอ่ิมตัวและมี 5% 
carbon dioxide ตรวจสอบการเคลื่อนไหวของพยาธิและการรอดชีวิตของพยาธิท่ีชั่วโมงท่ี 1, 3, 6, 12 และ 
24 เรียงตามลําดับ หลังจากนั้นนํามาบันทึกหาค"า % relative motility และ % survival index จาก
สมการด�านล"าง โดยค"าความสัมพันธB (P-value < 0.05 ถือว"ามีระดับนัยสําคัญทางสถิติ) ข�อมูลจะถูก
เปรียบเทียบระหว"างกลุ"มทดลอง โดยใช�สถิติ analysis of variance (ANOVA) โดยใช�โปรแกรมSPSS ทํา
การทดสอบซํ้า จํานวน 2 ครั้ง หลังจากทดลองเสร็จนําพยาธิไปผ"านขบวนการเตรียมเนื้อเยื่อสําหรับกล�อง
จุลทรรศนBแบบส"องกราด 
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ตารางท่ี 2.3 การทดสอบผลของยากําจัดพยาธิและสารสกัดสมุนไพรต"อการยับยั้งการเคลื่อนไหวและการ
รอดชีวิตของพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini ในระยะ 4 สัปดาหBท่ีความเข�มข�นต"าง ๆ กัน 

กลุ"มท่ี จํานวนพยาธิระยะ NEJs ในแต"ละช"วงการสังเกต 
1 h 3 h 6 h 12 h 24 h 

Control (-) 10 10 10 10 10 

Vehicle (0.1% DMSO) 10 10 10 10 10 

PCZ 

(µg/ml) 

0.1 10 10 10 10 10 

1 10 10 10 10 10 

10 10 10 10 10 10 

PB 

(µg/ml) 

0.1 10 10 10 10 10 

1 10 10 10 10 10 

10 10 10 10 10 10 

cPI 

(µg/ml) 

0.1 10 10 10 10 10 

1 10 10 10 10 10 

10 10 10 10 10 10 

100 10 10 10 10 10 

 
การคํานวณเปอรBเซ็นตBการยับยั้งการเคลื่อนไหว (% relative motility) และเปอรBเซ็นตBการรอดชีวิติของ
พยาธิ (% Survival index) (ท่ีมา Kiuchi et al., 1987; Lorsuwannarat et al., 2013) สมการเหมือนใน
ท่ีอธิบายใน 2.6.1 แต"มีข�อแตกต"างท่ีเกณฑBการเคลื่อนไหวของพยาธิ 
เกณฑBการเคลื่อนไหวของพยาธิใบไม�ตับ ระยะ 4 สัปดาหB ประยุกตBจาก Saowakon et al (2009) 
 3 = เคลื่อนไหวทุกส"วนของร"างกาย 

2 = เคลื่อนไหวบางส"วนของร"างกาย 
1 = ไม"ขยับหรือไม"เคลื่อนไหว แต"ไม"ตาย เนื่องจากไม"ติดสี 1 % methylene blue ซ่ึงใช�เป�นตัว

ยืนยันทดสอบการตาย 
0 = ไม"ขยับหรือไม"เคลื่อนไหวและตาย เนื่องจากติดสี 1 % methylene blue 

2.6.3 ศึกษาผลของสารสกัดหยาบของรากเจตมูลเพลิงแดงต-อพยาธิใบไม(ตับ O. viverrini ใน
สัตว%ทดลอง 

หนูแฮมสเตอรBเพศผู� พันธุB golden Syrian อายุ 6 สัปดาหB จํานวน 54 ตัวแบ"งออกเป�น 9 กลุ"ม (6 ตัว/
กลุ"ม) โดยแต"ละตัวได�รับ metacercaria จํานวน 50 เม็ด โดยผ"านหลอดปlอนทางปาก หลังจากนั้น 5 วัน
ปlอนสารสกัดหรือยาท่ีนํามาทดสอบ ฆ"าหนูในวันท่ี 28 หลังปlอนพยาธิ (ตารางท่ี 2.4) โดยทําการสลบหนู
ด�วย Nembutal แบบเกินขนาดจนหลับสนิท แล�วทดสอบการรับความเจ็บปวดของหนูแฮมสเตอรB โดยการ
จิกเท�าหนูแล�ว ไม"มีการตอบสนอง จึงเริ่มการผ"าเก็บตัวอย"าง เก็บตับ หาค"าเฉลี่ยของจํานวนพยาธิในแต"ละ
กลุ"ม นํามาเปรียบเทียบเปอรBเซ็นตBการปlองกันการติดเชื้อพยาธิ ดังสมการต"อไปนี้  
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ตารางท่ี 2.4 การทดสอบผลของยากําจัดพยาธิและสารสกัดสมุนไพรต"อการปlองกันการติดเชื้อพยาธิใบไม�
ตับ O. viverrini ท่ีความเข�มข�นต"าง ๆ กัน 

กลุ"มท่ี จํานวนสัตวBทดลองในกลุ"ม 
Control (parasites only) 6 
Negative  (distilled water) 6 
Vehicle (0.1% DMSO) 6 
PZQ (mg/Kg) 10 6 

100 6 

PB (mg/Kg) 10 6 

100 6 

cPI (mg/Kg) 10 6 

100 6 

 
 
% protection = (จํานวนพยาธิในกลุ"มควบคุม – จํานวนพยาธิในกลุ"มทดสอบ) x100 
     จํานวนพยาธิในกลุ"มควบคุม 
 

นําค"าท่ีได�ไปเปรียบเทียบผลของสารทดสอบชนิดต"าง ๆ ต"อปlองการติดเชื้อพยาธิ โดยใช�โปรแกรม SPSS 
แสดงผลในรูปแบบตารางแจกแจงความถ่ี ร�อยละ ค"าความสัมพันธB (P-value < 0.05 ถือว"ามีระดับนัยสําคัญ
ทางสถิติ) ข�อมูลจะถูกเปรียบเทียบระหว"างกลุ"มทดลอง โดยใช�สถิติ analysis of variance (ANOVA)  
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บทท่ี 3 
ผลการวิจัย 

ผลการวิจัย 
3.1 สารสกัดหยาบจากรากเจตมูลเพลิงแดง 

หลังจากคํานวณหาค"า % yield ของสารสกัดหยาบจากรากเจตมูลเพลิงเท"ากับ 9.20 % เม่ือเทียบกับ
น้ําหนักของรากเริ่มต�น 100 g 

3.2 การศึกษาการยับย้ังการฟ�กตัวออกจากเปลือกซีสต% (excystment inhibition)  
  การหาค"าเฉลี่ยของการฟ=กตัวของพยาธิออกจากซีสตBของแต"ละกลุ"ม พบว"ากลุ"มควบคุมมีอัตราการฟ=ก
ตัวออกจากซีสตBเป�น 95.6 % ในขณะท่ีกลุ"มได�รับ PZQ, PB และ cPI มีร�อยละการฟ=กตัวลดลงตามลําดับ
จากความเข�มข�นน�อยไปหามาก โดยกลุ"มท่ีได�รับยา PZQ ท่ีความเข�มข�น 0.1, 1 และ 10 µg/ml มีร�อยละ
การฟ=กตัวเท"ากับ 81.9%, 76.6% และ 72.7% ซ่ึงกลุ"มท่ีได�รับ PB มีร�อยละการฟ=กตัวเท"ากับ 85.5%, 
82.8%, 77.5% ขณะท่ีกลุ"มได�รับ cPI มีร�อยละการฟ=กตัวเท"ากับ 88.4%, 83.8% และ 79.4% เรียง
ตามลําดับความเข�มข�นน�อยไปหามาก ซ่ึงจะเห็นว"ากลุ"มท่ีได�รับ PZQ , PB และ cPI มีผลต"อการฟ=กตัวของ
พยาธิเม่ือเทียบกับกลุ"มควบคุม อย"างมีนัยสําคัญทางสถิติ (รูปท่ี 3.1 ) และทุกความเข�มข�นของ PZQ 
ส"งผลต"อการฟ=กตัวของพยาธิมากกว"าท้ัง PB และ cPI เรียงตามลําดับความเข�มข�น เม่ือเทียบผลการยับยั้ง
การฟ=กตัวออกจากเปลือกซีสตB โดยหาค"า % excystment inhibition พบว"ากลุ"มท่ีได�รับยา PZQ มีค"า % 
excystment inhibition เท"ากับ 19%, 25% และ 29% เรียงตามลําดับความเข�มข�นจากน�อยไปมาก 
ขณะท่ีพยาธิกลุ"มท่ีได�รับสาร PB และ cPI พบว"ามีค"า % excystment inhibition ตํ่ากว"ากลุ"มพยาธิท่ีได� 
PZQ ท่ีทุกความเข�มข�น แต"ไม"มีความแตกต"างอย"างมีนัยสําคัญทางสถิต ิซ่ึงค"า % excystment inhibition 
ของ PB (15%, 18%, 24%) และ cPI (12%, 17%, 22%) ไม"แตกต"างกันทุกความเข�มข�น (รูปท่ี 3.2) เม่ือ
คํานวณหาค"าความเข�มข�นของสารท่ีส"งผลต"อสิ่งมีชีวิต 50% (ED50) ของ PZQ เท"ากับ 8.1 µg/ml .
ในขณะท่ีกลุ"มท่ีได�รับ cPI และ PB มีค"า ED50 เท"ากับ 9.6 และ10.8 µg/ml เรียงตามลําดับ 
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รูปท่ี 3.1 ร�อยละของการฟ=กตัวออกจากเปลือกซีสตBของพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini ในสารละลาย Tyrode’s 
ท่ีมีเอนไซมB 0.2% trypsin ผสมในน้ําเกลือท่ีมี 0.1% DMSO (Control) และกลุ"มท่ีมีสารทดสอบ PZQ, PB 
และ cPI พบว"าพยาธิฟ=กตัวออกจากเปลือกซีสตBในทุกกลุ"มได�น�อยกว"ากลุ"มควบคุมอย"างมีนัยสําคัญ  
(*P < 0.05; n=40) และท่ีความเข�มข�นเดียวกัน พบว"าเปอรBเซ็นตBการฟ=กตัวออกจากเปลือกซีสตBของพยาธิใน
กลุ"มท่ีได�รับยา PZQ < PB < cPI เรียงตามลําดับความเข�มข�น  
 
 

 
รูปท่ี 3.2 ร�อยละของการยับยั้งการฟ=กตัวออกจากเปลือกซีสตBของพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini พบว"าพยาธิท่ี
ได�รับ PZQ มีการยับยั้งการฟ=กตัวของพยาธิมากท่ีสุดทุกความเข�มข�น (* P < 0.05; n=40)  
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3.3 การศึกษาการยับย้ังการเคล่ือนท่ีพยาธิใบไม(ตับผ-านแผ-นกรองสังเคราะห% ด(วยวิธี modified 
migration inhibition 
ความเข�มข�นของสารท่ีทดสอบท้ังสามชนิด ในการศึกษาการเคลื่อนท่ีของพยาธิผ"านแผ"นกรองสังเคราะหB 

เริ่มต�นท่ี 0.1, 1 และ 10 µg/ml ทําให�มีการยับยั้งการเคลื่อนท่ีของพยาธิผ"านแผ"นกรองสังเคราะหBสูงสุดเพียง 
58% (รูปท่ี 3.3) จากผลการทดลองแสดงให�เห็นว"า PZQ ยับยั้งการเคลื่อนท่ีผ"านแผ"นกรองเท"ากับ 19%, 44% 
และ 58% โดยมีค"าสูงกว"าพยาธิในได�รับ PB (5%, 15%, 36%) และ cPI (4%, 9%, 14%) เรียงตามลําดับ
ความเข�มข�น ซ่ึงแสดงให�เห็นว"า PZQ ผลต"อการยับยั้งการเคลื่อนท่ีของพยาธิผ"านแผ"นกรองสังเคราะหB ให�ผลดี
ท่ีสุด โดยมีความต"างอย"างมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับกลุ"มควบคุมและกลุ"มอ่ืน ๆ ซ่ึงมีค"าความเข�มข�นท่ีดี
ท่ีสุดในการยับยั้งการการเคลื่อนท่ีของพยาธิผ"านแผ"นกรองสังเคราะหB (IC50) ของ PQZ เท"ากับ 1.63 µg/ml  
ในขณะท่ี  PB และ cPI มีค"าเท"ากับ 1.43 และ 8.8 µg/ml เรียงตามลําดับ 

  

 
 

รูปท่ี 3.3 ร�อยละของการยับยั้งการเคลื่อนท่ีของพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini ผ"านแผ"นกรองสังเคราะหB พยาธิท่ี
ได�รับ PZQ มีการยับยั้งการการเคลื่อนท่ีของพยาธิมากท่ีสุดทุกความเข�มข�น โดยมีความแตกต"างอย"างมี
นัยสําคัญทางสถิติ (* P < 0.05; n=40)  
 

3.4 ศึกษาผลของสารสกัดหยาบของรากเจตมูลเพลิงแดงต-อพยาธิใบไม(ตับ O. viverrini ในระยะ NEJs ใน
หลอดทดลอง 
เม่ือทดสอบสารท้ัง PZQ, PB, cPI เทียบกับ กลุ"มควบคุมและกลุ"ม vehicle ท่ีมี 0.1% DMSO ในอาหาร

เลี้ยงเชื้อพยาธิ (RPMI-1640) สังเกตการเคลื่อนไหวและการเปลี่ยนแปลงของผิวพยาธิท่ี 1, 3, 6, 12 และ 24 
ชั่วโมง ( ตารางท่ี 3.1 และ รปูท่ี 3.4) พบว"ากลุ"มควบคุมมีค"าความสัมพันธBการเคลื่อนไหว (relative motility- 
RM values) ต้ังแต"เริ่มต�นจนสิ้นสุดการทดลองชั่วโมงท่ี 24 (RM value = 100%) ในขณะกลุ"ม vehicle มีการ
เคลื่อนไหวลดลงเพียง 5% (RM value = 95%) เม่ือสิ้นสุดการทดลอง ซ่ึงถือว"ายอมรับได�ว"า 0.1% DMSO 
ไม"ได�ส"งผลต"อการเคลื่อนไหวของพยาธิในระยะ NEJs  ส"วนกลุ"ม positive control คือยาท่ีใช�ท�องตลาดในการ
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ทดลองนี้ใช� PZQ ท่ีความเข�มข�นต้ังแต" 0.1, 1 และ 10 µg/ml เป�น positive control เทียบผลกับ PB และ 
cPI ซ่ึงพบว"า PZQ มีผลต"อค"า RM value มากกว"า PB และ cPI  เม่ือเทียบท่ีความเข�มข�นเดียวกันและเวลา
เดียวกัน โดย PZQ ท่ีความเข�มข�น 0.1 µg/ml มีผลต"อการเปลี่ยนแปลง RM value ต้ังแต"ชั้วโมงท่ี 1-3 เป�น
ต�นไป แต"พยาธิส"วนใหญ"ยังไม"ตาย โดยดูจากค"าดัชนีการรอดตาย  (survival index: SI) มีค"าเท"ากับ 100% 
(รูปท่ี 3.5) ค"า RM value ลดลงอย"างรวดเร็วต้ังแต"ชั่วโมงท่ี 6 เป�นต�นไป (RM =44%, SI = 93%) และค"า RM 
ลดลงต"อเนื่องจากชั่วโมงท่ี 12 และ 24 (RM=24%, SI =59%  และ RM=4%, SI = 50% ตามลําดับ) เม่ือเพ่ิม
ความเข�มข�นของ PZQ เท"ากับ 1 และ 10 µg/ml พบว"าค"า RM ตํ่ากว"า 70% ต้ังแต"ชั่วโมงท่ี 1-3 และการ
เคลื่อนไหวของพยาธิลดลงเรื่อย ๆ อย"างต"อเนื่อง แต"พยาธิท้ังหมดยังมีชีวิตอยู" (SI=100%) โดยชั่วโมงท่ี 6 ท้ัง
สองความเข�มข�น มีค"า RM ตํ่ากว"า 30% (RM =25%, SI =95% และ RM = 8%, SI=85% ท่ีความเข�มข�น 1 
และ 10 µg/ml) และไม"มีการเคลื่อนไหวต้ังแต"ชั่วโมงท่ี 12 เป�นต�นไป (RM= 0%, SI =0%) ส"วนพยาธิท่ีแช"ใน 
PB พบว"ามีการเคลื่อนไหวลดลง รูปแบบเหมือนกับพยาธิท่ีได�รับ PZQ ท่ีความเข�มข�นเดียวกัน (0.1 µg/ml) 
โดยมีค"า RM เท"ากับ 88% และ 82%  ในขณะท่ี SI=100% ท้ังสองช"วงเวลาในชั่วโมงท่ี 1 และ 3   แม�ว"าท่ี
ชั่วโมงท่ี 6 พยาธิมีค"า RM = 50% แต"พยาธิไม"ตาย (SI=100%) จนกระท่ังเข�าสู"ชั่วโมงท่ี 12 และ 24 พบว"า
พยาธิมีการตายประมาณ 10-30% (RM= 14%,SI =90% และ RM =8%,SI =67% เรียงตามระยะเวลา) จาก
การทดลองพบว"าท่ีความเข�มข�น 1 และ 10 µg/ml ของ PB มีผลต"อการเคลื่อนไหวของพยาธิเช"นเดียวกับ 
PZQ โดยส"งผลต"อการเคลื่อนไหวต้ังแต"ชั้วโมงแรกต"อเนื่องไปยังชั่วโมงท่ี 6 เริ่มพบการตายของพยาธิและพยาธิ
ท้ังหมดหยุดการเคลื่อนไหวต้ังแต"ชั่วโมงท่ี 12 เป�นต�นไป ซ่ึงพบว"ามีการตายต้ังแต" 10% (RM =0%, SI =90% 
และ RM =0%, SI =88%) และเม่ือสิ้นสุดการทดลองพบว"าพยาธิมีชีวิตรอดเหลือเพียง 12-25% เท"านั้น ใน
ส"วนพยาธิท่ีแช"ใน cPI นั้นมีผลต"อค"าความสัมพันธBการเคลื่อนไหวของพยาธิน�อยกว"าท้ัง PZQ และ PB โดยท่ี
ความเข�มข�น 0.1 µg/ml มีผลต"อการเคลื่อนไหวต้ังแต"ชั่วโมงท่ี 1 -3 เช"นเดียวกับ PZQ โดยพบว"า cPI ค"อย ๆ 
ลดการเคลื่อนไหวของพยาธิจากชั่วโมงท่ี 1-6 โดยค"า RM value เท"ากับ 88%, 83% และ 71% เรียง
ตามลําดับ ซ่ึงพบว"าพยาธิเริ่มมีการตายประมาณ 14% (SI=86%) ท่ีชั่วโมงท่ี 6   หลังจากนั้นการเคลื่อนไหว
ของพยาธิลดลงอย"างรวดเร็วท่ีชั่วโมงท่ี 12 และ 24 ส"งผลให�การรอดชีวิตของลดตํ่ากว"า 50% (RM=28%, 
SI=44% และ RM=18%, SI=32%) และเม่ือเพ่ิมความเข�มข�นของ cPI เป�น 1 และ 10 µg/ml พบว"าค"า RM 
value ลดลงอย"างรวดเร็วอย"างต"อเนื่องในชั่วโมงท่ี 3 (RM= 74%, 59% เรียงลําดับตามความเข�มข�น) และเริ่ม
พบการตายของพยาธิ (SI=83%, 77% เรียงลําดับตามความเข�มข�น) พยาธิมีการรอดน�อยลงอย"างเห็นได�ชัดใน
ชั่วโมงท่ี 12 (SI=31% และ 29%) และชั่วโมงท่ี 24 (SI=25% และ 8%) แม�จะมีค"า RM value ใกล�เคียงกัน 
(RM=17%,17% และ 13%,8%) เรียงตามลําดับ  
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ตารางท่ี 3.1 ค"าร�อยละความสัมพันธBการเคลื่อนไหว RM values (%) ของพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini ใน
ระยะ NEJs ของกลุ"มควบคุมและกลุ"มท่ีทดสอบยา PZQ, PB และ cPI ท่ีช"วงเวลาต"าง ๆ 

กลุ"ม Dose  
(µg/ml) 

ระยะเวลา (ชั่วโมง) 
0 1 3 6 12 24 

ควบคุม  100 100 100 100 100 100 
Vehicle  0.1% DMSO 100 100 100 100 97 95 
PZQ        
 0.1 100 95 81 44 24 6 
 1 100 60 48 25 0 0 
 10 100 48 35 8 0 0 
PB        
 0.1 100 88 82 50 14 8 
 1 100 74 62 36 0 0 
 10 100 60 46 18 0 0 
cPI        
 0.1 100 88 83 71 28 18 
 1 100 79 74 53 17 13 
 10 100 76 59 45 17 8 

 

 
 
รูปท่ี 3.4 ร�อยละของการความสัมพันธBการเคลื่อนไหวของพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini ระยะ NEJs พยาธิท่ี
ได�รับ PZQ มีการยับยั้งการการเคลื่อนท่ีของพยาธิมากท่ีสุดทุกความเข�มข�น โดยมีความแตกต"างอย"างมี
นัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับกลุ"มควบคุม (* P < 0.05; n=30)  
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รูปท่ี 3.5 ร�อยละดัชนีการรอดของพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini ระยะ NEJs พยาธิท่ีได�รับ PZQ มีการรอดน�อย
ท่ีสุดทุกความเข�มข�น โดยมีความแตกต"างอย"างมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับกลุ"มควบคุม (* P < 0.05; 
n=30)  

เม่ือนําผลค"าเฉลี่ยของ RM value ของสารท้ังสามอย"างมาเปรียบเทียบแต"ละความเข�มข�น แม�ว"า PZQ 
ส"งผลต"อการเคลื่อนไหวของพยาธิมากท่ีสุด รองลงมาคือ PB และ cPI เรียงตามลําดับ (รูปท่ี 3.6) แต"ไม"มีความ
แตกต"างอย"างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) และเม่ือเปรียบเทียบค"า SI ของ cPI กับ PZQ และ PB  
(รูปท่ี 3.7) พบว"า แม�ค"า RM value ของกลุ"มท่ีได�รับ PZQ จะตํ่ากว"ากลุ"ม cPI ทุกความเข�มข�น แต"ค"า SI ของ
กลุ"มท่ีได�รับ cPI ตํ่ากว"า PZQ  ท่ีความเข�มข�น 0.1 µg/ml  และเท"ากับกลุ"ม PZQ  ท่ีความเข�มข�น 10 µg/ml 
ถึงแม�จะไม"มีความแตกต"างอย"างมีนัยสําคัญทางสถิติ ซ่ึงแสดงให�เห็นว"า cPI มีผลเทียบเคียงกับ PZQ ในพยาธิ
ระยะ NEJs นอกจากนี้ยังเป�นท่ีน"าสังเกตว"า ถึงแม�ค"า RM value ในกลุ"ม PB ใกล�เคียงกับกลุ"ม PZQ แต"ค"า SI 
สูงกว"าท้ัง PZQ และ cPI โดยมีความแตกต"างอย"างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ท่ีความเข�มข�น 1 และ 10 
µg/ml จากผลการทดลองสรุปได�ว"าท่ีความเข�มข�นเดียวกัน cPI มีผลต"อการเคลื่อนไหวของพยาธิระยะ NEJs 
เทียบเคียงกับ PZQ และดีกว"า PB  เม่ือคํานวณหาความเข�มข�นของ PZQ ท่ียับยั้งการเคลื่อนไหวของพยาธิได� 
50% (IC50) เท"ากับ 2.55 µg/ml ในขณะท่ี IC50 ของ PB เท"ากับ 2.87 µg/ml และ IC50 ของ cPI เท"ากับ 
3.55 µg/ml เรียงตามลําดับ 

 



 22

 
 
รูปท่ี 3.6 ค"าเฉลี่ยร�อยละของการความสัมพันธBการเคลื่อนไหวของพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini ระยะ NEJs 
พยาธิท่ีได�รับ PZQ มีการยับยั้งการการเคลื่อนท่ีของพยาธิมากท่ีสุดทุกความเข�มข�น รองลงมาคือ PB และ cPI 
เม่ือเปรียบเทียบระหว"างท้ังสามกลุ"มในความเข�มข�นเดียวกันพบว"า ไม"มีความแตกต"างอย"างมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(* P < 0.05; n=5)  

 
 
รูปท่ี 3.7 ค"าเฉลี่ยร�อยละดัชนีการรอดของพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini ระยะ NEJs พยาธิท่ีได�รับ cPI มี
ค"าเฉลี่ยการรอดน�อยท่ีสุดทุกความเข�มข�น รองลงมาคือ PZQ โดยมีความแตกต"างอย"างมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือ
เทียบกับ PB ท่ีความเข�มข�น 1 และ 10 µg/ml (* P < 0.05; n=5) 

* * * 

* 
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เม่ือศึกษาการเปลี่ยนแปลงของผิวของพยาธิหลังทดสอบสารท้ังสามชนิด ด�วยกล�องจุลทรรศนBแบบส"อง
กราดพบว"าพยาธิในกลุ"ม vehicle (0.1% DMSO) มีโครงสร�างไม"แตกต"างจากกลุ"มควบคุม เม่ือสิ้นสุดการ
ทดลอง (รูปท่ี 3.8, A และ B) การเปลี่ยนแปลงโครงสร�างของผิวพยาธิส"วนใหญ"เริ่มจากมีการบวมของผิว แล�ว
ตามมาด�วยการมีตุ"มพองและตุ"มพองแตก จนเกิดเป�นแผลเป�ด เกิดพยาธิสภาพท่ีผิว สุดท�ายผิวพยาธิจะหลุด
ลอก ในการทดสอบนี้ก็เช"นเดียวกันพบว"าพยาธิในกลุ"มท่ีได�รับ PZQ ท่ีความเข�มข�น 0.1 µg/ml มีลักษณะเป�น
ตุ"มพองท่ีบริเวณลําตัว (รูปท่ี 3.8, C) และเม่ือเพ่ิมความเข�มข�น PZQ เป�น 1 µg/ml พบว"ามีการหลุดลอกของ
ผิวพยาธิท้ังตัว เม่ือสิ้นสุดการทดลอง (รูปท่ี 3.8, D) ส"วนพยาธิในกลุ"มท่ีได�รับ PB ความเข�มข�น 1 และ 10 
µg/ml ท่ี 12 ชั่วโมง (รูปท่ี 3.8, E และ F) มีผิวหลุดลอกเช"นเดียวกับกลุ"มท่ีได�รับ PZQ  
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รูปท่ี 3.8 ภาพถ"ายจุลทรรศนBอิเลคตรอนแบบส"องกราด (SEM) ของพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini ระยะ NEJs 
หลังจากได�รับสารต"าง ๆ (A) กลุ"มควบคุม, (B) กลุ"ม vehicle (0.1% DMSO), (C) กลุ"มท่ีได�รับ PZQ ความ
เข�มข�น 0.1 µg/ml มีผิวหนังบวมท่ีกลางลําตัว (ลูกศร) และเม่ือเพ่ิมความเข�มข�นเป�น 1 µg/ml  มีการหลุด
ลอกของผิวพยาธิท้ังตัว เม่ือสิ้นสุดการทดลอง (D) ส"วนพยาธิในกลุ"มท่ีได�รับ PB ความเข�มข�น 1 และ 10 
µg/ml ท่ี 12 ชั่วโมง (E และ F) มีผิวหลุดลอกเช"นเดียวกับกลุ"มท่ีได�รับ PZQ  
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3.5 ศึกษาผลของสารสกัดหยาบของรากเจตมูลเพลิงแดงต-อพยาธิใบไม(ตับ O. viverrini ระยะ 4 สัปดาห% 
ในหลอดทดลอง 
ผลการเปรียบเทียบของค"าความสัมพันธBการเคลื่อนไหว (relative motility - RM values) ของพยาธิ

ใบไม� O. viverrini ระยะ 4 weeks ท่ีแช"ใน PZQ, PB และ cPI ท่ีระยะเวลาต"าง ๆ (ตารางท่ี 3.2 และรูปท่ี 
3.9) พบว"าพยาธิในกลุ"มควบคุมและกลุ"ม  vehicle เคลื่อนไหวดีทุกตัว จนสิ้นสุดชั้วโมงท่ี 24 ดังนั้น DMSO ไม"
ส"งผลต"อการทดลอง ส"วนกลุ"มอ่ืน ๆ ท่ีได�รับสารหลังจากผ"านไป 3 ชั่วโมง พบว"ากลุ"มท่ีได�รับ PZQ มีผลต"อการ
เคลื่อนไหวของพยาธิมากกว"ากลุ"ม PB และ cPI โดยแปรผันตามกับความเข�มข�นและระยะเวลา แม�ว"าต้ังแต"
ชั่วโมงท่ี 1-6 พยาธิท่ีแช"ใน PZQ ท่ีความเข�มข�น 0.1 µg/ml มีการเคลื่อนไหวลดลง (RM = 64%)  แต"ไม"พบ
การตายของพยาธิ SI = 100% (รูปท่ี 3.10) หลังจากนั้นการเคลื่อนไหวของพยาธิลดลงอย"างรวดเร็วในชั่วโมงท่ี 
12 เป�นต�นไปและพบว"ามีการตายของพยาธิประมาณ 40%   เม่ือสิ้นสุดการทดลองพบว"า พยาธิมีการรอดชีวิต
เพียง 50% เท"านั้น ในขณะท่ี PZQ ความเข�มข�น 1 และ 10 µg/ml มีผลลดการเคลื่อนไหวของพยาธิอย"าง
รวดเร็วต้ังแต"ชั่วโมงท่ี 3 (RM =50%, 47%) และการเคลื่อนไหวของพยาธิลดลงอย"างต"อเนื่องในชั่วโมงท่ี 6 
แล�วไม"พบการเคลื่อนไหวของพยาธิหลังจาก 12 ชั่วโมงท่ีแช"ใน PZQ  เม่ือตรวจสอบการรอดชีวิตพบว"าพยาธิ
ตายหมด (SI =0%, 0%) ตามลําดับ  

ส"วนพยาธิท่ีได�รับ PB ท่ีความเข�มข�น 0.1 µg/ml ส"งผลลดการเคลื่อนไหวของพยาธิเพียง 30% เม่ือเวลา
ผ"านไป 6 ชั่วโมง (RM= 70%) เม่ือเพ่ิมระยะเวลาเป�น 12 และ 24 ชั่วโมงทําให�การเคลื่อนไหวของพยาธิลดลง
เป�นลําดับ แม�พยาธิเคลื่อนไหวช�าลงจนไม"เคลื่อนไหว แต"พบการตายของพยาธิเพียง 17% เม่ือสิ้นสุดการ
ทดลอง (SI=95%, 83%) ส"วนพยาธิท่ีแช"ใน PB ท่ีความเข�มข�น 1 µg/ml มีการเปลี่ยนแปลงเช"นเดียวกับท่ี
ความเข�มข�น 0.1 µg/ml แต"มีผลต"อการเคลื่อนไหวมากกว"า พบว"าในชั่วโมงท่ี 12 และ 24 มีค"า RM เท"ากับ 
46% และ 28% เรียงตามลําดับ เม่ือตรวจสอบการรอดชีวิตพบว"ามีเพียง 56% เท"านั้น หลังจากสังเกตการ
เคลื่อนไหวของพยาธิท่ีแช"ใน PB 10 µg/ml พบว"าพยาธิบางตัวเริ่มการเคลื่อนไหวบางส"วนและบางตัวไม"
เคลื่อนไหวต้ังแต"ชั่วโมงท่ี 3-6 (RM= 67%, SI=100% และ RM= 38%, SI=92%) จนเข�าสู"ชั่วโมงท่ี 12 และ
ชั่วโมงท่ี 24 พยาธิเกือบท้ังหมดไม"มีการเคลื่อนไหวและมีการรอดชีวิตเพียง 12%  

พยาธิท่ีแช"ใน cPI ท่ีความเข�มข�น 0.1 และ 1 µg/ml ไม"ค"อยส"งผลต"อการเคลื่อนไหวของพยาธิทุกช"วงการ
สังเกต เม่ือสิ้นสุดชั่วโมงท่ี 24 พบว"าค"า RM เท"ากับ 58% และ 52% เรียงตามลําดับความเข�มข�น และการรอด
ชีวิตสูงถึง 70% สรุปได�ว"าความเข�มข�น 0.1 และ 1 µg/ml ไม"มีผลต"อการเคลื่อนไหวของพยาธิ ส"วนพยาธิท่ีแช"
ใน cPI ท่ีความเข�มข�น 10 µg/ml ค"อย ๆ ลดการเคลื่อนไหวของพยาธิตั้งแต"ชั่วโมงท่ี 3-6 และชั่วโมงท่ี 24 
พบว"าพยาธิมีค"า RM เท"ากับ 50% และ SI เท"ากับ 45% ผู�วิจัยได�ศึกษาเพ่ิมว"าพยาธิท่ีแช"ในความเข�มข�น 100 
µg/ml จะพบว"ามีการตายเม่ือไหร" ผลปรากฏว"าพยาธิเริ่มตายในชั้วโมงท่ี 3 (SI=91%) และมีการรอดชีวิตท่ี 
50% ท่ีชั่วโมงท่ี 6 หลังจากนั้นพยาธิตาย 100% 
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ตารางท่ี 3.2 ค"าร�อยละความสัมพันธBการเคลื่อนไหว RM values (%) ของพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini ใน
ระยะ 4 สัปดาหBของกลุ"มควบคุมและกลุ"มท่ีทดสอบยา PZQ, PB และ cPI ท่ีช"วงเวลาต"าง ๆ 

กลุ"ม Dose  
(µg/ml) 

ระยะเวลา (ชั่วโมง) 
0 1 3 6 12 24 

ควบคุม  100 100 100 100 100 100 
Vehicle  0.1% DMSO 100 100 100 100 100 100 
PZQ        
 0.1 100 100 64 63 33 21 
 1 100 100 50 35 0 0 
 10 100 100 47 25 0 0 
PB        
 0.1 100 100 76 70 52 38 
 1 100 100 71 60 46 26 
 10 100 100 67 38 29 4 
cPI        
 0.1 100 100 93 88 69 58 
 1 100 100 92 88 62 52 
 10 100 100 90 87 57 50 
 100 100 100 52 37 0 0 

 
 

 
รูปท่ี 3.9 ร�อยละของการความสัมพันธBการเคลื่อนไหวของพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini ระยะ 4 สัปดาหB พยาธิ
ท่ีได�รับ PZQ มีการยับยั้งการการเคลื่อนท่ีของพยาธิมากท่ีสุดทุกความเข�มข�น (n=10)  
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รูปท่ี 3.10 ร�อยละดัชนีการรอดชีวิตของพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini 4 สัปดาหB พยาธิท่ีได�รับ PZQ ท่ี  
0.1 µg/ml ท่ี 24 ชั่วโมงมีการรอดเพียง 50% ในขณะกลุ"มท่ีได�รับ PB และ cPI ต�องใช�ความเข�มข�นเป�น  
1 และ 10 µg/ml จึงทําให�การรอดชีวิตของพยาธิใกล�เคียงกับกลุ"มท่ีได�รับ PZQ ท่ี 0.1 µg/ml (n=10)  

เม่ือนําผลค"าเฉลี่ยของ RM value ของสารท้ังสามอย"างมาเปรียบเทียบแต"ละความเข�มข�น แม�ว"า PZQ 
ส"งผลต"อการเคลื่อนไหวของพยาธิมากท่ีสุด รองลงมาคือ PB และ cPI เรียงตามลําดับ (รูปท่ี 3.11) มีความ
แตกต"างอย"างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) เฉพาะท่ีความเข�มข�น 1 และ 10 µg/ml  เท"านั้น เม่ือ
เปรียบเทียบค"าเฉลี่ย SI ของ cPI กับ PZQ และ PB (รูปท่ี 3.12) พบว"า ค"า SI ของกลุ"มท่ีได�รับ PZQ ลดลง
อย"างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) เฉพาะท่ีความเข�มข�น 1 และ 10 µg/ml ซ่ึงสอดคล�องกับค"า  RM เป�นท่ี
น"าสังเกตว"า แม�ค"า RM value ของพยาธิกลุ"มท่ีได�รับ PB จะตํ่ากว"ากลุ"ม cPI ทุกความเข�มข�น แต"ค"า SI ของท้ัง
สองกลุ"มท่ีไม"มีความแตกต"างอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ซ่ึงแสดงให�เห็นว"า PZQ มีผลต"อการเคลื่อนไหวและการ
รอดชีวิตของพยาธิใบไม�ตับระยะ 4 สัปดาหB ในขณะท่ี PB มีผลต"อการเคลื่อนไหว แต"ไม"ส"งผลต"อการตายของ
พยาธิท่ีความเข�มข�นเดียวกัน  เม่ือคํานวณหาความเข�มข�นของ PZQ ท่ียับยั้งการเคลื่อนไหวของพยาธิได� 50% 
(IC50) เท"ากับ 2.37 µg/ml ในขณะท่ี IC50 ของ PB เท"ากับ 2.90 µg/ml และ IC50 ของ cPI เท"ากับ 5.02 
µg/ml เรียงตามลําดับ 
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รูปท่ี 3.11 ค"าเฉลี่ยร�อยละของการความสัมพันธBการเคลื่อนไหวของพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini ระยะ 4 
สัปดาหB  พยาธิท่ีได�รับ PZQ มีการยับยั้งการการเคลื่อนท่ีของพยาธิมากท่ีสุดทุกความเข�มข�น รองลงมาคือ PB 
และ cPI เม่ือเปรียบเทียบระหว"างท้ังสามกลุ"มในความเข�มข�นเดียวกันพบว"าท่ีความเข�มข�น 1 และ10 µg/ml 
PZQ และPB มีผลลดการเคลื่อนไหวของพยาธิ อย"างมีนัยสําคัญทางสถิติ (* P < 0.05; n=5)  
 

 
 
รูปท่ี 3.12 ค"าเฉลี่ยร�อยละดัชนีการรอดของพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini ระยะ 4 สัปดาหB  พยาธิท่ีได�รับ PZQ 
มีค"าเฉลี่ยการรอดน�อยท่ีสุดทุกความเข�มข�นและความแตกต"างอย"างมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับ PB และ 
cPI ท่ีความเข�มข�น 1 และ 10 µg/ml (* P < 0.05; n=5) ส"วนการรอดชีวิตพยาธิกลุ"มท่ีได�รับ PB และ cPI ไม"
มีความแตกต"างอย"างมีนัยสําคัญทางสถิติ 
 

* 

* 

* 

* 

* 
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ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของผิวของพยาธิหลังทดสอบสารท้ังสามชนิดท่ีความเข�มข�น 10 µg/ml เทียบกับ
กลุ"มควบคุมและกลุ"ม vehicle ด�วยกล�องจุลทรรศนBอิเลคตรอนแบบส"องกราดพบว"าพยาธิในกลุ"ม vehicle 
(0.1% DMSO) มีโครงสร�างไม"แตกต"างจากกลุ"มควบคุม เม่ือสิ้นสุดการทดลอง (รูปท่ี 3.13, A) ส"วนพยาธิใน
กลุ"มท่ีแช" PZQ เป�นเวลา 3 ชั่วโมง ท่ีความเข�มข�น 10 µg/ml มีลักษณะเป�นตุ"มพองท่ีบริเวณระหว"าง oral 
sucker กับ ventral sucker (รูปท่ี 3.13, B และ C) และพบว"าต้ังแต"กลางลําตัวถึงส"วนหางมีการหลุดลอกของ
ผิวพยาธิ (รูปท่ี 3.13, ลูกศร และกรอบเล็กในรูป C) เม่ือเวลาผ"านไป 6 ชั่วโมง พบว"ามีการหลุดลอกของผิว
พยาธิบางตัวท้ังตัว จนไม"เห็นท้ัง papillae และหนามของพยาธิ (รูปท่ี 3.13, D)  ส"วนพยาธิท่ีแช"ใน PB ท่ีความ
เข�มข�นเดียวกันกับ PZQ พบว"ามีตุ"มพองกระจายท่ัวตัวพยาธิท้ังด�าน ventral และด�าน dorsal เช"นเดียวกับท่ี
เวลา 3 ชั่วโมงของ PZQ  แล�วเม่ือสิ้นสุดชั่วโมงท่ี 24 พบว"าผิวของพยาธิหลุดลอกจนเห็นโครงสร�างใต�ผิวหนัง
และพบตุ"มพองขนาดใหญ"กระจายท่ัวบริเวณส"วนหัวระหว"าง oral sucker กับ ventral sucker (รูปท่ี 3.13, F 
และ G)  ส"วนพยาธิท่ีแช"ใน cPI หลังจากผ"านไป 3 ชั่วโมงพบว"ามีตุ"มพองกระจายไปท่ัวท่ีบริเวณ oral sucker 
กับ ventral sucker และบริเวณต้ังแต"กลางลําตัวลงไปมีตุ"มพองขนาดเล็กกระจายท่ัวผิวพยาธิท้ังสองด�าน (รูป
ท่ี 3.13, H)  
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รูปท่ี 3.13 ภาพจุลทรรศนBอิเลคตรอนแบบส"องกราด (SEM) ของพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini ระยะ 4สัปดาหB 
หลังจากได�รับสารต"าง ๆ (A) กลุ"มควบคุมและกลุ"ม vehicle (0.1% DMSO), (B-C) กลุ"มท่ีได�รับ PZQ ความ
เข�มข�น 10 µg/ml เป�นเวลา 3 ชั่วโมง มีผิวหนังหลุดลอกท่ีกลางลําตัวและหาง (ลูกศร) และมีบวมตุ"มพอง 
(bleb: B ท่ีส"วนหัวในภาพ C), (D) พยาธิท่ีได�รับ PZQ ท่ี 24 ชั่วโมงผิวหลุดลอกท้ังตัว, (E-G) พยาธิท่ีได�รับ PB 
เกิดตุ"มพองกระจายท่ังตัวหลังจาก 3ชั่วโมง (ลูกศร, ภาพ E) และท่ี 24ชั่วโมง ( F และ G ) ในขณะท่ีพยาธิท่ี
ได�รับ cPI (ภาพ H) พบตุ"มพองขนาดใหญ" (bleb: B)และขนาดเล็ก (ลูกศร)  
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3.6 ศึกษาผลของสารสกัดหยาบของรากเจตมูลเพลิงแดงต-อการติดเช้ือพยาธิใบไม(ตับ O. viverrini ใน
สัตว%ทดลอง 
ทดสอบประสิทธิภาพการลดการติดเชื้อพยาธิ โดยดูจากจํานวนพยาธิท่ีพบหลังให�สารทดสอบไป ท่ีความ

เข�มข�น 10 และ 100 mg/kgBW เม่ือเปรียบเทียบน้ําหนักของหนูทดลองก"อนและหลังให�พยาธิพบว"าหนูใน
กลุ"มควบคุม (ให�เฉพาะพยาธิ), กลุ"ม negative control (ได�รับน้ํากลั่น RO water) และกลุ"ม vehicle (ได�รับ 
0.1% DMSO) มีน้ําหนักเพ่ิมข้ึนประมาณ 10-20 g ในขณะกลุ"มท่ีได�รับ 10 mg/kgBW ของสารท้ังสามชนิด 
(PZQ, PB และ cPI) น้ําหนักลดลงประมาณ 10 g เม่ือเทียบกับน้ําหนักก"อนเริ่มการทดลอง แต"ไม"แตกต"าง
อย"างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) (รูปท่ี 3.14)  ส"วนกลุ"มท่ีได�รับสารท้ังสามชนิดท่ีความเข�มข�น 100 
mg/kgBW พบว"าน้ําหนักเพ่ิมข้ึนทุกกลุ"ม แต"น�อยกว"ากลุ"มควบคุม น้ําหนักตัวของหนูในกลุ"ม negative 
control และกลุ"ม vehicle ไม"แตกต"างอย"างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 

 
รูปท่ี 3.14 น้ําหนักของสัตวBทดลองหลังจากเหนี่ยวนําให�ติดเชื้อพยาธิแล�ว ให�สาร PZQ, PC และ cPI เทียบกับ
กลุ"มควบคุมและกลุ"ม vehicle เม่ือสิ้นสุดการทดลองน้ําหนักหนูในกลุ"มท่ีได�รับสารท่ีความเข�มข�น 10 
mg/kgBW น้ําหนักลดลงทุกกลุ"ม ในขณะท่ีหนูได�รับสารท่ีทดสอบท้ังสามชนิดท่ีความเข�มข�น 100 mg/kgBW 
มีน้ําหนักเพ่ิมข้ึนใกล�เคียงกับกลุ"มควบคุมและกลุ"ม vehicle โดยไม"มีความแตกต"างอย"างมีนัยสําคัญทางสถิติ  
(* P < 0.05; n=6) 
 

หลังจากผ"าเป�ดช"องท�องพบว"ากลุ"มควบคุมม กลุ"ม vehicle และกลุ"มท่ีได�รับน้ํากลั่น มีการเกิดพังผืดท่ี
ตับ (liver fibrosis) ในขณะกลุ"มท่ีได�รับ PZQ, PB และ cPI  ไม"เกิด fibrosis ท้ังท่ี 10 และ100 mg/kgBW 
หลังจากนับจํานวนพยาธิในแต"ละกลุ"มการทดลอง แล�วนํามาหาค"าร�อยละการปlองกันการติดเชื้อพยาธิ  
(% protection) พบว"าจํานวนพยาธิในกลุ"มในกลุ"มท่ีได�รับน้ํากลั่น และกลุ"มท่ีได�รับ 0.1% DMSO ไม"แตกต"าง
จากกลุ"มควบคุม ส"วนกลุ"มท่ีได�รับสารท้ังสามชนิดมีจํานวนพยาธิน�อยกว"ากลุ"มควบคุม (ตารางท่ี 3.3)  ซ่ึงแสดง
ค"า% protection (worm reduction) สูงกว"ากลุ"มควบคุม โดยมีความแตกต"างอย"างมีนัยสําคัญทางสถิติ 
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(P<0.05)  (รูปท่ี 3.15)   กลุ"ม negative control  และกลุ"ม vehicle ลดจํานวนพยาธิได�เพียง 2% และ13% 
เท"านั้น กลุ"มท่ีได�รับ PB และ PZQ ท่ีความเข�มข�น 10 mg/kgBW ลดจํานวนพยาธิได�ถึง 66% และ 67% 
ในขณะท่ีกลุ"มท่ีได�รับ cPI ลดจํานวนพยาธิเพียง 51% ส"วนท่ีความเข�มข�น 100 mg/kgBW พบว"ากลุ"มท่ีได�รับ 
PZQ ให�ผลดีท่ีสุดถึง 92% ในขณะท่ี PB และ cPI ให�ผลลดจํานวนพยาธิ 76% และ 72% เรียงตามลําดับ เม่ือ
เทียบประสิทธิภาพของสารท้ังสามชนิดพบว"า PZQ ลดจํานวนพยาธิได�ดีกว"าท้ัง PB และ cPI อย"างมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (P < 0.05) 
 
ตารางท่ี3.3 ค"าเฉลี่ยจํานวนพยาธิใบไม�ตับ หลังจาก ได�รับสารทดสอบทางปาก 4 สัปดาหB 

กลุ"มท่ี ความเข�มข�นท่ีได�รับ (mg/kgBW) 
0 10 100 

Control (parasites only) 28 - - 
Negative  (distilled water) 27 - - 
Vehicle (0.1% DMSO) 25 - - 
PZQ - 10 3 
PB - 9 8 
cPI - 16 9 
 
 

 
รูปท่ี 3.15 ร�อยละของการลดลงของจํานวนพยาธิหลังได�รับสารทดสอบทางปากท่ีความเข�มข�น 10 และ 100 
mg/kgBW ของ PZQ, PB และ cPI  เทียบกับกลุ"มควบคุม และกลุ"ม vehicle โดยแสดงเป�นค"าmean ± SD 
พบว"าPZQ ท่ี 100 mg/kgBW สามารถลดพยาธิท่ีพบในสัตวBทดลองถึง 92% และดีกว"าท้ัง PB และ cPI อย"าง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (* P < 0.05, n=6) 

* 

* * * * 

* 
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บทท่ี 4 
อภิปรายผลการทดลองและบทสรุป 

สรุปผลการวิจัย 
 ในการวิจัยครั้งนี้ผู�วิจัยได�ทําการวิเคราะหBเปรียบเทียบผลของสารสกัดหยาบจากรากเจตมูลเพลิงแดง 
เทียบกับ plumbagin ซ่ึงเป�นสารบริสุทธิ์ท่ีสกัดได�จากรากเจตมูลเพลิงแดง ในขณะท่ีมี PZQ เป�น positive 
control โดยศึกษาผลของสารดังกล"าวต้ังแต"การฟ=กออกจากเปลือกไข"พยาธิ, จําลองการเคลื่อนไหวไชผ"านเยื่อ
สังเคราะหB ซ่ึงเลียนแบบการไชผ"านผนังลําไส�, การเคลื่อนไหวและการรอดชีวิตของพยาธิท่ีระยะ NEJs และ
ระยะ4 สัปดาหB  ซ่ึงเป�นระยะตัวแทนของระยะโตเต็มวัยของพยาธิในสัตวBทดลอง  นอกจากนี้ยังศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงของผิวพยาธิ ซ่ึงถือเป�นอวัยวะแรกในการสัมผัสกับสารท่ีนํามาทดสอบ  

ผลของสารสกัดกับการฟ=กออกจากไข"พบว"าท้ัง PZQ, PB และ cPI ไม"สามารถสรุปได�ว"าสารท้ังสาม
ชนิดส"งผลต"อการฝ=กออกจากไข"พยาธิหรือไม เนื่องจากเหนี่ยวนําการฟ=กตัวด�วย trypsin ปรากฏว"าพยาธิทุก
กลุ"มฟ=กตัวออกจากไข"ทุกกลุ"ม แม�ทดลองซํ้าหลายครั้ง ซ่ึงแตกต"างจากของการศึกษาก"อนหน�านี้ ท่ีทําการ
ทดลองในพยาธิหนอนตัวกลม Haemoncus contortus และ Ascaris suum  ในระยะ first-stage larvae 
(L1)  ใช�เวลาถึง 24 ชั่วโมง (Fetterer and Fleming, 1991)  ซ่ึงพบว"า PB ต้ังแต"ความเข�มข�น 0.3 µg/ml 
สามารถยับยั้งการฝ=กออกจากเปลือกไข"ของพยาธิ H. contortus ได�และ PB ท่ีความเข�มข�น 10 µg/ml ยับยั้ง
การเคลื่อนไหวอย"างสมบูรณB เม่ือคํานวณค"าความเข�มข�นของสารพิษท่ีมีผลต"อสิ่งมีชีวิต 50% (ED50) ของพยาธิ 
H. contortus ระยะ L1 เท"ากับ 1 µg/ml ในขณะจากการศึกษาของผู�วิจัยในครั้งนี้พบว"าค"า ED50 ของไข"
พยาธิ O. viverrni ท่ีได�รับ PZQ เท"ากับ 8.1 µg/ml ส"วนกลุ"มท่ีได�รับ cPI และ PB มีค"า ED50 เท"ากับ 9.6 
และ10.8 µg/ml เรียงตามลําดับ ค"า ED50 ในการศึกษาครั้งนี้มากกว"าการศึกษาของ Fetterer และ Fleming 
(1991) ซ่ึงอาจเกิดจากหลายป=จจัยเช"น ชนิดพยาธิ ความหนาของเปลือกไข"และระยะเวลาท่ีนํามาทดสอบ 
เป�นต�น เปลือกไข"พยาธิ O. viverrni มีเปลือกหุ�ม 2 ชั้นและชั้นนอกมีความหนาประมาณ 3-8 µm (Pinlaor et 
al., 2008) การแพร"ของสารต�องอาศัยเวลาซึมผ"านเปลือกเข�าไป จากชั้นนอกเข�าสู"ชั้นในแล�วเข�าไปในตัวอ"อน
ของพยาธิ เม่ือเหนี่ยวนําการฝ=กออกจากไข"พยาธิ O. viverrni ด�วย trypsin เปลือกไข"จะแตกภายในครึ่งชั่วโมง 
นั้นเป�นข�อจํากัดในการศึกษาพยาธิชนิดนี้ ซ่ึงผู�วิจัยได�ทดลองไม"ใช� trypsin เหนี่ยวนําการฟ=ก ปรากฏว"าไข"พยาธิ
ไม"สามารถฟ=กออกมาได�ตามเวลาปกติท่ีเคยปฏิบัติในห�องปฏิบัติการ (ไม"ได�ระบุรายละเอียดลงในรายงานนี้) จึง
ไม"สามารถสรุปได�ว"าสารท่ีทดสอบท้ังสามชนิดมีผลต"อการฟ=กออกจากไข"พยาธิหรือไม ผู�วิจัยเสนอว"าควรจะแช"
ไข"พยาธิในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีสารท่ีนํามาทดสอบก"อน อย"างน�อย 24 ชั่วโมง เพ่ือให�สารท่ีทดสอบสามารถซึม
ผ"านเข�าไปด�านในเปลือกไข" แล�วจึงเหนี่ยวนําให�ฟ=กออกจากไข" ด�วย trypsin อาจจะให�ผลท่ีดีกว"านี้การศึกษาใน
ครั้งนี้  

วงจรชีวิตของพยาธิ O. viverrni หลังจากพยาธิออกจากเปลือกไข" จะเคลื่อนท่ีไชผนังลําไส�ไปยังตับ   
ซ่ึงสมมุติฐานของผู�วิจัยคือ สารชนิดใดชนิดหนึ่งในสามชนิดนั้นสามารถยับยั้งการเคลื่อนท่ีของพยาธิ ในการไช
ผ"านผนังลําไส�ได�หรือไม หลังจาก host ได�รับสารนั้น โดยทําเลียนแบบการไชพยาธิในหลอดทดลอง    ผู�วิจัย
ประยุกตBใช�เยื่อเลือกผ"านแบบสังเคราะหBแทนผนังลําไส� แล�วทดสอบสารและหาค"า % larval migration 
inhibition (% LMI) พบว"าการเคลื่อนท่ีของพยาธิผ"านแผ"นกรองสังเคราะหBของสารท้ังสามชนิดท่ีความเข�มข�น 
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0.1, 1 และ 10 µg/ml ทําให�มีการยับยั้งการเคลื่อนท่ีของพยาธิผ"านแผ"นกรองสังเคราะหBสูงสุดเพียง 58% (ผล
จาก PZQ) โดยมีความต"างอย"างมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับกลุ"มควบคุมและกลุ"มท่ีได�รับ PB หรือ cPI ท่ี
ความเข�มข�นระดับเดียวกัน  ค"า IC50 ของ PQZ, PB และ cPI เท"ากับ 1.43, 1.63 และ 8.8 µg/ml เรียง
ตามลําดับ   จากการศึกษาของ Lorsuwawnnarat และคณะ (2013) พบว"า PB สามารถยับยั้งพยาธิใบไม�ตับ
วัว Fasciola gigantica การไชผ"านแผ"นกรองได�ดีถึง 88-99% LMI ท่ีความเข�มข�น 1 และ 10 µg/ml ซ่ีง
แตกต"างจากการศึกษาในครั้งนี้ ค"า % LMI ของกลุ"มพยาธิท่ีได�รับ PB ได�เพียง 15 และ 36% เรียงตามลําดับ 
อาจจะเป�นไปได�ว"า PB และ cPI อาจจะทําให�พยาธิระคายเคือง ทําให�พยาธิต�องเคลื่อนท่ีออกจากบริเวณนั้น
โดยไชลงสู"ด�านล"างของแผ"นกรอง ซ่ึงจากการสังเกตภายใต�กล�อง stereomicroscope พบว"าพยาธิท่ีไชผ"านลง
ไปด�านล"างตะแกรงกรอง ไม"มีการเคลื่อนไหวและมีการเปลี่ยนแปลงท่ีผิวเปลี่ยนเป�นสีน้ําตาล ซ่ึงสามารถ
ตรวจสอบสมมุติฐานดังกล"าว ได�จากการศึกษาค"าความสัมพันธBกับการเคลื่อนไหว (RM value) และดัชนีการ
รอดของพยาธิ (survival index) ในระยะ NEJs แม�ว"าค"าเฉลี่ยของ RM value ท้ัง PZQ และ PB มีผลต"อ
ยับยั้งการเคลื่อนไหวของพยาธิได�ดีกว"า cPI แต"ค"า SI ของ cPI กลับใกล�เคียงกับ PZQ เม่ือเทียบท่ีระดับความ
เข�มข�นเดียวกัน แสดงให�เห็นว"า cPI มีศักยภาพใกล�เคียงเทียบกับ PZQ และได�ผลดีกว"า PB ในระยะ NEJs 
ของพยาธิชนิดนี้  เม่ือนําพยาธิมาศึกษาต"อเก่ียวกับการเปลี่ยนแปลงท่ีผิวพยาธิโดยกล�อง stereomicroscope 
และ SEM พบว"ามีการเปลี่ยนแปลงคล�ายกันคือมีการบวม ตุ"มพอง การแตกของตุ"มพองและการหลุดลอกของ
ผิวพยาธิ เรียงตามลําดับ แต"สิ่งท่ีแตกต"างระหว"างกลุ"มท่ีได�รับ PZQ และกลุ"มท่ีได�รับ PB และ cPI คือพยาธิใน
กลุ"มท่ีได�รับ PZQ จะมีการยืดตัวและมีตุ"มพอง  ไม"เคลื่อนไหว ในขณะกลุ"มท่ีได�รับ PB และ cPI มีลักษณะแบน
คล�ายใบไม�มีตุ"มพองสีน้ําตาลติดตามตัว หลังจากศึกษาภายใต�กล�อง SEM ให�ผลเช"นเดียวกับท่ีเห็นด�วยกล�อง 
stereomicroscope แต"สามารถเห็นพยาธิสภาพท่ีเกิดข้ึนได�ท้ังทางด�าน ventral และ dorsal ส"วนใหญ"พยาธิ
สภาพเกิดท่ีด�าน ventral ส"วนหัวต้ังแต" oral sucker ถึง ventral sucker เป�นส"วนใหญ" ผลการศึกษาคล�าย
เช"นเดียวกับใน F. gigantica (Lorsuwawnnarat et al.,2013) 

ส"วนผลของสารท้ังสามชนิดในพยาธิ O.viverrnini ระยะ 4 สัปดาหBในหลอดทดลองพบว"าสารท่ีส"งผลต"อ 
RM value และ SI มากท่ีสุดคือ PZQ รองลงมาคือ PB และ cPI เรียงตามลําดับ และเม่ือคํานวณหาความ
เข�มข�นของ PZQ ท่ียับยั้งการเคลื่อนไหวของพยาธ ิO.viverrnini ได� 50% (IC50) เท"ากับ 2.37 µg/ml ในขณะ
ท่ี IC50 ของ PB เท"ากับ 2.90 µg/ml และ IC50 ของ cPI เท"ากับ 5.02 µg/ml จะเห็นว"าท้ัง PZQ และ PB ใช�
ปริมาณใกล�เคียงกันในการยับยั้งการเคลื่อนไหวของพยาธ ิ O.viverrnini   ในขณะท่ี cPI ต�องใช�ปริมาณสาร
เพ่ิมเป�น 1.7 เท"าของ PZQ เนื่องจาก cPI เป�นสารสกัดหยาบซ่ึงมีสารหลายตัวอยู"ในสารสกัดหยาบ หนึ่งในนั้น
คือ PB ซ่ึงการศึกษาครั้งนี้ไม"ได�วัดปริมาณของ PB ใน cPI ว"ามีเท"าไหร" แต"จากศึกษาก"อนหน�านี้รายงานว"าพบ 
PB ในรากของ P. zeylanica มี PB เท"ากับ 1.2 % (Bothiraja et al., 2011) ดังนั้น cPI ต�องใช�เพ่ิมอย"างน�อย
เป�น 10-100 เท"าของ PB จึงจะได�ผลเทียบเคียงกับ PB  ดังผลการทดลองท่ีแสดงให�เห็นว"า cPI ท่ีความเข�มข�น 
100 µg/ml ส"งผลท้ังการเคลื่อนไหวและการรอดของพยาธิ (RM valuve & SI ) ลดลง มีค"าใกล�เคียงกับ PB 
และ PZQ ท่ีความเข�มข�น 10 µg/ml  เม่ือเทียบผลของ IC50 ของ PB ในการศึกษาครั้งนี้ (2.90 µg/ml) กับ
การศึกษาของ Atjanasuppat และคณะ (2009) รายงานว"าผลของ PB ใน C. elegan และ P. epiclitum มี
ค"า IC50 เท"ากับ 9.71และ130 µg/ml เรียงตามลําดับ จะเห็นว"า PB มีผลต"อพยาธิ O. viverrini มากกว"า  
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C. elegan และ P. epiclitum (Atjanasuppat et al.,2009) และมีผลใกล�เคียงกับ F. gigantica (IC50 = 2.4 
µg/ml) (Lorsuwawnnarat et al., 2014) นอกจากนี้เม่ือคํานวณหาค"า IC50 ท่ีความเข�มข�น 100 µg/ml 
เท"ากับ 2.51 µg/ml ซ่ึงใกล�เคียงกับ PZQ และ PB  เม่ือเปรียบเทียบผลของสารท่ีทดสอบท้ังสามชนิดพบว"า 
PB และ cPI ส"งผลต"อค"า SI น�อยกว"า PZQ อย"างมีนัยสําคัญทางสถิติ แต"ค"า SI ของ cPI ท่ีความเข�มข�น 100 
µg/ml เทียบได�กับค"า SI ท่ีความเข�มข�น 10 µg/ml ของ PZQ นอกจากนี้ผลของcPI ยังมีประสิทธิภาพดีกว"า
ปวดหาดหรือสารสกัดหยาบจากต�นมะหาด (Artocarpus lakoocha) ท่ีทดสอบพยาธิ F. gigantica ในหลอด
ทดลอง ซ่ึงใช�ปริมาณ 250 mg/ml จึงมีผลต"อการเคลื่อนท่ีและเกิดพยาธิสภาพบริเวณผิวพยาธิ (Saowakon 
et al., 2009) ซ่ึงหากมีการศึกษาและพัฒนาต"อไป โดยดูสารต"างๆท่ีพบใน cPI ด�วยวิธี HPLC จะทําให�ทราบ
องคBประกอบต"างๆ ท่ีพบใน cPI ซ่ึงอาจจะมีสารบางชนิดเสริมฤทธิ์ นอกเหนือจาก PB  

ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของผิวพยาธิหลังจากการศึกษาในหลอดทดลองแล�ว ด�วยกล�อง SEM พบว"าทุกกลุ"ม
ท่ีได�รับสารเกิดพยาธิสภาพต้ังแต" 3 ชั่วโมงหลังการทดลอง ซ่ึงในกลุ"มท่ีได�รับสาร PZQ เกิดตุ"มพองและผิวหลุด
ลอกบางแห"ง ตัวพยาธิยืดยาวออก ในขณะท่ีกลุ"มท่ีได�รับ PB และ cPI มีการเปลี่ยนแปลงของผิวในลักษณะ
เดียวกัน แต"ตัวพยาธิอ�วนกลมเหมือนใบไม�และในกลุ"ม cPI มีตุ"มพองขนาดเล็กกว"ากลุ"มท่ีได�รับ PB แต"พยาธิ-
สภาพกินพ้ืนท่ีกว�างกว"าและพยาธิสภาพส"วนใหญ"อยู"ท่ีส"วนหัวและกลางลําตัวด�าน ventral มากกว"าด�าน 
dorsal ซ่ึงอาจจะเนื่องจากด�าน ventral เป�นส"วนท่ีพบ oral และ ventral suckers ซ่ึง oral sucker พยาธิใช�
หาอาหาร ในขณะ ventral sucker ใช�เกาะกับผนังของโฮตสB ทําให�สัมผัสกับสารเป�นส"วนใหญ" เช"นเดียวกับ
การศึกษาก"อนหน�านี้ (Keiser et al., 2008; Lorsuwannarate et al., 2013, 2014; Saowakon et al., 
2013) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาความเป�นไปได�ของ PB และ cPI สามารถลดการติดเชื้อพยาธิ O. viverrini ใน
สัตวBทดลองได�หรือไม โดยเปรียบเทียบกับกลุ"มควบคุม (negative control) และกลุ"ม vehicle พบว"า
ประสิทธิภาพการปlองกันการติดเชื้อพยาธิ (% protection) ของสารทดสอบท้ังสามชนิด  PZQ และ PB ให�ผล
ดีกว"า cPI ท่ีความเข�มข�น 10 µg/ml ในขณะ PZQ ให�ผลดีท่ีสุดท่ีความเข�มข�น 10 µg/ml ส"วน PB และ cPI 
ให�ผลรองลงมา โดยกลุ"มท่ีได�รับ PB และ cPI ให�ผลใกล�เคียงกัน ไม"มีความแตกต"างอย"างมีนัยสําคัญทางสถิติ  

การศึกษาครั้งนี้แสดงผลเปรียบเทียบของ PZQ, PB และ cPI ในพยาธิ O. viverrini ท้ังในระยะ NEJs 
และระยะ 4 สัปดาหB พบว"า PZQ ออกฤทธิ์ยับยั้งได�ท้ังสองระยะ ส"วน PB ออกฤทธิ์ยับยั้งได�ในระยะ 4 สัปดาหB
ดีกว"าระยะ NEJs ในขณะท่ี cPI ออกฤทธิ์ต"อพยาธิในระยะ NEJs ดีกว"าระยะ 4 สัปดาหB เม่ือพยาธิโตข้ึน ผิว
พยาธิจะหนามากข้ึน ทําให�ปlองกันอันตรายได�ดีกว"าระยะ NEJs และความสามารถในการซึมผ"านของสารและ
ครึ่งชีวิตของสารสกัด อาจจะเป�นป=จจัยท่ีส"งผลให� cPI ออกฤทธิ์ได�ดีเฉพาะในระยะ NEJs ซ่ึงสอดคล�องกับการ
ทดลองหา % protection ซ่ึงผู�วิจัยให�สารท่ีทดสอบต้ังแต"พยาธิยังอยู"ในระยะ NEJs กําลังไชผ"านผนังสําไส�ไป
เจริญเป�นตับเต็มวัยท่ีตับ ผลของ cPI ต"อ % protection จึงมีค"าใกล�เคียงกับ PB ซ่ึงคล�ายกับการศึกษาของ
สารสกัดหยาบจากต�นมะหาด (Artocarpus lakoocha) ต"อพยาธิใบไม�ตับวัว F. gigantica (Saowakon et 
al., 2009) ถึงแม�ป=จจุบันยังไม"ทราบกลไกการออกฤทธิ์ของ PB และ cPI ว"าจําเพาะเจาะจงกับส"วนใดของ
พยาธิ O. viverrini  ซ่ึงต�องการศึกษาต"อยอดในอนาคตว"า PB และ cPI ออกฤทธิ์ต"ออวัยวะเปlาหมายใดของ
พยาธิและสามารถพัฒนาสกัดสารจากสารสกัดหยาบแต"ละ fraction จากรากเจตมูลเพลิงแดงว"าให�ฤทธิ์
เทียบเคียงกับ plumbagin ท่ีขายในท�องตลาดหรือไม ซ่ึงสามารถพัฒนาเป�นยาฆ"าพยาธิได�ในอนาคต  โดยเป�น
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การเพ่ิมมูลค"าของพืชในประเทศไทยและส"งเสริมให�เกษตรกรหันมาปลูกพืชชนิดนี้ เพ่ือลดการนําเข�ายาจาก
ต"างประเทศและเพ่ิมรายได�ให�กับเกษตรกรและรักษาภูมิป=ญญาของปราชญBชาวบ�าน นอกจากนี้อาจจะนํา cPI 
มาร"วมใช�กับ PZQ ซ่ึงออาจจะเสริมฤทธิ์ในการกําจัดพยาธิได�ดีข้ึน ซ่ึงอาจจะเป�นการลดการด้ือยา PZQ 
หลังจากการติดเชื้อพยาธิ O. viverrini  ซํ้าอีกครั้ง(Saengsawang  et al., 2016)   

 
 
 

 

ข(อเสนอแนะในการประยุกต%ใช( 
1. สารสกัดจากรากเจตมูลเพลิงแดง  มีฤทธิ์ต�านพยาธิใบไม�ตับ O. viverrini    ดังนั้นควรนําสารสกัดมา

ประยุกตBใช�เพ่ือศึกษาในด�านอ่ืน ๆ  เช"น เภสัชศาสตรB สมุนไพรปlองการติดเชื้อพยาธิและพิษวิทยา 
เป�นต�น 

2. ในการพัฒนาสารสกัดเพ่ือเป�นผลิตภัณฑBต"าง ๆ สามารถเพ่ิม ประสิทธิภาพได�โดยทําสารสกัดให�
บริสุทธิ์ข้ึนในอีกระดับหนึ่ง โดยประสิทธิภาพของฤทธิ์การต�านพยาธิยังคงอยู"   

3. ทดสอบสารสกัดหยาบในสัตวBทดลองท่ีเหนี่ยวนําให�เป�นโรคมะเร็งท"อน้ําดี เพ่ือเป�นข�อพ้ืนฐานในการ
พัฒนาศักยภาพของสารสกัดใช�ในการพัฒนาเป�นยาต"อไป 
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ประวัติผู(วิจัย 

 
ผู�ช" วยศาสตราจารยB  ดร. นฦวรรณ เสาวคนธB  สําเร็จการศึกษาระดับวิทยาศาสตรBบัณ ฑิต 

(กายภาพบําบัด) จากมหาวิทยาลัยขอนแก"น เม่ือปb พ.ศ. 2540 ระดับวิทยาศาสตรBมหาบัณฑิต (กายวิภาค
ศาสตรB) จากมหาวิทยาลัยขอนแก"นเม่ือปb พ.ศ. 2545 และระดับดุษฎีบัณฑิต (กายวิภาคศาสตรB) จาก
มหาวิทยาลัยมหิดล เม่ือปb พ.ศ. 2550 มีความเชี่ยวชาญทางด�านโครงสร�างชีวโมเลกุลและกายวิภาคศาสตรB 
สถานท่ีทํางานป=จจุบัน สาขากายวิภาคศาสตรB สานักวิชาวิทยาศาสตรB มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ในด�าน
งานวิชาการและการวิจัยของผู�ช"วยศาสตราจารยB ดร. นฦวรรณ ทํางานเก่ียวกับการศึกษาสมุนไพรท่ีมีฤทธิ์ต�าน
การติดเชื้อพยาธิใบไม�ตับในสัตวBและในคน ส"วนหนึ่งจากการวิจัยครั้งนี้กําลังเขียนส"งเพ่ือตีพิมพBในวารสาร
นานาชาติ และกําลังเขียนส"งในการประชุมระดับชาติในประเทศไทย   
 
  


