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การตรวจจีโนทัยปเพศตัวอยางดีเอ็นเอมนุษย

โดยวิธี real-time PCR ดวยคูไพรเมอร CDY-1
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บทคดัยอ  การศกึษาความสมัพันธระหวางความหลากหลายทางพนัธกุรรมกบัลกัษณะการแสดงออก (genotype-phenotype 

association study) เชน การเกิดโรค ความรุนแรงของโรค การตอบสนองตอยา มักใชเทคนิคการตรวจทางพันธุกรรมที่มี

ขั้นตอนซับซอนและมีคาใชจายสูง จึงจําเปนตองมีการตรวจวัดปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอแตละตัวอยาง ซึ่งการตรวจเหลานี้

ไมสามารถระบุการสลับตัวอยางหรือการปนเปอนระหวางตัวอยางที่อาจเกิดขึ้นโดยเฉพาะข้ันตอนที่ทําโดยมนุษย การตรวจ

จีโนทัยปเพศของตัวอยางดีเอ็นเอเพื่อยืนยันวาตรงกับบันทึกขอมูลเพศของบุคคลในฐานขอมูล เปนวิธีการหน่ึงที่ชวยเพิ่ม

ความมั่นใจในคุณภาพผลการศึกษา จึงไดพัฒนาวิธีการตรวจจีโนทัยปเพศดวยเทคนิค real-time PCR ดวยคูไพรเมอร

ของยีน CDY-1 บนโครโมโซม Y ผลการทดสอบประสิทธิภาพในตัวอยางดีเอ็นเอ 377 ตัวอยาง พบวาใหผลตรวจจีโนทัยป

เพศตรงกับบันทึกในฐานขอมูลบุคคลรอยละ 100 วิธีที่พัฒนาข้ึนสามารถนําไปใชตรวจเพศในตัวอยางดีเอ็นเอจํานวนมากได

อยางมีประสิทธิภาพ การพัฒนาใหการตรวจนี้สามารถตรวจวัดปริมาณดีเอ็นเอดวยจะทําใหไดวิธีตรวจที่นําไปใชประโยชนได

สมบูรณขึ้น  

คําสําคัญ  การตรวจจีโนทัยปเพศ,  ดีเอ็นเอมนุษย, เรียลไทม พีซีอาร 
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บทนํา

การเตรียมตัวอยางจีโนมิกดีเอ็นเอ (genomic DNA; gDNA) สําหรับการตรวจวิเคราะหสารพันธุกรรม 

(genotyping) เพื่อจําแนกความแตกตางระหวางสิ่งมีชีวิตในการวิจัยทางพันธุศาสตร มีขั้นตอนตั้งแตการเก็บ

ตัวอยาง เชน เลือด นํ้าลาย เยื่อบุกระพุงแกมของบุคคล การติดฉลากรหัสตัวอยาง การแบงตัวอยางเพื่อแยกเก็บรักษา

การสกัดและการเจือจาง gDNA แตละขั้นตอนมีโอกาสเกิดความผิดพลาดได โดยเฉพาะจากคนทํางาน (human

error)  เพือ่ใหไดผลการตรวจทีม่คีณุภาพ สามารถนาํขอมลูไปวเิคราะหความสมัพนัธระหวางผลการตรวจจโีนทยัปกบั

ลักษณะที่แสดงออกของผูปวย (genotype-phenotype analysis) และไดผลการศึกษามีความถูกตองแมนยํา จึงมี

ความจําเปนตองตรวจคุณภาพและปริมาณ gDNA กอนการศึกษาอื่นๆ ทางหองปฏิบัติการ เชน ความบริสุทธิ์และ

ความเขมขนของ gDNA โดยประมาณ ทราบไดจากการวัดคาการดูดกลืนแสงยูวีที่ชวงคลื่น 260/280 นาโนเมตร(1,2) 

การใชสารเรืองแสงที่จับจําเพาะกับดีเอ็นเอสายคู เชน PicoGreen หรือ Hoechst H33258  หรือ SYBR Green(3,4)

จะทราบคาความเขมขนท่ีแนนอน สวนการแยกดวยกระแสไฟฟา (gel electrophoresis) จะทําใหทราบความ

สมบูรณ (integrity) ของ gDNA วายังคงสภาพเปนสายยาวโดยปรากฏเปนแถบหนาขนาดใหญมากกวา 30 kb(5) 

ไมขาดเปนทอนส้ันๆ ซ่ึงจะเหน็เปนแถบปน (smearing pattern)  ปจจบุนัมเีครือ่งอัตโนมตัทิีส่ามารถตรวจคุณภาพและ

ปริมาณ gDNA  เชน เครื่องที่ใชหลักการ microfluidic electrophoresis (Tape Station System, Agilent) หรือ 

capillary electrophoresis (Fragment Analyzer System, Agilent) เพื่อวิเคราะหปริมาณความเขมขน 

พรอมคาความสมบูรณของสายดีเอ็นเอ (DNA Integrity Number; DIN) 

การตรวจคณุภาพและปรมิาณดงักลาวเปนการตรวจแตละตัวอยางดีเอ็นเอ  ไมสามารถระบบุคุคลของตวัอยาง

ดเีอน็เอ (DNA identification) หรอืการปนเปอนระหวางตวัอยางได   ซึง่เปนขอผดิพลาดทีเ่กดิไดบอยจากคนทาํงาน 

โดยเฉพาะในกรณีที่มีตัวอยางจํานวนมาก ในการวิเคราะหลําดับเบสทั้งจีโนม (whole genome sequencing) หรือทั้ง 

exome (whole exome sequencing) หรือการวิเคราะหความหลากหลายแบบนิวคลิโอทัยปเดี่ยวทั้งหมด (whole 

single nucleotide polymorphism (SNP) genotyping) สามารถระบเุพศของบคุคลจากการวเิคราะหผลจโีนทยัป 

(gender genotyping) ได เพื่อนํามาตรวจสอบกับขอมูลเพศที่บันทึกในฐานขอมูลบุคคล ซึ่งเปนขั้นตอนการตรวจ

คุณภาพขอมูลกอนการศึกษาตอไป(6,7) ตัวอยางที่มีผลจีโนทัยปเพศไมตรงกับฐานขอมูลจะมีการทวนสอบการบันทึก

ขอมูลและขั้นตอนทางหองปฏิบัติการตั้งแตการเตรียมตัวอยางดีเอ็นเอ หากยังไมตรงกัน ตัวอยางนั้นจะถูกตัดออกจาก

การวเิคราะห  ในกรณท่ีีมีตวัอยางจาํนวนมากใหผลไมตรงกนั จะทาํใหสญูเสยีเวลาและคาใชจายในการตรวจระดบัจโีนม

ทีม่รีาคาสงู  ซึง่หากเปนการศกึษาพนัธกุรรมเฉพาะตาํแหนง จะไมสามารถตรวจสอบความผดิพลาดเหลานีไ้ด จงึมีความ

จําเปนตองตรวจตัวอยางดีเอ็นเอวาถูกตองตรงตัวบุคคลกอนการนําตัวอยางดีเอ็นเอไปศึกษาดวยเทคนิคขั้นสูงตางๆ 

ในงานวิจัยทางพันธุศาสตร เพื่อใหไดผลการศึกษาวิจัยที่มีคุณภาพนาเชื่อถือ ลดความเสี่ยงการเกิดความผิดพลาดและ

การสูญเสียคาใชจายในการตรวจที่ไมสามารถนําผลมาใชประโยชนได    

การตรวจจีโนทัยปเพศ (gender genotyping) เปนวิธีการระบุเพศโดยอาศัยการตรวจดวยวิธีการ

ทางชีวโมเลกุล มีการใชกันมากโดยเปนสวนหน่ึงของการตรวจ genetic markers ชนิด short tandem repeats

(STRs) หรือ microsatellites หรอื single nucleotide polymorphisms (SNPs) ในการตรวจยนืยนับคุคล (person

identification) และงานพิสูจนเอกลักษณบุคคลทางนิติเวช (Forensic Sciences) โดยเฉพาะกรณีที่วัตถุพยาน

เปนชิ้นสวนของรางกายหรืออวัยวะ(8,9) นอกจากนี้ยังใชในการยืนยันเพศของนักกีฬาหญิงวาไมมีโครโมโซม Y

ซึ่งอาจทําใหไดเปรียบในการแขงขันกีฬาอาชีพ หรือในเวชศาสตรการกีฬา (Sport Sciences)(10) ยีนที่มีการ

นํามาใชตรวจจีโนทัยปเพศ ไดแก Amelogenin(11)  หรือ Zinc Flinger Protein X-linked/Zinc Flinger 

Protein Y-linked (ZFX/ZFY)(12) ซึ่งมีอยูบนทั้งโครโมโซม -X และ –Y ดวยขนาดที่ไมเทากัน ยีน DYS390   

DYS438 DYA439 และ  sex-determination region Y (SRY) บนโครโมโซม Y การตรวจยีนเหลานี้ใชเทคนิค 
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PCR เพิ่มขยายยีนกอนนําไปตรวจวิเคราะหหาขนาดทอนยีนดวย capillary electrophoresis โดยใชเครื่องมือและ

ซอฟตแวรจาํเพาะ เชน Fragment Analyzer หรอื Genetic Analyzer(13,14,15,16) มรีายงานการใชเทคนิค multiplex 

PCR ในการเพิ่มขยายยีน SRY  โดยมีคูไพรเมอรยีน Alastin GTPase1 (ATL1)  บนโครโมโซม 14 เปนตัวควบคุม

ภายใน (internal control)(17) 

หองปฏิบัติการกองการแพทยจีโนมิกสและสนับสนุนนวัตกรรม กรมวิทยาศาสตรการแพทย ใชการตรวจ

จีโนทัยปเพศดวยวิธี PCR โดยใชคูไพรเมอรยีน  Chromodomain Y-linked 1 (CDY-1) บนโครโมโซม Y และ

คูไพรเมอร Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 1 (TIMP-1) บนโครโมโซม X แบบแยกหลอด ซึ่งเปน

วิธีการที่ไดรับถายทอดจากความรวมมือกับ RIKEN Center for Integrative Medical Sciences ประเทศญี่ปุน 

(Mushiroda T. ขอมูลไมไดเผยแพร)  สามารถระบกุารสลบัระหวางตัวอยางตางเพศกนั หรอืมกีารสลบัตวัอยางจาํนวน

มาก แตไมสามารถระบกุารสลบัตวัอยางระหวางดเีอน็เอจากเพศเดยีวกนั  วธิกีารทาํ PCR เปนแบบแยกยนีคนละหลอด

และอานผลดวยการทํา agarose gel electrophoresis เปนขอจํากัดในการตรวจตัวอยางจํานวนมาก การศึกษานี้ได

พัฒนาวิธีตรวจจีโนทัยปเพศที่รวดเร็วดวยเทคนิค duplex–PCR และ real-time PCR เพื่อลดการใชทรัพยากร

และเวลา สามารถตรวจตัวอยางจํานวนมาก สําหรับใชตรวจเพศของตัวอยางดีเอ็นเอกอนการตรวจวิเคราะหอื่นๆ 

ทางหองปฏิบัติการตอไป

วัสดุและวิธีการ

การออกแบบไพรเมอร (primer) 

เลือกยนี TIMP-1 บนโครโมโซม X และยนี CDY-1 บนโครโมโซม Y  เปนเปาหมายในการพฒันาการตรวจ

จีโนทัยปเพศ โดยตรวจสอบลําดับเบสและปรับเลือกลําดับเบสของไพรเมอรใหอยูในบริเวณที่ไมพบความหลากหลาย

ทางพันธกุรรมโดยอางองิลาํดบัเบสจากฐานขอมูล (www.ncbi.nlm.nih.go; TIMP-1 reference ID: NG_012533  

และ CDY-1 reference ID: G_011754) ดังแสดงในตารางที่ 1 

Primer 
Name

Sequence (5´ to 3´)
Length 
(bp)

Postion*
Tm**
( ํC)

PCR product
size (bp)

TIMP-1_F AGT TTC TCA TTG CTG GTG AGG CAC CGT CC 29 8027-8055 73.20
817

TIMP-1_R AGC CAT CAG GGA ACA GGC TTG GAC TAG CC 29 8843-8815 67.23

CDY-1_F GCA CAA ACG CTT CAG AGA C 19 7422-7440 53.96
817

CDY-1_R CCT AAA TCT GCA CAT TCC AC 20 7708-7689 50.98

*อางอิงตําแหนงจาก TIMP-1 reference ID: NG_012533  และ CDY-1 reference ID: NG_011754)  

** คํานวณดวยวิธี  Nearest Neighbor โดย Oligonucleotide Properties Calculator(18)

ตารางที ่1  ลาํดบัเบส ขนาด ตาํแหนง และ melting temperature (Tm) ของไพรเมอร และขนาดของผลผลติพีซอีาร

Duplex PCR

การเพิ่มขยายยีน TIMP-1 และ CDY-1 ใชคูไพรเมอรของทั้งสองยีนในหลอดปฏิกิริยาเดียวกัน (duplex 

PCR)  โดยในนํ้ายาปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร ประกอบดวยเอ็นไซมดีเอ็นเอโพลีเมอรเรส (DNA polymerase) ใน

บัฟเฟอรสําเร็จรูป (KAPA 2G Fast Multiplex Mix Kit, Wilmington, Massachusetts, USA) ที่มี  200 nM
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ของแตละไพรเมอร และตัวอยางดีเอ็นเอ 1 ไมโครลิตร (5-50 นาโนกรัม) ในเครื่องควบคุมอุณหภูมิ (ABI 9700, 

GeneAmp PCR system, Forster, USA)  ที่อุณหภูมิ  95 องศาเซลเซียส ( ํC) นาน 5 นาที  ตามดวย  35 รอบ 

ที่ 95 ํC นาน 10 วินาที ที่ 60 ํC นาน 15 วินาที  และที่ 72 ํC นาน 15 วินาที  ตรวจผลผลิตพีซีอารขนาด 817 bp ของ

ยีน TIMP-1 และขนาด 287-bp ของยีน CDY-1 โดยการเทียบขนาดกับ 100 bp DNA Ladder (New England 

Biolabs Inc., Massachusetts, USA) ใน 1.5% agarose ภายหลังการทํา electrophoresis 

real-time PCR

ทําในปริมาตรรวม 5 ไมโครลิตร โดยใชนํ้ายา real-time PCR ที่มีเอ็นไซม DNA polymerase และสาร

เรืองแสงชนิด SYBR ในบัฟเฟอร (KAPA SYBR Fast qPCR, Massachusetts, USA)  และใช 200 nM ของ

ไพรเมอรแตละเสน โดยทําเปนแบบแยกหลอดคูไพรเมอรของยีน  TIMP-1 และ CDY-1 และแบบรวมหลอดของ

ไพรเมอรทั้งสองคู (duplex real-time PCR) ใชตัวอยางดีเอ็นเอ 1 ไมโครลิตร (2.5-50 นาโนกรัม) ใสในเครื่อง 

real-time PCR (ABI 7900 HT real-time, Forster City, USA)  ตั้งการทํางานที่อุณหภูมิ  95 ํC นาน 3 นาที  

ตามดวย 35 รอบ ท่ี 95 ํC นาน 5 วินาที และท่ี 60 ํC นาน 45 วนิาท ีจากนัน้ทาํ melting curve analysis โดยต้ังอุณหภมูทิี่

95 ํC นาน 15 วินาที  และ 60 ํC นาน 15 นาที กอนเพิ่มอุณหภูมิอยางชาๆ (2% ramp rate) ไปที่ 95 ํC นาน 15 

วินาที วิเคราะหผลดวย 7900 HT Sequence Detection System software v2.3 ตรวจสอบผลผลิตพีซีอารขนาด 

817 bp ของยีน TIMP-1 และขนาด 287-bp ของยีน CDY-1 โดยการทํา electrophoresis เชนเดียวกับวิธี PCR 

การหาลําดับเบส

นาํผลผลติพซีีอารไมจาํเพาะ (non-specific product) ซึง่เกดิขึน้ในในหลอดปฏกิริิยาชุดไพรเมอร CDY-1 

กับตัวอยางดีเอ็นเอเพศหญิง ขนาดประมาณ 450-bp มาหาลําดับเบส โดยยอยทําลายไพรเมอร CDY-1 และ dNTP 

ที่เหลือจากการทําปฏิกิริยาดวยเอ็นไซม Exonuclease I และ Alkaline phosphatase  ตามคูมือของนํ้ายา illustra 

ExoProStar (GE Healthcare UK Ltd., Buckinghamshire, England) จากนัน้นาํ 1 ไมโครลติร  มาทาํปฏกิริยิา

แบบ dideoxy chain termination ดวย CDY-1 forward primer หรือ CDY-1 reverse primer แบบแยก

หลอดปฏิกิริยา โดยใชนํ้ายา BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA) หลงัจากทําใหบริสุทธิด์วยชดุนํา้ยา D-PureTM Dye Terminator Removal Kit (NimaGenBV, 

Nimagen, NL) จึงนําไปหาลําดับเบสดวยเครื่อง 3500XL genetic analyzer (Applied Biosystems, Foster 

City, CA. USA) 

การทดสอบประสิทธิภาพวิธีการตรวจ

เปรียบเทียบวิธีตรวจจีโนทัยปเพศที่พัฒนาขึ้นกับขอมูลเพศของอาสาสมัครที่บันทึกไว โดยนําตัวอยาง

ดีเอ็นเอจํานวน 377 ตัวอยาง ที่สกัดจากตัวอยางเลือดอาสาสมัครโครงการวิจัยเพื่อหาปจจัยทางพันธุกรรมที่เกี่ยวของ

กับการเกิดจอประสาทตาเสื่อมในผูสูงอายุ(19) ที่ไดรับอนุมัติใหดําเนินการวิจัยจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัย

โรงพยาบาลราชวิถี เลขที่ 001/2556 เปนตัวอยางดีเอ็นเอเพศชายจํานวน 180 ตัวอยาง ดีเอ็นเอเพศหญิง 197 ตัวอยาง 

ทีผ่านการตรวจคณุภาพ (A260/A280 ratio) และปรมิาณ โดยการวดัคาการดดูกลนืแสงยวูดีวยสเปคโตรโพโตมเิตอร 

(NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer, Thermo Scientific, Germany) 
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การทดสอบความไวของการตรวจการปนเปอนระหวางตัวอยางดีเอ็นเอ

ผสมตัวอยางดีเอ็นเอเพศชาย (20 ng/ul) ลงในตัวอยางดีเอ็นเอเพศหญิง (20 ng/ul)  เพื่อเตรียมเปน

ดีเอน็เอผสม (M-DNA/F-DNA) ทีอ่ตัราสวน 1/5 โดยผสมดเีอน็เอเพศชาย 1 สวนผสมกบัดเีอน็เอเพศหญงิ 4 สวน 

จากน้ันเจอืจาง 5 เทาดวยตวัอยางดีเอน็เอเพศหญงิตอไปอกี 4 หลอด ไดดเีอน็เอผสมทีม่อีตัราสวน M-DNA/F-DNA

เทากับ 1/25, 1/125, 1/625 และ 1/1,325  ตรวจตัวอยางดีเอ็นเอผสมทั้ง 5 หลอด และดีเอ็นเอเพศชายและ

เพศหญิงจากหลอดที่ไมมีการผสม โดยวิธี real-time PCR ดวยคูไพรเมอร CDY-1 

ผล

Duplex PCR 

การผสมคูไพรเมอรของยีน TIMP-1 และ CDY-1 ลงในหลอดปฏิกิริยาเดียวกัน โดยปรับอุณหภูมิ 

annealing temperature ใหคูไพรเมอรทั้งสองจับกับยีนเปาหมาย พบวาที่อุณหภูมิ 60 ํC เปนอุณหภูมิที่เหมาะสม

ในการเพิ่มขยายยีน  สามารถเห็นผลิตผลพีซีอารขนาด 817 bp  สําหรับยีน TIMP-1 และขนาด 287 bp สําหรับ

ยีน CDY-1 ไดชัดเจนภายหลังการทํา gel electrophoresis  โดยตัวอยางดีเอ็นเอเพศชายพบผลผลิตทั้งสองขนาด

ในขณะที่ตัวอยางดีเอ็นเอเพศหญิงพบเฉพาะผลผลิตขนาด 817 bp ดังแสดงในภาพที่ 1 

ภาพที่ 1 gel electrophoresis ผลการตรวจจีโนทัยปเพศดวยวิธี duplex PCR แสดงผลผลิตพีซีอารดวยคูไพรเมอร

TIMP-1 มีขนาด 817 bp  และจากคูไพรเมอร CDY-1 มีขนาด 287 bp Lane M: DNA Ladder, ตัวอยางดีเอ็นเอ

เพศหญิงใน Lane 1, 4, 7 และ 9 ตัวอยางดีเอ็นเอเพศชาย ใน Lane 2, 3, 5, 6 และ 8

real-time PCR

ในการทํา real-time PCR ดวยคูไพรเมอรที่ออกแบบ พบวาสามารถใชอุณหภูมิตามคําแนะนําในคูมือ

นํ้ายาและเครื่องดังรายละเอียดที่แสดงในวัสดุและวิธีการ การทดลองทํา duplex real-time PCR โดยใสไพรเมอร

ของทั้งสองยีนในหลอดเดียวกัน และอานคา melting temperature (Tm) จากการทํา melting curve analysis 

ผลตัวอยางดีเอ็นเอเพศชายพบผลผลิตจากคูไพรเมอรทั้ง 2 ชนิด คือ TIMP-1 มี Tm = 87.4 ํC  และ CDY-1 มี

Tm = 78.0 ํC โดยผลผลิตพซีีอารของยนี TIMP-1 มีความสงูของพคีมากกวาผลผลติพซีอีารของยนี CDY-1 อยางมาก

ดังแสดงในภาพที่ 2A สวนตัวอยางดีเอ็นเอเพศหญิงพบเฉพาะผลผลิตคูไพรเมอร TIMP-1 ที่มี Tm = 87.4 ํC

เทานั้น ดังแสดงในภาพที่ 2B 
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ภาพที่ 2 melting curve analysis ผล duplex real-time PCR แสดง Tm ของผลผลิตพีซีอาร  ตัวอยางดีเอ็นเอ

เพศชายมีผลผลิตยีน CDY-1 ที่มี Tm = 78 ํC และ TIMP-1 ที่มี Tm = 87.4 ํC (A)  ตัวอยางดีเอ็นเอเพศหญิง

มีผลผลิตยีน TIMP-1 ที่มี Tm = 87.4 ํC (B)

ในการทดลองแบบแยกหลอดปฏิกิริยา พบวาคูไพรเมอร TIMP-1 ใหผลผลิตที่มี Tm = 87.4 ํC ทั้งใน

ตวัอยางดเีอน็เอเพศหญิงและเพศชาย โดยมีคาจาํนวนรอบในการเพิม่ปรมิาณ (Cycle threshold: Ct) ประมาณ  17-20

สวนคูไพรเมอร CDY-1 นอกจากใหผลผลิตที่มี Tm = 78.0 ํC มีคา Ct ประมาณ 18-20  ในตัวอยางดีเอ็นเอเพศชาย

แลว ยงัพบวาตวัอยางดเีอ็นเอเพศหญงิใหผลผลติทีม่ ีTm = 83.8 ํC โดยมีคา Ct สูงกวาดเีอ็นเอเพศชาย (Ct ประมาณ 

26-28)  ดังแสดงในภาพที่ 3  เมื่อนําผลผลิต real-time PCR ไปทํา gel electrophoresis พบวาตัวอยางดีเอ็นเอ

เพศชายใหผลผลิตขนาด 817 bp ในหลอดปฏิกิริยาที่มีคูไพรเมอร TIMP-1 และขนาด 287 bp ในหลอดปฏิกิริยา

ที่มีคูไพรเมอร CDY-1  สวนตัวอยางเพศหญิงนอกจากใหผลผลิตขนาด 817 bp ในหลอดปฏิกิริยาที่มีคูไพรเมอร

TIMP-1 แลว ยังใหผลผลิตไมจําเพาะขนาดประมาณ 450 bp ในหลอดปฏิกิริยาที่มีคูไพรเมอร CDY-1 ดวย

ดังแสดงในภาพที่ 4 

ภาพที ่3  Melting curve analysis ของผลผลติพซีอีารจากการทาํ real-time PCR โดยแยกคูไพรเมอร TIMP-1 

และ CDY-1 คนละหลอดปฏกิริิยา โดยผลผลิตยีน TIMP-1 พบในตวัอยางดีเอ็นเอเพศชายและหญงิ ม ีTm = 87.4 ํC 

(A)  ผลผลติยนี CDY-1 พบในตวัอยางดเีอน็เอเพศชาย มี Tm = 78 ํC  (B1) และผลผลติยนี CDY-1 พบในตวัอยาง

ดเีอน็เอเพศหญิง มี Tm = 83.8 ํC (B2)
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จากผลการทดลองเห็นไดวาการใชเทคนิค real-time PCR โดยใชคูไพรเมอร CDY-1 สามารถตรวจ

จโีนทยัปเพศชายและเพศหญิงไดโดยการวิเคราะหคา Tm กลาวคือ ตวัอยางทีม่ ี Tm = 78 ํC เปนตัวอยางดเีอ็นเอเพศชาย

สวนตัวอยางที่มีคา Tm = 83.8 ํC เปนตัวอยางดเีอ็นเอเพศหญิง  วิธีนีใ้ชไพรเมอรเพียงคูเดียว อานผลไดงาย เหมาะสม

กับการนําไปใชงาน ไมสิ้นเปลืองคาใชจาย จึงเลือกวิธีการนี้ไปทดสอบประสิทธิภาพตอไป

การหาลําดับเบส

การหาลาํดบัเบสของผลผลิตพซีอีารไมจําเพาะขนาดประมาณ 450 bp ของตวัอยางดเีอน็เอเพศหญงิทีเ่กดิขึน้

ในหลอดปฏิกิริยาที่มีคูไพรเมอร CDY-1  นําไปเทียบความเหมือน (blast search) กับฐานขอมูล NCBI (https://

blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) พบวามีลําดับเบสทีอ่ยูระหวางคูไพรเมอร CDY-1 ขนาด 412 bp ตรงกับดีเอ็นเอ

ที่แปลรหัสไดเปนโปรตีน APCDD1-like precursor บนโครโมโซมคูที่ 20 (Homo sapiens chromosome 20, 

GRCh38.p12 Primary Assembly Sequence ID: NC_000020.11Length: 64444167)  โดยมีความเหมือนกัน

รอยละ 99.76 (411/412 bp) ลําดับเบสของช้ินสวนนี้ที่มีความยาวรวม 451 bp พรอมตําแหนงที่จับกับไพรเมอร 

CDY-1_F และ CDY-1_R  ดังแสดงในภาพที่ 5 

ความไวของวิธีการ real-time PCR ในการตรวจการปนเปอนระหวางดีเอ็นเอเพศหญิงและเพศชาย

การทดสอบความไวในการตรวจการปนเปอนระหวางตัวอยางดีเอ็นเอเพศชายและหญิงของวิธี real-time 

PCR ดวยคูไพรเมอร CDY-1 พบวาตัวอยาง M-DNA/F-DNA ที่ 1/5 พบผลผลิตที่มี Tm = 78 ํC เทานั้น และที่ 

1/25 พบผลิต 2 ชนิด ที่มี Tm = 78 ํC และ 87.4 ํC โดยพีคของผลผลิต Tm ที่ 87.4 ํC คอนขางตํ่ามาก และคอยๆ

มีความสูงเพิ่มขึ้น ในขณะที่พีคของผลผลิตที่ Tm = 78 ํC คอยๆ ลดลงในหลอด M-DNA/F-DNA ที่ 1/125  และ 

1/625  สวนที่ 1/1,325 พบเฉพาะผลผลิตที่ Tm = 87 ํC  เทานั้น ดังแสดงในภาพที่ 6

ภาพที่ 4 gel electrophoresis ผลผลิตพีซีอารจากการตรวจจีโนทัยปเพศดวย real-time PCR แบบแยก

คูไพรเมอร TIMP-1 และ CDY-1 คนละหลอดปฏิกิริยา Lane M: DNA ladder ตัวอยางดีเอ็นเอเพศชาย M1, 

M2, M3 และ M4 ใน Lane 1 & 2, 7 & 8, 9 & 10 และ 11 & 12 ตามลําดับ และตัวอยางดีเอ็นเอเพศหญิง F1 และ 

F2 ใน Lane 3 & 4 และ  5 & 6 ตามลําดับ
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การทดสอบประสิทธิภาพของวิธีการ real-time PCR ดวยคูไพรเมอร CDY-1 

ตรวจตัวอยางดีเอ็นเอในโครงการวิจัยเพื่อหาปจจัยทางพันธุกรรมที่เก่ียวของกับการเกิดจอประสาทตาเส่ือม

ในผูสูงอายุจํานวน 377 ตัวอยาง ผลจีโนทัยปเพศพบเปนดีเอ็นเอเพศชายจํานวน 180 ตัวอยาง และเปนดีเอ็นเอ

เพศหญิง 197 ตัวอยาง ตรงกับขอมูลเพศของอาสาสมัครที่บันทึกไวรอยละ 100  

ภาพที ่5  ลําดบัเบสของผลผลติขนาด 451 bp จากคูไพรเมอร CDY-1 จากตวัอยางดเีอน็เอเพศหญิงเมือ่ทาบกบัลาํดบั

เบสอางอิง APCDD1-like precursor บนโครโมโซมคูที่ 20  (Homo sapiens chromosome 20, GRCh38.p12 

Primary Assembly Sequence ID: NC_000020.11Length: 64444167)  ลําดับเบสระหวางคูไพรเมอร 

มีความเหมือนกัน รอยละ 99.76 (411/412 bp)

หมายเหตุ:  ลูกศรไปและกลับแสดงลําดับเบสของไพรเมอร CDY-1_F และ CDY-1_R ตามลําดับ
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ภาพที่ 6  ผล real-time PCR ดวยคูไพรเมอร CDY-1 ทดสอบกับตัวอยางดีเอ็นเอที่มีการผสมระหวางดีเอ็นเอ

เพศชาย (M-DNA) และดีเอ็นเอเพศหญิง (F-DNA) แสดง amplification plot (H) ของ M-DNA (a), 

สวนผสมระหวาง M-DNA/F-DNA ในอัตราสวน 1/5 (b), 1/25 (c), 1/125 (d),  1/615 (e), 1/1326 (f)  

และของ F-DNA (g) พรอม melting curve analysis ของ M-DNA (A) และ F-DNA (G) และ melting 

curve analysis ของ M-DNA/F-DNA ที่อัตราสวนตางๆ ดังกลาว ดังรูป B C D E และ F ตามลําดับ  

วิจารณ

การตรวจสอบจีโนทัยปเพศในตวัอยางดเีอน็เอโดยวธิ ีreal-time PCR ดวยคูไพรเมอร CDY-1 ทีพ่ฒันาขึน้

สามารถใชงานไดอยางมีประสิทธิภาพ  ไมสิ้นเปลืองแรงงานและทรัพยากร โดยใชไพรเมอรคูเดียวในปฏิกิริยาปริมาตร

รวมเพียง 5 ไมโครลิตร  และการวิเคราะหคา Tm ที่แตกตางกันระหวางดีเอ็นเอเพศชายและเพศหญิง โดยดีเอ็นเอ

เพศชายมีคา Tm = 78 ํC  สวนดีเอ็นเอเพศหญิงมีคา Tm = 83.8 ํC  เปนวิธีที่เหมาะสมกับการนําไปใชตรวจจีโนทัยป

เพศตัวอยางไดอยางมีประสิทธิภาพ  สามารถตรวจสอบจีโนทัยปเพศของตัวอยางดีเอ็นเอจํานวนมากถึง 384 ตัวอยาง

ตอรอบ ในกรณีที่ใชเครื่อง real-time PCR ที่สามารถใชกับ 384-well plate  ผูวิจัยไดทดลองใช 384-well plate 



การตรวจจีโนทัยปเพศโดย real-time PCR ดวยไพรเมอร CDY-1 นวลจันทร  วิจักษณจินดา และคณะ

293วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 62 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2563

และ 96-well plate กับเครื่องรุนอื่น (QuantStudio6, Thermo-Fisher, USA) และเครื่องรุนที่ใชไดเฉพาะ 

96-well plate (QuantStudio5, Thermo-Fisher, USA)  พบวาใหผลการทดสอบไมแตกตางกัน อยางไรก็ตาม 

ในการนําเทคนิคนี้ไปใชกับนํ้ายา หรือเครื่อง real-time PCR รุนอื่นหรือยี่หออื่น อาจมีคา Tm ที่เปลี่ยนแปลงไป

จากคานี้  จึงควรทดสอบอุณหภูมิการทําปฏิกิริยาและคา Tm กอนนําไปใชงาน

ในการทํา real-time PCR แบบแยกคูไพรเมอร พบวาคูไพรเมอร TIMP-1 ใหผลิตผลที่มี Tm = 87  ํC  

ทั้งในดีเอ็นเอเพศหญิงและเพศชาย โดยมี Ct ประมาณ 17-20  ในชวงความเขมขนดีเอ็นเอ  2.5-50 ng/µl  สวนคู

ไพรเมอร CDY-1 สามารถเขาจับกบัเปาหมายบนโครโมโซม-Y ในตวัอยางดีเอ็นเอเพศชายไดอยางจาํเพาะ เกิดผลผลติ

ที่มี Tm = 78 ํC  และมีคา Ct ประมาณ 18-20 ในขณะที่ตัวอยางดีเอ็นเอเพศหญิงมี non-specific product ขนาด 

451 bp จากยีน protein APCDD1-like precursor เกิดขึ้นที่ Ct ประมาณ 26-28 ซึ่งชากวาผลผลิตจําเพาะที่พบ

ในตวัอยางดเีอน็เอเพศชายประมาณ 8-10 รอบ  การวเิคราะหลาํดบัเบสสวนปลายของทอนผลติผลพซีอีารทีคู่ไพรเมอร

CDY-1 เขาจบั พบวามีความเขาคูกัน (complementary) ทีป่ลายดาน 3�  ยาวตดิตอกัน 11 bp (รอยละ 58 ของความยาว

ไพรเมอร) สําหรับ  CDY-1 Forward primer และ 13 bp (รอยละ 55 ของความยาวไพรเมอร) สําหรับ  CDY-1

Reverse primer  การท่ีไพรเมอรมีสวนปลาย 5�  ไมเหมอืนเปาหมายแตมีสวนปลาย 3� มคีวามเหมอืนมากกวารอยละ 50

ของความยาวไพรเมอรท้ังหมดน้ีทําใหไพรเมอรสามารถเขาจับยีนดังกลาวได มีการประยุกตใชออกแบบไพรเมอร

ชนิด 5� tagging portion และ 3� specific portion เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการตรวจ การตอตําแหนงจดจําของ

เอน็ไซมตดัจาํเพาะ (restriction enzyme recognition site)  หรอืการตอบารโคดเพือ่รวมหลายตัวอยางการหาลาํดบัเบส

ในระบบ next generation sequencing(20,21,22) สภาวะการทําปฏิกิริยาที่มีองคประกอบของนํ้ายาและอุณหภูมิที่ใช 

และคอยๆ เกิดผลผลิตสะสมจนตรวจวัดไดเมื่อปลอยใหเกิดปฏิกิริยาไปมากกวา 25 รอบ ในขณะที่ตัวอยางดีเอ็นเอ

เพศชาย คูไพรเมอร CDY-1 เขาจับกับเปาหมายจําเพาะบนโครโมโซม-Y ไดอยางสมบูรณและเกิดผลผลิตพีซีอาร

ไดดจีนไมเกดิ non-specific product  คณุลกัษณะการเกิด non-specific product แบบลาชานีพ้บในตวัอยางดเีอน็เอ

เพศหญิงทุกตัวอยาง และไมพบในตัวอยางดีเอ็นเอเพศชาย  ทําใหสามารถใชเฉพาะคูไพรเมอร CDY-1 ในการตรวจ

จีโนทัยปเพศชายและหญิงได  นอกจากนี้การพบผลผลผลิต Tm ที่ 83.8 ํC  และ Ct ประมาณ 26-28 รอบในตัวอยาง

ดีเอ็นเอเพศหญิง สามารถใชเปนการควบคุมภายใน (internal control) ที่แสดงวาองคประกอบการทําปฏิกิริยา

มีความปกติตั้งแตการเตรียมนํ้ายา การเติมดีเอ็นเอ และการทํางานของเครื่อง real-time PCR 

วิธี duplex PCR เพื่อตรวจจีโนทัยปเพศเปนวิธีที่ตองการเพียงเครื่องมือพื้นฐานที่ใชงานในหองปฏิบัติการ

ชีวโมเลกุล  การใสคูไพรเมอรของยีน CDY-1 และ TIMP-1  ในหลอดปฏิกิริยาเดียวกันชวยลดคาใชจายและเวลา  

ทําใหสะดวกมากขึ้นกวาวิธีเดิมที่เคยทําแบบแยกหลอดปฏิกิริยาของแตละยีน อีกทั้งยังชวยประกันผลการตรวจกรณี

ทีคู่ไพรเมอร  CDY-1 ใหผลลบวาเปนตวัอยางดเีอน็เอเพศหญงิจรงิ เพราะยงัคงเหน็ผลผลติจากคูไพรเมอร TIMP-1 

ขนาด 817 bp  ไมไดเกดิจากความผดิปกตใินขัน้ตอนการทาํพซีอีาร อยางไรกต็ามขัน้ตอนการทาํ gel electrophoresis 

ก็ยังคงเปนขอจํากัดในการตรวจตัวอยางจํานวนมาก ตองมีการอาน บันทึก และลงผลในตารางดวยมือ จึงเหมาะสําหรับ

งานวิจัยที่มีตัวอยางดีเอ็นเอไมมาก

วิธีการตรวจจีโนทัยปเพศดวยที่พัฒนาขึ้นนี้ สามารถประยุกตใชงานการตรวจทางวิทยาศาสตรการกีฬา หรือ

ตรวจทางนติวิทิยาศาสตรทีส่ามารถสกดัดเีอน็เอไดจากตวัอยางทีไ่มเสยีหายมาก เนือ่งจากผลผลิตพซีอีารจากคูไพรเมอร

CDY-1 มีขนาด 287 bp หรือ 451 bp และ TIMP-1 มีขนาด 817 bp ซึ่งคอนขางใหญเมื่อเปรียบเทียบกับการตรวจ

คุณภาพดีเอ็นที่ใชในงานนิติวิทยาศาสตรที่มีขนาดเล็กกวา 100 bp(9) 
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สรุป

การตรวจจีโนทัยปเพศดวยวิธี real-time PCR ดวยคูไพรเมอร  CDY-1 สามารถใชระบุเพศของตัวอยาง

ดีเอน็เอทีส่กดัไดกอนการนําไปตรวจดวยวิธวิีเคราะหอ่ืนทางพนัธศุาสตรไดอยางมปีระสทิธภิาพ  ชวยประกันความถูกตอง

ของตัวอยางดีเอ็นเอและความนาเช่ือถือของผลการวิเคราะหขอมูลงานวิจัย  การพัฒนาตอยอดใหเปนวิธีที่สามารถ

ตรวจวัดปริมาณ (quantitative method) จะชวยใหการนําวิธีนี้ไปใชประโยชนไดมากขึ้น  
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ABSTRACT  In genotype-phenotype association study such as disease susceptibility and/or progression 

and drug responsibility, genomic DNA (gDNA) quantification and qualification are necessary steps 

prior to genotyping application. An individual DNA sample checking cannot identify miss-handling 

(labeling or samples mixed-up) which could especially occur from human error at any steps of gDNA 

preparation. Gender genotyping becomes useful for confirmation with records in participant database, 

leading to quality of genetic analysis results. We, therefore, developed the gender genotyping method by 

amplifying CDY-1 in Y-Chromosome with real-time PCR.  Efficiency testing of this method with DNA 

samples (n = 377) showed 100% concordance with clinical data record of individual participant. This 

novel gender genotyping method is rapid, inexpensive, and usable to apply for genetic studies with high 

numbers of samples. Further development on quantitation of the amount of DNA will possibly fulfill 

utilization of our developed method.

Keywords: gender genotyping, human gDNA, real-time PCR
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ABSTRACT  Crocodylus siamensis oil and Kaempferia parviflora (black ginger) have traditionally been 

used as folk medicine to promote health. A new formulation, consisting of C. siamensis oil and black 

ginger extract, is developed as an alternative health product.  Toxicological studies of this formulation 

have not been evaluated. This study was to determine acute oral toxicity of mixed C. siamensis oil and 

black ginger in Wistar rats.  Our study was conducted in a stepwise procedure according to OECD 

Guidelines for the testing of chemicals 423, Acute Oral Toxicity-Acute Toxic Class Method (2001).  After 

oral administration with 300 and 2,000 mg/kg body weight of mixed C. siamensis oil and black ginger, 

all animals were not shown any signs of toxic effects, moribund and mortality.  The results indicated that 

mixed C. siamensis oil and black ginger was grouped in Globally Harmonized System of Classification 

and Labelling of Chemical as category 5 or unclassified and the LD
50
 is at 5,000-∞ mg/kg body weight.  

Our study suggested that the mixture of C. siamensis oil and black ginger is safe for oral administration 

and support its use as food supplements or other industrial applications.

Keywords:  Acute Oral Toxicity, Crocodile Oil, Crocodylus siamensis, Kaempferia parviflora Wall. Ex. 

Baker
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Introduction

Siamese crocodile (Crocodylus siamensis) oil contains high levels of essential fatty acids 

omega-3, omega-6 and omega-9. It has been known that omega-3 fatty acid could support the 

brain and nervous system while omega-6 and-9 fatty acids could decrease level of high-density 

lipoprotein, increase level of low-density lipoprotein, reduce inflammation and have beneficial 

effects on human skin.(1, 2)

Kaempferia parviflora Wall. Ex. Baker (Black Ginger), commonly known as Krachai Dum, 

Thai Ginseng, Black Turmeric, and Black Galingale (Black Ginger), belongs to Zingiberaceae 

family. Quantitative analysis of K. parviflora using a gas chromatographic method revealed 11 

flavonoid constituents of which 5, 7, 4�-trimethoxyflavone and 5,7-dimethoxyflavone were  

major constituents.(3) Additionally, analysis of methoxyflavones in K. parviflora ethanolic extract 

using high-performance liquid chromatography indicated that 3, 5, 7, 3�, 4�-pentamethoxyflavone,  

5,7,4�- trimethoxyflavone and 5,7-dimethoxyflavone were major components.(4) Pharmacological 

activities of K. parviflora have been reported including anti-inflammatory, antioxidant, 

aphrodisiac, anti-gastric ulcer effect, anti-plasmodia, antifungal, and antibacterial activities.(5) 

Owing to reports on pharmacological activities, a mixture of C. siamensis oil and black 

ginger could be a new food supplement. Safety data has not been conducted. Therefore, the 

present study was to investigate an acute oral toxicity of mixed C. siamensis oil and black ginger 

in Wistar rats in accordance with OECD Guidelines for the testing of chemicals, Acute Oral 

Toxicity-Acute Toxic Class Method (2001).(6)

Materials and Methods

C. siamensis Oil Extraction: 

A total of 1 kilogram of Siamese crocodile (C. siamensis) fat were collected from 

C. siamensis at Thai crocodile farm, Sri-Ayuthaya Gold Medal Company Limited, Nong Khanak, 

Tha Ruea District, Phra Nakhon Si Ayutthaya Province, Thailand. The fat was thoroughly cleaned 

and freezed at -20 ํC. 

A non-chemical method was used to extract Siamese crocodile oil using an extraction 

machine (Henny Penny BCS-10, MB Food Equipment, USA) and an oil press machine extractor 

(KDTQ, ZZKD, China).(1) After extraction, a liquid fraction of fat was segregated by 

centrifugation (Suprema 21, Tomy digital biology, Japan) at 6,000 g 4 ํC for 10 minutes. The oil 

was kept at 4 ํC until further use. Physical and chemical properties of oil were tested at 

Faculty of Sciences, Kasetsart University, Thailand. Microbial contamination was done by 

laboratory of National Laboratory Animal Center, Mahidol University, Thailand. 

Extraction of Kaempferia parviflora Wall. Ex. Baker:

Black Ginger (K. parviflora Wall. Ex. Baker) was collected from Phetchabun province 

and its rhizome was clean, cut into small pieces and air-dried for 3 days. The dried rhizome was 
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ground and further extracted at SK Herb Company Limited, Krathum Baen District, 

Samut Sakhon Province, Thailand. Briefly, the dried powder was extracted with 70% ethanol

at 1:40 w/v by the ultrasonic processor (UP100H, Hielscher, Germany) for 20 minutes and 

evaporated for further preparation. Physical and chemical properties of the extrac were tested at 

Faculty of Sciences, Kasetsart University, Thailand. Microbial contamination was done by 

laboratory of National Laboratory Animal Center, Mahidol University, Thailand.

Dose Preparation:

The mixed C. siamensis oil and black ginger was freshly prepared at doses of 300 and 

2,000 mg/kg body weight prior to administration. The dose administration was not exceeded 1 ml 

per 100 g of animal body weight.

Preparation of Animals:

Female Wistar rats (Rattus norvegicus species, Mlac: WR) with weighs ranging from 189 

to 209 gram (g) were obtained from National Laboratory Animal Center, Mahidol University, 

Thailand.  The animals were kept under standard conditions of 12 hours light, 12 hours dark at 

22±3 ํC and 30-70% relative humidity. All were housed in stainless steel cages with food

(082, Perfect Companions, Thailand), 5-7 ppm chlorinated water ad libitum and environmental 

enrichment. They were acclimatized for 5 days prior to study.(7)  

The study was approved by National Laboratory Animal Center Animal Care and Use 

Committee (NLAC-ACUC), Mahidol University; Thailand, code RA2018-37.

Dose Administration:

The acute oral toxicity test was conducted using OECD Guidelines for the testing of 

chemicals 423, Acute Oral Toxicity-Acute Toxic Class Method (2001) (Figure 1). It is a stepwise 

procedure with the use of 3 female Wistar rats for each step. Doses of 300 and 2,000 mg/kg body 

weight of mixed C. siamensis oil and black ginger were used for this study.  All animals were 

fasted for 15-18 hours prior to administration and further 3-4 hours after administration. All 

animals were observed for toxic effects after administration at the first 30 minutes, 4, 6 and 24 

hours. Changes in skin and fur, eye and mucous membranes, respiratory, circulatory, autonomic 

and central nervous systems, somatomotor activity and daily behavioral pattern were observed 

for 14 days. Additionally, observations of tremors, convulsions, gasping, cyanosis, vocalization, 

salivation, diarrhea, lethargy, sleep and coma were determined. Survived animals were

generally clinical observed once daily for a total of 14 days.(6) Body weights, feed and drinking 

water consumptions of the survivals were recorded.
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Necropsy Examination:

After 14 days, all survived animals were euthanized using CO
2
 inhalation.(8) Gross 

pathological changes including positions, shapes, sizes and colours of internal organs were 

examined.(9)

Results

Characteristics of C. siamensis oil and K. parviflora Extracts:

The extract of crocodile oil was light yellow color with pH 5.9.  Its major components were 

Palmitic acid, Oleic acid and Linoleic acid.  Microbial examinations of the extract showed a total 

plate count was <100 colony forming unit/gram (CFU/g) and was negative for Staphylococcus 

aureus, Salmonella spp., Clostridium spp. and Escherichia coli (data not shown).

The extract of K. parviflora was dark brown color with pH 6.0. Its major component was 

5,7-dimethoxyflavone. A total plate count of the extract was <100 CFU/g. In addition, yeast and 

mold was < 100 CFU/g (data not shown).

Safety evaluation of acute oral toxicity:

After oral administration with 300 and 2,000 mg/kg body weight of mixed C. siamensis 

oil and black ginger, all animals showed no signs of toxicity, no moribund and no mortality. The 

body weights of all animals were continued to gain throughout the study (Table 1). Animal feed 

and drinking water consumptions were normal (Table 2). The necropsy results of all animals were 

not found any lesions on external and internal organs (data not shown). Taken together, the mixed 

C. siamensis oil and black ginger was categorized in GHS category: category 5 or unclassified and 

the LD
50
 is 5,000-∞ mg/kg body weight.(10)

Fig.1 OECD Guidelines for the testing of chemicals 423, Acute Oral Toxicity-Acute Toxic Class 

 Method (2001)
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Dose Level 
(mg/kg body 

weight)
No.

Body Weight (g) Body Weight 
Change (%)

Day 0 Day 7 Day 14 Terminate

300

1 198 216 225 232.12 17.23

2 200 214 216 222.88 11.44

3 208 217 218 224.52 7.94

300

4 198 215 224 232.93 17.64

5 198 208 221 222.39 12.32

6 207 216 232 237.06 14.52

2,000

7 194 210 219 211.81 9.18

8 201 218 225 228.49 13.68

9 208 219 225 229.41 10.29

2,000

10 189 200 212 218.44 15.58

11 202 210 221 229.60 13.66

12 209 219 222 232.12 11.06

Table 1 Animal Body Weights (g)

Table 2 Animal Feed and Drinking Water Consumptions (g)

Dose Level Feed Consumption (g) Water Consumption (g)

(mg/kg body 
weight)

No. Week 1 Week 2 Week 1 Week 2

300

1 12 15 35 47

2 15 12 31 36

3 12 11 24 28

300

4 14 13 33 40

5 14 13 32 31

6 16 11 30 24

2,000

7 11 12 26 41

8 12 11 30 24

9 12 12 25 28

2,000

10 13 13 23 22

11 11 16 23 30

12 13 11 27 26
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Discussion

Results on acute oral toxicity studies indicated that neither Siamese crocodile oil nor black 

ginger demonstrated any signs of toxic effects to animals.(11,12) A mixture of Siamese crocodile oil 

and black ginger (K. parviflora Wall. Ex. Baker) extract was developed as a new formulation in 

order to boost human health. Therefore, it was necessary to assess its safety data prior to given 

to human. 

Our findings showed no remarkable lesions in all external and internal organs when 

orally given the mixture at the doses of 300 and 2,000 mg/kg body weight to the Wistar rats. No 

signs of toxicity were demonstrated. Feed and drinking water consumptions were normal. 

In regards to OECD Guidelines for the testing of chemicals 423, Acute Oral Toxicity-Acute Toxic 

Class Method (2001), it could suggest that C. siamensis oil and K. parviflora mixture was safe.

Conclusion

Safety evaluation of mixed C. siamensis oil and K. parviflora administered orally at 

doses of 300 and 2,000 mg/kg body weight did not reveal acute toxicity in Wistar rats. The mixture 

of C. siamensis oil and K. parviflora was, therefore, classified in GHS category 5 or unclassified 

with the LD
50
 was 5,000-∞ mg/kg body weight. 
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ความเปนพิษเฉียบพลันทางปากของนํ้ามันจระเข 
(Crocodylus siamensis) ผสมกระชายดํา 

(Kaempferia parviflora Wall. Ex. Baker) 
ในหนูแรทสายพันธุ Wistar

อมร ประดับทอง1,4 ภัสสราภรณ ศรีมังกรแกว1,5 จินดาวรรณ สิรันทวิเนติ2  สุดาวรรณ เชยชมศรี3

และวิน  เชยชมศรี2

1หลักสูตรสหวิทยาการระดับบัณฑิตศึกษา สาขาวิชาวิทยาศาสตรชีวภาพ, คณะวิทยาศาสตร, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร, 

กรุงเทพมหานคร 10900
2ภาควิชาสัตววิทยา, คณะวิทยาศาสตร, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร, กรุงเทพมหานคร 10900
3ศูนยปฏิบัติการวิจัยและเรือนปลูกพืชทดลอง, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร, วิทยาเขตกําแพงแสน, จังหวัดนครปฐม 73140
4ศูนยความเปนเลิศดานชีววิทยาศาสตร (องคการมหาชน), กรุงเทพมหานคร 10400
5ศูนยสัตวทดลองแหงชาติ, มหาวิทยาลัยมหิดล, จังหวัดนครปฐม 73170

บทคัดยอ  นํ้ามันจระเขเปนนํ้ามันจากสัตวที่นิยมใชเพื่อดูแลสุขภาพ สวนกระชายดําถูกนํามาใชเปนสวนผสมในยาแผนโบราณ

ของไทย สูตรผสมนํ้ามันจระเขและกระชายดําไดถูกพัฒนาขึ้นเพื่อใชดูแลสุขภาพ แตยังไมมีรายงานการศึกษาพิษวิทยาของ

สารผสมดังกลาว จึงไดทําการประเมินความเปนพิษเฉียบพลันทางปากของสารผสมน้ํามันจระเขและกระชายดําในหนูแรท

สายพันธุ Wistar ในขนาดของสารผสมนํ้ามันจระเขและกระชายดําที่ 300 และ 2,000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของนํ้าหนักตัวสัตว

ทดลอง ตามวธิกีารมาตรฐาน OECD Guideline หมายเลข 423 หลงัจากไดรบัสารผสมนํา้มันจระเขและกระชายดาํที ่300 และ 

2,000 มลิลกิรมัตอกโิลกรมัของนํา้หนกัตวัสตัวทดลอง พบวาสตัวทดลองไมแสดงอาการพษิ ไมแสดงความผดิปกติ และไมทาํให

เกิดการตาย ผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาสารผสมนํ้ามันจระเขและกระชายดําจัดอยูในระบบการจัดกลุมสารเคมี การติดฉลาก 

และการแสดงรายละเอยีดบนเอกสารขอมลูความปลอดภยัสากลหมวดที ่5 หรอืไมถูกจดัหมวด และม ีLD
50 

ที ่5,000-∞ มลิลกิรมั

ตอกิโลกรัมของนํ้าหนักตัวสัตวทดลอง ผลจากการศึกษานี้แสดงใหเห็นวาสารผสมนํ้ามันจระเขและกระชายดํามีความปลอดภัย

ในการบริโภค และอาจพัฒนาเปนผลิตภัณฑเสริมอาหาร หรือการประยุกตใชในอุตสาหกรรมอื่นๆ ได

คําสําคัญ: กระชายดํา, ความเปนพิษเฉียบพลันทางปาก, นํ้ามันจระเข 
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บทคัดยอ ภาวะเครียดจากการเกิดออกซิเดชัน (oxidative stress) เปนสาเหตุสําคัญของการเกิดโรคความเสื่อมของ

ระบบประสาท เปลือกตนเพกาประกอบดวยสารกลุมโพลีฟนอลซึ่งมีคุณสมบัติตานอนุมูลอิสระ และอาจใชบรรเทาภาวะ 

oxidative stress ได จึงไดศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระและฤทธ์ิปกปองเซลลประสาทของสารสกัดดวยน้ํา (OI-W) และ

สารสกดัดวยเอทานอล (OI-E) จากเปลอืกตนเพกาตอความเปนพษิจากไฮโดรเจนเปอรออกไซดและกลตูาเมตในเซลลประสาท 

N1E-115 ผลการดักจับอนุมูลไฮดรอกซิลและซุปเปอรออกไซด พบวาสารสกัด OI-W และ OI-E สามารถตานอนุมูลอิสระได

การสัมผัสรวมระหวางสารสกัด OI-W หรือ OI-E และไฮโดรเจนเปอรออกไซด เปนเวลา 24 ช่ัวโมง สามารถปกปอง

การบาดเจ็บหรือการตายของเซลล N1E-115 จากไฮโดรเจนเปอรออกไซด  ขณะที่ทั้ง 2 สารสกัดไมแสดงผลปกปองการตาย

ของเซลลจากพิษของกลูตาเมต การศึกษานี้แสดงใหเห็นวาสารสกัดจากเปลือกตนเพกามีฤทธิ์ปกปองเซลลประสาทจากพิษของ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยกลไกการออกฤทธิ์อยางนอยอาจเก่ียวของกับคุณสมบัติตานออกซิเดซัน ควรมีการศึกษาตอไป

ในเซลลท่ีเฉพาะเจาะจงตอพยาธสิภาพ หรอืทดสอบในสัตวทดลองเพือ่ตรวจสอบฤทธิแ์ละกลไกการออกฤทธิท์ีเ่ก่ียวของใหชดัเจน

กอนนําไปพัฒนาเปนยาสมุนไพรสําหรับรักษาโรคที่เกิดจากความเสื่อมของระบบประสาท

คําสําคัญ: เพกา, ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ, ฤทธิ์ปกปองเซลลประสาท 
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บทนํา

อนุมูลอิสระ (free radicals) ที่มีความสําคัญในทางชีวภาพ ไดแก อนุมูลไฮดรอกซิล (hydroxyl radical) 

และอนุมูลซุปเปอรออกไซด (superoxide radical) จัดเปนอนุมูลที่ไวตอการเกิดปฏิกิริยาทางเคมีกับสารอื่นสูงมาก 

ความเสียหายที่เกิดขึ้นเปนผลมาจากความไมสมดุลระหวางอนุมูลอิสระหรือสารออกซิไดสแรงสูง (reactive oxygen 

species, ROS) และสารตานออกซิเดชัน (antioxidants) ในรางกาย ทําใหเกิดภาวะเครียดจากการเกิดออกซิเดชัน 

(oxidative stress) สงผลใหเกิดการทําลายแบบออกซิเดซัน (oxidative damage) ตอชีวโมเลกุลภายในรางกาย 

เชน การทําลายดีเอ็นเอ (DNA damage) การทําลายสภาพโปรตีน (protein denaturation) การทําลายเยื่อหุม

เซลล (lipid peroxidation) ทําใหชวีโมเลกลุเหลานีเ้กิดการเปลีย่นแปลงโครงสรางและเสยีหนาทีก่ารทาํงาน(1) เปนตน

ภาวะ oxidative stress เปนสาเหตุสําคัญของการเกิดโรคตาง ๆ  เชน โรคทางระบบหัวใจและหลอดเลือด 

โรคมะเร็ง โรคเบาหวาน โรคทางระบบประสาท และโรคอื่น ๆ  รวมทั้งกระบวนการชรา(1) นอกจากนี้ภาวะ oxidative 

stress ยงัมคีวามเกีย่วของกบัโรคความเสือ่มของระบบประสาท (neurodegenerative diseases) เชน Alzheimer’s 

disease, Parkinson’s disease การสะสม ROS ในเซลลประสาทสวนใหญนั้นเปนซุปเปอรออกไซดแอนไอออน

และไฮโดรเจนเปอรออกไซดสงผลใหเกิด lipid peroxidation มีการทําลายดีเอ็นเอและโปรตีน เกิดการตายของ

เซลลประสาทและกอใหเกดิโรคทางระบบประสาท(2,3) จากรายงานวจิัยพบวาสาร antioxidants สามารถยบัยัง้การเกดิ 

ROS และอาจปองกันการเกิดพยาธิสภาพจากการเสื่อมของเซลลประสาทอันเปนผลมาจาก oxidative stress ได(4)

ดังนั้นนักวิจัยจึงพยายามที่จะคนหาสารที่สามารถปองกันและยับยั้งอนุมูลอิสระเพื่อปองกันโรคที่เกิดจากความเสื่อม

ของระบบประสาท 

เพกา มีชื่อวิทยาศาสตรวา Oroxylum indicum (L.) Kurz จัดอยูในวงศ Bignoniaceae เปนไมยืนตน

ขนาดกลาง เนื้อไมออน แตกกิ่งกานนอย ใบเปนใบประกอบแบบขนนก 3-4 ชั้น เรียงตรงกันขาม ใบยอยรูปไขหรือ

รูปไขแกมวงรี ปลายใบแหลม ดอกเปนชอแบบกระจาย ออกที่ปลายยอด ดอกยอยมีขนาดใหญ มีสีมวงแดง ผลเปน

ฝกรูปดาบแบน ขนาดใหญ สีน้ําตาล เมื่อแกจะแตกตามยาว ภายในมีเมล็ดแบนสีขาว มีปกบาง เพกาเปนตนไมที่มี

การกระจายพันธุกวาง พบตั้งแตภูมิภาคเอเชียใต จีนตอนใตจนถึงภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต รวมทั้งประเทศไทย 

โดยพบขึ้นอยูตามธรรมชาติในปาดิบชื้นและพื้นที่โลงทั่วไป (ภาพที่ 1)(5,6)

ภาพที่ 1   ตนและเปลือกตนเพกา (Oroxylum indicum (L.) Kurz) 

ตนเพกา เปลือกตนเพกา (แหง)

เปลือกตนเพกา (สด)
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สวนตาง ๆ  ของเพกาสามารถนําไปใชประโยชนไดทุกสวน มีสรรพคุณใชรักษาและปองกันการเกิดโรคได 

ตามตาํรายาไทยพบวาเปลือกตนเพกามีรสฝาด ขม เยน็ ชวยสมานแผล ดบัพษิกาฬ แกรอนใน แกทองรวง ทาํใหนํา้เหลอืง

เปนปกต ิดบัพิษโลหติ บาํรงุโลหติ แกเสมหะจกุคอ ขบัเสมหะ แกบดิ แกอาการจกุเสยีด แกไขรากสาด แกฝ รกัษามะเรง็เพลงิ

ขบัเหงือ่ แกไขขออกัเสบชนดิเฉยีบพลนั ชวยเจรญิอาหาร(7) จากบญัชียาจากสมนุไพรในบัญชียาหลกัแหงชาต ิใชเปลอืก

เพการวมกับสมุนไพรอื่นในตํารับ ไดแก ตํารับ “ยาเหลืองปดสมุทร” มีสรรพคุณบรรเทาอาการทองเสียชนิดที่ไมเกิด

จากการติดเชื้อ เชน อุจจาระไมเปนมูกหรือมีเลือดปน และทองเสียชนิดที่ไมมีไข และตํารับ "ยาเลือดงาม" มีสรรพคุณ

บรรเทาอาการปวดประจําเดือน ชวยใหประจําเดือนมาเปนปกติ แกมุตกิด(8) มีรายงานวาสารเคมีที่พบในเปลือก

ตนเพกา คอื สารกลุมฟลาโวนอยด (Flavonoids) เชน oroxylin A, baicalein, chrysin, scutellarein(9,10) เปนตน

และการศึกษาทางเภสัชวิทยาของสารสกัดจากเปลือกตนเพกาทั้งในหลอดทดลองและสัตวทดลอง พบวาสารสกัด

จากเปลือกตนเพกามีฤทธิ์ตางๆ ไดแก ตานอักเสบ(11,12,13,14) ตานอาการปวด(11,15) ปกปองเซลลตับ(16,17) ตานเช้ือ

จุลชีพ(13,18,19,20)  ตานทองเสีย(13,15,20,21) ตานการแบงตัวเพิ่มจํานวนเซลล(22) ยับยั้งการแพรกระจายของมะเร็ง(23) 

ลดไขมัน(24) ยับยั้งการสรางเซลลไขมัน(25) ตานเบาหวาน(26) เรงการหายของแผล(27) และตานอนุมูลอิสระ(12,24,26,27,28) 

เปลือกตนเพกาเป นแหลงของสารประกอบโพลีฟโนลิก (polyphenolic) ที่มีคุณสมบัติต าน

ออกซิเดซัน(24,26,27,28)  และมีหลักฐานสนับสนุนวาสาร antioxidants อาจจะปองกันการเกิดพยาธิสภาพจากการเสื่อม

ของเซลลประสาทอันเปนผลมาจาก oxidative stress ได(4) ดังนั้นการลดภาวะ oxidative stress ในเซลลประสาท

จึงเปนเปาหมายหลักที่นาสนใจในการปองกันและรักษา neurodegenerative diseases สารสกัดที่ไดจากเปลือกตน

เพกาอาจสามารถปองกนัหรอืลดการเกดิพยาธสิภาพจากการเสือ่มของเซลลประสาท ทาํใหลดการตายของเซลลประสาท

ได อยางไรกต็ามยงัไมมีรายงานฤทธิข์องสารสกดัเพกาในการปกปองเซลลประสาท จงึไดศกึษาฤทธิต์านอนมุลูอสิระของ

สารสกดัจากเปลือกตนเพกาโดยประเมินการดกัจบั (scavenge) อนมุลูไฮดรอกซลิและซปุเปอรออกไซด และศกึษาฤทธิ์

ปกปองเซลลประสาทของสารสกัดจากเปลือกตนเพกาในแบบจําลองการเสื่อมของเซลลประสาทจากภาวะ oxidative 

stress จํานวน 2 โมเดล โดยการเหนี่ยวนําใหเซลลบาดเจ็บหรือตายจากพิษของไฮโดรเจนเปอรออกไซดและกลูตาเมต

ในเซลลประสาทเพาะเลี้ยง mouse neuroblastoma cells แลวประเมินความอยูรอดของเซลล (cell viability) ดวย

การตรวจวัด 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) reduction และ

การทําลายเยื่อหุมเซลล (plasma membrane damage) หรือการตายของเซลล (cell death) ดวยการตรวจวัด 

lactate dehydrogenase (LDH) release

วัสดุและวิธีการ

วัตถุดิบ

เก็บรวบรวมตัวอยางเพกาจากพื้นที่จังหวัดจันทบุรี เพื่อนํามาใชเปนวัตถุดิบสําหรับการศึกษา และตรวจ

ระบุชนิดพรอมสวนของเปลือกตนตามหลักอนุกรมวิธานพืช(5,6) เพื่อจัดทําตัวอยางพรรณไมแหงอางอิง (voucher 

specimen) เก็บรักษาไวท่ีพิพิธภัณฑพืช กรมวิทยาศาสตรการแพทย (DMSC Herbarium) โดยมีหมายเลข

พรรณไมของพิพิธภัณฑพืช กรมวิทยาศาสตรการแพทย คือ DMSC 5188 

การเตรียมสารสกัดเปลือกเพกา

แยกหั่นเปลือกตนเปนชิ้นเล็ก ๆ  อบใหแหงที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จากนั้นบดเปนผงหยาบ และเก็บไว

ในภาชนะปดสนิทกอนนําไปเตรียมสารสกัด 
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การเตรียมสารสกัดดวยนํ้า

นําผงสมุนไพรแหงของเปลือกตนของเพกาตั้งตนปริมาณ 100 กรัม มาเตรียมเปนสารสกัดโดยการตมกลั่น

ในนํ้าเปนเวลา 1 ชั่วโมง จํานวน 2 ครั้ง กรอง และนําไปทําใหเขมขนภายใตสุญญากาศดวยเครื่อง rotary evaporator

(Rotary vaccum evaporator, Büchi, Japan) จากนั้นทําใหแหงโดยใช lyophilizer ไดสารสกัดดวยนํ้าจาก

เปลือกตนของเพกา (OI-W) โดยมีรอยละของปริมาณสารที่สกัดไดเทากับ 24 (%yield, wt/wt) 

การเตรียมสารสกัดดวยเอทานอล

นําผงสมุนไพรแหงของเปลือกตนของเพกาตั้งตนปริมาณ 100 กรัม มาตมกลั่นในเอทานอล 95% เปนเวลา 

1 ชั่วโมง จํานวน 2 ครั้ง กรอง และนําไประเหยแหงภายใตสุญญากาศดวยเครื่อง rotary evaporator ไดสารสกัดดวย

เอทานอลจากเปลือกตนของเพกา (OI-E) โดยมี %yield, wt/wt เทากับ 25

การควบคุมคุณภาพสารสกัด

การควบคุมคุณภาพทางเคมีของสารสกัดดวยนํ้าและเอทานอลใชเทคนิคโครมาโตกราฟชนิดผิวบาง

(Thin layer chromatography; TLC) เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน baicalein, chrysin ตรวจสอบลักษณะของ

โครมาโทรแกรม (chromatogram) ภายใตแสง UV ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร และทําปฏิกิริยากับสารละลาย 

NP-Polyethylene glycol (NP-PEG) แลวตรวจสอบภายใตแสง UV ที่ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร 

การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ

ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี hydroxyl radical scavenging assay

ทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธีดักจับอนุมูลไฮดรอกซิล โดยดัดแปลงจากวิธีของ Halliwell และ

คณะ(29) ดงันี ้reaction mixture ประกอบดวย deoxyribose (1 มลิลโิมลาร) 100 ไมโครลติร สารละลาย FeSO
4
.7H

2
O 

(10 ไมโครโมลาร) 10 ไมโครลิตร H
2
O

2
 (100 ไมโครโมลาร) 10 ไมโครลิตร ascorbic acid (Sigma-aldrich, 

USA) (100 ไมโครโมลาร) 100 ไมโครลิตร และสารสกัดสมุนไพรที่ความเขมขน 20-400 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หรือ

สารมาตรฐาน trolox (Sigma-aldrich, USA) 40-400 ไมโครโมลาร ผสมสารใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ 45 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง หยุดปฏิกิริยาดวย butylate hydroxytoluene (100 มิลลิโมลาร) 10 ไมโครลิตร 

จากนั้นนํามาทํา Thiobarbituric acid reactive substances assay (TBARS assay) โดยเติม trichloroacetic 

acid (2.8%) 0.5 มิลลิลิตร และ thiobarbituric acid (1%) 1 มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวย Multi-detection microplate reader (SynergyTM HT, 

Biotex, USA) ที่ความยาวคลื่น 532 นาโนเมตร ทําการทดสอบตัวอยางละ 2 ครั้ง (duplicate)  

ผลการทดลองท่ีไดนําไปคาํนวณคารอยละการยบัยัง้การเกิดออกซิเดชัน (รอยละการเกิด TBARS) โดยเทยีบ

กบักลุมควบคมุทีไ่มมีสารสกดัสมุนไพรหรอืสารมาตรฐาน  การวเิคราะหประสทิธภิาพในการตานอนมุลูอสิระจะพจิารณา

จากคาความเขมขนของสารสกัดสมุนไพรหรือสารมาตรฐานท่ีสามารถยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันไดรอยละ 50 

(Inhibitory concentration at 50%, IC
50
) และคา Trolox equivalent antioxidant activity (TEAC) ซึ่ง

เปนคาทีบ่อกความแรงของสารสกดัสมุนไพรในการตานการเกิดปฏิกิรยิาออกซเิดชันเปนจาํนวนเทาเมือ่เทยีบกับอนพุนัธ

วิตามินอี (trolox) ตอกรัมของตัวอยางสารสกัด โดยสารสกัดสมุนไพรที่มีฤทธิ์ตานออกซิเดชันที่ดีนั้นจะมีคา IC
50

ในระดับตํ่า และคา TEAC ในระดับสูง
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ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี superoxide radical scavenging assay

ทดสอบฤทธิต์านอนมุลูอสิระดวยวิธดีกัจบัอนมุลูซปุเปอรออกไซด โดยดดัแปลงจากวธิขีอง Nishikimi และ

คณะ(30) ดงันี ้reaction mixture ประกอบดวย nitroblue tetrazolium (Sigma-aldrich, USA)  258 ไมโครโมลาร 

nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) 996 ไมโครโมลาร และ phenazine methosulfate (PMS) 16.2 

ไมโครโมลาร อยางละ 50 ไมโครลิตร และสารสกัดสมุนไพรหรือสารมาตรฐาน gallic acid (Sigma-aldrich, USA)

ทีค่วามเขมขน 1, 5, 10, 50, 100 ไมโครกรมั/มิลลลิติร โดยเตรยีมสารทกุตวัใน phosphate buffer (10 mM, pH 7.4)

ซึ่งประกอบดวย disodium phosphate และ monosodium phosphate ผสมสารใหเขากัน ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 

เปนเวลา 5 นาที วัดคาการดูดกลืนแสงดวย Multi-detection microplate reader (SynergyTM HT, Biotex, 

USA) ที่ 562 นาโนเมตร ทําการทดสอบตัวอยางละ 3 ครั้ง (triplicate)  ผลการทดลองที่ไดแสดงเปนคารอยละของ 

activity เทียบกับกลุมที่เกิดปฏิกิริยา 100% (full oxidation) คํานวณฤทธิ์ตานอนุมูลซุปเปอรออกไซดเปนรอยละ

ของการยับยั้ง (% inhibition) แลวนํามา plot กราฟเพื่อหาคาความเขมขนที่สามารถยับยั้งปฏิกิริยาของเอนไซมได

รอยละ 50 (IC
50
) เปรียบเทียบความเขมขนของสารทดสอบกับความเขมขนของสารมาตรฐาน

การทดสอบฤทธิ์ปกปองเซลลประสาท

การเตรียมเซลลเพาะเลี้ยง

นาํเซลลประสาทเพาะเล้ียง mouse neuroblastoma cells, N1E-115 (Cat. No. CRL-2263) (American

Type Culture Collection (ATCC), USA) passage number 24-34 ซึง่เปนเซลลแขวนลอย (cell suspension)

ใสในขวดเลีย้งเซลลขนาด 25 ตารางเซนตเิมตร นาํเซลลไปเลีย้งในตูบมเลีย้งเซลลชนดิควบคมุกาชคารบอนไดออกไซด 

(CO
2
) อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใตสภาวะ CO

2 
5% ดวยอาหารเลี้ยงเซลล (DMEM-high glucose; 

Sigma-Aldrich, USA, Cat. No. D1152) ทีม่ ีsodium bicarbonate 3.7 มลิลกิรมั/มิลลลิติร fetal bovine serum 

10% (FBS; Hyclone, USA) และยาปฏิชีวนะ penicillin G sodium (100 ยูนิต/มิลลิลิตร) และ streptomycin

(100 ไมโครกรมั/มิลลลิติร) นาน 5-7 วัน หลงัจากนัน้ยอยเซลลดวย trypsin-EDTA 0.25% ใหได cell suspension

แลวนําไปปนโดยใชเครื่องปนชนิดควบคุมอุณหภูมิ (Sorval RT7, USA) ดวยความเร็ว 1,200 รอบตอนาที 

อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวนํา cell pellet มาเติม DMEM ที่มี FBS 10% และทําเปน

cell suspension นับจํานวนเซลลที่มีชีวิตดวย hemocytometer โดยวิธี trypan blue exclusion และนําเซลล

ไปเพาะเลีย้งตอเน่ือง (passage) โดยการแบงใสขวดเพาะเลีย้งเซลลใหมขนาด 75 ตารางเซนติเมตร เพือ่เพิม่จาํนวนเซลล

เปลีย่นอาหารเล้ียงเซลลทกุ 2-3 วัน และเพาะเลีย้งขยายดังทีก่ลาว สปัดาหละ 1 ครัง้ หรอืเมือ่เซลลเพิม่จาํนวนประมาณ 

80-90% ของพื้นที่ขวด

การเตรียมเซลลสําหรับการทดสอบการเสื่อมของเซลลประสาท 

การเตรียมเซลลเพาะเล้ียงสําหรับการทดสอบการเสื่อมของเซลลประสาทจากไฮโดรเจนเปอรออกไซด: เลี้ยงเซลล 

N1E-115 ใน 48 well plate (flat-shape) โดยความหนาแนนของเซลลเริ่มตน 3 x 104 เซลล/ตารางเซนติเมตร 

ภายใตสภาวะ CO
2
 5% เปนเวลา 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลเปนแบบไมมีซีรัม ซึ่งประกอบดวย 

DMEM-high glucose (Sigma-Aldrich, USA, Cat. No. D1152) ที่มี sodium bicarbonate 3.7 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร ยาปฏิชีวนะ และ N2 supplement ไดแก sodium selenite (Na
2
SeO

3
) 30 นาโนโมลาร human 

transferrin 30 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร bovine insulin 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร progesterone 20 นาโนโมลาร 

และ putrescin 100 ไมโครโมลาร นําเซลลเพาะเลี้ยงนี้ไปใชในการทดลองหลังจากอายุได 48 ชั่วโมง
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การเตรียมเซลลเพาะเลี้ยงสําหรับการทดสอบการเสื่อมของเซลลประสาทจากกลูตาเมต: เลี้ยงเซลล N1E-115 ใน 48 

well plate (flat-shape) ที่เคลือบดวยสาร poly-D-lysine 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยความหนาแนนของ

เซลลเริ่มตน 4 x 104 เซลล/ตารางเซนติเมตร ภายใตสภาวะ CO
2
 5% เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นเปลี่ยนอาหาร

เลี้ยงเซลลเปน DMEM-high glucose (Sigma-Aldrich, USA, Cat. No. D1152) ที่มี sodium bicarbonate

3.7 มลิลกิรมั/มลิลลิิตร FBS 0.5% และยาปฏิชวีนะ แลวเตมิ dimethyl sulfoxide (DMSO) 1.5% ในอาหารเลีย้งเซลล

เพ่ือใหเซลลเพาะเลีย้งเปลีย่นสภาพ (differentiation) ไดภายใตสภาวะทีมี่ซีรัมตํา่ และม ีDMSO(31,32) เพาะเลีย้งเซลล

ตอไปอีกจนครบ 96 ชั่วโมง จึงนําเซลลไปใชในการทดลองได

การทดสอบในแบบจําลองการเสื่อมของเซลลประสาทจากไฮโดรเจนเปอรออกไซด

การทดสอบความเปนพิษของไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอเซลลประสาทเพาะเลี้ยง

เจือจางสารสะลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด 30% (เทียบเทากับ 9.794 โมลาร) ดวย Phosphate Buffered 

Saline (DPBS; Sigma-Aldrich, USA) ท่ีมี MgCl
2
 0.100 กรมั/ลติร (DPBS ประกอบดวย KCl 0.200 กรมั/ลติร

NaCl 8.000 กรัม/ลิตร KH
2
PO

4
 0.200 กรัม/ลิตร และ Na

2
HPO

4 
(anhydrous) 1.150 กรัม/ลิตร) เพื่อให

ไดความเขมขนตาง ๆ  ที่ตองการ นําเซลลเพาะเลี้ยง N1E-115 (3 x 104 เซลล/ตารางเซนติเมตร) อายุ 48 ช่ัวโมง 

มาเติมสารสะลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ความเขมขน 25, 50, 100, 200, 300, 400 และ 500 ไมโครโมลาร

ลงในเซลลเพาะเลี้ยงแตละหลุมแลวเลี้ยงตอเปนเวลา 24 ชั่วโมง สวนเซลลกลุมควบคุมใหเติม PBS ในปริมาตรเทากัน 

หลังจากนั้นประเมิน cell viability โดยตรวจวัดดวยวิธี MTT reduction

การทดสอบผลของสารสกัด OI-W และ OI-E ตอเซลลประสาทเพาะเลี้ยงปกติ

ละลายสารสกัด OI-W ใน sterile distilled water และละลายสารสกัด OI-E ใน DMSO บริสุทธิ์ แลว

เจือจางดวย sterile distilled water เพื่อใหไดความเขมขนตาง ๆ  ที่ตองการ (ความเขมขนสุดทายของ DMSO

ไมเกิน 0.1%) นําเซลลเพาะเลี้ยง N1E-115 (3 x 104 เซลล/ตารางเซนติเมตร) อายุ 48 ชั่วโมง มาเติม OI-W หรือ 

OI-E ที่ความเขมขน 0.5, 1, 5, 25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ลงในเซลลเพาะเลี้ยงแตละหลุมแลวเลี้ยง

ตอเปนเวลา 24 ชั่วโมง สวนเซลลกลุมควบคุมใหเติม sterile distilled water ในปริมาตรเทากันในการทดสอบผล

ของสารสกัด OI-W หรือเติม DMSO 2.5% ในปริมาตรเทากัน (ความเขมขนสุดทายของ DMSO ไมเกิน 0.1%)

ในการทดสอบผลของสารสกัด OI-E หลังจากนั้นประเมิน cell viability โดยตรวจวัดดวยวิธี MTT reduction

การทดสอบผลของสารสกัด OI-W และ OI-E ตอความเปนพิษของเซลลประสาทที่เกิดจากไฮโดรเจนเปอรออกไซด

นําเซลลเพาะเลี้ยง N1E-115 (3 x 104 เซลล/ตารางเซนติเมตร) อายุ 48 ชั่วโมง มาเติมสารสกัด OI-W 

ที่ความเขมขน 0.5, 1, 5, 25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หรือสกัด OI-E ที่ความเขมขน 0.05, 0.1, 

0.5, 1, 5 และ 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สวนเซลลกลุมควบคุมใหเติม sterile distilled water ในปริมาตรเทากัน

ในการทดสอบผลของสารสกัด OI-W หรือเติม DMSO 2.5% ในปริมาตรเทากัน (ความเขมขนสุดทายของ DMSO 

ไมเกิน 0.1%) ในการทดสอบผลของสารสกัด OI-E พรอมกับเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด 200 ไมโครโมลาร

ในเซลลเพาะเลี้ยงแตละหลุม และเติม PBS ในปริมาตรเทากันในเซลลกลุมควบคุม แลวเลี้ยงตอเปนเวลา 24 ชั่วโมง 

อีกกลุมการทดสอบใหเติมสารสกัดที่ความเขมขนดังกลาว เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล

กอนเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด 200 ไมโครโมลาร และเตมิ PBS ในปรมิาตรเทากนัในเซลลกลุมควบคมุ แลวนาํเซลล

ไปเลี้ยงตอเปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นประเมิน cell viability โดยตรวจวัดดวยวิธี MTT reduction assay 

หากพบวาสารสกดัสามารถปกปองเซลลประสาทจากพษิของไฮโดรเจนเปอรออกไซดจะประเมนิการทาํลายเยือ่หุมเซลล 

โดยตรวจวัดดวยวิธี LDH release assay
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การทดสอบในแบบจําลองการเสื่อมของเซลลประสาทจากกลูตาเมต

การทดสอบความเปนพิษของกลูตาเมตตอเซลลประสาทเพาะเลี้ยง

ละลายกลูตาเมตและไกลซีนใน sterile PBS (DPBS ที่ปราศจาก MgCl
2
) แลวเจือจางดวย PBS เพื่อ

ใหไดความเขมขนตาง ๆ  ที่ตองการ นําเซลลเพาะเลี้ยง N1E-115 (4 x 104 เซลล/ตารางเซนติเมตร) อายุ 96 ชั่วโมง 

แตละหลุมมาเติมกลูตาเมตที่ความเขมขน 1, 10, 25, 50, 75 และ 100 มิลลิโมลาร พรอมกับเติมไกลซีนที่ความเขมขน

2 มิลลิโมลาร แลวเลี้ยงตอเปนเวลา 24 ชั่วโมง และเติม PBS ในปริมาตรเทากันในเซลลกลุมควบคุม หลังจากนั้น

ประเมิน cell viability โดยตรวจวัดดวยวิธี MTT reduction 

การทดสอบผลของสารสกัด OI-W และ OI-E ตอเซลลประสาทเพาะเลี้ยงปกติ

นําเซลลเพาะเลี้ยง N1E-115 (4 x 104 เซลล/ตารางเซนติเมตร) อายุ 96 ชั่วโมง แตละหลุมมาเติมสารสกัด 

OI-W หรือ OI-E ที่ความเขมขน 0.5, 1, 5, 25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร แลวเลี้ยงตอเปนเวลา 

24 ชั่วโมง สวนเซลลกลุมควบคุมใหเติม sterile distilled water ในปริมาตรเทากันในการทดสอบผลของสารสกัด 

OI-W หรือเติม DMSO 2.5% ในปริมาตรเทากัน (ความเขมขนสุดทายของ DMSO ไมเกิน 0.1%) ในการทดสอบ

ผลของสารสกัด OI-E หลังจากนั้นประเมิน cell viability โดยตรวจวัดดวยวิธี MTT reduction 

การทดสอบผลของสารสกัด OI-W และ OI-E ตอความเปนพิษของเซลลประสาทที่เกิดจากกลูตาเมต

นําเซลลเพาะเลี้ยง N1E-115 (4 x 104 เซลล/ตารางเซนติเมตร) อายุ 96 ชั่วโมง แตละหลุมมาเติมสารสกัด

OI-W หรือ OI-E ที่ความเขมขน 1, 5, 25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สวนเซลลกลุมควบคุมใหเติม 

sterile distilled water ในปรมิาตรเทากนัในการทดสอบผลของสารสกัด OI-W หรอืเตมิ DMSO 2.5% ในปรมิาตรเทากนั

(ความเขมขนสุดทายของ DMSO ไมเกิน 0.1%) ในการทดสอบผลของสารสกัด OI-E พรอมกับเติมกลูตาเมต

50 มิลลิโมลาร และไกลซีน 2 มิลลิโมลาร ในเซลลเพาะเลี้ยงแตละหลุม และเติม PBS ในปริมาตรเทากันในเซลล

กลุมควบคุม แลวเลี้ยงตอเปนเวลา 24 ชั่วโมง อีกกลุมการทดสอบใหเติมสารสกัดที่ความเขมขนดังกลาว เปนเวลา 

24 ชัว่โมง หลังจากนัน้เปลีย่นอาหารเลีย้งเซลลใหมกอนเตมิกลตูาเมตและไกลซนี และเตมิ PBS ในปรมิาตรเทากนัในเซลล

กลุมควบคมุ แลวนาํเซลลไปเลีย้งตอเปนเวลา 24 ชัว่โมง หลงัจากนัน้ประเมนิ cell viability โดยตรวจวดัดวยวธิ ีMTT 

reduction กรณทีีพ่บวาสารสกดัสามารถปกปองเซลลประสาทจากพษิของกลูตาเมตจะประเมนิการทาํลายเยือ่หุมเซลล 

โดยตรวจวัดดวยวิธี LDH release assay

การประเมินคุณภาพ และการตรวจวัดความอยูรอดและการตายของเซลล

การประเมิน cell morphology

ตรวจติดตามการเปลี่ยนแปลงรูปราง (morphology) ของเซลลเพาะเลี้ยงดวยกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ 

(inverted microscope, Axiovert 200, Zeiss, Germany) โดยใชเทคนิค Phase Contrast

การตรวจวัดจํานวนเซลลที่มีชีวิตดวยวิธี MTT reduction assay

ตรวจวัด MTT reduction ซึ่งบงบอกความอยูรอดของเซลล (cell viability) ดวยวิธี colorimetric 

โดยดัดแปลงจากวิธีของ Mosmann (1983)(33) ดังนี้ เติมสารละลาย MTT 10 ไมโครลิตร (5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร

ใน PBS) ลงในเซลลของแตละหลุม (ความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) แลวนําเซลลเพาะเลี้ยงไปบม

ในตูอบเพาะเชื้ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง  หลังจากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลลทิ้ง และเติม DMSO 

200 ไมโครลิตร ลงในแตละหลมุ ดดูสารละลายของแตละหลมุใสใน 96 well plate แลวนาํไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวย 
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Multi-detection microplate reader (SynergyTM HT, Biotex, USA) ที่ความยาวคลื่น 570/620 นาโนเมตร

คา MTT reduction แสดงในรูปของรอยละเปรียบเทียบกับเซลลเพาะเลี้ยงกลุมควบคุมที่ไมไดเติมสารทดสอบ

(untreated control) ซ่ึงคาํนวณจาก (คาการดดูกลนืแสงของกลุมทีไ่ดรบัสารหรอืสมนุไพร x 100)/คาการดดูกลนืแสง

ของกลุมควบคุม

การตรวจวัดการทําลายเยื่อหุมเซลลดวยวิธี LDH release assay

ตรวจวัดปริมาณ LDH ที่ปลดปลอยออกมาจากเซลล (LDH release) เปนการประเมินการทําลายเยื่อหุม

เซลลซึง่บงบอกการตายของเซลล (cell death) ดวยวธีิ colorimetric โดยใช In vitro Toxicology Assay Kit Lactate

dehydrogenase based (Sigma, USA) เปนการวัดปริมาณเอนไซม LDH ทั้งภายในเซลลและภายนอกเซลล ดังนี้

ดูด medium 100 ไมโครลิตร จากแตละหลุมใสใน 96 well plate เพื่อวัดปริมาณ LDH ภายนอกเซลล และดูด 

medium ที่เหลือทิ้ง แลวเติม Triton X -100 (0.5%) 500 ไมโครลิตร ลงในแตละหลุม ทิ้งไว 15 นาที หลังจากนั้นดูด 

aliquots 100 ไมโครลิตร จากแตละหลุมใสใน 96 well plate เพื่อวัดปริมาณ LDH ภายในเซลล  ปฏิกิริยาเริ่มโดย

การเตมิ assay mixture (ประกอบดวยสารตัง้ตน สารทาํใหเกดิสแีละเอนไซม) 50 ไมโครลติร ลงในแตละหลมุ แลวหุม 

plate ดวย aluminium foil และทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที หลังจากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยการเติม HCl (0.5N) 50 

ไมโครลิตร แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวย Multi-detection microplate reader (SynergyTM HT, Biotex, 

USA) ที่ความยาวคลื่น 490/690 นาโนเมตร  คา LDH release ของแตละหลุมแสดงในรูปของรอยละซึ่งคํานวณจาก 

(คาการดดูกลนืแสงของ LDH ภายนอกเซลล x 100)/(คาการดดูกลืนแสงของ LDH ภายนอกเซลล + คาการดูดกลืนแสง

ของ LDH ภายในเซลล) และนําคา LDH release ในรปูของรอยละเปรยีบเทยีบกบักลุมควบคมุ (untreated control) 

ซึ่งคํานวณจาก LDH release ของกลุมที่ไดรับสารสกัดสมุนไพร x  100)/LDH release ของกลุมควบคุม

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

การวิเคราะหขอมูลการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ

ขอมูลการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระทุกคานําเสนอในรูปคาเฉลี่ย (mean) ± คาความคลาดเคลื่อน

มาตรฐาน (standard error of the mean, SEM) โดยคาเฉลีย่ของแตละขอมลูมาจาก 3 การทดลองทีเ่ปนอสิระตอกนั

(N = 3) การเปรียบเทียบความแตกตางระหวาง 2 กลุมการทดลองทีเ่ปนอสิระตอกนั ใช unpair t-test คา p ทีน่อยกวา

0.05 หรือที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ถือวามีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

การวิเคราะหขอมูลการทดสอบฤทธิ์ปกปองเซลลประสาท

ขอมูลทุกคานําเสนอในรูปคาเฉลี่ย (mean) ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (standard error, SEM) 

โดยคาเฉลี่ยของแตละขอมูลในแตละวิธีของการทดสอบมาจาก 6 การทดลอง (n = 6) ที่เปนอิสระตอกัน และแตละ

ตัวอยางทําสามซํ้า โดยแตละการทดลองทําภายใตเงื่อนไขเดียวกัน แลวนําผลที่ไดจากการทดลองในแตละวันมารวมกัน

จนครบ 6 การทดลอง ซ่ึงผลการทดลองท่ีไดในแตละวันที่ทําการทดสอบไมมีความแตกตางกัน การเปรียบเทียบ

ความแตกตางของคาเฉลีย่มากกวา 2 กลุม ใช Analysis of variance (ANOVA) และการเปรียบเทยีบขอมลูทีแ่ตกตางกนั

กรณีความแปรปรวนของทั้ง 2 กลุมไมแตกตางกันใช Scheffe multiple comparisons และกรณีความแปรปรวนของ

ทั้ง 2 กลุมแตกตางกันใช Tamhane’s T2 multiple comparisons  คา p ที่นอยกวา 0.05 หรือที่ระดับความเชื่อมั่น

95% ถือวามีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
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ผล

การควบคุมคุณภาพสารสกัด

ผลการศึกษาเอกลักษณทางเคมีของสารสกัดจากเปลือกตนเพกาโดยวิธี TLC พบแถบสีดําของสารสกัดดวย

นํ้าจากเปลือกตนเพกา (OI-W)  และสารสกัดดวยเอทานอลจากเปลือกตนเพกา (OI-E) ตรงกับแถบของสารละลาย

มาตรฐาน baicalein และพบแถบสีเหลืองของสารสกัดดวยนํา้จากเปลอืกตนเพกา (OI-W)  และสารสกัดดวยเอทานอล

จากเปลือกตนเพกา (OI-E) ตรงกับแถบของสารละลายมาตรฐาน chrysin ซึ่งจาก chromatogram พบวาสารสกัด

ดวยเอทานอลจากเปลือกตนเพกา (OI-E) มีความเขมของแถบมากกวาสารสกดัดวยนํ้าจากเปลือกตนเพกา (OI-W) 

(ภาพที่ 2) แสดงใหเห็นวาสารสกัดดวยเอทานอลจากเปลือกตนเพกามีปริมาณสาร baicalein และ chrysin มากกวา

สารสกัดดวยนํ้าจากเปลือกตนเพกา

ภาพที่ 2 ทีแอลซีโครมาโทรแกรมของสารสกัดดวยนํ้าจากเปลือกตนเพกา (OI-W) และสารสกัดดวยเอทานอล

 จากเปลือกตนเพกา (OI-E) เปรียบเทียบกับสารละลายมาตรฐาน baicalein และ chrysin 

 ก. ตรวจสอบภายใตแสง UV ที่มีความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร

 ข. พนดวยสารละลาย NP-PEG และตรวจสอบภายใตแสง UV ที่ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร 

การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ

การตรวจสอบฤทธิต์านอนมุลูอสิระ พบวาสารสกดั OI-W และสารสกัด OI-E มฤีทธิต์านอนมุลูไฮดรอกซลิ

ตามความเขมขน (concentration dependent manner) ที่ใชทดสอบ โดยสารสกัด OI-W มีคา IC
50
 เทากับ 

121.17 ± 5.07 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และสารสกัด OI-E มีคา IC
50 

เทากับ 61.72 ± 4.44 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

สวนสารมาตรฐาน trolox มีคา IC
50 

เทากับ 136.99 ± 5.25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที่ 1 ขอมูลที่ได

แสดงใหเห็นวาสารสกัด OI-E ตานอนุมูลไฮดรอกซิลไดมากกวาสารสกัด OI-W และสารสกัดทั้งสองชนิดตานอนุมูล

ไฮดรอกซิลไดดีกวา trolox โดยสารสกัดดวยนํ้าและสารสกัดดวยเอทานอลมีความแรงในการตานการเกิดปฏิกิริยา

ออกซเิดชนั (TEAC) เปน 1.13 และ 2.23 เทา เมือ่เทยีบกบั trolox หรอือนพุนัธวติามนิอตีอกรมัของตัวอยางสารสกดั 

การตรวจสอบฤทธิ์ตานอนุมูลซุปเปอรออกไซดพบวาสารสกัด OI-W และสารสกัด OI-E มีฤทธิ์ตานอนุมูล

ซุปเปอรออกไซดแบบ concentration dependent manner โดยสารสกัด OI-W มีคา IC
50
 เทากับ 85.62 ± 3.30 
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ไมโครกรมั/มลิลลิิตร และสารสกดั OI-E มีคา IC
50 

เทากับ 86.78 ± 9.45 ไมโครกรัม/มลิลลิติร สวนสารมาตรฐาน gallic 

acid  มีคา IC
50 

เทากับ 16.14 ± 0.79 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที่ 2 ขอมูลที่ไดแสดงใหเห็นวาสารสกัด

OI-W และสารสกัด OI-E สามารถตานอนุมูลซุปเปอรออกไซดไดในปริมาณใกลเคียงกัน แตตานไดปริมาณนอย

เมื่อเทียบกับ gallic acid

สารสกัด/สารมาตรฐาน IC
50 

(ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) TEAC/Trolox equivalence

สารสกัดดวยนํ้า (OI-W)  121.17 ± 5.07 1.13

สารสกัดดวยเอทานอล (OI-E)  61.72 ± 4.44 2.23

Trolox  136.99 ± 5.25

IC
50
 =  คาความเขมขนของสารสกัดสมุนไพรหรือสารมาตรฐานที่สามารถยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันไดรอยละ 50 ขอมูลทุกคาแสดง

ในรูปของคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน โดยคาเฉลี่ยของแตละขอมูลมาจาก 3 การทดลองที่เปนอิสระตอกัน (n = 3) และ

แตละตัวอยางทํา 2 ซํ้า 

TEAC = คาบอกความแรงของสารสกัดสมุนไพรในการตานการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันเปนจํานวนเทา เมื่อเทียบกับอนุพันธวิตามินอ ี

(Trolox/a-tocopherol equivalent antioxidant capacity) ตอกรัมของตัวอยางสารสกัด

ตารางที่ 1 คา IC
50 

ของ hydroxyl radical scavenging activity ของสารสกัดจากเปลือกตนเพกาเปรียบเทียบ

 กับสารมาตรฐาน

ตารางที่ 2 คา IC
50 

ของ superoxide radical scavenging activity ของสารสกัดจากเปลือกตนเพกาเปรียบเทียบ

 กับสารมาตรฐาน

สารสกัด/สารมาตรฐาน IC
50
 (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร)

สารสกัดดวยนํ้า (OI-W) 85.62 ± 3.30

สารสกัดดวยเอทานอล (OI-E) 86.78 ± 9.45

Gallic acid 16.14 ± 0.79

IC
50
 = คาความเขมขนของสารสกัดสมุนไพรหรือสารมาตรฐานที่สามารถยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันไดรอยละ 50

ขอมูลทุกคาแสดงในรูปของคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน โดยคาเฉลี่ยของแตละขอมูลมาจากการทดลองที่เปนอิสระตอกัน 

(n = 3) และแตละตัวอยางทํา 3 ซํ้า 

การทดสอบฤทธิ์ปกปองเซลลประสาท

การทดสอบผลของสารสกัด OI-W และ OI-E ตอความเปนพิษของเซลลประสาทที่เกิดจากไฮโดรเจน

เปอรออกไซด

จากการทดสอบความเปนพษิของไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอเซลลประสาท N1E-115 พบวาไฮโดรเจนเปอร

ออกไซดเหนี่ยวนําใหเซลลตายแบบ concentration dependent manner โดย cell viability ของกลุมที่สัมผัสกับ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ความเขมขนในชวง 100-500 ไมโครโมลาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง แตกตางจากกลุมควบคุม

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) (ภาพที่ 3 ก) และจากการสังเกตภายใตกลองจุลทรรศน พบวาเซลลประสาท

มีรูปรางผิดปกติ โดยมีลักษณะบวม/หดตัว/ฝอเปนซากเศษเซลลที่ตายแลวอยูปะปนกับเซลลที่ยังมีชีวิตอยู และ 
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neurites มคีวามยาวส้ันลงและไมมีความตอเน่ือง เมือ่เทยีบกบักลุมควบคมุ (ภาพที ่4) ความผดิปกตนิีเ้กดิขึน้พรอมกัน

กบัการลดลงของ cell viability เน่ืองจากเซลลประสาทสมัผัสกับไฮโดรเจนเปอรออกไซดทีค่วามเขมขน 200 ไมโครโมลาร

เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทําใหเซลลตายประมาณรอยละ 50 ซึ่งเปนความเขมขนที่เหมาะสมในการเหนี่ยวนําใหเกิดพิษ

ตอเซลลประสาทเพาะเลี้ยง จึงเลือกใชความเขมขนดังกลาวในการเหนี่ยวนําใหเกิดการบาดเจ็บหรือการตายของเซลล

ประสาทในการทดลองตอไป

ภาพที่ 3  ผลของไฮโดรเจนเปอรออกไซด สารสกัดดวยนํ้าจากเปลือกตนเพกา (OI-W) และสารสกัดดวยเอทานอล
จากเปลือกตนเพกา (OI-E) ตอเซลลประสาทเพาะเลี้ยง mouse neuroblastoma, N1E-115 

 (ก)  ผลของไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอ cell viability ของเซลลประสาทเพาะเล้ียง: เซลล N1E-115 
  อายุ 48 ชั่วโมง สัมผัสกับไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ความเขมขน 25-500 ไมโครโมลาร เปนเวลา
  24 ชั่วโมง  

 (ข) ผลของสารสกัด OI-W ตอ cell viability ของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง: เซลล N1E-115 อายุ 
  48 ชั่วโมง สัมผัสกับสารสกัด OI-W ที่ความเขมขน 0.5-200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปนเวลา
  24 ชั่วโมง 

 (ค) ผลของสารสกัด OI-E ตอ cell viability ของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง: เซลล N1E-115 อายุ 
  48 ชัว่โมง สมัผสักบัสารสกดั OI-E ทีค่วามเขมขน 0.5-200 ไมโครกรมั/มลิลลิติร เปนเวลา 24 ชัว่โมง 
หลังจากน้ันประเมิน cell viability ดวยวิธี MTT reduction assay ขอมูลทุกคาแสดงในรูปของ
คาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน โดยคาเฉล่ียของแตละขอมูลมาจาก 6 การทดลอง (n = 6) 
ที่เปนอิสระตอกัน และแตละตัวอยางทําสามซํ้า

 * แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม
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เมื่อเซลลประสาท N1E-115 สัมผัสกับสารสกัด OI-W ที่ความเขมขน 0.5, 1, 5, 25, 50, 100 และ 200 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวา MTT reduction ของเซลลประสาทเปนรอยละ 103.93, 104.53, 

97.78, 93.19, 95.35, 102.21 และ 101.66 ตามลําดับ เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (100%) (ภาพที่ 3 ข)  เมื่อเซลล

ประสาทสัมผัสกับสารสกัด OI-E ที่ความเขมขนเดียวกันนี้เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวา MTT reduction ของเซลล

ประสาทเปนรอยละ 105.40, 107.74, 105.93, 98.76, 79.72, 75.60 และ 70.39 ตามลําดับ เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม 

(100%) (ภาพที่ 3 ค) แสดงใหเห็นวาสารสกัด OI-W (0.5-200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ไมมีผลตอ cell viability 

ของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง ในขณะที่สารสกัด OI-E ที่ความเขมขน 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มีผลลด 

cell viability ของเซลลประสาทเพาะเลี้ยงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยลดลงรอยละ 20.28, 24.40 และ 

29.61  ตามลําดับ เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (ภาพที่ 3 ข และภาพที่ 3 ค)

การทดสอบสารสกัด OI-W ตอความเปนพิษของเซลลประสาทที่เกิดจากไฮโดรเจนเปอรออกไซด พบวา 

MTT reduction ของเซลลเพาะเลี้ยงหลังการสัมผัสกับไฮโดรเจนเปอรออกไซดเปนรอยละ 46.40 เมื่อเทียบกับกลุม

ควบคมุ  เมือ่ใหเซลลประสาทเพาะเล้ียงสมัผสักับสารสกัด OI-W ทีค่วามเขมขน 1-200 ไมโครกรมั/มิลลลิติร พรอมกบั

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวาสารสกัด OI-W ที่ความเขมขน

25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร สามารถเพิม่ cell viability อยางมนียัสาํคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยเพิม่ขึน้

รอยละ 14.38, 25.20 30.27 และ 33.51 ตามลําดับ เมื่อเทียบกับกลุมที่ไดรับไฮโดรเจนเปอรออกไซดอยางเดียว

(ภาพที่ 5 ก)

จากการประเมินการตายของเซลล พบวา LDH release ของเซลลเพาะเลี้ยงเพิ่มขึ้นหลังการสัมผัสกับ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยเพิ่มขึ้นรอยละ 184.89 เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม สารสกัด OI-W ที่ความเขมขน 25, 50, 

100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สามารถลด LDH release อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยลดลงรอยละ 

95.51, 120.60, 144.42 และ 154.31 ตามลําดบั เมือ่เทยีบกบักลุมทีไ่ดรบัไฮโดรเจนเปอรออกไซดอยางเดยีว (ภาพท่ี 5 ข)

แสดงใหเห็นวาสารสกัด OI-W ที่ความเขมขน 25-200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ใหพรอมกับไฮโดนเจนเปอรออกไซด

สามารถปองกันการบาดเจ็บหรือการตายของเซลลประสาทจากการเหนี่ยวนําใหเกิดพิษดวยไฮโดรเจนเปอรออกไซด

โดยเพิ่ม cell viability และลด plasma membrane damage ที่เกิดจากไฮโดรเจนเปอรออกไซด อยางไรก็ตามเมื่อ

ใหเซลลประสาท N1E-115 สัมผัสกับสารสกัด OI-W ที่ความเขมขนเดียวกันนี้ เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอนสัมผัสกับ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดอยางเดยีวท่ีความเขมขน 200 ไมโครโมลาร เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวาสารสกัด OI-W ไมมผีลตอ

การเปล่ียนแปลง MTT reduction เม่ือเทียบกบักลุมควบคมุ  ขอมลูทีไ่ดแสดงใหเหน็วาสารสกดั OI-W ทีค่วามเขมขน

1-200 ไมโครกรมั/มิลลลิติร ใหกอนไฮโดนเจนเปอรออกไซดไมสามารถลดการบาดเจบ็หรอืการตายของเซลลประสาท

ที่เกิดจากไฮโดรเจนเปอรออกไซดได (ภาพที่ 5 ค)

ขณะที่เมื่อทดสอบดวยสารสกัด OI-E พบวา MTT reduction ของเซลลเพาะเลี้ยงหลังการสัมผัสกับ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดเปนรอยละ 47.05 เมือ่เทยีบกบักลุมควบคมุ  เมือ่ใหเซลลประสาทเพาะเลีย้งสมัผสักบัสารสกดั

OI-E ทีค่วามเขมขน 0.05-25 ไมโครกรมั/มิลลลิติร พรอมกบัไฮโดรเจนเปอรออกไซดทีค่วามเขมขน 200 ไมโครโมลาร

เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวาสารสกัด OI-E ที่ความเขมขน 25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สามารถเพิ่ม cell viability

อยางมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(p<0.05) โดยเพ่ิมข้ึนรอยละ 21.41 เมือ่เทยีบกบักลุมทีไ่ดรบัไฮโดรเจนเปอรออกไซดอยางเดยีว

(ภาพที่ 6 ก)

จากการประเมินการตายของเซลล พบวา LDH release ของเซลลเพาะเลี้ยงเพิ่มขึ้นหลังการสัมผัสกับ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยเพิ่มขึ้นรอยละ 196.44% เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม สารสกัด OI-E ที่ความเขมขน 

25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สามารถลด LDH release อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยลดลงรอยละ 124.49 

เมื่อเทียบกับกลุมที่ไดรับไฮโดรเจนเปอรออกไซดอยางเดียว (ภาพที่ 6 ข)  แสดงใหเห็นวาสารสกัด OI-E จากเปลือก
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ตนเพกา ทีค่วามเขมขน 25 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร สามารถปองกนัการบาดเจบ็หรอืตายของเซลลประสาทจากการเหนีย่วนาํ

ใหเกิดพิษดวยไฮโดรเจนเปอรออกไซดโดยเพิ่ม cell viability และลด plasma membrane damage ที่เกิดจาก

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด อยางไรก็ตามเมื่อใหเซลลประสาท N1E-115 สัมผัสกับสารสกัด OI-E ที่ความเขมขน

0.05-25 ไมโครกรมั/มิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชัว่โมง กอนการใหสมัผสักบัไฮโดรเจนเปอรออกไซดอยางเดยีวทีค่วามเขมขน

200 ไมโครโมลาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวาสารสกัด OI-E ไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลง MTT reduction 

เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม ขอมูลที่ไดแสดงใหเห็นวาสารสกัด OI-E ที่ความเขมขน 0.05-25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

ใหกอนไฮโดนเจนเปอรออกไซดไมสามารถลดการบาดเจ็บหรือการตายของเซลลประสาทที่เกิดจากไฮโดรเจน

เปอรออกไซดได (ภาพที่ 6 ค) 

การทดสอบผลของสารสกัด OI-W และ OI-E ตอความเปนพิษของเซลลประสาทที่เกิดจากกลูตาเมต

จากการทดสอบความเปนพิษของกลูตาเมตตอเซลลประสาท N1E-115 ทีท่าํใหเปลีย่นสภาพแลวดวย DMSO 

(differentiated N1E-115) พบวากลูตาเมตเหนี่ยวนําใหเซลลตายแบบ concentration dependent manner

โดย cell viability ของกลุมทีสั่มผสักบักลูตาเมตทีค่วามเขมขนในชวง 25-100 มลิลโิมลาร เปนเวลา 24 ชัว่โมง แตกตาง

จากกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) (ภาพที่ 7 ก) และจากการสังเกตภายใตกลองจุลทรรศนพบวา

ความหนาแนนของเซลลประสาทลดลง เซลลประสาทมีรูปรางผิดปกติ และ neurites มีความยาวสั้นลงและไมมี

ความตอเนื่อง เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (ภาพที่ 8) ความผิดปกตินี้เกิดขึ้นพรอมกันกับการลดลงของ cell viability 

เนื่องจากเซลลประสาทสัมผัสกับกลูตาเมตที่ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทําใหเซลลตายประมาณ

รอยละ 50 ซึ่งเปนความเขมขนที่เหมาะสมในเหนี่ยวนําใหเกิดพิษตอเซลลประสาทเพาะเลี้ยง จึงเลือกใชความเขมขน

ดังกลาวในการเหนี่ยวนําใหเกิดการบาดเจ็บและการตายของเซลลประสาทเพาะเลี้ยงในการทดลองตอไป

เมือ่ใหเซลลประสาท differentiated N1E-115 สมัผสักบัสารสกดั OI-W หรอื OI-E ทีค่วามเขมขน 0.5, 

1, 5, 25, 50, 100 และ 200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวา MTT reduction ของเซลลประสาท

ไมเปลี่ยนแปลง เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (100%) แสดงใหเห็นวาสารสกัด OI-W และ OI-E ที่ความเขมขน

ดังกลาวไมมีผลตอ cell viability ของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง (ภาพที่ 7 ข และภาพที่ 7 ค)

เมื่อทําใหเซลลประสาท differentiated N1E-115 สัมผัสกับสารสกัด OI-W หรือ OI-E ที่ความเขมขน

1-200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พรอมกับกลูตาเมตที่ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง (ภาพที่ 9 ก และ

ภาพที่ 9 ข) หรือสัมผัสกับสารสกัด OI-W หรือ OI-E ที่ความเขมขนเดียวกันนี้เปนเวลา 24 ช่ัวโมง กอนการให

กลูตาเมตที่ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวประเมิน cell viability ดวยการวัด MTT reduction

พบผลเชนเดียวกัน คือ ทั้งสารสกัด OI-W และ OI-E ไมมีผลตอ MTT reduction เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม 

(ภาพที่ 9 ค และภาพที่ 9 ง) จากขอมูลดังกลาวแสดงใหเห็นวาสารสกัด OI-W และ OI-E ที่ความเขมขน

1-200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ไมสามารถลดการบาดเจ็บหรือการตายของเซลลประสาทที่เกิดจากกลูตาเมตได
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ภาพที่ 5 ผลของสารสกัดดวยนํ้าจากเปลือกตนเพกา (OI-W) ตอความเปนพิษของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง mouse 
neuroblastoma, N1E-115 ที่เกิดจากไฮโดรเจนเปอรออกไซด

 (ก) ผลการสัมผัสรวมของสารสกัด OI-W พรอมกับไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอ cell viability ของเซลล
  ประสาทเพาะเลี้ยง และ (ข)  ผลการสมัผสัรวมของสารสกดั OI-W พรอมกบัไฮโดรเจนเปอรออกไซด
  ตอ cell death ของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง: เซลล N1E-115 อายุ 48 ชั่วโมง สัมผัสกับสารสกัด
  OI-W ที่ความเขมขน 1-200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พรอมกับไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ความเขมขน 
  200 ไมโครโมลาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นประเมิน cell viability ดวยวิธี MTT reduction 
  assay และ cell death ดวยวิธี LDH release assay

 (ค)  ผลการสัมผัสสารสกัด OI-W กอนไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอ cell viability ของเซลลประสาท
  เพาะเลี้ยง: เซลล N1E-115 อายุ 48 ชั่วโมง สัมผัสกับสารสกัด OI-W ที่ความเขมขน 1-200 
  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร กอนสัมผัสกับไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร 
  เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นประเมิน cell viability ดวยวิธี MTT reduction assay 

 ขอมูลทุกคาแสดงในรูปของคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน โดยคาเฉลี่ยของแตละขอมูลมาจาก 
6 การทดลอง (n = 6) ที่เปนอิสระตอกัน และแตละตัวอยางทําสามซํ้า  

 # แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม
 * แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุมที่สัมผัสกับไฮโดรเจนเปอรออกไซด
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ภาพที่ 6 ผลของสารสกัดดวยเอทานอลจากเปลือกตนเพกา (OI-E) ตอความเปนพิษของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง 
mouse neuroblastoma, N1E-115 ที่เกิดจากไฮโดรเจนเปอรออกไซด

 (ก) ผลการสัมผัสรวมของสารสกัด OI-E พรอมกับไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอ cell viability ของเซลล
  ประสาทเพาะเลี้ยง และ (ข)  ผลการสัมผัสรวมของสารสกัด OI-E พรอมกับไฮโดรเจนเปอรออกไซด
  ตอ cell death ของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง: เซลล N1E-115 อายุ 48 ชั่วโมง สัมผัสกับสารสกัด 
  OI-E ที่ความเขมขน 0.05-25 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พรอมกับไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ความ
  เขมขน 200 ไมโครโมลาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นประเมิน cell viability ดวยวิธี MTT 
  reduction assay และ cell death ดวยวิธี LDH release assay

 (ค)  ผลการสัมผัสสารสกัด OI-E กอนไฮโดรเจนเปอรออกไซดตอ cell viability ของเซลลประสาท
  เพาะเลี้ยง: เซลล N1E-115 อายุ 48 ชั่วโมง สัมผัสกับสารสกัด OI-E ที่ความเขมขน 0.05-25 
  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร กอนสัมผัสกับไฮโดรเจนเปอรออกไซดที่ความเขมขน 200 ไมโครโมลาร 
  เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นประเมิน cell viability ดวยวิธี MTT reduction assay 

 ขอมูลทุกคาแสดงในรูปของคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน โดยคาเฉลี่ยของแตละขอมูลมาจาก 
6 การทดลอง (n = 6) ที่เปนอิสระตอกัน และแตละตัวอยางทําสามซํ้า

 # แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม
 * แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุมที่สัมผัสกับไฮโดรเจนเปอรออกไซด
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ภาพที่ 7  ผลของกลูตาเมต สารสกัดดวยนํ้าจากเปลือกตนเพกา (OI-W) และสารสกัดดวยเอทานอลจากเปลือก
ตนเพกา (OI-E) ตอเซลลประสาทเพาะเลี้ยง mouse neuroblastoma, N1E-115 

 (ก)  ผลของกลูตาเมตตอ cell viability ของเซลลประสาทเพาะเล้ียง: เซลล differented N1E-115 
  อายุ 96 ชั่วโมง สัมผัสกับกลูตาเมตที่ความเขมขน 1-100 มิลลิโมลาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

 (ข)  ผลของสารสกัด OI-W ตอ cell viability ของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง: เซลล differented 
  N1E-115 อายุ 96 ชั่วโมง สัมผัสกับสารสกัด OI-W ที่ความเขมขน 0.5-200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร
  เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 (ค)  ผลของสารสกัด OI-E ตอ cell viability ของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง: เซลล differented
  N1E-115 อายุ 96 ชั่วโมง สัมผัสกับสารสกัด OI-E ที่ความเขมขน 0.5-200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร
  เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 หลังจากน้ันประเมิน cell viability ดวยวิธี MTT reduction assay ขอมูลทุกคาแสดงในรูปของ
คาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน โดยคาเฉล่ียของแตละขอมูลมาจาก 6 การทดลอง (n = 6) 
ที่เปนอิสระตอกัน และแตละตัวอยางทําสามซํ้า

 * แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม

ก

ข ค



Antioxidative and Neuroprotective Activities of Oroxylum indicum Stem Bark Extracts    Sadudee Rattanajarasroj et al.

322 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 62 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2563

ภา
พ
ที่ 

8 
 ค

วา
มเ

ปน
พ

ิษข
อง

กล
ูตา

เม
ตต

อ 
ce

ll 
vi

ab
ili

ty
 ข

อง
เซ

ลล
ปร

ะส
าท

เพ
าะ

เล
ี้ยง

 m
ou

se
 n

eu
ro

bl
as

to
m

a
 

เซ
ลล

ปร
ะส

าท
เพ

าะ
เล

ี้ยง
 d

iff
er

en
te

d 
N

1E
-1

15
 อ

าย
ุ 9

6 
ชั่ว

โม
ง 

สัม
ผัส

กับ
กล

ูตา
เม

ตท
ี่คว

าม
เข

มข
น 

1-
10

0 
มิล

ลิโ
มล

าร
 เป

นเ
วล

า 
24

 ช
ั่วโ

มง
 

 
หล

ังจ
าก

นั้น
สัง

เก
ตก

าร
เป

ลี่ย
นแ

ปล
งร

ูปร
าง

ขอ
งเ

ซล
ลเ

พ
าะ

เล
ี้ยง

ดว
ยก

ลอ
งจ

ุลท
รร

ศน
ชน

ิดห
ัวก

ลับ
โด

ยใ
ชเ

ทค
นิค

 P
ha

se
 C

on
tr

as
t 

 
(ก

) 
กล

ุมค
วบ

คุม
  (

ข)
 –

 (
ซ)

 ก
ลุม

สัม
ผัส

กับ
กล

ูตา
เม

ต 
1-

10
0 

มิล
ลิโ

มล
าร

 ต
าม

ลํา
ดับ
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ภาพที่ 9 ผลของสารสกัดดวยน้ํา (OI-W) และสารสกัดดวยเอทานอล (OI-E) จากเปลือกตนเพกาตอความ
เปนพิษของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง mouse neuroblastoma, N1E-115 ที่เกิดจากกลูตาเมต

 (ก) ผลการสัมผัสรวมของสารสกัด OI-W พรอมกับกลูตาเมต (ข) ผลการสัมผัสสารสกัด OI-E 
  พรอมกับกลูตาเมตตอ cell viability ของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง: เซลล differented N1E-115
  อายุ 96 ชั่วโมง สัมผัสกับสารสกัด OI-W หรือสารสกัด OI-E ที่ความเขมขน 1-200 ไมโครกรัม/
  มิลลิลิตร พรอมกับกลูตาเมตที่ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 (ค) ผลการสัมผัสสารสกัด OI-W กอนกับกลูตาเมต (ง) ผลการสัมผัสสารสกัด OI-E กอนกับกลูตาเมตตอ
  cell viability ของเซลลประสาทเพาะเลี้ยง: เซลล differented N1E-115 อายุ 96 ช่ัวโมง
  สัมผัสกับสารสกัด OI-W หรือสารสกัด OI-E ที่ความเขมขน 1-200 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปนเวลา 
  24 ชั่วโมง กอนสัมผัสกับกลูตาเมตที่ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้น
  ประเมิน cell viability ดวยวิธี MTT reduction assay

 ขอมูลทุกคาแสดงในรูปของคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน โดยคาเฉลี่ยของแตละขอมูลมาจาก 
6 การทดลอง (n = 6) ที่เปนอิสระตอกัน และแตละตัวอยางทําสามซํ้า

 # แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม
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วิจารณ

อนุมูลอิสระมีบทบาทในการทําลายเนื้อเยื่อและมีผลตอความเสื่อมของเซลล ซึ่งเปนสาเหตุใหเกิด 

neurodegenerative diseases และทั้งไฮดรอกซิลและซุปเปอรออกไซดเปนอนุมูลอิสระที่มีความสําคัญทางชีวภาพ

และไวตอการเกิดปฏิกิริยาทางเคมีกับสารอื่นสูงมาก  ในการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดจากเปลือก

ตนเพกาโดยใชแบบจําลองที่ทําใหเกิดอนุมูลอิสระ เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานที่นิยมใชในการวิเคราะหฤทธิ์ตาน

อนุมูลอิสระ ไดแก trolox และ gallic acid 

จากการตรวจสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ แสดงใหเห็นวาสารสกัดจากเปลือกตนเพกาสามารถตานอนุมูล

ไฮดรอกซลิและซปุเปอรออกไซดได โดยสารสกดั OI-E ตานอนมุลูไฮดรอกซลิไดแรงกวาสารสกดั OI-W และสารสกดั 

OI-W และ OI-E ตานอนุมูลไฮดรอกซิลไดดีกวา trolox ในขณะที่สารสกัดทั้งสองชนิดสามารถตานอนุมูลซุปเปอร

ออกไซดไดในปริมาณนอยเมื่อเทียบกับ gallic acid  การแสดงฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดจากเปลือกตนเพกานี้

สอดคลองกับรายงานท่ีมีผูวิจัยมาแลว(26,28) ซึ่งมีประสิทธิภาพในการตานอนุมูลอิสระดวยวิธีอ่ืนที่ตางกัน จากรายงาน

ของ Singh และ Kakkar(26) พบวาสารสกัดดวยเอทานอลจากเปลือกตนเพกามีความสามารถในการตานออกซิเดชัน

ที่แรงในหนูที่เหนี่ยวนําใหเปนเบาหวานดวย streptozotocin โดยศึกษาการตานอนุมูลอิสระดวยวิธี 2,2-azinobis 

3-ethylbenzothiazoline 6-sulfonate (ABTS) และ ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay 

และ Saha และคณะ(28) รายงานวาสารสกดัเมทานอลจากเปลอืกเพกามีฤทธิต์านอนมุลูอิสระสงูกวาสารมาตรฐานวติามนิซี

โดยทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดวยวิธี 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging 

assay, FRAP assay, hydrogen peroxide scavenging activity และ thiobarbituric acid assay 

ขอมูลเบื้องตนจากการควบคุมคุณภาพทางเคมีของสารสกัดจากเปลือกตนเพกา โดยใชเทคนิคทาง

โครมาโตกราฟชนดิผวิบาง (TLC) และใช baicalein และ chrysin เปนสารเปรยีบเทยีบ (reference substances) นัน้

พบวาสารสกดัดังกลาวมสีาร baicalein, chrysin ซึง่เปนสารกลุมฟลาโวนอยดและเปนสารประกอบในกลุมโพลฟีนอล

ผลทีไ่ดสอดคลองกบัรายงานวิจัยอืน่ท่ีพบองคประกอบทางเคมใีนเปลอืกตนเพกาเปนสารกลุมฟลาโวนอยด เชน oroxylin

A, baicalein, chrysin, scutellarein(9,10) ดังนั้นการแสดงฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของสารสกัดจากเปลือกตนเพกานี้

อาจเปนผลเนื่องมาจากคุณสมบัติตานอนุมูลอิสระของสารกลุมฟลาโวนอยดที่พบในสารสกัดดังกลาว และสารสกัด 

OI-E ตานอนมุลูไฮดรอกซลิไดแรงกวาสารสกดั OI-W สอดคลองกบัผลการศกึษาเอกลกัษณทางเคมขีองสารสกดัจาก

เปลอืกตนเพกาโดยวิธ ีTLC ทีพ่บวาสารสกดัดวยเอทานอลจากเปลอืกตนเพกามปีรมิาณสาร baicalein และ chrysin 

มากกวาสารสกัดดวยนํ้าจากเปลือกตนเพกา (ภาพที่ 2) หรืออาจมีสารอื่นในกลุมฟลาโวนอยดหรือสารกลุมโพลิฟนอล

ตัวอืน่เปนสวนประกอบดวยจงึเสรมิฤทธิก์นั ทาํใหสารสกดัดวยเอทานอลแสดงตานอนมุลูอสิระไดดกีวา และมหีลกัฐาน

สนับสนุนวาสาร antioxidants อาจจะปองกันการเกิดพยาธิสภาพจากการเสื่อมของเซลลประสาทอันเปนผลมาจาก

ภาวะ oxidative stress ได(4)  ดังนั้นการที่สารสกัดจากเปลือกตนเพกาแสดงฤทธิ์ปกปองเซลลประสาทในแบบจําลอง

การเสื่อมของเซลลประสาทจากไฮโดรเจนเปอรออกไซดนั้น กลไกการออกฤทธิ์อยางนอยสวนหนึ่งอาจเปนผลมาจาก

คุณสมบัติตานออกซิเดซันของสารกลุมฟลาโวนอยดที่พบในเปลือกตนเพกาทําใหสามารถลดการเกิดพยาธิสภาพจาก

การเสื่อมของเซลลประสาท ทําใหลดการตายของเซลลประสาทได  หากมีการหาปริมาณของสารกลุมฟลาโวนอยดหรือ

โพลฟีนอลในสารสกดัเพการวมดวยจะทาํใหทราบถงึความสมัพนัธของสารสาํคญัทีแ่สดงฤทธิต์านอนมุลูอสิระและความแรง

ในการออกฤทธิ์ปกปองเซลลประสาทของสารสกัดสมุนไพร

จากการสัมผัสรวมระหวางสารสกัดจากเปลือกตนเพกาพรอมกับไฮโดรเจนเปอรออกไซด เปนผลใหเกิด

การปกปองการตายของเซลลประสาทเพาะเล้ียงท่ีเกดิจากพษิของไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยเพิม่ cell viability และลด

LDH release ในขณะที่การสัมผัสกับสารสกัดจากเปลือกตนเพกากอนไฮโดรเจนเปอรออกไซดไมมีผลตอการปกปอง

การตายของเซลลประสาทเพาะเลี้ยงที่เกิดจากพิษของไฮโดรเจนเปอรออกไซดได อาจเปนไปไดวาฤทธิ์ปกปองเซลล
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ประสาทของสารสกดัจากเปลือกตนเพกาเกดิจากการออกฤทธิโ์ดยตรงในการดกัจบัอนมุลูไฮดรอกซลิทีเ่กดิจากไฮโดรเจน

เปอรออกไซด ทําใหยบัยัง้การเกดิปฏกิริยิาออกซเิดชนั จงึลดความเปนพษิของไฮโดรเจนเปอรออกไซดเมือ่ใหพรอมกนั

ทําใหลดการตายของเซลลประสาท เปนการแสดงฤทธิ์ปกปองเซลลประสาทดวยการไปยับยั้ง/ลดความเปนพิษของ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด แตไมมีผลตอเซลลประสาทในแงของการปองกันการเกิดพษิเม่ือใหสารสกัดจากเปลอืกตนเพกา

เขาสูเซลลกอนแลวจึงเติมไฮโดรเจนเปอรออกไซดลงในเซลลเพาะเลี้ยงภายหลัง ดังแสดงในภาพที่ 5 ค และภาพที่ 6 ค 

การสมัผสัของเซลลประสาท differentiated N1E-115 กบัสารสกดั OI-W หรอืสารสกดั OI-E พรอมกบั

หรือกอนการสัมผัสกับกลูตาเมต ไมมีผลตอการบาดเจ็บหรือการตายท่ีเกิดจากพิษของกลูตาเมต แสดงใหเห็นวา

สารสกดัจากเปลือกตนเพกาไมมีฤทธิป์กปองเซลลประสาทจากภาวะ oxidative stress ทีเ่ปนผลมาจากพษิของกลตูาเมต 

แมจะเปนที่ทราบวากลูตาเมตทําใหเซลลตายโดยเกี่ยวของกับ oxidative stress ในทํานองเดียวกับที่เกิดในสภาวะ

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดก็ตาม แตกลไกการเกิดพิษของกลูตาเมตตอเซลลประสาทมีความแตกตางจากการเกิดพิษ

ของไฮโดรเจนเปอรออกไซด โดยพิษของกลูตาเมตเกิดจากการกระตุ นตัวรับกลูตาเมตมากเกินไปโดยเฉพาะ 

N-methyl-D-aspartic acid (NMDA) receptor ทําใหเกิดพิษตอเซลลประสาทจากการกระตุน glutamate 

(glutamate excitotoxicity) ทัง้ในแบบ in vitro  และ in vivo(34) เปนผลใหแคลเซยีมไหลเขาเซลลจาํนวนมาก (calcium 

overload) เกดิการเสยีสมดลุของแคลเซยีม มีการสรางและสะสมสารทีม่คีวามสามารถในการ oxidized สารชวีโมเลกลุ

ในรางกาย (ROS) ในปรมิาณมากนําไปสูการเปลีย่นแปลงโครงสรางและหนาทีข่องไมโตคอนเดรยี เกดิ mitochondrial

dysfunction และ mitochondrial damage ตามมา ทาํใหเกดิพษิตอเซลลประสาทและกระตุนวถิกีารตายของเซลล(35)

การที่สารสกัดจากเปลือกตนเพกาไมสามารถปกปองเซลลประสาทจากพิษของกลูตาเมตไดเนื่องจากกลูตาเมต

ทําใหเซลลตายโดยมีกลไกอื่นนอกเหนือจากการชักนําใหเกิด oxidative stress รวมอยูดวย ทําใหฤทธิ์ในการตาน

ออกซเิดชนัของสารสกดัเพกาไมเพยีงพอท่ีจะลดการตายของเซลลประสาทจากพษิของกลตูาเมตได อยางไรกต็ามขอมูล

เบื้องตนที่ไดจากการศึกษาน้ีเปนการทดสอบฤทธิ์ปกปองเซลลประสาทของสมุนไพรเพกาในรูปของสารสกัดหยาบ

เทานั้น หากมีการศึกษาเพ่ิมเติมโดยเตรียมสารสกัดเพกาใหบริสุทธิ์ขึ้นเปนสารสกัดเพกาแยกสวน (subfraction 

extract) และศึกษาผลสารสกัดเพกาแยกสวนตอ markers ที่เก่ียวของกับกลไกการออกฤทธิ์ เชน การวัดปริมาณ 

glutathione, superoxide dismutase, glutathione peroxidase, lipid peroxidation, ROS เปนตน จะทาํใหทราบถงึ

สารสําคัญที่เปนตัวออกฤทธิ์และกลไกการออกฤทธิ์ปกปองเซลลประสาทของสารสกัดเพกาที่ชัดเจนขึ้น

จากผลการศึกษานี้อาจกลาวไดวาเปนรายงานครั้งแรกของสารสกัดจากเปลือกตนเพกาในการปกปองเซลล

ประสาทจากพิษของไฮโดรเจนเปอรออกไซดเมือ่ใหพรอมกนั โดยกลไกการออกฤทธิป์กปองเซลลประสาทอาจเกีย่วของ

กับคุณสมบัติตานออกซิเดชันของสารสกัดจากเปลือกตนเพกา ซึ่งการตานอนุมูลไฮดรอกซิลเปนแนวทางหนึ่งที่ปองกัน

ไฮโดรเจนเปอรออกไซดในการเหน่ียวนําใหเซลลตาย และสารสกดัน้ีอาจมศีกัยภาพในการปกปองเซลลประสาทจากโรค

ทีเ่กดิจากความเสือ่มของเซลลประสาทได อยางไรกต็ามควรศกึษากลไกการออกฤทธิป์กปองเซลลประสาทของสารสกดั

จากเปลือกตนเพกาเพิ่มเติมในเซลลที่เฉพาะเจาะจงตอพยาธิสภาพหรือทดสอบในสัตวทดลองกอนนําไปพัฒนาเปนยา

สมุนไพรตอไป 

สรุป

สารสกัดดวยน้ําและสารสกัดดวยเอทานอลจากเปลือกตนเพกาสามารถดักจับอนุมูลไฮดรอกซิลและ

ซุปเปอรออกไซดได โดยตานอนุมูลไฮดรอกซิลไดดีกวาอนุมูลซุปเปอรออกไซด การสัมผัสรวมระหวางสารสกัด

ดวยนํา้หรอืสารสกดัดวยเอทานอลและไฮโดรเจนเปอรออกไซด เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แสดงใหเห็นวาสารสกัดจากเปลอืกตน

เพกามีฤทธิ์ปกปองการตายของเซลลประสาท N1E-115 สารสกัดจากเปลือกตนเพกาจึงอาจมีศักยภาพในการปกปอง

การตายของเซลลประสาทหรือบรรเทาการเส่ือมของเซลลประสาทจากภาวะ oxidative stress ที่เกิดจากไฮโดรเจน
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เปอรออกไซด ผลการศึกษานี้ยังเปนประโยชนสําหรับนําไปใชเปนแนวทางในการศึกษาวิจัยและพัฒนาพืชสมุนไพร

เพื่อใชเปนผลิตภัณฑสําหรับยับยั้งหรือบรรเทาโรคที่เกิดจากความเสื่อมของระบบประสาท
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Antioxidative and Neuroprotective 

Activities of Oroxylum indicum Stem Bark

Extracts in Mouse Neuroblastoma Cells

Sadudee Rattanajarasroj Warunee Jirawattanapong Nattaporn Polsan  

Nithida Phonkot Yuwadee Mettametha  Sakwichai Ontong and Pratom Tongsrirak
Medicinal Plant Research Institute, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 11000, 

Thailand

ABSTRACT Oxidative stress is a major risk factor for neurodegenerative diseases. It has been 

reported that antioxidants could relieve symptoms of neurodegenerative diseases. Pa-ka (Oroxylum 

indicum (L.) Kurz) stem bark contains polyphenols with antioxidant activities and may be use to 

alleviate oxidative stress-induced neurodegenerative process. This study aimed to investigate the 

antioxidative and neuroprotective activities of water extract (OI-W) and ethanol extract (OI-E) from 

Pa-ka stem bark on hydrogen peroxide and glutamate-induced neurotoxicity in N1E-115 cell cultures.  

For free radical scavenging capacity using hydroxyl and superoxide scavenging assay, OI-W and OI-E 

exhibited antioxidant activity. It was found that co-exposure of cultured neurons to hydrogen peroxide 

with OI-W or OI-E extract for 24 hours could protect against cell injury or cell death from hydrogen 

peroxide in N1E-115 cultures, while both extracts did not prevent glutamate-induced neurotoxicity.

These findings indicated that O. indicum stem bark showed the neuroprotective effect on hydrogen 

peroxide-induced neurotoxicity, at least, its mechanism might partly involve the antioxidant activity. 

Further studies in in vitro models with specific pathology as well as in animals are required to clarify 

its activity and underlying mechanisms prior to develop as herbal medicine for the treatment of

neurodegenerative diseases.

Keywords:  Oroxylum indicum, antioxidative activity, neuroprotective activity
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บทคัดยอ แบคทีเรียกําจัดลูกนํ้ายุงถูกนํามาใชควบคุมโรคที่นําโดยพาหะจากปญหาการดื้อตอสารเคมี แบคทีเรียบาซิลลัส ทูริง

เยนซิส อิสราเอลเลนสิส (บีทีไอ) และบาซิลลัส สเฟยริคัส (บีเอส) มีราคาแพงและบางผลิตภัณฑไมมีประสิทธิภาพเพียงพอ 

การศกึษาครัง้น้ีไดนาํแบคทเีรยีบทีไีอผงแหงทีผ่ลติขึน้ มกีารทดสอบประสทิธภิาพและรายงานผลไปแลว มาตอยอดเปนผลติภณัฑ

สูตรอัดเม็ด มาทดสอบประสิทธิภาพและความคงทนกับลูกน้ํายุงลายบาน จากน้ันนําไปทดสอบดานความตานทานของลูกนํ้า

ยุงรําคาญชนิดคิวเล็กซ ควินเควฟาสซิเอตัส สายพันธุพื้นท่ีชายแดนไทยดานประเทศเมียนมาร ลาว และกัมพูชา ผลการศึกษาได

ผลิตภัณฑบีทีไอสูตรอัดเม็ดคาความแรง 2,150 ITU/mg มีความคงทนควบคุมลูกนํ้ายุงลายไดรอยละ 100 เปนเวลา 28 วัน 

การทดสอบกับลูกนํ้ายุงรําคาญพื้นที่ไทย เมียนมาร ลาว และกัมพูชา มีความตานทานอยูในชวง 0.36-1.21, 0.72-1.20 และ 

0.92-1.39 เทา เมือ่เปรยีบเทยีบกับลกูนํา้สายพนัธุมาตรฐาน และเพือ่ใหไดขอมลูทีค่รบถวน ไดทดสอบความตานทานของลกูนํา้

ยุงรําคาญตอแบคทีเรียบีเอสแบบผงแหงที่ผลิตข้ึนและเทมีฟอสควบคูกัน พบวาลูกนํ้ายุงรําคาญพื้นที่ชายแดนไทยทั้ง 3 ดาน 

มีคาความตานทานตอแบคทีเรียบีเอสอยูในชวง 0.87-2.66, 1.99-3.17 และ 3.50-7.03 ตอเทมีฟอส 0.47-3.01, 1.04-1.86 

และ 1.07-2.45 เทา ตามลําดับ ซึ่งแสดงผลเปนแผนที่ระบบสารสนเทศภูมิศาสตร 

คําสําคัญ: บาซิลลัส ทูริงเยนซิส อิสราเอลเลนสิส (บีทีไอ), บาซิลลัส สเฟยริคัส (บีเอส), เทมีฟอส, ยุงรําคาญ, แผนที่

 ระบบสารสนเทศภูมิศาสตร
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บทนํา

การควบคมุยงุเปนมาตรการหนึง่ท่ีถกูนาํมาใชเพือ่ตดัวงจรการระบาดของโรคทีม่ยีงุเปนพาหะ การควบคมุยงุ

ทําไดหลายวิธี ประกอบดวยการใชสารเคมี การควบคุมทางกายภาพ การจัดการแหลงเพาะพันธุ การใหความรูกับ

ประชาชน รวมทั้งการควบคุมทางชีววิธีซึ่งเปนวิธีหนึ่งท่ีเปนที่ยอมรับและถูกนํามาใชอยางกวางขวางเนื่องดวยปญหา

ความเปนพิษของสารเคมี รวมทั้งปญหาดานความตานทานของยุงพาหะเนื่องจากมีการใชสารเคมีเปนจํานวนมากอยาง

ตอเนื่องจนทําใหไมสามารถควบคุมยุงไดอยางมีประสิทธิภาพ การควบคุมทางชีววิธี หมายถึงการนําสิ่งมีชีวิตมาใช

ควบคุมสิ่งมีชีวิตอื่น ซึ่งโดยปกติจะเปนศัตรูทางธรรมชาติที่มีความจําเพาะตอกัน โดยเปนไดทั้งในลักษณะของการเปน

ตวัหํา้ ตวัเบยีน และเชือ้โรคทัง้แบคทเีรยี ไวรสัและเช้ือรา ซึง่พบวามคีวามปลอดภยัเนือ่งจากมคีวามจาํเพาะกบัชนดิของ

สิง่มชีวีติทีเ่ราตองการควบคมุ(1) การใชแบคทเีรยีกาํจดัลกูนํา้ยงุ ทัง้ชนดิบาซลิลสั ทรูงิเยนซสิ สายพนัธุอสิราเอลเลนสสิ; 

บีทีไอ (Bacillus thuringiensis var. israelensis; Bti) และบาซิลลัส สเฟยริคัส; บีเอส (Bacillus sphaericus;

Bsph) เปนวิธีการหนึ่งที่นํามาใชอยางแพรหลายในปจจุบัน ทั้งการใชกําจัดลูกนํ้ายุงลายในภาชนะขังนํ้าในบานเรือน 

และกาํจดัลกูน้ํายงุราํคาญโดยนําไปใสในแหลงเพาะพนัธุตามธรรมชาต ิอยางไรกต็ามผลติภณัฑแบคทเีรยีกาํจดัลกูนํา้ยงุ

ที่มีจําหนายมีราคาแพง โดยเฉพาะเมื่อตองใชในปริมาณมากเมื่อมีการระบาดของโรคที่นําโดยยุงพาหะเกิดข้ึน 

กรมวทิยาศาสตรการแพทยมีภารกจิหน่ึงในดานการวจิยัและพฒันาองคความรูทางดานสาธารณสขุ จงึควรมกีารพฒันาการ

ผลิตแบคทีเรียกําจัดลูกนํ้ายุงเพื่อใหมีผลิตภัณฑท่ีสามารถนํามาใชชวยในการควบคุมโรคที่เกิดจากยุง ประกอบกับ

ในป พ.ศ. 2558 ประเทศไทยและประเทศในอาเซียนอีก 9 ประเทศไดมีการรวมตัวเขาสูประชาคมเศรษฐกิจอาเชียน

และตามแผนแมบทวาดวยความเชื่อมโยงระหวางกันในอาเซียน ไดใหประเทศไทยเปนศูนยกลางการคมนาคมของ

ภูมภิาค ซึง่ทาํใหมีการเคลือ่นยายของประชากรเขาออกผานชายแดนมากขึน้ และสงผลใหคนไทยมคีวามเสีย่งในการเกดิ

โรคติดตอขามพรมแดนมากข้ึนดวย โดยมีท้ังโรคตดิตอจากคนสูคนโดยตรงและโรคตดิตอนาํโดยแมลง ไดแก โรคเทาชาง

และมาลาเรีย เปนตน รวมทั้งไดมีรายงานการตรวจพบเช้ือโรคพยาธิเทาชางในแรงงานตางประเทศเปนจํานวนมาก

โดยในป พ.ศ. 2557, 2558 และ 2559 มีการตรวจพบผูมีเชื้อโรคพยาธิเทาชางในแรงงานชาวเมียนมารรอยละ

58.82, 33.30 และ 75.0 จากจํานวนผูปวยที่พบทั้งหมดในประเทศไทยตามลําดับ(2,3,4) ซ่ึงโรคนี้ในประเทศไทย

มียุงลายปาและยุงเสือเปนพาหะ ขณะที่ในประเทศเมียนมาร  จีน และอินเดีย มียุงรําคาญชนิดคิวเล็กซ 

ควินเควฟาสซิเอตัส (Culex quinquefasciatus) เปนพาหะ ซึ่งยุงรําคาญชนิดน้ีในประเทศไทยเปนยุงที่มี

ความชุกชุมสูงและพบไดทั่วไปโดยมีแหลงเพาะพันธุ อยู ตามแหลงนํ้าที่มีอินทรียวัตถุสูง เชน แหลงนํ้าขัง ทอ

ระบายนํ้า เปนตน หากยุงรําคาญชนิดนี้ไดรับเชื้อโรคพยาธิเทาชางจากประชากรที่มีการเคลื่อนยายเขาออก

ผานชายแดน จะทําใหมีโอกาสเปนยุงพาหะนําโรคดังกลาวมาสูประชาชนคนไทยได(5) ดังนั้นเพื่อใหกระทรวง

สาธารณสุขมีความพรอมในการควบคุมยุงรําคาญชนิดนี้ การศึกษาครั้งนี้จึงไดนําแบคทีเรียกําจัดลูกนํ้ายุง

บทีไีอแบบผงแหงท่ีคณะผูวิจัยไดผลิตข้ึนและมีการทดสอบประสทิธภิาพรวมทัง้รายงานผลไปเรยีบรอยแลว(6) มาตอยอด

พฒันาเปนผลติภัณฑแบคทีเรยีบทีีไอสูตรอดัเม็ดเพือ่ใหสะดวกตอการใชงาน จากนัน้นาํมาทดสอบประสิทธภิาพเบือ้งตน

กับยุงลายบานสายพันธุมาตรฐานกรมวิทยาศาสตรการแพทย โดยแสดงผลเปนคาความแรง (potency)(7)  และ

คาความคงทน (residual effect) ในการควบคมุยงุแบบจาํลองธรรมชาต ิซึง่ไดดาํเนนิการตามขอกาํหนดของมาตรฐาน 

ISO/IEC 17025:2017 ที่หองปฏิบัติการไดรับการรับรอง (เลขท่ีการรับรอง 4016/49) รวมทั้งไดนํามาทดสอบ

ประสิทธิภาพดานความตานทาน (resistance) กับลูกนํ้ายุงรําคาญชนิดคิวเล็กซ ควินเควฟาสซิเอตัส ซึ่งเปนยุงที่ตอง

เฝาระวังในพื้นที่ชายแดนไทยจากปญหาดังกลาว โดยนําตัวอยางลูกนํ้ายุงรําคาญจากแหลงเพาะพันธุธรรมชาติของ

ทกุจงัหวดัในชายแดนประเทศไทยทีต่ดิกบัประเทศเมยีนมาร ลาว และกัมพชูา รวม 27 จงัหวดั มาเพาะเลีย้งเพิม่จาํนวน

ในหองปฏิบัติการ และนําลูกนํ้ายุงมาทดสอบหาอัตราสวนความตานทาน (Resistant Ratio; RR) ตอผลิตภัณฑ

แบคทเีรยีบทีไีอสตูรอดัเมด็โดยเปรยีบเทยีบกบัลกูนํา้ยงุราํคาญสายพนัธุมาตรฐานกรมวทิยาศาสตรการแพทย นอกจากนัน้

เพ่ือใหไดขอมูลที่ครบถวนในดานการใชงานของสารควบคุมลูกนํ้ายุงที่ใชกันอยูในปจจุบัน ซ่ึงไดแกแบคทีเรียกําจัด
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ลูกนํ้ายุงชนิดบีเอสและสารเคมีเทมีฟอส จึงไดดําเนินการทดสอบความตานทานของลูกนํ้ายุงรําคาญกับแบคทีเรีย

กําจัดลูกนํ้ายุงบีเอสแบบผงแหงท่ีคณะผูวิจัยไดผลิตข้ึนเชนกัน และกับผลิตภัณฑเทมีฟอสขององคการเภสัชกรรม

(ทรายจพีโีอ-1) โดยบเีอสแบบผงแหงน้ีเปนการผลติเบือ้งตนทีจ่ะมกีารพฒันาเปนผลติภัณฑตอไป และเนือ่งจากปจจบุนั

ไดมีการนําเทคโนโลยีขอมูลดาวเทียมและระบบสารสนเทศภูมิศาสตรมาใชประโยชนกับงานทางดานสาธารณสุข(8)

จึงไดนําผลจากการศึกษามาบูรณาการรวมกับการใชเทคโนโลยีสารสนเทศภูมิศาสตรแสดงผลการศึกษาในลักษณะ

ของแผนที่แสดงพื้นที่และระดับความตานทานยุงรําคาญคิวเล็กซ ควินเควฟาสซิเอตัส ตอผลิตภัณฑแบคทีเรียบีทีไอ

สูตรอัดเม็ด แบคทีเรียบีเอสแบบผงแหง และสารเคมีเทมีฟอส รวม 3 แผนที่ ซึ่งการศึกษาครั้งนี้นอกจากไดผลิตภัณฑ

ตนแบบแบคทีเรียบีทีไอสูตรอัดเม็ดที่ไดทดสอบและพบวามีประสิทธิภาพในการควบคุมยุงทางสาธารณสุขแลว

ยงัไดฐานขอมลูการใชสารกาํจดัลกูนํา้ยงุสาํหรบัควบคมุยงุในพืน้ทีบ่รเิวณชายแดนประเทศไทยและมแีนวทางในการบรหิาร

จัดการยุงที่มีความตานทานตอสารกําจัดลูกนํ้ายุงไดตอไป 

วัสดุและวิธีการ

การเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกําจัดลูกนํ้ายุง

แบคทีเรียกําจัดลูกน้ํายุงท้ังชนิดบีทีไอและบีเอส เปนแบคทีเรียสายพันธุของกรมวิทยาศาสตรการแพทย

ซึ่งการเพาะเลี้ยงมีขั้นตอน ประกอบดวย

การเตรียมหัวเชื้อ ดวยการใชเชื้อบริสุทธิ์ของแบคทีเรียบีทีไอและบีเอสที่คณะผูวิจัยไดเพาะเลี้ยงและ

เกบ็รักษาไวอยูในอาหาร Nutrient agar นาํมาเข่ียเช้ือใสในอาหารเหลวสาํเรจ็รปู Nutrient broth (ไมโครไบโอโลยี®

เมอรค) ปริมาณ 100 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 23-28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

18 ชั่วโมง จากนั้นวัดการเจริญเติบโตของแบคทีเรียดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร (20 Genesys, Spectronic 

Unicam) โดยวดัจากความขุนของการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 600 นาโนเมตร  ใหมคีาเทากบั 1 ซึง่จะไดแบคทเีรีย

อยูในชวงที่มีการเจริญเติบโตสูงสุด รวมทั้งมีความแข็งแรง เหมาะสําหรับใชเปนหัวเช้ือตั้งตนเพื่อนําไปเพาะเล้ียงเพ่ิม

จํานวนในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดที่มีสารอาหารเหมาะสมกับแบคทีเรียบีทีไอและบีเอสในการสรางสปอรและผลึกโปรตีน

ที่เปนพิษตอลูกนํ้ายุงไดตอไป

การเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มจํานวน ดวยการเตรียมอาหารเพาะเล้ียงสูตรที่ทําใหไดเช้ือที่มีประสิทธิภาพ

ในการกําจัดลูกนํ้ายุงไดดี(9) โดยแบคทีเรียบีทีไอใชอาหารสูตร Peptone Glucose Salt Medium และบีเอสใช

อาหารสูตร Nutrient broth supplemented with salt and yeast extract อยางละ 100 มิลลิลิตร จากนั้นถาย

หัวเชื้อที่เตรียมไวปริมาณ 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเพาะเลี้ยง นําไปเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ

32 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นนําไปปนแยกตะกอนที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แลวปนลางตะกอนดวยนํ้าเกลือปราศจากเชื้อที่มีความเขมขนรอยละ 0.85 จํานวน 2 ครั้ง

โดยใชนํ้าเกลือครั้งละ 150 มิลลิลิตร นําตะกอนเชื้อที่ไดไปทําแหงแบบแชเยือกแข็งที่อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส 

(FreeZone®, Labconco) เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําไปบดใหเปนผงละเอียดในตูปลอดเชื้อ (laminar flow 

clean bench) บรรจุในขวดและปดผนึกแบบสุญญากาศ เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

การผลิตผลิตภัณฑตนแบบแบคทีเรียบีทีไอสูตรอัดเม็ด

นําแบคทีเรียบีทีไอแบบผงแหงที่เพาะเลี้ยงไดมาทดสอบความบริสุทธิ์ของเช้ือโดยดูจากโคโลนีที่มีลักษณะ

จําเพาะบนอาหารเลีย้งเชือ้ (nutrient agar) คือเปนโคโลนเีด่ียว มสีขีาวขุน ขนาด 5 ถงึ 10 มลิลเิมตร ขอบและผวิหนา

ไมเรียบ และผิวหนามีลักษณะดาน(10) จากนั้นนําแบคทีเรียบีทีไอผงแหงมาผสมกับวัตถุดิบที่ใชในการขึ้นรูปผลิตภัณฑ

อัดเม็ด ในอัตราสวนท่ีผานการคํานวณจากสูตรการตอกเม็ดยาที่คิดคนขึ้น (ทั้งนี้สูตรสวนประกอบของผลิตภัณฑ

และกรรมวิธีการผลิตอยูระหวางการยื่นขอจดอนุสิทธิบัตร) นํามาผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน (เครื่องผสมแบบลูกเตา



การพัฒนาแบคทีเรียสูตรอัดเม็ดควบคุมลูกนํ้ายุงรําคาญคิวเล็กซ ควินเควฟาสซิเอตัส  อุรุญากร จันทรแสง และคณะ
สายพันธุชายแดนไทย
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ขนาดความจุ 10 กิโลกรัม) จากนั้นนํามาขึ้นรูปเปนผลิตภัณฑสูตรอัดเม็ดโดยใชเคร่ืองตอกเม็ดยาชนิดหัวตอกเดี่ยว

เพือ่ใหไดเมด็ท่ีมีน้ําหนักประมาณ 1 กรมั/เม็ด มอัีตราการใช 1 เมด็ตอนํา้ 200 ลติร โดยกระบวนการผลติมกีารตรวจสอบ

ความใชไดของวิธีการผลิต โดยนําผลิตภัณฑแบคทีเรียบีทีไอสูตรอัดเม็ดทุกรุนการผลิตมาวิเคราะหความคงที่ของ

คาความแรง (potency) 

การวิเคราะหคาความแรง (potency) ผลิตภัณฑแบคทีเรียบีทีไอสูตรอัดเม็ด

เปนการหาคาความแรงของผลติภณัฑแบคทเีรยีบทีไีอสตูรอดัเมด็ทีบ่งบอกถงึประสทิธภิาพในการฆาลกูนํา้ยงุ 

มหีนวยเปน International Toxic Unit (ITU) ตอ 1 มลิลกิรมัของผลติภณัฑแบคทเีรยี โดยเทยีบกบัแบคทเีรยีบทีีไอ

มาตรฐานแบบผงแหง (เขื้อแบคทีเรียบีทีไอมาตรฐาน รหัสรุน บีทีไอ 2-12) ซึ่งมีคาความแรงของเชื้อบริสุทธิ์อยูท่ี 

24,214 ITU ตอ 1 มิลลกิรมั ดาํเนินการโดยชัง่ผลติภณัฑบทีไีอสตูรอัดเม็ด 5 กรมั ผสมกับน้ํากรองปราศจากเช้ือปรมิาณ 

100 มิลลิลิตร ซึ่งจะไดความเขมขนเทากับ 50,000 มิลลิกรัมตอลิตร นําไปเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 

15 นาที ที่อุณหภูมิหอง เพื่อใชเปนสารละลายตั้งตน จากนั้นนําสารละลายตั้งตนมาทดสอบกับลูกน้ํายุงลายสายพันธุ

มาตรฐานกรมวิทยาศาสตรการแพทยดวยวิธทีางชีววเิคราะห (bioassay) ซ่ึงเบือ้งตนเปนการทดสอบหาชวงความเขมขน

ที่ทําใหลูกนํ้ายุงลายตายรอยละ 0 ถึง 100 โดยนําสารละลายตั้งตนมาเจือจางใหมีความเขมขน 5 ระดับ แตละระดับใหมี

ความเขมขนตางกัน 10 เทา เตรียมความเขมขนละ 2 ซํ้า และชุดเปรียบเทียบที่ใชนํ้ากรองอีก 2 ซํ้า ใสลูกนํ้ายุงลายวัย 4

ตอนตน  จํานวน 10 ตวั ลงในถวยทีบ่รรจสุารละลายปรมิาณ 100 มลิลลิิตรตอถวย บนัทกึจาํนวนลกูนํา้ทีต่ายหลงัครบ 24 ช่ัวโมง

จากนัน้ดาํเนนิการทดสอบแบบละเอยีด โดยนําชวงความเขมขนเบือ้งตนมาเจอืจางใหมคีวามเขมขน 5 ระดบั แตละระดบั

ใหมีความเขมขนตางกัน 2 เทา เตรียมความเขมขนละ 4 ซํ้า และชุดเปรียบเทียบที่ใชนํ้ากรองอีก 4 ซํ้า นําผลทดสอบมา

คาํนวณหาคาความเขมขนของผลติภัณฑแบคทีเรียบทีไีอสตูรอดัเมด็ทีท่าํใหลกูนํา้ยงุลายตายรอยละ 50 โดยใชโปรแกรม

การวิเคราะหโปรบิต (probit) และดําเนินการทดสอบโดยวิธีเดียวกันกับแบคทีเรียบีทีไอมาตรฐานแบบผงแหง นําผล

ที่ไดมาคํานวณหาคาความแรงของผลิตภัณฑโดยใชสูตร 

คาความแรง = คาความแรงของบีทีไอมาตรฐาน × ความเขมขนของบีทีไอมาตรฐานที่ทําใหลูกนํ้ายุงตายรอยละ 50 

            คาความเขมขนของผลิตภัณฑแบคทีเรียบีทีไอสูตรอัดเม็ดที่ทําใหลูกนํ้ายุงตายรอยละ 50 

  

การทดสอบความคงทน (residual) ของผลิตภัณฑแบคทีเรียบีทีไอสูตรอัดเม็ด

ทดสอบความคงทนของผลิตภัณฑแบคทีเรียบีทีไอสูตรอัดเม็ดกับลูกนํ้ายุงลายบานสายพันธุมาตรฐาน

กรมวทิยาศาสตรการแพทยดวยวิธแีบบจําลองธรรมชาต ิโดยนาํถงัพลาสตกิใสนํา้ปรมิาณ 50 ลติร ใสผลิตภณัฑแบคทีเรีย

บทีไีอสตูรอดัเม็ดปรมิาณ 0.25 กรมั ซ่ึงเทียบเทากับอัตราการใชของสตูรผลติภณัฑท่ีไดพฒันาขึน้คือ 1 เมด็ตอนํา้ 200 ลติร

จากนั้นใสลูกนํ้ายุงลายวัย 4 ตอนตน จํานวน 25 ตัวตอถัง บันทึกจํานวนลูกนํ้ายุงที่ตายหลังครบ 24 ชั่วโมง นําลูกนํ้ายุง

ทั้งที่ตายและรอดชีวิตออกจากถัง ใสลูกน้ําใหม จํานวน 25 ตัวตอถังทุกวัน เพื่อติดตามประสิทธิภาพความคงทน

ของผลิตภัณฑแบคทีเรียบีทีไอสูตรอัดเม็ด รวมทั้งมีการเปล่ียนถายนํ้ารอยละ 25 ของปริมาณนํ้าเร่ิมตนทุกวันเชนกัน

เพื่อเปนการจําลองการใชนํ้า รายงานผลคาความคงทนเปนจํานวนวันที่ลูกนํ้ายุงยังคงมีการตายรอยละ 100 โดยการ

ทดสอบกําหนดใหมีภาชนะทดสอบจํานวน 4 ซ้ํา และภาชนะเปรียบเทียบที่ไมมีการใสผลิตภัณฑแบคทีเรียบีทีไอสูตร

อัดเม็ดอีก 4 ซํ้า     

การดําเนินการในภาคสนาม

คัดเลือกพื้นที่จังหวัดชายแดนไทย เมียนมาร 10 จังหวัด (แมฮองสอน เชียงราย เชียงใหม ตาก กาญจนบุรี 

เพชรบุรี ราชบุรี ประจวบคีรีขันธ ชุมพร และระนอง) จังหวัดที่ติดกับประเทศลาว 11 จังหวัด (นครพนม พิษณุโลก 
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อํานาจเจริญ มุกดาหาร เลย อุตรดิตถ หนองคาย พะเยา อุบลราชธานี บึงกาฬ และนาน) และจังหวัดที่ติดกับ

ประเทศกัมพูชา 6 จังหวัด (สุรินทร จันทบุรี ศรีสะเกษ ตราด สระแกว และบุรีรัมย) โดยแตละจังหวัดคัดเลือกอําเภอ

ที่ติดชายแดนจังหวัดละ 2 อําเภอ และใน 1 อําเภอ คัดเลือก 2 ตําบล เพื่อใหครอบคลุมและเปนตัวแทนของ

จังหวัดชายแดน ขณะเดียวกันวัดพิกัดพื้นท่ีโดยใชอุปกรณที่มีระบบการหาตําแหนงทั่วโลก (GPS) เก็บตัวอยาง

ลูกนํ้ายุงรําคาญวัย 1 ถึงวัยที่ 2 จากแหลงเพาะพันธุธรรมชาติ นําใสภาชนะขวดพลาสติก ติดฉลากแสดงรายละเอียด 

ไดแก วันที่และสถานที่เก็บตัวอยางลูกนํ้ายุง รวมทั้งชนิดของแหลงเพาะพันธุ จากนั้นนําลูกนํ้ายุงกลับมาเพาะเลี้ยง

เพื่อเพิ่มจํานวนในหองปฏิบัติการ

การทดสอบคาความตานทาน (resistance) ของลูกนํ้ายุงรําคาญคิวเล็กซ ควินเควฟาสซิเอตัส สายพันธุพื้นที่

ชายแดน ตอผลิตภัณฑแบคทีเรียบีทีไอสูตรอัดเม็ด แบคทีเรียบีเอสแบบผง และสารเคมีเทมีฟอส

ตวัอยางลูกน้ํายงุราํคาญควิเล็กซ ควินเควฟาสซเิอตสั จากแตละพืน้ทีใ่นจงัหวดัเดยีวกนันาํมาเพาะเลีย้งรวมกัน

จนถึงระยะตวัเตม็วัยเพือ่เปนตวัแทนของยงุในจังหวดันัน้ ตวัอยางยงุตวัเต็มวยับางสวนจะนาํมาจําแนกชนดิโดยดลูกัษณะ

ทางสัณฐานวิทยาภายนอกภายใตกลองจุลทรรศนแบบสองตา เพื่อตรวจยืนยันวาเปนยุงรําคาญชนิดคิวเล็กซ ควินเคว

ฟาสซเิอตสั จากนัน้เพาะเลีย้งตอเนือ่งจนถงึรุนที ่2 และ 3 เพือ่ใหไดจาํนวนลกูนํา้ยงุทีเ่พยีงพอและมขีนาดลาํตวัใกลเคยีงกนั

สําหรับการทดสอบ นําลูกนํ้ายุงรําคาญสายพันธุชายแดนวัย 4 ตอนตน ดําเนินการทดสอบหาคาความตานทานตอ

ผลิตภัณฑแบคทีเรียบีทีไอสูตรอัดเม็ด แบคทีเรียบีเอสแบบผง และสารเคมีเทมีฟอส โดยหาคาความเขมขนของสาร

กําจดัลกูนํา้ทัง้ 3 ชนดิท่ีทําใหลกูนํา้ยงุราํคาญตายรอยละ 50 ดวยการทดสอบแบบเบือ้งตนและการทดสอบแบบละเอยีด

โดยวธิทีางชวีวเิคราะหเชนเดยีวกบัการทดสอบหาคาความแรงของผลติภณัฑแบคทเีรยีบทีไีอสตูรอดัเม็ดดงัทีก่ลาวมาแลว

บันทึกจํานวนลูกนํ้ายุงรําคาญที่ตายหลังครบ 48 ชั่วโมง(11) คํานวณหาคาความเขมขนของสารกําจัดลูกนํ้ายุงทั้ง 3 ชนิด

ทีท่าํใหลกูนํา้ยงุรําคาญสายพันธุชายแดนตายรอยละ 50 โดยใชโปรแกรมการวเิคราะหแบบโปรบติ และดาํเนนิการทดสอบ

กับลูกนํ้ายุงรําคาญสายพันธุมาตรฐานกรมวิทยาศาสตรการแพทยกับผลิตภัณฑแบคทีเรียบีทีไอสูตรอัดเม็ด แบคทีเรีย

บีเอสแบบผง และสารเคมีเทมีฟอส ดวยวิธีเดียวกันควบคูไปดวย นําคาความเขมขนของสารกําจัดลูกนํ้ายุงทั้ง 3 ชนิด

ทีท่าํใหลกูนํา้ยงุราํคาญตายรอยละ 50 มาคาํนวณหาคาความตานทานของลกูนํา้ยงุราํคาญสายพนัธุชายแดนเปรยีบเทียบ

กับลูกนํ้ายุงรําคาญสายพันธุมาตรฐานกรมวิทยาศาสตรการแพทย โดยใชสูตร

คาความตานทาน = คาความเขมขนของสารกําจัดลูกนํ้ายุงที่ทําใหลูกนํ้ายุงสายพันธุชายแดนตายรอยละ 50 

                  คาความเขมขนของสารกําจัดลูกนํ้ายุงที่ทําใหลูกนํ้ายุงสายพันธุมาตรฐานตายรอยละ 50   

ทั้งนี้ การทดสอบคาความแรงและความตานทานมีการควบคุมคุณภาพโดยกําหนดใหอุณหภูมิหองทดสอบ

อยูที่ 25±2 องศาเซลเซียส นํ้าที่ใชทดสอบมีคาความเปนกรด-ดาง อยูในชวง 6.8 ถึง 7.2 

การจัดทําแผนที่ระบบสารสนเทศภูมิศาสตรแสดงพื้นที่และระดับความตานทานของยุงรําคาญคิวเล็กซ 

ควินเควฟาสซิเอตัส สายพันธุชายแดน

นาํคาพกิดัพืน้ท่ีท่ีไดมีการเกบ็ตวัอยางลกูนํา้ยงุราํคาญมาวเิคราะหรวมกบัขอมลูคาความตานทานของลกูนํา้ยงุ

ตอแบคทเีรยีกาํจดัลูกนํา้ยงุท้ัง 2 ชนิด และสารเคมีเทมฟีอส ทําแผนทีด่วยระบบสารสนเทศทางภมูศิาสตรโดยใชโปรแกรม

วเิคราะหและแสดงผลขอมลูข้ันสงู (Arc GIS, ลขิสทิธิก์รมวิทยาศาสตรการแพทย) เพ่ือดสูภาพแวดลอมและนาํมาซอนทบั

กับแผนที่จากกรมแผนที่ทหาร (ลิขสิทธิ์กรมวิทยาศาสตรการแพทย)
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ผล

การวิเคราะหคาความแรงและความคงทนของผลิตภัณฑแบคทีเรียบีทีไอสูตรอัดเม็ด

จากการวิเคราะหคาความแรงและการทดสอบความคงทนของผลิตภัณฑแบคทีเรียบีทีไอสูตรอัดเม็ดกับ

ลูกนํ้ายุงลายบานสายพันธุมาตรฐานกรมวิทยาศาสตรการแพทย พบวาผลิตภัณฑแบคทีเรียบีทีไอสูตรอัดเม็ดที่ไดมี

การพัฒนาขึ้นครั้งนี้มีคาความแรง 2,150 ITU ตอ 1 มิลลิกรัมของผลิตภัณฑ และมีความคงทนควบคุมลูกนํ้ายุงลายให

มกีารตายไดรอยละ 100 เปนเวลา 28 วัน เมือ่จาํลองการใชนํา้โดยมกีารเปลี่ยนถายนํา้รอยละ 25 ทกุวันตลอดการศึกษา

การดําเนินการเก็บตัวอยางลูกนํ้ายุงรําคาญคิวเล็กซ ควินเควฟาสซิเอตัส ในภาคสนาม

สามารถสํารวจและเก็บตัวอยางลูกนํ้ายุงรําคาญจากแหลงเพาะพันธุธรรมชาติไดครบทุกจังหวัดของพื้นที่

ชายแดนประเทศไทยทั้ง 3 ดาน รวมทั้งไดพิกัดพื้นที่ที่มีการเก็บตัวอยางลูกนํ้ายุงรวมทั้งสิ้นจํานวน 108 พื้นท่ีและ

จุดพิกัด และตัวอยางลูกนํ้ายุงเมื่อนํากลับมาเพาะเลี้ยง พบวาเปนยุงรําคาญชนิดคิวเล็กซ ควินเควฟาสซิเอตัส ทั้งหมด

การทดสอบคาความตานทานของลูกนํ้ายุงรําคาญคิวเล็กซ ควินเควฟาสซิเอตัส สายพันธุชายแดน 

ผลการศึกษา ไดคาความเขมขนของผลิตภัณฑแบคทีเรียกําจัดลูกนํ้ายุงบีทีไอสูตรอัดเม็ด แบคทีเรียบีเอส

แบบผงแหง และสารเคมีเทมีฟอส ที่ทําใหลูกน้ํายุงรําคาญคิวเล็กซ ควินเควฟาสซิเอตัส สายพันธุชายแดน ในแตละ

การทดสอบตายรอยละ 50 และเมื่อนําคาความเขมขนมาคํานวณหาระดับความตานทานของลูกนํ้ายุงรําคาญในแตละ

จงัหวดั โดยเปรยีบเทียบกับลกูน้ํายงุราํคาญสายพนัธุมาตรฐานกรมวทิยาศาสตรการแพทย พบวาลกูนํา้ยงุราํคาญในพืน้ท่ี

ชายแดนทั้ง 3 ดานติดกับประเทศเมียนมาร ลาว และกัมพูชา มีระดับความตานทานตอผลิตภัณฑแบคทีเรียกําจัดลูกนํ้า

บีทีไอสูตรอัดเม็ดอยูในชวง 0.36-1.21, 0.72-1.20 และ 0.92-1.39 เทา ในขณะที่ความตานทานตอแบคทีเรียบีเอส

แบบผงแหงอยูในชวง 0.87-2.66, 1.99-3.17 และ 3.50-7.03 เทา สวนความตานทานตอสารเคมีเทมีฟอส พบวามี

ความใกลเคียงกับความตานทานตอผลิตภัณฑแบคทีเรียกําจัดลูกนํ้ายุงบีทีไอสูตรอัดเม็ด คือมีความตานทานอยูในชวง 

0.47-2.65, 1.04-1.86 และ 1.07-2.45 เทา ตามลําดับ (ตารางที่ 1)

การจัดทําแผนที่ระบบสารสนเทศภูมิศาสตรแสดงพื้นที่และระดับความตานทานของยุงรําคาญคิวเล็กซ 

ควินเควฟาสซิเอตัส สายพันธุพื้นที่ชายแดน           

ดําเนินการถายโอนขอมูลพิกัดพื้นที่ศึกษาจํานวน 108 จุด ของ 27 จังหวัด ลงในโปรแกรมคอมพิวเตอร

ที่ไดเตรียมไว จากนั้นไดนํามาวิเคราะหรวมกับขอมูลความตานทานของลูกนํ้ายุง จัดทําเปนแผนที่ดวยระบบสารสนเทศ

ทางภูมิศาสตร โดยใชโปรแกรม Arc GIS ที่ซอนทับกับแผนที่จากกรมแผนที่ทหาร จะไดเปนสถานการณความ

ตานทานของลูกน้ํายงุราํคาญควิเล็กซ ควินเควฟาสซเิอตสั สายพนัธุพืน้ทีช่ายแดนไทยตอผลติภัณฑแบคทเีรยีกําจัดลกูนํา้

บีทีไอสูตรอัดเม็ด บีเอสแบบผงแหง และสารเคมีเทมีฟอส (ภาพที่ 1-ภาพที่ 3) โดยการจัดทําแผนที่ดังกลาวใชเกณฑ

พิจารณาขององคการอนามัยโลก(12) หากคาความตานทานของแมลงตอสารเคมีกําจัดแมลงสูงกวา 10 เทา แสดงวา

แมลงสรางความตานทานตอสารกําจัดแมลงชนิดนั้นสูงมาก จึงไดจัดลําดับคาความตานทานเปน 3 ระดับ โดยใชสี

ในการแสดงคาเปนระดบัตํา่ ปานกลาง และสงู ตามมาตรฐานสากลทีใ่ช คอื สเีขยีว (0.0-2.49 เทา : ระดบัตํา่), สเีหลอืง 

(2.50-4.99 เทา : ระดับปานกลาง) และสีแดง (ความตานทาน > 4.99 เทา : ระดับสูง) โดยผลการศึกษาครั้งนี้ไมพบ

ระดับที่สูงมาก (10 เทา)
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จังหวัดชายแดน

ที่ติดตอกับประเทศ

ความตานทาน        

ตอบีทีไอ        

สูตรอัดเม็ด

จังหวัด

ความตานทาน        

ตอบีเอส               

แบบผง

จังหวัด

ความตานทาน        

ตอสารเคมี       

เทมีฟอส

เมียนมาร ประจวบฯ 0.360 เชียงใหม 0.872 เชียงราย 0.467

เพชรบุรี 0.407 กาญจนบุรี 0.912 ตาก 1.225

ชุมพร 0.452 แมฮองสอน 1.007 เพชรบุรี 1.475

ระนอง 0.575 ชุมพร 1.042 เชียงใหม 1.480

แมฮองสอน 0.637 ระนอง 1.047 กาญจนบุรี 1.712

ราชบุรี 0.800 ราชบุรี 1.380 แมฮองสอน 1.937

ตาก 0.897 ตาก 1.652 ราชบุรี 2.065

เชียงใหม 0.937 ประจวบฯ 1.567 ระนอง 2.455

เชียงราย 1.077 เชียงราย 1.765 ประจวบฯ 2.645

กาญจนบุรี 1.207 เพชรบุรี 2.657 ชุมพร 3.005

ลาว นครพนม 0.72 นาน 1.99 หนองคาย 1.04 

พิษณุโลก 0.76 พะเยา 2.09 พะเยา 1.26 

อํานาจเจริญ 0.83 มุกดาหาร 2.40 นาน 1.26 

มุกดาหาร 0.85 อุบลราชธานี 2.54 เลย 1.31 

เลย 0.89 หนองคาย 2.55 มุกดาหาร 1.35 

อุตรดิตถ 0.92 อุตรดิตถ 2.57 อุบลราชธานี 1.48 

หนองคาย 0.95 บึงกาฬ 2.58 อุตรดิตถ 1.50 

พะเยา 1.01 อํานาจเจริญ 2.71 บึงกาฬ 1.55 

อุบลราชธานี 1.05 เลย 2.87 พิษณุโลก 1.64 

บึงกาฬ 1.12 นครพนม 3.01 อํานาจเจริญ 1.77 

นาน 1.20 พิษณุโลก 3.17 นครพนม 1.86 

กัมพูชา สุรินทร 0.92 สระแกว 3.50 บุรีรัมย 1.07 

จันทบุรี 1.05 ศรีสะเกษ 3.67 ตราด 1.18 

ศรีสะเกษ 1.21 ตราด 5.37 สุรินทร 1.60

ตราด 1.30 จันทบุรี 5.74 ศรีสะเกษ 2.10 

สระแกว 1.31 สุรินทร 7.03 จันทบุรี 2.38

บุรีรัมย 1.39 บุรีรัมย 8.47 สระแกว 2.45

ตารางที่ 1  ระดับความตานทานของลูกนํ้ายุงรําคาญคิวเล็กซ ควินเควฟาสซิเอตัส สายพันธุชายแดนไทย ดานประเทศ

 เมียนมาร ลาว และกมัพชูา เปรยีบเทียบกบัลกูนํา้ยงุราํคาญสายพันธุมาตรฐานกรมวทิยาศาสตรการแพทย

 ตอผลิตภัณฑแบคทีเรียบีทีไอสูตรอัดเม็ด แบคทีเรียบีเอสแบบผงแหง และสารเคมีเทมีฟอส



การพัฒนาแบคทีเรียสูตรอัดเม็ดควบคุมลูกนํ้ายุงรําคาญคิวเล็กซ ควินเควฟาสซิเอตัส  อุรุญากร จันทรแสง และคณะ
สายพันธุชายแดนไทย

337วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 62 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2563

ภาพที่ 1 แผนท่ีภูมิศาสตรสารสนเทศแสดงพ้ืนทีแ่ละระดบัความตานทานของลกูนํา้ยงุราํคาญชนดิควิเลก็ซ  ควนิเควฟาส

 ซิเอตัส ที่เก็บจากพื้นที่ 27 จังหวัดชายแดนไทย เมียนมาร ลาว และกัมพูชา ตอผลิตภัณฑแบคทีเรียกําจัด

 ลูกนํ้ายุงบีทีไอสูตรอัดเม็ด

ภาพที่ 2 แผนทีภู่มิศาสตรสารสนเทศแสดงพ้ืนทีแ่ละระดบัความตานทานของลกูนํา้ยงุรําคาญชนดิควิเลก็ซ  ควนิเควฟาส

 ซิเอตัส ที่เก็บจากพ้ืนที่ 27 จังหวัดชายแดนไทย เมียนมาร ลาว และกัมพูชา ตอแบคทีเรียกําจัดลูกนํ้ายุง

 บีเอสแบบผงแหง

ระดับความตานทานของลูกนํ้ายุงรําคาญคิวเล็กซ
ควินเควฟาสซิเอตัส ตอผลิตภัณฑแบคทีเรียบีทีไอ
สูตรอัดเม็ด

ระดับความตานทานของลูกนํ้ายุงรําคาญคิวเล็กซ
ควินเควฟาสซิเอตัส ตอแบคทีเรียบีเอส
แบบผงแหง 
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ภาพที่ 3 แผนทีภู่มิศาสตรสารสนเทศแสดงพ้ืนท่ีและระดบัความตานทานของลกูนํา้ยงุราํคาญชนดิควิเลก็ซ  ควนิเควฟาส

 ซิเอตัส ที่เก็บจากพื้นที่ 27 จังหวัดชายแดนไทย เมียนมาร ลาว และกัมพูชา ตอสารเคมีกําจัดลูกนํ้ายุง

 เทมีฟอส

วิจารณ

แบคทีเรียกําจัดลูกน้ํายุงบีทีไอไดรับการรับรองจากองคการอนามัยโลกวามีความปลอดภัยตอมนุษยและ

สัตวเลี้ยงเมื่อนํามาใชใสในภาชนะเก็บกักนํ้าในบานเรือนเพื่อกําจัดลูกนํ้ายุง(1) โดยยุงสวนใหญที่มากัดกินเลือดจะเปน

ยงุราํคาญชนดิควิเลก็ซ ควนิเควฟาสซเิอตสั ซึง่ออกหากนิในเวลากลางคนื มแีหลงเพาะพนัธุอยูตามแหลงนํา้ทีม่อีนิทรยี

วัตถุสูง เชน แหลงที่มีนํ้าขังเปนเวลานาน ทอระบายนํ้า เปนตน และยุงลายบานที่กินเลือดในเวลากลางวัน ซึ่งมีแหลง

เพาะพันธุเปนนํ้าสะอาดตามภาชนะเก็บกักนํ้าในบานเรือน เมื่อสารเคมีกําจัดแมลงถูกนํามาใชเปนเวลานาน มีผลทําให

แมลงรวมทั้งยุงสรางความตานทาน การนําเชื้อโรคมาใชเพื่อควบคุมยุงตามวิธีการทางชีววิธีมีทั้งการใชแบคทีเรีย ไวรัส

และเชื้อรา โดยพบวาการใชแบคทีเรียมีขอดีกวาการใชไวรัสหรือเชื้อรา โดยเฉพาะแบคทีเรียชนิดบาซิลลัส ทูริงเยนซิส 

สายพันธุอิสราเอลเลนสิส (บีทีไอ) เนื่องดวยสามารถสรางเอนโดทอกซินที่พบวามีประสิทธิภาพสูงและมีความจําเพาะ

ในการฆาลูกนํ้ายุง แบคทีเรียบีทีไอจึงไดถูกพัฒนาใหอยูในสูตรและรูปแบบตางๆ ทั้งแบบผง แบบอัดเม็ด และ

แบบของเหลว ตามวัตถปุระสงคของการใช เชน แอฟรกิาซึง่เปนภมูภิาคทีมี่ปญหาโรคมาลาเรยีนาํโดยยุงกนปลอง ไดใช

แบคทีเรียแบบผงแหงทั้งชนิดบีทีไอและบีเอสนํามาผสมกันแลวใสในแหลงเพาะพันธุ ซึ่งพบวาสามารถลดจํานวนยุงได

อยางมนียัสาํคญั(13) สวนในมลรฐัฟลอรดิา ประเทศสหรฐัอเมรกิา ไดมกีารใชบทีไีอควบคุมลกูนํา้ยงุราํคาญชนดิเดียวกับทีม่ี

การศกึษาในครัง้นี ้ โดยใชสตูรแบบฉีดพน ซึง่พบวายงุมอัีตราการตายแตจะลดลงเปนสดัสวนกับระยะทางของการฉีดพน(14)

ในขณะท่ีผลิตภัณฑแบคทีเรียบีทีไอท่ีผลิตข้ึนในครั้งนี้เปนสูตรแบบอัดเม็ดที่ทําใหสะดวกตอการใชงานทั้งในแหลง

ระดับความตานทานของลูกนํ้ายุงรําคาญคิวเล็กซ
ควินเควฟาสซิเอตัส ตอสารเคมีเทมิฟอส
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เพาะพันธุยุงลายที่เปนภาชนะเก็บกักนํ้าในบานเรือนและแหลงเพาะพันธุยุงรําคาญ โดยเม็ดบีทีไอจะมีนํ้าหนักมากกวา

แบคทีเรียสูตรแบบผงจึงสูญสลายไดชากวา โดยทั้งนี้ไดมีการทดสอบประสิทธิภาพกับยุงลายสายพันธุมาตรฐานของ

กรมวทิยาศาสตรการแพทยในดานคาความแรงและความคงทน รวมทัง้ไดทดสอบดานความตานทานกบัยงุราํคาญชนดิ

ควิเลก็ซ ควนิเควฟาสซิเอตสั สายพันธุพ้ืนท่ีชายแดน ทีมี่โอกาสเปนยงุพาหะนาํโรคเทาชางจากประชากรทีม่กีารเคลือ่นยาย

เขาออกผานชายแดนซึง่อาจนาํโรคดงักลาวมาสูประชาชนคนไทยได(15) โดยปกตกิารดปูระสทิธภิาพของบทีไีอในการฆา

ลูกนํา้ยงุจะวดัเปนคาความแรง ซึง่มีรายงานการใชแบคทเีรียบทีีไอแบบเมด็ละเอยีดละลายนํา้มคีาความแรง 4,000 ITU 

ตอ 1 มิลลิกรัมของผลิตภัณฑ มีอัตราการใช 0.27-0.53 ปอนดตอเอเคอร เพื่อควบคุมลูกนํ้ายุงรําคาญชนิดคิวเล็กซ 

ควนิเควฟาสซเิอตสั แลวพบวาสามารถควบคมุลกูนํา้ยงุได 7-12 วนั(16) ในขณะทีผ่ลติภณัฑตนแบบแบคทเีรยีบทีไีอสตูร

แบบอัดเมด็ทีผ่ลิตไดในครัง้น้ีมีคาความแรง 2,150 ITU ตอมลิลกิรมัของผลติภณัฑ ซึง่พบวามปีระสิทธภิาพเพยีงพอและ

มคีวามคงทนควบคมุลกูนํา้ยงุลายใหมกีารตายไดรอยละ 100 เปนเวลา 28 วนั ในสภาวะจาํลองธรรมชาตทิีม่กีารเปลีย่น

ถายนํา้รอยละ 25 ของน้ําเดมิทุกวันตลอดการทดสอบ และสามารถนาํไปใชควบคุมยุงราํคาญคิวเลก็ซ ควนิเควฟาสซเิอตสั 

สายพันธุพื้นที่ชายแดนไทยได เนื่องจากลูกนํ้ายุงมีความตานทานไมเกิน 1.39 เทา เมื่อเปรียบเทียบกับลูกนํ้ายุงรําคาญ

สายพนัธุมาตรฐานกรมวิทยาศาสตรการแพทย ซึง่ถอืวาอยูในระดบัตํา่ตามเกณฑการพจิารณาขององคการอนามยัโลก(12) 

และเนื่องจากแบคทีเรียกําจัดลูกนํ้ายุงบีเอสและสารเคมีเทมีฟอสเปนสารกําจัดลูกนํ้าที่มีการใชอยูในปจจุบันเชนกัน

การศึกษาครั้งนี้จึงไดผลิตแบคทีเรียบีเอสแบบผงแหงเปนเบื้องตนดวย เพื่อที่จะพัฒนาใหอยูในรูปผลิตภัณฑตอไป

รวมทั้งนําสารเคมีเทมีฟอส (ทรายจีพีโอ-1) ผลิตภัณฑขององคการเภสัชกรรม มาทดสอบประสิทธิภาพกับลูกนํ้า

ยุงรําคาญคิวเล็กซ ควินเควฟาสซิเอตัส ควบคูกันเพื่อใหไดขอมูลที่ครบถวนสําหรับใชควบคุมลูกนํ้ายุงทางสาธารณสุข 

ซึ่งพบวาลูกนํ้ายุงรําคาญมีความตานทานตอแบคทีเรียบีเอสสูงกวาแบคทีเรียบีทีไอ (8.47 เทา) สอดคลองกับรายงาน

การศึกษาที่พบความตานทานของลูกนํ้ายุงรําคาญชนิดนี้ตอแบคทีเรียบีเอส ทั้งลูกนํ้ายุงสายพันธุหองปฏิบัติการ

ซึ่งไดมีการเพาะเลี้ยงไวและสายพันธุภาคสนามที่เก็บจากประชากรยุงในสภาพธรรมชาติ(17) สวนเทมีฟอส ลูกนํ้ายุงเริ่ม

มคีวามตานทาน (3.0 เทา) ในบางพืน้ท่ี เชนเดยีวกบัการศกึษาในประเทศตนูเิซยีทีย่งุราํคาญชนดินีม้คีวามชุกชุมสงู โดย

พบวาลูกนํา้ยงุมคีวามตานทานตอเทมฟีอสอยูในชวง 1.34 ถงึ 114 เทา(18) และโดยทีก่ารนาํเทคโนโลยสีารสนเทศภมูศิาสตร

มาใชกับงานหลายๆดานรวมทั้งทางดานสาธารณสุข เชน การเตือนภัยไขเลือดออกในประเทศไทย(19) และการหาพื้นที่

เสี่ยงตอการเกิดมาลาเรียในพื้นท่ีไทย-ลาว และไทย-กัมพูชา(20) ซึ่งเชนเดียวกับการศึกษาครั้งนี้ที่แสดงผลความ

ตานทานของลกูนํา้ยงุราํคาญควิเลก็ซ ควนิเควฟาสซเิอตสั ทีเ่กบ็จากพืน้ทีช่ายแดนไทย 27 จงัหวดัตอสารกาํจดัลกูนํา้ยงุ

3 ชนิด ในลักษณะของแผนที่ระบบสารสนเทศภูมิศาสตร 

สรุป

การศึกษาครั้งน้ีไดผลิตภัณฑตนแบบแบคทีเรียกําจัดลูกนํ้ายุงชนิดบีทีไอสูตรอัดเม็ดที่พัฒนาขึ้นมาใหม 

มีประสิทธิภาพและความคงทนในการควบคุมยุงลายบานเพื่อใชเปนผลิตภัณฑของกรมวิทยาศาสตรการแพทย

ชวยสนับสนุนการควบคุมไขเลือดออก (จากเดิมมีผลิตภัณฑลักษณะเชนนี้ แตไดมีการถายทอดเทคโนโลยีไปแลว

โดยผลิตภณัฑตนแบบท่ีผลติขึน้มาใหมมีการเปลีย่นแปลงสตูรสวนประกอบของผลติภณัฑ) และไดมกีารผลติแบคทีเรีย

กําจัดลูกนํ้ายุงบีเอสแบบผงแหงเบื้องตนซ่ึงจะพัฒนาตอยอดเปนผลิตภัณฑตอไป รวมทั้งไดขอมูลการนําแบคทีเรีย

บทีไีอสูตรอดัเมด็ไปใชควบคมุลกูนํา้ยุงราํคาญในพืน้ทีช่ายแดนไทยไดอยางเหมาะสม ซึง่แสดงผลเปนแผนท่ีภมูศิาสตร

สารสนเทศ คือสามารถใชแบคทีเรียบีทีไอในจังหวัดชายแดนไทยกับประเทศเมียนมาร ลาว และกัมพูชา (มีคาความ

ตานทานของลูกนํ้ายุงรําคาญสายพันธุชายแดนตํ่า คือ อยูในชวง 0.36-1.21, 0.72-1.20 และ 0.92-1.39 เทา)

สวนแบคทีเรียบีเอสไมควรนํามาใชควบคุมยุงรําคาญในพื้นที่ชายแดนดานกัมพูชา เนื่องจากยุงในบางพื้นที่มี
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ความตานทานสูงขึ้น 8.47 เทา สวนพื้นที่ชายแดนไทยลาว มี 3 จาก 11 จังหวัด คือ พะเยา นาน และมุกดาหาร

ที่ยังสามารถใชแบคทีเรียบีเอสควบคุมลูกน้ํายุงรําคาญได สวนจังหวัดที่เหลือถึงแมคาความตานทานอยูในระดับ

ปานกลาง ถาจะนําแบคทีเรียบีเอสมาใชตองใชในปริมาณที่มากขึ้นและตองใชควบคูกับวิธีควบคุมอื่นๆ หรือหมุนเวียน

ไปใชวิธีควบคุมอื่นแทนเพื่อปองกันยุงเกิดความตานทานที่สูงข้ึนไปอีก ในขณะที่สารเคมีเทมีฟอสสามารถนําไปใชได

เชนเดียวกับแบคทีเรียบีทีไอ อยางไรก็ตามยังขาดขอมูลของชายแดนภาคใตที่ยังไมสามารถดําเนินการศึกษาได 
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1

Development of the Tablet Bacterial
Larvicide Formulation and the Effectiveness
against Thai-border Population Strains of 
the Mosquito Culex quinquefasciatus 

Uruyakorn Chansang Nittaya Methawanitpong Chitti Chansang Nuntaporn  Phonsuwan

Porntida Petsuwan Pornchai Wiriyasaranont Danaporn Saraprug 

and Ballang Uppapong
National Institute of Health, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 11000, Thailand

ABSTRACT  Bacterial larvicides have been used for vector control according to the problems of 

insecticide resistance and environmental residual effect. Available larvicides Bacillus thuringiensis var. 

israelensis (Bti) and Bacillus sphaericus (Bsph) are expensive and some of them are not effective enough 

to control mosquito larvae. This study was carried out to produce tablet Bti which was extended from 

the previous study on the production of powder Bti. The preliminary trials for effectiveness of the tablet 

Bti were performed for the potency and simulated field residual effect against standard strain Aedes 

aegypti larvae. Then the tablet Bti was evaluated for the resistance of Culex quinquefasciatus larvae 

which was collected from 27 provinces located at 3 Thai borders along Myanmar, Laos and Cambodia. 

The results showed that the tablet Bti has potency 2,150 ITU/mg product and covered 28-day residual 

in simulated field conditions. The resistance of mosquitoes from the 3 areas to tablet Bti were 0.36-1.21, 

0.72-1.20 and 0.92-1.39 fold, respectively when compared to standard strain of mosquito. In order to 

obtain the adequate data on larvicide using for public health mosquito control program, the tests were 

run in parallel to the field strain of Culex mosquito to the initial powder Bsph produced in the same 

laboratory and commercial temephos. It was found that the mosquitoes from the 3 borders showed the 

RR to Bsph at 0.87-2.66, 1.99-3.17 and 3.50-7.03, and to temephos at 0.47-3.01, 1.04-1.86 and 1.07-2.45 

fold, respectively. These initiated data were presented as the GIS map construction.

Keywords: Bacillus thuringiensis var. Israelensis (Bti), Bacillus sphaericus (Bsph), Temephos,

 Cx. quinquefasciatus, GIS map
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บทคัดยอ  การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพ่ือประเมินประสิทธิภาพของสารเคมีกําจัดยุงลายบานโดยการพนฝอยละเอียด

แบบกึ่งภาคสนาม ทดสอบโดยวิธี Cage Bio-assay test ใชยุงลายบาน Aedes aegypti สายพันธุหองปฏิบัติการ (LS) และ 

3 สายพนัธุพืน้ทีจ่ากจงัหวดัเชยีงใหม (CMS) ตาก (TKS) และระยอง (RYS) โดยใชยงุเลีย้งในหองปฏบิตักิารรุนที ่3 ทดสอบ

กับสารเคมี 4 สูตร ไดแก สูตรผสม-1 [(deltamethrin, s-bioallethrin, piperonyl butoxide (PBO)], สูตรผสม-2 

(lambda-cyhalothrin, tetramethrin, PBO), สูตรผสม-3 (zeta cypermethrin, tetramethrin, PBO) และ

สูตรเดี่ยว (cyfluthrin) พบวาเมื่อใชอัตราการผสมที่ระบุไวที่ฉลากและอัตราการผสมสูงสุดตามคําแนะนําขององคการ

อนามัยโลก (WHO) สูตรผสม-3 มีประสิทธิภาพดีที่สุดสามารถฆายุงลายไดมากกวารอยละ 90 ทั้ง 4 สายพันธุ ในขณะที่สูตร

ผสม-1 และสูตรผสม-2 เมื่อใชอัตราการผสมที่ระบุไวที่ฉลากมีประสิทธิภาพฆายุงลายไดมากกวารอยละ 90 ได 3 สายพันธุ 

(LS, CMS, TKS) สวนสารเคมีสูตรเดี่ยว (cyfluthrin) เมื่อใชอัตราการผสมสูงสุดตามคําแนะนําของ WHO มีประสิทธิภาพ

ฆายุงลายไดมากกวารอยละ 90 ได 3 สายพันธุ (LS, CMS, TKS) แตเมื่อใชอัตราการผสมที่ระบุไวที่ฉลากสามารถฆายุงลาย

เฉพาะสายพันธุ LS ไดมากกวารอยละ 90 แตมีประสิทธิภาพฆายุงลายสายพันธุในพื้นที่ทั้ง 3 สายพันธุ ไดนอยกวารอยละ 90 

ดังนั้นควรใชสารเคมีสูตรผสมซึ่งมีประสิทธิภาพในการฆายุงลายไดดีกวาสารเคมีสูตรเดี่ยว 

     

คําสําคัญ : สารเคมีกําจัดแมลง, สารไพรีทรอยดสังเคราะห, การพนฝอยละเอียด, ยุงลายบาน 
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บทนํา

ปจจุบันมีการพนเคมีควบคุมยุงพาหะนําโรคเพื่อหยุดย้ังการแพรเช้ือเปนจํานวนมาก และสารเคมีควบคุม

ยงุพาหะนาํโรคถกูจดัใหเปน “วัตถมุพีษิ” ตามพระราชบญัญตัวิตัถมุพีษิ พ.ศ. 2510 ซึง่สารเคมกีาํจดัแมลงทีแ่พรหลาย

และใชกันมากในปจจุบันแบงเปน 4 กลุม ตามลักษณะโครงสรางและปฏิกิริยาเคมี ไดแก 1) กลุมออรกาโนคลอรีน 

2) กลุมออรกาโนฟอสฟอรัส 3) กลุมคารบาเมต 4) กลุมไพรีทรอยดสังเคราะห โดยหลักการพิจารณาเลือกใชสารเคมี

กาํจดัแมลง ควรเลือกสารเคมีท่ีมีประสิทธภิาพในการกําจดัแมลงสงู มคีวามเปนพิษตอคนและสตัวเลอืดอุนต่ํา ผลกระทบ

ตอสภาพแวดลอมตํ่าคือ ตองสลายตัวเร็ว สะสมในดินและนํ้านอย ผลกระทบตํ่าตอแมลงที่มีประโยชน เชน ผึ้ง และ

สิ่งมีชีวิตอื่นๆ เชน นก กุง และปลา สารเคมีราคาไมแพงและหาซื้อไดสะดวก ไมทําใหเกิดรอยเปอนหรือคราบสกปรก

กบัฝาผนงัและเครือ่งเรอืน สามารถใชไดกบัเครือ่งพนทีม่อียูและไมทาํใหเคร่ืองพนผุกรอนสกึหรองาย ซึง่การควบคมุโรค

ทางสาธารณสขุแนะนําใหใชสารเคมีกลุมไพรีทรอยดสงัเคราะห โครงสรางของ pyrethrin ซึง่สกดัไดจากดอกเบญจมาศ 

มีความเปนพิษตอแมลงสูง แตมีความเปนพิษตอสัตวเลือดอุนตํ่า สารเคมีในกลุมนี้ที่ใชพนควบคุมยุงพาหะนําโรค เชน

deltamethrin, permethrin, resmethrin และ bioresmethrin เปนตน(1) การใชสารเคมีควบคุมยุงพาหะนําโรค

ไขเลือดออกใชหลักการพนแบบฟุงกระจาย แบงออกเปน 2 วิธี คือ การพนหมอกควัน และการพนฝอยละเอียด

ซึง่การพนหมอกควนั เปนเครือ่งพนทีใ่ชความรอนชวยในการแตกตวัของนํา้ยาออกเปนละอองเมด็เลก็ๆ ใชนํา้มนัดเีซล

เปนตัวทําละลาย จุดเดือดน้ํามันดีเซลอยูในชวงอุณหภูมิระหวาง 150-360 องศาเซลเซียส ถาอุณหภูมิสูงกวานี้

จะมีผลในการทําลายคุณภาพสารเคมี สวนการพนฝอยละเอียด เปนเครื่องพนที่ใชพลังงานลมหรือแรงเหวี่ยง

สลัดนํ้ายาใหแตกตัวออกเปนเม็ดเล็กๆ ขนาดเม็ดละอองนํ้ายาเล็กกวา 50 ไมครอน สารเคมีที่ใชพนเปนแบบ

ความเขมขนสูงเพราะตัวทําละลายนอย ใชพนปริมาณนอย แตสามารถพนคลุมพื้นที่ไดมากกวาการพนหมอกควัน(2)

ซึ่งองคการอนามัยโลกมีคําแนะนําการใชสารเคมีและอัตราการผสมสารเคมีสําหรับเครื่องพนแบบฝอยละเอียดดังน้ี

สารเคมี deltamethrin อัตราการใชสารออกฤทธิ์ 0.5-1.0 กรัม/เฮกตาร สารเคมี zeta-cypermethrin

อัตราการใชสารออกฤทธิ์ 1-3 กรัม/เฮกตาร สารเคมี cyfluthrin อัตราการใชสารออกฤทธิ์ 1-2 กรัม/เฮกตาร 

และสารเคมี lambda-cyhalothrin cyfluthrin อัตราการใชสารออกฤทธิ์ 1.0 กรัม/เฮกตาร(3) 

ประเทศไทยมีการใชสารเคมีในกลุมไพรีทรอยดสังเคราะหพนควบคุมยุงลายกระจายทั่วทุกพื้นที่ในประเทศ 

บางพืน้ทีม่กีารใชสารเคมีชนิดเดมิเปนระยะเวลานานหลายปติดตอกันสงผลใหยงุลายเกิดการปรบัตวั สรางความตานทาน

ตอสารเคมีขึ้น ยุงสามารถเพิ่มประชากรไดมากยิ่งข้ึน และจากการศึกษาสถานะความไวตอสารกําจัดแมลงของยุงลาย

จากภาคสนามที่เก็บในป 2559 ชวงฤดูหนาวและฤดูรอน พบวายุงลายจากพื้นที่จังหวัดกาญจนบุรี จังหวัดระนอง และ 

จังหวัดระยอง ดื้อตอสารกลุมไพรีทรอยด (deltamethrin, lambda cyhalothrin, cyfluthrin) และ propoxur

มีเพียงยุงลายจากจังหวัดนครสวรรคที่ดื้อตอยา malathion(4) และมีรายงานวายุงลายมีการพัฒนาสรางความตานทาน

ตอสารเคมีที่ใชควบคุมยุง เชน deltamethrin, permethrin และ alphacypermethrin ในหลายพื้นที่ของ

ประเทศไทย(5,6) สอดคลองกับรายงานการดื้อยาของยุงลาย Ae. aegypti ตอสารเคมีกําจัดแมลงกลุมไพรีทรอยด

หลายระดับ ตั้งแตระดับตํ่าจนถึงระดับสูงในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต เนื่องจากมีการใชสารเคมีกําจัดแมลงกลุม

ไพรีทรอยดอยางกวางขวาง(7) จากขอมูลที่ผานมาการศึกษาวิจัยและขอมูลการพนเคมีควบคุมยุงลายยังมีไมเพียงพอ

ในการนําขอมูลมาพิจารณาเลือกใชสารเคมีกําจัดยุงลายภายในประเทศไทยเพื่อที่จะหยุดยั้งการแพรเชื้อและการใชสาร

เคมคีวบคมุยงุลายใหไดประสิทธผิล ดังน้ันกองโรคตดิตอนาํโดยแมลง กรมควบคุมโรค จึงไดทาํการทดสอบประสทิธภิาพ

และอัตราการใชที่เหมาะสมของสารเคมีกําจัดแมลง 4 ชนิดที่ใชฉีดพนควบคุมยุงลายในประเทศไทยดวยวิธีพนฝอย

ละเอียด กับยุงลาย 4 สายพันธุ เพื่อใหเกิดประสิทธิภาพสูงสุดในการควบคุมยุงลายตอไป 
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ประสิทธิภาพของสารเคมีกําจัดยุงลายบานโดยการพนฝอยละเอียด   จิราภรณ เสวะนา และคณะ

วัสดุและวิธีการ

1. สายพนัธุยงุลายท่ีใชในการศกึษาครัง้นีจ้าํนวน 4 สายพนัธุ ไดแก 1) ยงุลายสายพันธุหองปฏบิตักิาร  (LS)

2) ยงุลายสายพนัธุพืน้ท่ีจังหวัดเชยีงใหม (CMS) 3) ยงุลายสายพนัธุพืน้ทีจ่งัหวดัตาก (TKS)  4) ยงุลายสายพนัธุพืน้ที่

จงัหวดัระยอง (RYS) ซ่ึงยงุลายสายพนัธุพืน้ท่ีคัดเลือกมาจากพืน้ทีม่กีารระบาดของโรคไขเลอืดออกสงูและมปีระวตักิาร

ใชสารเคมีกลุมไพรีทรอยดสังเคราะหเปนระยะเวลานาน

2. การทดสอบประสิทธภิาพของสารเคม ีชนดิของสารเคมทีีใ่ชในการทดสอบม ี2 แบบ ไดแก สารเคมสีตูรผสม

สารเสริมฤทธิ ์(3 สตูร) และสารเคมีสตูรเดีย่ว (1 สตูร) โดยใชอตัราการผสมสารเคมสีาํหรบัการพนฝอยละเอยีด 2 แบบ

คือ การผสมสารเคมีตามฉลากสารเคมี และการผสมสารเคมีตามคาสูงสุดที่องคการอนามัยโลกแนะนํา รายละเอียด

ของสารเคมีดังตารางที่ 1

ตารางที่ 1 อัตราการทดสอบประสิทธิภาพสารเคมี 4 สูตร

สูตรของสารเคมี
(ชื่อการคา)

องคประกอบสารเคมี
อัตราผสมนํ้ามัน

ดีเซล

อัตราการใชสารออกฤทธิ์
กรัม/เฮกตาร (g/ha)

ตามฉลาก
สารเคมี

ตามคาสูงสุดที่องคการ
อนามัยโลกแนะนํา(2)

สูตรผสม-1 (Mix-1)
[Deltacide]

Deltamethrin  0.50% w/v
S-bioallethrin 0.75% w/v
Piperonyl butoxide 10% w/v

1 ตอ 9 0.75 1.0

สูตรผสม-2 (Mix-2)
[Tornado-Forte EC]

Lambda-cyhalothrin 1.0% w/v
Tetramethrin 4.0% w/v
Piperonyl Butoxide 5.0% w/v

1 ตอ 19 0.5 1.0

สูตรผสม-3 (Mix-3)

[Cynoff-ZD Super]

Zeta-cypermethrin 2.25% w/v
Tetramethrin 2.25 % w/v
Piperonyl butoxide 9.0% w/v

1 ตอ 11 0.3 3.0

สูตรเดี่ยว
(Cyfluthrin)
[คลิ๊ก 15]

Cyfluthrin 1.5% w/v 1 ตอ 17 1.25 2.0

3. ทดสอบประสิทธิภาพสารเคมีโดยวิธี Cage Bio-assay test ใชยุงลายบาน Ae. aegypti สายพันธุ

หองปฏิบัติการและสายพันธุพื้นที่ ไดแก จังหวัดเชียงใหม จังหวัดตาก และจังหวัดระยอง เลี้ยงในหองปฏิบัติการรุนที่ 3 

เพศเมียอายุ 3-5 วัน นําไปใสกรงโครงสเตนเลส บุดวยผามุงขนาด 10 × 10 × 20 เซนติเมตร กรงละ 25 ตัว นําไปไว

ในหองขนาด 20 ตารางเมตร ความสูงเฉลี่ย 4 เมตร วางที่ระดับพื้น และแขวนระดับความสูง 150 และ 250 เซนติเมตร

จากพ้ืน ระดับความสูงละ 7 กรง พนสารเคมีดวยเครื่องพนฝอยละเอียด โดยใชสารเคมีและอัตราการใชสวนผสม

ตามที่กําหนดไว ปดอบหองทดสอบเมื่อพนสารเคมีเสร็จ เพื่อใหยุงสัมผัสกับสารเคมีเปนเวลา 60 นาที เมื่อครบเวลา

ที่ยุงสัมผัสกับสารเคมีเปนเวลา 60 นาที บันทึกจํานวนยุงสลบที่เวลา 60 นาที และบันทึกจํานวนยุงที่ตายและรอดชีวิต

ที่เวลา 24 ชั่วโมง

การทดสอบ ถาชดุเปรยีบเทียบมีอตัราการตายตํา่กวา 5% ใหใชคาอตัราการตายจริง หากอตัราตายอยูระหวาง 

5-10% ใหปรับคาอัตราการตาย โดยใช Abbott’s formula และถาอัตราการตายมากกวา 20% ถือวาผลการทดสอบ

ผิดพลาด ตองทําการทดสอบใหม
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Abbott’s formula = % ตายของยุงที่ทดสอบ - % ตายของยุงเปรียบเทียบ × 100
                         100 - % ตายของยุงเปรียบเทียบ  

เกณฑการตัดสินประสิทธิภาพสารเคมี

เกณฑการวิเคราะหขอมูลยุงลายจะใชเกณฑขององคการอนามัยโลก (WHO) คือ อัตราการตายเฉลี่ย

ของยุงที่ทดสอบทั้งหมดไมนอยกวา 90% จึงถือวาการพนที่ความเขมขนตามกําหนดมีประสิทธิภาพในการควบคุมยุง

สายพันธุนั้นได(8,9)

ผล

ประสิทธิภาพของสารเคมี สูตรผสม-1 (Mix-1) เม่ือทดสอบตามอัตราการใชบนฉลากและอัตราสูงสุด

ที่องคการอนามัยโลกแนะนํา พบวามีประสิทธิภาพฆายุงลายไดมากกวา 90% จํานวน 3 สายพันธุ ไดแก สายพันธุ

หองปฏิบัติการ (LS), จังหวัดเชียงใหม (CMS) และจังหวัดตาก (TKS) สวนยุงลายสายพันธุจังหวัดระยอง

(RYS) อัตราการผสมสารเคมีที่แนะนําไวที่ฉลากและอัตราสูงสุดตามคําแนะนําขององคการอนามัยโลก ฆายุงลาย

ไดเพียง 60% และ 77.33% ซึ่งไมผานเกณฑการตัดสินประสิทธิภาพสารเคมีขององคการอนามัยโลก แตมีฤทธิ์ทําให

ยุงลายสลบ (knockdown) ทั้ง 4 สายพันธุ ตามอัตราการใชที่แนะนําไวที่ฉลากและอัตราผสมสูงสุดตามคําแนะนําของ

องคการอนามัยโลกอยูที่ 62.48-97.90% และ 80.19-98.10% ตามลําดับ รายละเอียดตามตารางที่ 2  

ตารางที่ 2 การตอบสนองของยุงลาย Ae. aegypti ตอสารเคมี สูตรผสม-1 (Mix-1)

สายพันธุยุงลายบาน
Ae. aegypti

อัตราการใช 0.75 g/ha อัตราการใช 1.0 g/ha

อัตราการสลบ
ที่ 60 นาที

อัตราการตาย
ที่ 24 ชม.

อัตราการสลบ
ที่ 60 นาที

อัตราการตาย
ที่ 24 ชม.

หองปฏิบัติการ (LS) 87.62 90.00 95.81 96.00

เชียงใหม (CMS) 97.90 98.48 98.10 99.00

ตาก (TKS) 94.29 92.38 90.67 91.86

ระยอง (RYS) 62.48 60.00 80.19 77.33

สารเคมี สูตรผสม-2 (Mix-2) เมื่อทดสอบตามอัตราการใชบนฉลากและอัตราสูงสุดที่องคการอนามัยโลก

แนะนํา พบวามีประสิทธิภาพฆายุงลายไดมากกวา 90% จํานวน 3 สายพันธุ ไดแก สายพันธุหองปฏิบัติการ (LS), 

จังหวัดเชียงใหม (CMS) และจังหวัดตาก (TKS) สวนยุงลายสายพันธุจังหวัดระยอง (RYS) อัตราการผสมสารเคมี

ที่แนะนําไวที่ฉลากและอัตราสูงสุดตามคําแนะนําขององคการอนามัยโลก ฆายุงลายไดเพียง 83.62% และ 68.79% 

ซ่ึงไมผานเกณฑการตัดสินประสิทธิภาพสารเคมีขององคการอนามัยโลก แตมีฤทธิ์ทําใหยุงลายสลบทั้ง 4 สายพันธุ 

ตามอัตราการใชที่แนะนําไวที่ฉลากและอัตราผสมสูงสุดตามคําแนะนําขององคการอนามัยโลกอยูที่ 84.38-98.67% 

และ 74.48-99.43% ตามลําดับ รายละเอียดตามตารางที่ 3          
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ประสิทธิภาพของสารเคมีกําจัดยุงลายบานโดยการพนฝอยละเอียด   จิราภรณ เสวะนา และคณะ

ตารางที่ 3  การตอบสนองของยุงลาย Ae. aegypti ตอสารเคมี สูตรผสม-2 (Mix-2)

สายพันธุยุงลายบาน
Ae. aegypti

อัตราการใช 1.25 g/ha อัตราการใช 2.0 g/ha

อัตราการสลบ
ที่ 60 นาที

อัตราการตาย
ที่ 24 ชม.

อัตราการสลบ
ที่ 60 นาที

อัตราการตาย 
ที่ 24 ชม.

หองปฏิบัติการ (LS) 98.67 98.86 99.43 98.00

เชียงใหม (CMS) 95.62 96.11 98.48 99.40

ตาก (TKS) 92.38 92.19 94.67 90.00

ระยอง (RYS) 84.38 83.62 74.48 68.79

 สารเคมี สูตรผสม-3 (Mix-3) เมื่อผสมตามอัตราการใชที่แนะนําบนฉลากเปนอัตราสูงสุดตามคําแนะนํา

ขององคการอนามัยโลก พบวามีประสิทธิภาพฆายุงลายไดมากกวา 90% ทั้ง 4 สายพันธุ ไดแก สายพันธุหองปฏิบัติการ

(LS), จังหวัดเชียงใหม (CMS), จังหวัดตาก (TKS) และจังหวัดระยอง (RYS) และมีฤทธิ์ทําใหยุงลายสลบทั้ง 

4 สายพันธุอยูที่ 99.43-100% รายละเอียดตามตารางที่ 4            

ตารางที่ 4 การตอบสนองของยุงลาย Ae. aegypti ตอสารเคมีสูตรผสม-3 (Mix-3)

สายพันธุยุงลายบาน Ae. aegypti
อัตราการใช 3.0 g/ha

อัตราการสลบที่ 60 นาที อัตราการตายที่ 24 ชม.

หองปฏิบัติการ (LS) 100 100

เชียงใหม (CMS) 100 100

ตาก (TKS) 99.43 99.62

ระยอง (RYS) 99.81 99.62

สารเคมี สูตรเดี่ยว (cyfluthrin) เมื่อทดสอบตามอัตราการใชบนฉลาก พบวามีประสิทธิภาพฆายุงลาย

ไดมากกวา 90% เพียงสายพันธุหองปฏิบัติการเทานั้น  แตเมื่อใชอัตราสูงสุดที่องคการอนามัยโลกแนะนํา พบวา

มปีระสทิธภิาพฆายงุลายไดมากกวา 90% เพิม่ขึน้ 3 สายพนัธุ ไดแก สายพันธุหองปฏบิตักิาร (LS), จงัหวัดเชียงใหม (CMS)

และจังหวัดตาก (TKS) สวนยุงลายสายพันธุจังหวัดระยอง อัตราการใชบนฉลากและอัตราสูงสุดที่องคการอนามัยโลก

แนะนาํฆายงุลายไดเพยีง 68.38% และ 64.95% ซึง่ไมผานเกณฑการตดัสนิประสทิธภิาพสารเคมขีององคการอนามยัโลก

แตมีฤทธิ์ทําใหยุงลายสลบทั้ง 4 สายพันธุ ตามอัตราการใชที่แนะนําไวที่ฉลากและอัตราผสมสูงสุดตามคําแนะนําของ

องคการอนามัยโลกอยูที่ 76.38-99.43% และ 71.05-93.71% ตามลําดับ รายละเอียดตามตารางที่ 5   
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ตารางที่ 5  การตอบสนองของยุงลาย Ae. aegypti ตอสารเคมี สูตรเดี่ยว (cyfluthrin)

สายพันธุยุงลายบาน
Ae. aegypti

อัตราการใช 1.25 g/ha อัตราการใช 2.0 g/ha

อัตราการสลบ
ที่ 60 นาที

อัตราการตาย
ที่ 24 ชม.

อัตราการสลบ
ที่ 60 นาที

อัตราการตาย 
ที่ 24 ชม.

หองปฏิบัติการ (LS) 99.43 98.91 79.43 92.00

เชียงใหม (CMS) 86.29 82.38 93.71 98.34

ตาก (TKS) 91.05 82.36 88.19 92.19

ระยอง (RYS) 76.38 68.38 71.05 64.95

วิจารณ

การตอบสนองของยุงลายบาน Ae. aegypti ตอสารเคมีกําจัดแมลงกลุมไพรีทรอยดสังเคราะห 4 ชนิด ดวย

วิธีการพนแบบพนฝอยละเอียด พบวาสารเคมีสูตรผสม-3 มีประสิทธิภาพในการฆายุงลายดีที่สุด สามารถฆายุงลาย

ไดมากกวา 90% ทั้ง 4 สายพันธุ เนื่องจากอัตราการผสมสารเคมีที่แนะนําไวที่ฉลากเปนอัตราการผสมสูงสุดตาม

คําแนะนําขององคการอนามัยโลกอยูแลว แตเพื่อชะลอการสรางความตานทานตอสารเคมีของยุงลายและเพื่อประหยัด

คาใชจาย ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อหาอัตราการผสมสารเคมีที่มีความเขมขนตํ่าลงแตยังคงมีประสิทธิภาพฆายุงลาย

ไดดี เพื่อนํามาใชในการควบคุมยุงลายตอไป

สารเคมีสูตรผสม-1 และสารเคมีสูตรผสม-2 เมือ่ใชอัตราการผสมสารเคมทีีแ่นะนาํไวทีฉ่ลากมปีระสทิธภิาพดี

สามารถฆายุงลายไดมากกวา 90% จํานวน 3 สายพันธุ (LS, CMS, TKS) ซึ่งปริมาณของสารเคมีตามอัตราการผสม

ที่แนะนําไวที่ฉลากสามารถฆายุงลายไดดีและเหมาะสมตอการนําไปใชในการพนเคมีควบคุมยุงลายในพื้นที่ศึกษา 

เพราะเมื่อใชปริมาณสารเคมีเพิ่มขึ้นก็ยังคงฆายุงลายไดมากกวา 90% จํานวน 3 สายพันธุเทาเดิม (LS, CMS, TKS) 

ดังนั้นเพื่อประหยัดคาใชจาย และชะลอการสรางความตานทานตอสารเคมีของยุงลายจึงไมจําเปนตองเพิ่มความเขมขน

ของสารเคมีแตอยางใด 

สวนสารเคมี cyfluthrin สตูรเดีย่ว เมือ่ใชอตัราการผสมสารเคมทีีแ่นะนาํไวทีฉ่ลากสามารถฆายงุลายบานได

มากกวา 90% เพียงสายพันธุหองปฏิบัติการ (LS) เทานั้น แตเมื่อใชอัตราสูงสุดตามคําแนะนําขององคการอนามัยโลก 

มีประสิทธิภาพดี สามารถฆายุงลายบานไดมากกวา 90% ได 3 สายพันธุ (LS, CMS, TKS) ซึ่งสารเคมี cyfluthrin 

สูตรเดี่ยวอาจมีขอจํากัดในการใช เนื่องจากไมมีสาร piperonyl butoxide (PBO) ชวยเสริมฤทธิ์ โดยการเติมสาร 

piperonyl butoxide (PBO) ที่เปนสารยับยั้งเอนไซม cytochrome P450 monooxygenases(10) กลไกการยอย

สลายสารฆาแมลงกลุมเอนไซมทําลายพิษ (detoxification) มีประสิทธิภาพการยอยสลายสารฆาแมลงแตกตางกัน

ขึ้นกับสายพันธุของแมลง ซึ่งในยุงพบวาเอมไซมกลูตาไทโอน เอสทรานสเฟอเรส มีหนาที่หลักในการทําลายสารพิษ

จากสารเคมีหรือสารฆาแมลง จึงทําใหแมลงรอดตายและกลายพันธุเปนสายพันธุที่ตานทานสารเคมี(11) ซึ่งสารเคมีสูตร

ผสม-1 เปนสารเคมีหลักที่มีการแนะนําใหใชพนควบคุมยุงลายบาน แตเมื่อมีการนําไปใชหลายพื้นที่ของประเทศไทย 

ยงุลายบานอาจเกดิการปรบัตวัและพฒันาสรางความตานทานตอสารเคมทีาํใหดือ้ตอสารเคมไีด สอดคลองกับการศกึษา

เปรียบเทียบประสิทธิภาพของการพนหมอกควัน พนฝอยละออง และพนฝอยละอองติดรถยนต ในการควบคุมยุงลาย

บาน Ae. aegypti ในเขตเทศบาลนครสงขลา โดยการใชสารเคมี deltamethrin 0.5% w/v พบวาการพนสารเคมี

แบบหมอกควนัและแบบฝอยละอองสามารถควบคมุความหนาแนนของยงุลายบานไดดใีนชมุชนแออดั หลงัจากพนแลว

สามารถลดความหนาแนนของยุงลายบานไดในชวงเวลา 1-2 สัปดาห เทานั้น การพนสารเคมีจึงเหมาะสําหรับ

การควบคุมการแพรระบาดของโรคไขเลือดออก การควบคุมแหลงเพาะพันธุของยุงลายบานจึงเปนมาตรการที่สําคัญ



349วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 62 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2563

ประสิทธิภาพของสารเคมีกําจัดยุงลายบานโดยการพนฝอยละเอียด   จิราภรณ เสวะนา และคณะ

1

ทีจ่ะชวยลดความหนาแนนของยงุลายได(12) และจากการทดสอบ Susceptibility test ยงุลายบานตอสารเคมกํีาจดัแมลง

กลุมไพรทีรอยดสังเคราะห 3 ชนิด คอื permethrin 0.75%, deltamethrin 0.05% และ lambda-cyhalothrin 0.05% 

จาํนวน 29 จงัหวัดของประเทศไทย พบวาสารเคม ีdeltamethrin มยุีงดือ้ตอสารเคม ี4 จงัหวัด ไดแก จังหวดันครสวรรค, 

จงัหวดัชมุพร, จงัหวดัสงขลา และจงัหวัดสรุาษฎรธาน ีสวนสารเคม ีlambda-cyhalothrin ยงุลายบานยงัตอบสนองดี

ตอสารเคมีทั้ง 29 จังหวัด(13) และจากการศึกษาการใชสารเสริมฤทธิ์ piperonyl butoxide (PBO) เพื่อเพิ่มอัตรา

การตายของยุงลายบานท่ีสรางความตานทานตอสารเคมี deltamethrin ในประเทศไทย ดวยวิธี Bioassays

ตามมาตรฐานขององคการอนามัยโลก โดยใหยงุลายบานสมัผสักบั PBO 4% เปนเวลา 1 ช่ัวโมง ตามดวยสมัผสัสารเคมี

deltamethrin 0.05% เปนเวลา 1 ชั่วโมง พบวายุงลายบานมีอัตราการตายเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (64.8-98.1%) 

และมีอัตราการสลบ knockdown time (KDT) ชวงการสลบ KDT50 อยูที่ 1.7 ถึง 2.8 และ KDT95 อยูที่ 1.9 

ถึง 4.0 ซึ่งแตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับสารเคมี deltamethrin เพียงอยางเดียวกับสาร PBO ผสม 

deltamethrin(14) สอดคลองกับการทดสอบสารเคมีทั้ง 4 ชนิด ไดแก deltamethrin, zeta cypermethrin, 

cyfluthrin และ lambda cyhalothrin ที่มีฤทธิ์ knockdown ยุงลายบานทั้ง 4 สายพันธุ เนื่องจากสารเคมีใน

กลุมไพรีทรอยดมีคุณสมบัติในการทําใหยุงเกิดอาการ knockdown โดยรบกวนการทํางานของระบบประสาท ทําให

แมลงบินเปนอัมพาตอยางรวดเร็ว(15) ดังนั้นควรแนะนําใหประชาชนเก็บกวาดซากยุงที่สลบมาทําลายทันทีหลังจากฉีด

พนสารเคมีและปดอบใหยุงสัมผัสกับสารเคมีภายในบานเปนเวลา 30-60 นาที จากผลการทดสอบประสิทธิภาพของ

สารเคมีทั้ง 4 ชนิด แนะนําใหใชสารเคมีสูตรผสมที่มีสาร piperonyl butoxide (PBO) เปนสารเสริมฤทธิ์ เพื่อชวย

ใหสารเคมีมีประสิทธิภาพในการฆายุงลายดียิ่งข้ึนสําหรับพ้ืนท่ี 3 จังหวัดที่ทําการศึกษา พรอมทั้งสามารถนําขอมูลไป

ประกอบการพิจารณาเพื่อตัดสินใจในการเลือกใชสารเคมีและอัตราการผสมที่เหมาะสมกับบริบทของแตละพื้นที่

ไดรวมกบัประวตักิารใชสารเคมีของพืน้ท่ีเพือ่ใหมปีระสทิธภิาพสงูสดุในการพนเคมคีวบคมุยงุลายในพืน้ทีท่ีท่าํการศกึษา

ตอไป นอกจากนี้ยังสามารถใชเปนแนวทางหรือวิธีมาตรฐานสําหรับใชศึกษากับตัวอยางยุงลายจากพื้นที่ตางๆ ของ

ประเทศไทยได  

สรุป

การใชสารเคมีกําจัดแมลงกลุมไพรีทรอยดสังเคราะห 4 สูตร ไดแก สูตรผสม-1, สูตรผสม-2, สูตรผสม-3 

และสูตรเดี่ยว (cyfluthrin) ดวยวิธีการพนแบบฝอยละเอียดในการควบคุมยุงลายบาน Ae. aegypti พบวาสารเคมี 

สูตรผสม-3 มีประสิทธิภาพดีที่สุดในการฆายุงลายในพื้นที่ที่ทําการศึกษา และพบวาเมื่อเติม piperonyl butoxide 

(PBO) ลงไปในสูตรเพ่ือเปนสารเสริมฤทธิ์ประสิทธิภาพในการฆาแมลงจะดียิ่งขึ้น ดังนั้นควรใชสารเคมีสูตรผสม

ซึง่มปีระสิทธภิาพในการฆายงุลายบานไดดกีวาสารเคมสีตูรเดีย่ว ทัง้นีต้องคาํนงึถงึเทคนคิการพนสารเคม ีและอตัราการ

ผสมสารเคมีจะตองปฏิบัติอยางถูกตองจึงจะสามารถควบคุมยุงลายบานไดอยางมีประสิทธิภาพ   
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Efficacy of Insecticides for Aedes aegypti 

Control by Ultra-Low-Volume Application 

in Semi-Field Condition

Jiraporn Sevana Bussarakum Sinakom and Boonserm Aumaung    
Vector Borne Diseases Division, Department of Disease Control, Tiwanond Road, Nonthaburi 11000, 

Thailand

ABSTRACT  The efficacy of insecticides using ultra-low volume (ULV) spraying to control

Aedes aegypti mosquito was evaluated by the cage-bioassay test method. Laboratory strain (LS) and

3 field strains of mosquitoes collected from Chiang Mai (CMS), Tak (TKS) and Rayong (RYS)

provinces were used for this testing. Three mixed formulations: Mix-1 [deltamethrin, s-bioallethrin, 

piperonyl butoxide (PBO)], Mix-2 (lambda-cyhalothrin, tetramethrin, PBO), Mix-3 (zeta cypermethrin, 

tetramethrin, PBO) and one single formulation (containing cyfluthrin only) were tested in parallel on 

mixing ratios shown on the labels and the maximum ratio recommended by the guideline of World Health 

Organization (WHO). The efficacy of those formulations were evaluated for the percentage of mosquito 

knock down rate at 60 minutes and mortality rate at 24 hours. It was found that the Mix-3 formulation 

provided the highest efficacy to kill Ae. aegypti all strains. The Mix-1 and Mix-2 formulation using at 

ratios shown on the labels were effective to kill Ae. aegypti over 90% of the 3 strains (LS, CMS and TKS). 

While the single formulation of cyfluthrin, using at maximum ratio recommended by WHO, could kill

3 strains (LS, CMS and TKS) of Ae. aegypti over 90%. If it was applied as labelled, it could kill more 

than 90% of the LS strain only, while the efficacies against the 3 field strains were less than 90% 

mortality rate. Therefore, it was recommended to use the mixed formulations of insecticides to control

Ae. aegypti mosquito, instead of the single formulation containing only one chemical active ingredient.

Keywords : Insecticides, Synthetic Pyrethroids, Ultra-Low-Volume (ULV), Aedes aegypti
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สม สมเขียวหวาน กระชาย) ในการกําจัดลูกนํ้ายุงลายบานสายพันธุจากหองปฏิบัติการ (Lab strain) และสายพันธุตานทาน

ตอสารเคมี (Resistant strain) ผลการศึกษาพบวานํ้ามันหอมระเหยโหระพา กานพลู และยูคาลิปตัส มีประสิทธิผลดีที่สุด

ในการกําจัดลูกน้ํายุงลายบาน Lab strain มีคา LC
50
 เทากับ 62.8, 66.0 และ 77.4 ppm ตามลําดับ และมีประสิทธิผล

ตอลกูน้ํายงุลายบาน Resistant strain มคีา LC
50
 เทากบั 72.3, 83.1 และ 109.6 ppm ตามลาํดบั จงึนํามาพฒันาเปนผลิตภณัฑ

สูตรไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวม (โหระพา + กานพลู + ยูคาลิปตัส) และศึกษาประสิทธิผลตอลูกนํ้ายุงลายบานทั้ง Lab strain 

และ Resistant strain ในระดับกึ่งภาคสนามนาน 5 สัปดาห สําหรับลูกน้ํายุงลายบาน Lab strain พบวา มีอัตราตาย

รอยละ 100, 66.7, 57.7, 36.7 และ 0 ตามลําดบั สวนผลตอลกูนํา้ยงุลายบาน Resistant strain พบวามอีตัราตายรอยละ 100, 61.7, 

46.7, 33.3 และ 0 ตามลาํดบั สรปุไดวา ผลติภณัฑกาํจดัลกูนํา้ยงุในรปูแบบไมโครอมิลัชนัสมนุไพรรวมมปีระสทิธผิลในการกาํจดั

ลูกนํ้ายุงลายไดดี สามารถนําไปใชในการควบคุมลูกนํ้ายุงลายในธรรมชาติได

คําสําคัญ:  ฤทธิ์กําจัดลูกนํ้ายุง, ไมโครอิมัลชัน, นํ้ามันหอมระเหย, ลูกนํ้ายุงตานทานสารเคมี
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บทนํา

ในประเทศไทยมีโรคติดตอที่นําโดยแมลงอยูหลายโรคดวยกัน ยุงลายบานเปนแมลงชนิดหนึ่งที่เปน

พาหะหลักนาํโรคตดิตอท่ีกาํลงัเปนปญหาสาํคญัทางสาธารณสขุของประเทศ ไดแก  โรคไขเลอืดออก โรคชิคนุกนุยาและ

โรคติดเชื้อไวรัสซิกา ปจจุบันมาตรการหลักในการปองกันโรคยังคงใหความสําคัญกับการกําจัดหรือการควบคุม

ยุงพาหะนําโรค ถึงแมวาในปจจุบันไดมีวัคซีนปองกันโรคไขเลือดออกที่ชื่อเด็งวาเซียรแลว แตสามารถปองกัน

การเกดิโรคไดเพยีงรอยละ 65.6(1) ทีผ่านมามกีารนาํสารเคมกีาํจดัแมลงมาใชในการควบคมุยงุพาหะหลายชนิดในกลมุ

Organophosphate เชน มาลาไธออน (malathion) และเฟนนิโตรไธออน (fenitrothion) กลุม Carbamate

เชน โพรพ็อกเซอร (propoxur), เบนไดโอคารบ (bendiocarb) กลุม Synthetic pyrethroids เชน เดลตาเมธริน

(deltamethrin), เพอรเมธริน (permethrin) เปนตน แตการใชสารเคมีกําจัดแมลงนั้นทําใหเกิดสารตกคาง

เปนพิษตอส่ิงแวดลอมและสงผลตอสุขภาพของมนุษย นอกจากน้ียังทําใหยุงเกิดการตานทานตอสารเคมี

ดังนั้นเพ่ือเปนการลดผลกระทบที่เกิดขึ้นดังกลาว นํ้ามันหอมระเหยจากพืชสมุนไพรจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่ง

ในการนํามาทดแทนการใชสารเคมี เนื่องจากนํ้ามันหอมระเหยจากพืชสมุนไพรมีพิษตอมนุษยและสัตวเลี้ยงตํ่า

และมีรายงานวา องคประกอบทางเคมีในนํ้ามันหอมระเหยของพืชหลายชนิด เชน geraniol, methyl chavicol,

eucalyptol, limonene, linalool, citronellal และ eugenol มีฤทธิ์ในการกําจัดลูกนํ้ายุงและไลยุงได(2) 

Azhari, H.N. และคณะ ป 2012 รายงานวา จากการศึกษาประสิทธิผลในการกําจัดลูกนํ้ายุงลาย (Aedes 

aegypti) ระยะท่ี 3 ของน้ํามันหอมระเหยโหระพา (Ocimum bacillicum) โดย methyl chavicol (MCV) accession 

ใหคา LC
50
 และ LC

90
 เทากับ 160 และ 262 µg/ml ตามลําดับ สําหรับ geranial-geraniol (GGV) accession 

ใหคา LC
50
 และ LC

90
 เทากับ 174 และ 356 µg/ml ตามลําดับ แสดงวา MCV accession มีประสิทธิผลดีกวา 

GGV accession และเมื่อวิเคราะห methyl chavicol accession ดวย GC-MS พบวามีองคประกอบดังนี้ คือ 

methyl chavicol (43%), linalool (17.55%), geraniol (13.73%), eucalyptol (5.00%), methyl cinnamate 

(5.00%), α-bergamotene (3.22%) และ eugenol (2.79%) รวมทั้ง β-pinene, β-myrcene, caryophyllene,

germacrene และ β-ocimene (1.00-1.89%) สําหรับการวิเคราะห GGV accession ดวย GC-MS พบวา 

มีองคประกอบ ดังนี้ geranial (68.42%), geraniol (9.61%), linalool (8.12%) รวมทั้ง β-ocimene และ

caryophyllene (1.05-2.90%)(2) 

Dalia, I.H. และคณะ ป 2013 รายงานวา จากการศึกษาองคประกอบหลักทางเคมีของนํ้ามันหอมระเหย

จากเปลือกสม (Citrus sinensis) ทั้งเปลือกสมดิบและเปลือกสมสุก พบวามีสารลิโมนีน (limonene) รอยละ 80.14 

และรอยละ 80.93 ตามลาํดบั สวนนํา้มนัหอมระเหยจากใบสม พบวาม ีterpinen-4-ol รอยละ 14.1 เปนองคประกอบหลกั 

สําหรับนํ้ามันหอมระเหยจากดอกสม พบวามีสาร sabinene เปนองคประกอบหลักและพบสารลิโมนีนเปน

องคประกอบรอง และจากการศกึษาประสิทธผิลของนํา้มนัหอมระเหยจากสมในการกําจดัลกูนํา้ยงุ ระยะที ่4 ของยงุรําคาญ 

Culex pipiens พบวานํ้ามันหอมระเหยจากเปลือกสมมีประสิทธิผลดีที่สุด รองลงมา คือ นํ้ามันหอมระเหยจากใบสม

และจากดอกสมดวย LC
50
 อยูในชวง (20-160 ppm)(3)

ผูวิจัยจึงมีแนวความคิดที่จะใชนํ้ามันหอมระเหยจากพืชสมุนไพรชนิดตาง ๆ  ท่ีมีองคประกอบทางเคมีของ

สารเหลานี ้เพือ่ทดสอบฤทธิใ์นการกาํจดัลกูนํา้ยงุลายบาน ทัง้ลูกนํา้ยงุลายบานจากหองปฏบิตักิารและลกูนํา้ยงุลายบาน

จากแมยุงที่มีความตานทานตอสารเคมีกําจัดแมลงที่เก็บมาจากพื้นที่ศึกษา (จังหวัดจันทบุรี) โดยนํ้ามันหอมระเหย
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ทีม่ปีระสทิธภิาพดทีีสุ่ดจะถกูนําไปพัฒนาเปนผลิตภณัฑกาํจดัลกูนํา้ยงุเพือ่ตดัวงจรการเกดิโรคไขเลอืดออก โรคชคินุกนุยา

และโรคติดเชื้อไวรัสซิกา นอกจากนี้ยังเปนการสงเสริมการใชสมุนไพรในทองถ่ินที่มีอยูจํานวนมากใหเกิดประโยชน

สูงสุดและยังสามารถชวยลดตนทุนการนําเขาสารเคมีสังเคราะหที่สงผลเสียตอสุขภาพของประชาชนและสิ่งแวดลอม

วตัถปุระสงคในการศึกษาครัง้น้ี เพ่ือศกึษาประสิทธผิลของนํา้มนัหอมระเหยจากพชืสมนุไพร ในการกําจดัลกูนํา้ยงุลายบาน

ในหองปฏิบัติการและกึ่งภาคสนาม และศึกษาขนาดอนุภาค การกระจายตัว และศักยไฟฟาที่พื้นผิวของไมโครอิมัลชัน

ที่พัฒนาเปนผลิตภัณฑสมุนไพรในการกําจัดลูกนํ้ายุงลายบานที่ตานทานตอสารเคมีกําจัดแมลง

วัสดุและวิธีการ

ตัวอยางนํ้ามันหอมระเหย

นํ้ามันหอมระเหย 10 ชนิด (โหระพา กานพลู ยูคาลิปตัส อบเชยจีน ตะไครบาน ตะไครหอม มะกรูด สม 

สมเขียวหวาน และกระชาย) ซือ้มาจากบรษิทั อตุสาหกรรมเครือ่งหอมไทยจีน จาํกดั เตรยีมสารสกดัความเขมขนตาง ๆ

โดยเจือจางดวย 1% Tween 20 โดยใช 1% Tween 20 เปนตัวควบคุมเชิงลบ (negative control) 

สารสังเคราะหลิโมนีนของ Sigma Aldrich, USA เปนตัวควบคุมเชิงบวก (positive control) ในการ

ทดสอบกึ่งภาคสนาม

ชนิดของลูกนํ้ายุงที่ใชในการวิจัย

ลูกนํ้ายุงลายบาน (Aedes aegypti) ระยะ 3-4 จากหองปฏิบัติการ เปน Lab strain

ลูกนํ้ายุงลายบาน (Aedes aegypti) ระยะ 3-4 จากแมยุงที่มีความตานทานตอสารเคมีกําจัดแมลง

ที่เก็บมาจาก (จังหวัดจันทบุรี) เปน Resistant strain

การเตรียมลูกนํ้ายุงลายบานสําหรับใชในการทดสอบ

สัตวท่ีใชในการศึกษาประสิทธิภาพของนํ้ามันหอมระเหย ไดแก ลูกนํ้ายุงลายบาน Lab strain ไขยุง

ที่นํามาเพาะเล้ียงที่ใชในการทดลอง ไดรับการสนับสนุนจากฝายพิพิธภัณฑแมลงและอนุกรมวิธานและสนับสนุน

งานกีฏวิทยา สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข และลูกนํ้ายุงลาย

บาน Resistant strain ไดจากการนําไขยงุท่ีตดิบนกระดาษกรองลงฟกในถาดพลาสตกิ ใชระยะเวลาประมาณ 24 ชัว่โมง

หลังจากนั้นไขจะเริ่มฟกเปนลูกนํ้ายุงระยะที่ 1 เริ่มใหอาหารหนูบดละเอียด และเล้ียงลูกนํ้ายุงลายระยะเวลา

ประมาณ 4-5 วัน จะไดลูกนํ้ายุงระยะที่ 3 ถึงระยะที่ 4 ที่อุณหภูมิ 28-30 ๐ซ  สามารถนําไปใชทดลองได โดยแบงเปน

กลุมควบคุมและกลุมทดลองอยางละ 20 ตัว ในแตละระดับความเขมขนละ 5 ซํ้า

การทดสอบฤทธิ์ในการกําจัดลูกนํ้ายุง (Larvicidal activity)

 การทดสอบฤทธิใ์นการกาํจัดลูกน้ํายงุ ดดัแปลงมาจากวธิขีอง Pedro M.Gutierrez, Jr. และคณะ (2014)(4)

1. เตรียมสารละลายของนํ้ามันหอมระเหยที่แตละระดับความเขมขนจาก 12.5, 25, 50, 100, 200, 400, 

800 และ 1,000 ppm ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ใสลงในบีกเกอรขนาด 400 มิลลิลิตร (5 ซํ้า)

2. ควบคุมสภาวะแวดลอมของการทดลองที่อุณหภูมิ 27±2 ๐ซ ความชื้นสัมพัทธ 75-85% RH

3. เติมลูกนํ้ายุงระยะ 3 ตอนปลาย หรือ 4 ตอนตน จํานวน 20 ตัว ใสลงในสารละลายของนํ้ามันหอมระเหย

ที่แตละระดับความเขมขน ปริมาตร 200 มิลลิลิตร

4. ใช 1% Tween 20 ซึ่งเปนตัวทําละลายเปนกลุมควบคุม
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5. บันทึกผลจํานวนการตายของลูกนํ้าหลังจาก 24 และ 48 ช่ัวโมง ของการทดสอบ และประเมินผล

ทางสถิติดวยการวิเคราะหผลเปอรเซ็นตการตายของลูกนํ้าโดยใช Abbott’s formula และคํานวณหาคาอัตราการตาย

ของลูกนํ้ายุง (LC
50
) โดยใช Probit analysis

สําหรับลูกนํ้ายุงลายบานที่เก็บมาจากพ้ืนที่ศึกษาที่มีรายงานยุงลายตานทานตอสารเคมีกําจัดแมลง 

deltamethrin และ cypermethrin จะนํามาทดสอบยืนยันความตานทานตอสารเคมีกําจัดแมลง deltamethrin 

และ cypermethrin ในหองปฏิบัติการโดยวิธี WHO standard susceptibility test ถาพบวายุงลายบานจาก

จังหวัดจันทบุรีมีอัตราตายนอยกวารอยละ 90 แสดงวายุงลายบานมีความตานทานตอสารเคมีกําจัดแมลงที่ทดสอบ

ตามเกณฑขององคการอนามยัโลก และนาํไปทดสอบฤทธิใ์นการกาํจดัลกูน้ํายงุเชนเดยีวกนักบัทดสอบฤทธิใ์นการกาํจดั

ลูกนํ้ายุงลายบานในหองปฏิบัติการ

การวิเคราะหหาองคประกอบทางเคมีของนํ้ามันหอมระเหย

วเิคราะหหาองคประกอบทางเคมขีองนํา้มนัหอมระเหยทีม่ปีระสทิธิผลดทีีส่ดุในการกาํจัดลกูน้ํายงุลายบานจาก

หองปฏิบัติการและลูกนํ้ายุงลายบานจากแมยุงที่มีความตานทานตอสารเคมีกําจัดแมลงที่เก็บมาจากพื้นที่ศึกษา 

(นํา้มนัหอมระเหยโหระพา กานพล ูและยคูาลปิตสั) เพือ่หาเอกลกัษณและปรมิาณสารสาํคญัดวยเทคนคิ GC-MS โดย

สงตรวจวเิคราะหองคประกอบทางเคมขีองนํา้มนัหอมระเหยทีส่ถาบนัวิจยัวทิยาศาสตรและเทคโนโลยแีหงประเทศไทย (วว.)

การพัฒนาตํารับและรูปแบบของสูตรผลิตภัณฑกําจัดลูกนํ้ายุง และทดสอบประสิทธิผล

พัฒนาตํารับและรูปแบบของสูตรผลิตภัณฑกําจัดลูกนํ้ายุง ผลิตภัณฑสมุนไพรเดี่ยวในรูปแบบไมโครอิมัลชัน 

การเตรียมไมโครอิมัลชันโดยวิธี low energy method(5) ใช polysorbate 20 3.5 มิลลิลิตร กวนผสมกับ propylene 

glycol 3.5 มิลลิลิตร เปนเวลา 1 นาที แลวเติม essential oil ของนํ้ามันโหระพา 2 มิลลิลิตร กวนสวนผสมใหเขากัน

บน magnetic stirrer ดวยความเร็ว 800 rpm เปนเวลา 30 นาที แลวเติมนํ้าดวยอัตราเร็ว 1.0 มิลลิลิตรตอนาที กวน

สวนผสมทัง้หมดดวยอตัราเรว็เดมิ เปนเวลา 60 นาท ีแลวสงทาํการวดัขนาดอนภุาค (Droplet size และ polydispersity 

ดวย Photon correlation spectroscopy (Zetasizer ZS, Malvern, UK)) และศึกษาความคงตัวของตํารับ

อิมัลชันโหระพา ทําการทดสอบภายใต 40๐ซ, 75% RH ณ เวลา 1, 7, 21, 30 และ 60 วัน หลังการเตรียม (ภาพที่ 1)

พัฒนาตํารับและรูปแบบของผลิตภัณฑสมุนไพรรวมในรูปแบบไมโครอิมัลชัน การเตรียมไมโครอิมัลชัน

โดยวธิ ีlow energy method ใช polysorbate 20 ปรมิาตร 12 มลิลลิติร ผสมกบั propylene glycol ปรมิาตร 1 มลิลลิติร

กวนเปนเวลา 1 นาที แลวเติม Cremophor RH 40 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร กวนเปนเวลา 1 นาที แลวเติม plantacare

1200 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร กวนเปนเวลา 1 นาที แลวเติม essential oil ของนํ้ามันโหระพา กานพลู และยูคาลิปตัส

ปรมิาตร 5, 4, 4 มลิลลิติร ตามลาํดบั กวนสวนผสมใหเขากนับน magnetic stirrer   ดวยความเรว็ 800 rpm เปนเวลา 30 นาที

แลวเติมนํ้าดวยอัตราเร็ว 1.0 มิลลิลิตรตอนาที กวนสวนผสมทั้งหมดดวยอัตราเร็วเดิม เปนเวลา 60 นาที แลวสงทําการ

วัดขนาดอนุภาค (Droplet size และ polydispersity ดวย Photon correlation spectroscopy (Zetasizer ZS,

Malvern, UK)) และศกึษาความคงตวัของตาํรบัอมัิลชันสมนุไพรรวม ทาํการทดสอบภายใต 40๐ซ, 75% RH ณ เวลา

1, 7, 21, 30 และ 60 วัน (ภาพที่ 2)

หลังการเตรียมแลว ทําการศึกษาประสิทธิผลของผลิตภัณฑที่พัฒนาข้ึน ทดสอบประสิทธิผลการกําจัด

ลูกนํ้ายุงลายบานจากหองปฏิบัติการและลูกนํ้ายุงลายบานจากแมยุงที่มีความตานทานตอสารเคมีกําจัดแมลง

ทีเ่กบ็มาจากพืน้ทีศึ่กษา โดยทดสอบประสิทธผิลของสตูรผลติภัณฑเด่ียวของนํา้มนัหอมระเหยโหระพา และสตูรผลติภณัฑ

สมุนไพรรวม ที่ความเขมขน 250 ppm ตออัตราการตายของลูกนํ้ายุงลายบานทั้งสอง strain ทั้งในหองปฏิบัติการและ

ในกึ่งภาคสนาม
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ภาพที่ 1 ไมโครอิมัลชันสมุนไพรเดี่ยวโหระพา ภาพที่ 2 ไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวม

การศึกษาขนาด การกระจายตัวของอนุภาค และศักยไฟฟาที่พื้นผิวของอิมัลชันโหระพา และอิมัลชันสมุนไพรรวม

ขนาดและการกระจายตัวของอนุภาค (size and polydispersity index; PDI): วัดดวยเคร่ือง Zeta 

Sizer (NanoZS, Mavernt, UK) ที่อุณหภูมิ 25๐ซ โดยใชเทคนิค Photon correlation spectroscopy (PCS) 

วัดซํ้า 3 ครั้ง (n=3) โดยวิธีการทดสอบดัดแปลงจากวิธีของ Soradech และคณะ (2018)(6)

การวิเคราะหขนาดอนุภาคกอนและหลังการใชผลิตภัณฑในชวงเวลาตาง ๆ  

ใชสถิติ one way ANOVA

การศึกษาความคงตัวทางเคมีกายภาพของไมโครอิมัลชันนํ้ามันหอมระเหย

การศึกษาความคงตัวของตํารับอิมัลชันโหระพา และอิมัลชันสมุนไพรรวม ทําการทดสอบภายใต 40๐ซ, 

75% RH เปนเวลา 2 เดือน ซึ่งวิธีการทดสอบดัดแปลงจากวิธีของ Soradech และคณะ (2018)(6) โดยคุณลักษณะทาง

เคมีกายภาพทีท่าํการทดสอบ ไดแก ขนาด การกระจายอนภุาค และศกัยไฟฟาทีพ่ืน้ผวิ โดยใชเครือ่ง Zeta sizerNanoZS

(Mavernt, ประเทศอังกฤษ) ดังแสดงในภาพที่ 3

ภาพที่ 3 เครื่องวัดขนาดการกระจายอนุภาค และศักยไฟฟาที่พื้นผิว Zeta sizerNano ZS (Mavernt, 

 ประเทศอังกฤษ)
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การทดสอบประสิทธิผลของสูตรผลิตภัณฑเดี่ยวของนํ้ามันหอมระเหยโหระพา และสูตรผลิตภัณฑสมุนไพรรวม

ที่ความเขมขน 250 ppm ตออัตราการตายของลูกนํ้ายุงลายบาน Lab strain ในระดับหองปฏิบัติการ(4)

1. เตรยีมสูตรไมโครอมัิลชนัโหระพา (โหระพา + นํา้ + Tween 20 + propylene glycol) (2:1:3.5:3.5) และ

สูตรไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวม (โหระพา + กานพลู + ยูคาลิปตัส + Tween 20 + propylene glycol + Cremophor 

RH 40 + plantacare 1200+ นํ้า) (5:4:4:12:1:1:1:1) ที่ระดับความเขมขน 250 ppm ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

ใสลงในบีกเกอรขนาด 400 มิลลิลิตร (5 ซํ้า)

2. ควบคุมสภาวะแวดลอมของการทดลองที่อุณหภูมิ 27±2 ๐ซ ความชื้นสัมพัทธ 75-85 %RH

3. เตมิลกูนํา้ยงุลายบานจากหองปฏบิตักิารระยะ 3 หรอื 4 จาํนวน 20 ตวั ใสลงในสารละลายของนํา้มนัหอมระเหย

ที่แตละระดับความเขมขนปริมาตร 200 มิลลิลิตร

4. ใช (นํ้า + Tween 20 + propylene glycol) (1:3.5:3.5) ซึ่งเปนตัวทําละลาย และนํ้าประปาเปนกลุมควบคุม

5. บันทึกผลจํานวนการตายของลูกนํ้าหลังจาก 24 และ 48 ชั่วโมงของการทดสอบ และประเมินผลทางสถิติ 

ดวยการวิเคราะหผลเปอรเซ็นตการตายของลูกนํ้าโดยใช Abbott’s formula และคํานวณหาคาอัตราการตายของ

ลูกนํ้ายุง (LC
50
) โดยใช Probit analysis

การทดสอบประสิทธิผลของสูตรผลิตภัณฑเดี่ยวของนํ้ามันหอมระเหยโหระพา และสูตรผลิตภัณฑสมุนไพรรวม 

ทีค่วามเขมขน 250 ppm ตออตัราการตายของลกูนํา้ยงุลายบาน Resistant strain ในระดบัหองปฏบิตักิาร(4) 

ดําเนินการแบบเดียวกันกับ Lab strain ยกเวนขอ 3 ใชลูกนํ้ายุง Resistant strain

การทดสอบประสิทธิผลของสูตรไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวม (โหระพา + กานพลู + ยูคาลิปตัส) และสูตรลิโมนีน

ตออัตราการตาย (%Mortality) ของลูกน้ํายุงลายบาน Lab strain ในระดับกึ่งภาคสนาม (โองมังกร

ขนาด 180 ลิตร, n=3) วิธีการทดสอบดัดแปลงตามวิธีของ Thanyalak และคณะ (2006)(7) ดังแสดงในภาพที่ 4

ภาพที่ 4 แสดงวธิกีารทดสอบประสทิธผิลของสตูรไมโครอมิลัชนัสมนุไพรรวม (โหระพา + กานพล ู+ ยคูาลปิตสั) และ

 สูตรลิโมนีน ในระดับกึ่งภาคสนาม (โองมังกรขนาด 180 ลิตร, n=3)
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1. เตรยีมสตูรไมโครอมิลัชันสมนุไพรรวม (โหระพา + กานพล ู+ ยคูาลปิตสั + Tween 20 + propylene glycol + 
Cremophor RH 40 + plantacare 1200 + น้ํา) (5:4:4:12:1:1:1:1) และสตูรลโิมนนี (limonene + Tween 20 + นํา้) 
(4:12:1) ใสลงในโองมังกรที่มีนํ้าประปาปริมาตร 180 ลิตร (3 ซํ้า)

2. คนสารละลายใหเปนเนื้อเดียวกัน เปนเวลา 30 นาที 
3. เติมลูกนํ้ายุงลายบานจากหองปฏิบัติการระยะ 3 หรือ 4 จํานวน 20 ตัว ใสลงในสารละลายของสูตรนํ้ามัน

หอมระเหยที่แตละสูตรปริมาตร 180 ลิตร
4. ใช (Tween 20 + propylene glycol + Cremophor RH 40 + plantacare 1200 + นํา้) (12:1:1:1:1) 

ซึ่งเปนตัวทําละลาย และนํ้าประปาเปนกลุมควบคุม
5. บันทึกผลจํานวนการตายของลูกนํ้าหลังจากวันแรก สัปดาหที่ 2 สัปดาหที่ 3 สัปดาหที่ 4 และสัปดาหที่ 5 

ของการทดสอบ 
6. บันทึกอุณหภูมิตลอดการทดลอง และวิเคราะหคาความเปนกรด-ดาง และคาความขุนของนํ้ากอน

และหลังการทดสอบ

การทดสอบประสิทธิผลของสูตรไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวม (โหระพา + กานพลู + ยูคาลิปตัส) และสูตรลิโมนีน 
ตออตัราการตาย (% Mortality) ของลกูนํา้ยุงลายบาน (Resistant strain) ในระดับก่ึงภาคสนาม (โองมังกร
ขนาด 180 ลติร, n=3) ดาํเนินการแบบเดยีวกบั Lab strain กึง่ภาคสนาม ยกเวนขอ 3 ใชลกูนํา้ยงุ Resistant strain 

การวิเคราะหคาอุณหภูมิ, pH และคาความขุนของนํ้า (O.D.) กอนและหลังการใชผลิตภัณฑในทางสถิติ 
ในการวิเคราะหขอมูลสภาพนํ้าในโองกอนและหลังการทดลองใชสถิติ t-test

ผล

ผลการศึกษาประสิทธิผลของนํ้ามันหอมระเหย 10 ชนิด ในการกําจัดลูกนํ้ายุงลายบานจากหองปฏิบัติการ
ผลการทดสอบฤทธิ์ในการกําจัดลูกน้ํายุง (Larvicidal activity) ดัดแปลงมาจากวิธีของ Pedro 

M.Gutierrez, Jr. และคณะ (2014) พบวาน้ํามันหอมระเหยโหระพามปีระสทิธผิลดทีีส่ดุในการกาํจดัลกูนํา้ยงุลายบาน
(Lab strain) รองลงมา คือ นํ้ามันหอมระเหยกานพลูและนํ้ามันหอมระเหยยูคาลิปตัส โดยมีคา LC

50
 เทากับ 62.8, 

66.0 และ 77.4 ppm ตามลําดับ (ตารางที่ 1)

ตารางที่ 1 ประสิทธิผลของนํ้ามันหอมระเหย 10 ชนิด ในการกําจัดลูกนํ้ายุงลายบาน Lab strain

สารทดสอบ
ความเขมขนในการกําจัดลูกนํ้ายุงลายบาน 

Lab strain LC
50
 (ppm)

นํ้ามันหอมระเหยโหระพา 62.8
นํ้ามันหอมระเหยกานพลู 66.0
นํ้ามันหอมระเหยยูคาลิปตัส 77.4
นํ้ามันหอมระเหยอบเชยจีน 78.2
นํ้ามันหอมระเหยตะไครบาน 125.5
นํ้ามันหอมระเหยตะไครหอม 188.2
นํ้ามันหอมระเหยมะกรูด 255.7
นํ้ามันหอมระเหยสม 290.6
นํ้ามันหอมระเหยสมเขียวหวาน 312.5
นํ้ามันหอมระเหยกระชาย 321.2
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ผลการศึกษาประสิทธิผลของนํ้ามันหอมระเหย 10 ชนิด ในการกําจัดลูกนํ้ายุงลายบาน Resistant strain

ผลการทดสอบฤทธิใ์นการกาํจดัลกูนํา้ยงุ (Larvicidal activity) ดัดแปลงมาจากวธิขีอง Pedro M.Gutierrez,

Jr. และคณะ (2014) พบวา น้ํามันหอมระเหยโหระพามีประสิทธิผลดีที่สุดในการกําจัดลูกนํ้ายุงลายบาน

Resistant strain รองลงมา คือ นํ้ามันหอมระเหยกานพลูและนํ้ามันหอมระเหยยูคาลิปตัส โดยมีคา LC
50
 เทากับ 

72.3, 83.1 และ 109.6 ppm ตามลําดับ (ตารางที่ 2)

สารทดสอบ
ความเขมขนในการกําจัดลูกนํ้ายุงลายบาน

Resistant strain LC
50
 (ppm)

นํ้ามันหอมระเหยโหระพา 72.3

นํ้ามันหอมระเหยกานพลู 83.1

นํ้ามันหอมระเหยยูคาลิปตัส 109.6

นํ้ามันหอมระเหยอบเชยจีน 122.6

นํ้ามันหอมระเหยตะไครบาน 184.3

นํ้ามันหอมระเหยตะไครหอม 289.6

นํ้ามันหอมระเหยมะกรูด 344.3

นํ้ามันหอมระเหยสม 397.5

นํ้ามันหอมระเหยสมเขียวหวาน 429.7

นํ้ามันหอมระเหยกระชาย 512.0

ตารางที่ 2 ประสิทธิผลของนํ้ามันหอมระเหย 10 ชนิด ในการกําจัดลูกนํ้ายุงลายบาน Resistant strain

ผลการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของนํ้ามันหอมระเหยโหระพา นํ้ามันหอมระเหยกานพลู และนํ้ามัน

หอมระเหยยูคาลิปตสั ผลการวิเคราะหหาองคประกอบทางเคมขีองนํา้มนัหอมระเหยทีม่ปีระสทิธผิลดทีีส่ดุในการกาํจดั

ลูกน้ํายุงลายบาน Lab strain และ Resistant strain (นํ้ามันหอมระเหยโหระพา กานพลู และยูคาลิปตัส)

เพื่อหาสารเอกลักษณและปริมาณสารสําคัญดวยเทคนิค GC-MS โดยสงตรวจวิเคราะหองคประกอบทางเคมี

ของนํ้ามันหอมระเหยท่ีสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) พบวาน้ํามันหอมระเหย

โหระพา สวนใหญมสีาร methyl chavicol เปนองคประกอบทางเคมรีอยละ 84.45 นอกจากนีย้งัพบวามสีาร δ-3-carene,

α-bergamotene และ 1,8-cineole รอยละ 6.62, 1.40 และ 0.69 ตามลําดับ (ตารางที่ 3) นํ้ามันหอมระเหย

กานพลู สวนใหญมสีาร eugenol เปนองคประกอบทางเคมรีอยละ 91.61 นอกจากนีย้งัพบวามสีาร trans-caryophyllene

และ α-humulene รอยละ 6.56 และ 1.83 ตามลําดับ (ตารางที่ 4) นํ้ามันหอมระเหยยูคาลิปตัสสวนใหญมีสาร

eucalyptol เปนองคประกอบทางเคมีรอยละ 82.15 นอกจากนี้ยังพบวามีสาร limonene, β-myrecene, 

α-pineneและ α-terpinene รอยละ 7.18, 4.43, 2.31 และ 2.23 ตามลําดับ (ตารางที่ 5)

ตารางที่ 3 ผลการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของนํ้ามันหอมระเหยโหระพา

Retention time องคประกอบทางเคมี รอยละ

6.70 1,8-cineole 0.69

16.32 δ-3-carene 6.62

17.22 α-bergamotene 1.40

19.82 Methyl chavicol 84.45
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ผลการศึกษาขนาดอนุภาค การกระจายตัวของอนุภาค (PDI) และศักยไฟฟาที่พื้นผิวของไมโครอิมัลชันโหระพา 

และไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวม

จากการตรวจวิเคราะหตวัอยางไมโครอมิลัชนัโหระพา และไมโครอมิลัชนัสมนุไพรรวม (โหระพา + กานพล ู+

ยูคาลิปตัส) เพื่อวัดขนาดและการกระจายอนุภาค (size and polydispersity index; PDI): ซึ่งทําการวัดดวยเครื่อง 

Zeta Sizer (NanoZS, Mavernt, UK) ท่ีอณุหภมู ิ25๐ซ โดยใชเทคนคิ photon correlation spectroscopy (PCS) 

ณ เวลา 1, 7, 21, 30 และ 60 วัน หลงัการเตรยีม วัดซํา้ 3 ครัง้ (n=3) ดงัภาพที ่1 โดยวธิกีารทดสอบดดัแปลงจากวธิขีอง

Soradech และคณะ (2018) พบวา ไมโครอมิลัชนัโหระพาเริม่ตน มขีนาดอนภุาค เทากับ 106.13 ± 1.26 nm  มกีารกระจายตวั

ของอนภุาค (PDI) เทากบั 0.29±0.00 มีคาศกัยไฟฟาทีพ่ืน้ผิว (mV) เทากับ -17.73±2.10 ไมโครอิมลัชันโหระพาวนัที ่1 

มขีนาดอนภุาค  เทากบั 97.73±1.20 nm มีการกระจายตวัของอนภุาค (PDI) เทากบั 0.47±0.01 มคีาศกัยไฟฟาทีพ่ืน้ผวิ 

(mV) เทากบั  -17.57±1.22 ไมโครอมัิลชนัโหระพาวนัที ่7 มขีนาดอนภุาค เทากับ 95.19 ± 0.67 nm มกีารกระจายตวัของ

อนภุาค (PDI) เทากบั 0.43±0.01 มีคาศกัยไฟฟาทีพ่ืน้ผิว (mV) เทากับ -27.53±1.19 ไมโครอิมลัชันโหระพาวนัที ่ 21 

มขีนาดอนุภาค เทากบั 86.17±0.41 nm มีการกระจายตวัของอนภุาค (PDI) เทากบั 0.51±0.00 มคีาศกัยไฟฟาทีพ่ืน้ผิว 

(mV) เทากบั -19.47±1.72 ไมโครอมัิลชนัโหระพาวนัที ่30 มขีนาดอนภุาค เทากบั 100.21±1.90 nm มกีารกระจายตวั

ของอนุภาค (PDI) เทากับ 0.42±0.02 มีคาศักยไฟฟาที่พื้นผิว (mV) เทากับ -17.97±1.22 ไมโครอิมัลชันโหระพา

วนัที ่60 มขีนาดอนภุาค เทากบั 63.32±0.50 nm มีการกระจายตวัของอนภุาค (PDI) เทากับ 0.53±0.01 มคีาศกัยไฟฟา

ที่พื้นผิว (mV) เทากับ -55.47±4.78 (ตารางที่ 6)

ไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวมเริ่มตน มีขนาดอนุภาค เทากับ 82.59±0.66 nm มีการกระจายตัวของอนุภาค 

(PDI) เทากับ 0.47±0.00 มีคาศักยไฟฟาที่พื้นผิว (mV) เทากับ -27.23±0.81 ไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวมวันที่ 1 

มีขนาดอนุภาค เทากับ 95.44±6.95 nm มีการกระจายตัวของอนุภาค (PDI) เทากับ 0.60±0.04 มีคาศักยไฟฟา

ตารางที่ 4 ผลการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของนํ้ามันหอมระเหยกานพลู

ตารางที่ 5 ผลการวิเคราะหองคประกอบทางเคมีของนํ้ามันหอมระเหยยูคาลิปตัส

Retention time องคประกอบทางเคมี รอยละ

20.42 eugenol 91.61

22.07 Trans-caryophyllene 6.56

23.12 α-humulene 1.83

Retention time องคประกอบทางเคมี รอยละ

6.33 α-pinene 2.31

9.00 β-myrecene 4.43

9.12 Limonene 7.18

9.50 Eucalyptol 82.15

10.07 α-terpinene 2.23
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ที่พื้นผิว (mV) เทากับ -15.30±1.57 ไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวมวันที่ 7 มีขนาดอนุภาค เทากับ 227.63±45.87 nm 

มีการกระจายตัวของอนุภาค (PDI) เทากับ 0.33±0.05 มีคาศักยไฟฟาที่พื้นผิว (mV) เทากับ -27.50±0.36 

ไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวมวันที่ 21 มีขนาดอนุภาค เทากับ 388.40±3.77 nm มีการกระจายตัวของอนุภาค

(PDI) เทากับ 0.51±0.10 มีคาศักยไฟฟาที่พื้นผิว (mV) เทากับ -40.93±4.40 ไมโครอิมัลชันสมุนไพร

รวมวันที่ 30 มีขนาดอนุภาค เทากับ 163.93±46.19 nm มีการกระจายตัวของอนุภาค (PDI) เทากับ 0.31±0.04 

มีคาศักยไฟฟาที่พื้นผิว (mV) เทากับ -24.50±2.43 ไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวม วันที่ 60 มีขนาดอนุภาค

เทากับ 323.32±0.50 nm มีการกระจายตัวของอนุภาค (PDI) เทากับ 0.53±0.01 มีคาศักยไฟฟาที่พื้นผิว (mV) 

เทากับ -55.47 ± 4.78 (ตารางที่ 6)

ตารางที่ 6 ขนาดอนภุาค  การกระจายตวั (PDI) และศกัยไฟฟาทีพ่ืน้ผวิของไมโครอมิลัชนัโหระพา และไมโครอมัิลชัน

 สมุนไพรรวม

ตัวอยาง
ขนาดอนุภาค 

(nm)

การกระจายตัวของอนุภาค 

(PDI)

ศักยไฟฟาที่พื้นผิว 

(mV)

1. ไมโครอิมัลชันโหระพาเริ่มตน 106.13±1.26 0.29±0.00 -17.73±2.10

2. ไมโครอิมัลชันโหระพาวันที่ 1 97.73±1.20 0.47±0.01 -17.57±1.22

3. ไมโครอิมัลชันโหระพาวันที่ 7 95.19±0.67 0.43±0.01 -27.53±1.19

4. ไมโครอิมัลชันโหระพาวันที่ 21 86.17±0.41 0.51±0.00 -19.47±1.72

5. ไมโครอิมัลชันโหระพาวันที่ 30 100.21±1.90 0.42±0.02 -17.97±1.22

6. ไมโครอิมัลชันโหระพาวันที่ 60 63.32±0.50 0.52±0.01 -19.13±0.81

7. ไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวมเริ่มตน 82.59±0.66 0.47±0.00 -27.23±0.81

8. ไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวมวันที่ 1 95.44±6.95 0.60±0.04 -15.30±1.57

9. ไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวมวันที่ 7 227.63±45.87 0.33±0.05 -27.50±0.36

10. ไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวมวันที่ 21 388.40±3.77 0.51±0.10 -40.93±4.40

11. ไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวมวันที่ 30 163.93±46.19 0.31±0.04 -24.50±2.43

12. ไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวมวันที่ 60 323.32±0.50 0.53±0.01 -55.47±4.78

- จากการศึกษาขนาดอนุภาคของไมโครอิมัลชันโหระพาเริ่มตน เทากับ 106.13 nm เมื่อเก็บภายใตสภาวะ 

40๐ซ 75% RH เปนเวลา 2 เดือน พบวา ขนาดอนุภาคลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) จาก 106.13 nm เปน 

63.32 nm และคาศักยไฟฟาที่พื้นผิวมีการเปลี่ยนแปลงเล็กนอย โดยลดลงจาก -17.73 mV เปน -19.13 mV 

- จากการศึกษาขนาดอนุภาคของไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวมเริ่มตน เทากับ 82.59 nm เมื่อเก็บภายใต

สภาวะ 40๐ซ 75% RH เปนเวลา 2 เดือน พบวา ขนาดอนุภาคเพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

จาก 82.59 nm เปน 323.32 nm และคาศักยไฟฟาที่พื้นผิวมีการเปลี่ยนแปลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

โดยลดลงจาก -27.23 mV เปน -55.47 mV
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ผลการศึกษาประสทิธผิลของสูตรไมโครอมิลัชนัโหระพา และสตูรไมโครอมิลัชันสมนุไพรรวม (โหระพา + กานพล ู+ 

ยูคาลิปตัส) ที่ความเขมขน 250 ppm ตออัตราการตาย (%Mortality) ของลูกนํ้ายุงลายบาน Lab strain

ในระดับหองปฏิบัติการ

จากการศึกษาประสิทธิผลของสูตรไมโครอิมัลชันโหระพา และสูตรไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวม (โหระพา + 

กานพลู + ยูคาลิปตัส) ที่ความเขมขน 250 ppm ตออัตราการตาย (%Mortality) ของลูกนํ้ายุงลายบาน

จากหองปฏิบัติการ ในระดับหองปฏิบัติการ พบวาที่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง มีผลตออัตราการตายของลูกนํ้ายุงลายบาน

Lab strain รอยละ 80.0±3.5 และ 84.0±4.2 ตามลําดับที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง รอยละ 100.0±0.0 และ 100.0±0.0 

ตามลําดบั สวนกลุมควบคุม (น้ําประปา) และกลุมควบคุม (นํา้ + Tween 20+propylene glycol) (1:3.5:3.5) ไมมผีล

ตออัตราการตายของลูกนํ้ายุง (ตารางที่ 7)

ผลการศึกษาประสทิธผิลของสูตรไมโครอมิลัชนัโหระพา และสตูรไมโครอมิลัชนัสมนุไพรรวม (โหระพา + กานพล ู+
ยูคาลิปตัส) ที่ความเขมขน 250 ppm ตออัตราการตาย (%Mortality) ของลูกนํ้ายุงลายบาน Resistant 
strain ในระดับหองปฏิบัติการ

จากการศึกษาประสิทธิผลของสูตรไมโครอิมัลชันโหระพา และสูตรไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวม (โหระพา +
กานพลู + ยูคาลิปตัส) ที่ความเขมขน 250 ppm ตออัตราการตาย (%Mortality) ของลูกนํ้ายุงลายบาน Resistant 
strain ในระดับหองปฏิบัติการ พบวา ที่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง มีผลตออัตราการตายของลูกนํ้ายุงลายบาน Resistant
strain รอยละ 75.0±3.5 และ 81.0±2.2 ตามลําดับที่ระยะเวลา 48 ช่ัวโมง รอยละ 91.0±4.2 และ 92.0±2.7
ตามลําดับ สวนกลุมควบคุม (นํ้าประปา) และกลุมควบคุม (นํ้า + Tween 20 + propylene  glycol) (1:3.5:3.5) 

ไมมีผลตออัตราการตายของลูกนํ้ายุง (ตารางที่ 8)

ตารางที่ 7 ประสิทธิผลของสูตรไมโครอิมัลชันโหระพา และสูตรไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวม (โหระพา + กานพลู+
 ยคูาลปิตสั) ทีค่วามเขมขน 250 ppm ตออตัราการตาย (%Mortality) ของลกูนํา้ยงุลายบาน Lab strain
 ในระดับหองปฏิบัติการ

กลุมทดสอบ

ระยะเวลาในการทดสอบ/อัตราการตาย 
(% Mortality)

24 hrs. 48 hrs.

กลุมควบคุม (นํ้าประปา) 0.0±0.0 0.0±0.0

กลุมควบคุม (นํ้า + Tween 20 + propylene glycol) (1:3.5:3.5) 0.0±0.0 0.0±0.0

สูตรไมโครอิมัลชันโหระพา (โหระพา + นํ้า + Tween 20 + 
propylene glycol) (2:1:3.5:3.5)

80.0±3.5 100.0±0.0

สูตรไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวม (โหระพา + กานพลู + ยูคาลิปตัส + 
Tween 20 + propylene glycol + Cremophor RH 40 + 
plantacare 1200 + นํ้า) (5:4:4:12:1:1:1:1)

84.0±4.2 100.0±0.0
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ตารางที่ 8 ประสิทธิผลของสูตรไมโครอิลมันชันโหระพาและสูตรไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวม (โหระพา + กานพลู + 
 ยูคาลิปตัส) ที่ความเขมขน 250 ppm ตออัตราการตาย (%Mortality) ของลูกนํ้ายุงลายบาน Resistant
 strain ในระดับหองปฏิบัติการ

กลุมทดสอบ

ระยะเวลาในการทดสอบ/อัตราการตาย 
(%Mortality)

24 hrs. 48 hrs.

กลุมควบคุม (นํ้าประปา) 0.0±0.0 0.0±0.0

กลุมควบคุม (นํ้า + Tween 20 + propylene glycol) (1:3.5:3.5) 0.0±0.0 0.0±0.0

สูตรไมโครอิมัลชันโหระพา (โหระพา + นํ้า + Tween 20 + 
propylene glycol) (2:1:3.5:3.5) 

75.0±3.5 91.0±4.2

สูตรไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวม (โหระพา + กานพลู + ยูคาลิปตัส + 
Tween 20 + propylene glycol + Cremophor RH 40 + 
plantacare 1200+ นํ้า) (5:4:4:12:1:1:1:1)

81.0±2.2 92.0±2.7

ผลการศึกษาประสทิธผิลของสตูรไมโครอมิลัชนัสมนุไพรรวม (โหระพา + กานพล ู+ ยคูาลปิตสั) และสตูรลโิมนนี

ตออัตราการตาย (% Mortality) ของลูกนํ้ายุงลายบาน Lab strain ในระดับกึ่งภาคสนาม (โองมังกร

ขนาด 180 ลิตร, n=3)

จากการศกึษาประสทิธผิลของสตูรไมโครอมิลัชนัสมนุไพรรวม (โหระพา + กานพล ู+ ยคูาลปิตสั + Tween 20 + 

propylene glycol+Cremophor RH 40+plantacare 1200+นํ้า) (5:4:4:12:1:1:1:1) ตออัตราการตาย 

(%Mortality) ของลูกน้ํายุงลายบาน Lab strain ในระดับกึ่งภาคสนาม (โองมังกรขนาด 180 ลิตร, n=3) 

พบวา มปีระสิทธผิลลดลงตามระยะเวลาทดสอบเพิม่ขึน้ คอื วนัแรกของการทดลอง (Day 0) และทีร่ะยะเวลา 1 สัปดาห

มีผลตออัตราการตายของลูกนํ้ายุงลายบาน Lab strain รอยละ 100.0±0.0 และ 100.0±0.0 ตามลําดับ 

สวนสัปดาหที่ 2, 3, 4 และ 5 รอยละ 66.7+2.9, 57.7+2.9, 36.7±2.9 และ 0.0±0.0 ตามลําดับ

จากการศึกษาประสิทธิผลของสูตรลิโมนีน (limonene + Tween 20 + นํ้า) (4:12:1) ตออัตราการตาย 

(%Mortality) ของลูกน้ํายุงลายบาน Lab strain ในระดับกึ่งภาคสนาม (โองมังกรขนาด 180 ลิตร, n=3) 

พบวา มปีระสิทธผิลลดลงตามระยะเวลาทดสอบเพิม่ขึน้ คอื วนัแรกของการทดลอง (Day 0) และทีร่ะยะเวลา 1 สัปดาห 

มีผลตออัตราการตายของลูกนํ้ายุงลายบาน Lab strain รอยละ 100.0±0.0 และ 100.0±0.0 ตามลําดับ

สวนสัปดาหที่ 2, 3, 4 และ 5 รอยละ 70.0±5.0, 66.7±2.9, 50.0±0.0 และ 0.0±0.0 ตามลําดับ สวนกลุมควบคุม

(นํ้าประปา) และกลุมควบคุม (Tween 20 + propylene glycol+Cremophor RH 40 + plantacare 1200 + นํ้า)

(12:1:1:1:1) ไมมีผลตออัตราการตายของลูกนํ้ายุงตลอดระยะเวลาการทดสอบ (ตารางที่ 9)
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ตารางที่ 9 ประสทิธผิลของสูตรไมโครอมัิลชนัสมุนไพรรวม (โหระพา + กานพลู + ยคูาลปิตสั) และสตูรลโิมนีนตออัตรา

 การตาย (%Mortality) ของลูกนํ้ายุงลายบาน Lab strain ในระดับก่ึงภาคสนาม (โองมังกรขนาด 

 180 ลิตร, n=3)

กลุมทดสอบ
ระยะเวลาในการทดสอบ/อัตราการตาย (%Mortality)

Day 0 1st week 2nd weeks3rd weeks4th weeks 5th weeks

กลุมควบคุม (นํ้าประปา) 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0

กลุมควบคุม (Tween 20 + propylene 

glycol + Cremophor RH 40 + 

plantacare 1200 + นํ้า) (12:1:1:1:1)

0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0

สูตรไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวม 

(โหระพา + กานพลู + ยูคาลิปตัส + 

Tween 20 + propylene glycol + 

Cremophor RH 40 + plantacare 

1200 + นํ้า) (5:4:4:12:1:1:1:1)

100.0±0.0 100.0±0.0 66.7±2.9 57.7±2.9 36.7±2.9 0.0±0.0

สูตรลิโมนีน (limonene + 

Tween 20 + นํ้า) (4:12:1)

100.0±0.0 100.0±0.0 70.0±5.0 66.7±2.9 50.0±0.0 0.0±0.0

ผลการศึกษาประสิทธิผลของสูตรไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวม (โหระพา + กานพลู + ยูคาลิปตัส) และสูตรลิโมนีน

ตออัตราการตาย (%Mortality) ของลูกนํ้ายุงลายบาน Resistant strain ในระดับกึ่งภาคสนาม (โองมังกร

ขนาด 180 ลิตร, n=3)

จากการศกึษาประสทิธผิลของสตูรไมโครอมิลัชนัสมนุไพรรวม (โหระพา + กานพล ู+ ยคูาลปิตสั + Tween 20 + 

propylene glycol + Cremophor RH 40 + plantacare 1200 + นํา้) (5:4:4:12:1:1:1:1) ตออตัราการตาย (% Mortality) 

ของลูกนํ้ายุงลายบาน Resistant strain ในระดับกึ่งภาคสนาม (โองมังกรขนาด 180 ลิตร, n=3) พบวามีประสิทธิผล

ลดลงตามระยะเวลาทดสอบเพ่ิมข้ึน คือ วันแรกของการทดลอง (Day 0) และทีร่ะยะเวลา 1 สปัดาห มผีลตออัตราการตาย

ของลูกนํ้ายุงลายบาน Resistant strain รอยละ 100.0±0.0 และ 100.0±0.0 ตามลําดับ สวนสัปดาหที่ 2, 3, 4 

และ 5 มีผลตออัตราการตายของลูกนํ้ายุงลายบาน Resistant strain รอยละ 61.7±2.9, 46.7±2.9, 33.3±2.9 และ 

0.0±0.0 ตามลําดับ

จากการศึกษาประสิทธิผลของสูตรลิโมนีน (limonene + Tween 20 + นํ้า) (4:12:1) ตออัตราการตาย 

(%Mortality) ของลูกนํ้ายุงลายบาน Resistant strain ในระดับกึ่งภาคสนาม (โองมังกรขนาด 180 ลิตร, n=3)

พบวา มปีระสิทธผิลลดลงตามระยะเวลาทดสอบเพิม่ขึน้ คอื วนัแรกของการทดลอง (Day 0) และทีร่ะยะเวลา 1 สปัดาห

มีผลตออัตราการตายของลูกนํ้ายุงลายบาน Resistant strain รอยละ 100.0±0.0 และ 100.0±0.0 ตามลําดับ

สวนสปัดาหที ่2, 3, 4 และ 5 มีผลตออตัราการตายของลกูนํา้ยงุลายบาน Resistant strain รอยละ 65.0±0.0, 60.0±0.0,

41.7±2.9 และ 0.0±0.0 ตามลําดบั สวนกลุมควบคมุ (นํา้ประปา) และกลุมควบคมุ (Tween 20 + propylene glycol +

Cremophor RH 40 + plantacare 1200 + นํ้า) (12:1:1:1:1) ไมมีผลตออัตราการตายของลูกนํ้ายุงตลอด

ระยะเวลาการทดสอบ (ตารางที่ 10) 
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ผลการศึกษาคาพารามิเตอร (Temp, pH, O.D.) ของนํ้าที่ใชกอนและหลังการทดสอบประสิทธิผลของสูตร

ไมโครอมิลัชนัสมนุไพรรวม (โหระพา + กานพล ู+ ยคูาลปิตัส) และสตูรลโิมนนี ตออตัราการตาย (%Mortality) 

ของลูกนํ้ายุงลายบาน Lab strain ในระดับกึ่งภาคสนาม (โองมังกรขนาด 180 ลิตร, n=3)

จากการศึกษาคาพารามิเตอร (Temp., pH, O.D.) ของนํ้าที่ใชกอนและหลังการทดสอบประสิทธิผลของ

สูตรไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวม (โหระพา + กานพลู + ยูคาลิปตัส) และสูตรลิโมนีน ตออัตราการตาย (% Mortality)

ของลูกน้ํายุงลายบาน Lab strain ในระดับก่ึงภาคสนาม (โองมังกรขนาด 180 ลิตร, n=3) พบวาอุณหภูมิของนํ้า

กอนและหลังการทดสอบไมแตกตางกัน (p>0.05) สวนคาความเปนกรด-ดาง กลุมทดสอบสูตรไมโครอิมัลชัน

สมุนไพรรวมและกลุมสูตรลิโมนีนมีคาลดลงเล็กนอย แตคา pH กอนและหลังการทดสอบไมแตกตางกัน (p>0.05)

สวนคาความขุนของนํ้า พบวากลุมทดสอบสูตรไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวมและกลุมสูตรลิโมนีนมีคาเพิ่มขึ้นเล็กนอย

แตคา O.D. กอนและหลังการทดสอบไมแตกตางกัน (p>0.05) (ตารางที่ 11)

ตารางที่ 10 ประสิทธิผลของสูตรไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวม (โหระพา + กานพลู + ยูคาลิปตัส) และสูตรลิโมนีน 

  ตออัตราการตาย (%Mortality) ของลูกนํ้ายุงลายบาน Resistant strain ในระดับก่ึงภาคสนาม

  (โองมังกรขนาด 180 ลิตร, n=3)

กลุมทดสอบ
ระยะเวลาในการทดสอบ/อัตราการตาย (%Mortality)

Day 0 1st week 2nd weeks3rd weeks4th weeks 5th weeks

กลุมควบคุม (นํ้าประปา) 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0

กลุมควบคุม (Tween 20 + propylene 

glycol + Cremophor RH 40 + 

plantacare 1200 + นํ้า) (12:1:1:1:1)

0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0

สูตรไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวม 

(โหระพา + กานพลู + ยูคาลิปตัส + 

Tween 20 + propylene glycol + 

Cremophor RH 40 + plantacare 

1200 + นํ้า) (5:4:4:12:1:1:1:1)

100.0±0.0 100.0±0.0 61.7±2.9 46.7±2.9 33.3±2.9 0.0±0.0

สูตรลิโมนีน (limonene + 

Tween 20 + นํ้า) (4:12:1)

100.0±0.0 100.0±0.0 65.0±0.0 60.0±00 41.7±2.9 0.0±0.0



การพัฒนาผลิตภัณฑกําจัดลูกนํ้ายุงลายบานจากนํ้ามันหอมระเหย Phanukit Kunhachan et al.

366 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 62 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2563

จากการศกึษาคาพารามิเตอร (Temp, pH, O.D.) ของนํา้ทีใ่ชกอนและหลงัการทดสอบประสทิธผิลของสตูร

ไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวม (โหระพา + กานพลู + ยูคาลิปตัส) และสูตรลิโมนีน ตออัตราการตาย (%Mortality) 

ของลูกนํ้ายุงลายบาน Resistant strain ในระดับกึ่งภาคสนาม (โองมังกรขนาด 180 ลิตร, n=3) พบวา อุณหภูมิ

ของนํ้ากอนหลังการทดสอบไมแตกตางกัน (p>0.5) ในทุกกลุมทดสอบ สวนคาความเปนกรด-ดาง กลุมทดสอบสูตร

ไมโครอมิลัชนัสมนุไพรรวมและกลุมสตูรลโิมนนีมคีาลดลงเลก็นอย แตคา pH กอนและหลงัการทดสอบไมแตกตางกนั

(p>0.5) สวนคาความขุนของนํ้า พบวากลุมทดสอบสูตรไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวม และกลุมสูตรลิโมนีนมีคาเพิ่มขึ้น

เล็กนอย แตคา O.D. กอนและหลังการทดสอบไมแตกตางกัน (p>0.5) (ตารางที่ 12)

ตารางที่ 11 แสดงคาพารามิเตอร (Temp, pH, O.D.) ของนํ้าท่ีใชกอนและหลังการทดสอบประสิทธิผลของสูตร

  ไมโครอิมลัชันสมนุไพรรวม (โหระพา + กานพล ู+ ยคูาลปิตสั) และสตูรลโิมนนี ตออตัราการตาย (% Mortality) 

  ของลูกนํ้ายุงลายบาน Lab strain ในระดับกึ่งภาคสนาม (โองมังกรขนาด 180 ลิตร, n=3)

กลุมทดสอบ กอนทดสอบ หลังทดสอบ

Temp. pH O.D. Temp. pH O.D.

กลุมควบคุม (นํ้าประปา) 31.7±0.6 7.83±0.01 0.0446±0.0035 31.0±0.6 7.81±0.02 0.0504±0.0014

กลุมควบคุม (Tween 20 + 

propylene glycol + 

Cremophor RH 40 +  

plantacare 1200 + นํ้า) 

(12:1:1:1:1)

33.0±0.0 7.81±0.02 0.0459±0.0020 32.0±0.0 7.52±0.01 0.0557±0.0028

สูตรไมโครอิมัลชันสมุนไพร

รวม (โหระพา + กานพลู + 

ยูคาลิปตัส + Tween 20 +

propylene glycol + 

Cremophor RH 40 +  

plantacare 1200+ นํ้า) 

(5:4:4:12:1:1:1:1)

32.0±0.0 7.80±0.02 0.0457±0.0016 31.7±0.6 7.26±0.02 0.1152±0.0127

สูตรลิโมนีน (limonene + 

Tween 20 + นํ้า) 

(4:12:1)

31.0±0.6 7.83±0.01 0.0465±0.0011 33.0±0.0 7.34±0.03 0.0757±0.0041
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ตารางที่ 12 แสดงคาพารามิเตอร (Temp, pH, O.D.) ของนํ้าที่ใชกอนและหลังการทดสอบประสิทธิผลของสูตร

  ไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวม (โหระพา + กานพลู + ยูคาลิปตัส) และสูตรลิโมนีน ตออัตราการตาย 

  (% Mortality) ของลูกนํ้ายุงลายบาน Resistant strain ในระดับกึ่งภาคสนาม (โองมังกรขนาด 

  180 ลิตร, n=3)

กลุมทดสอบ
กอนทดสอบ หลังทดสอบ

Temp. pH O.D. Temp. pH O.D.

กลุมควบคุม (นํ้าประปา) 32.5±0.5 7.81±0.01 0.0443±0.0035 32.0±0.9 7.80±0.02 0.0469±0.0042

กลุมควบคุม (Tween 20 + 

propylene glycol + 

Cremophor RH 40 +  

plantacare 1200 + นํ้า) 

(12:1:1:1:1)

32.3±0.3 7.83±0.01 0.0452±0.0032 32.0±0.0 7.60±0.02 0.0548±0.0032

สูตรไมโครอิมัลชันสมุนไพร

รวม (โหระพา + กานพลู + 

ยูคาลิปตัส + Tween 20 +

propylene glycol + 

Cremophor RH 40 +  

plantacare 1200+ นํ้า) 

(5:4:4:12:1:1:1:1)

32.0±0.9 7.81±0.02 0.0462±0.0039 33.0±0.0 7.24±0.03 0.1146±0.0124

สูตรลิโมนีน (limonene + 

Tween 20 + นํ้า) 

(4:12:1)

31.7±0.8 7.80±0.02 0.0457±0.0034 31.0±0.6 7.32±0.03 0.0756±0.0031

วิจารณ

นํ้ามันหอมระเหยที่มีประสิทธิผลในการกําจัดลูกนํ้ายุงลายบาน Lab strain และลูกนํ้ายุงลายบาน

Resistant strain คือ นํ้ามันหอมระเหยโหระพา กานพลู และยูคาลิปตัส

จากการศึกษาฤทธิ์ในการกําจัดลูกนํ้ายุงลาย พบวานํ้ามันหอมระเหยโหระพามีประสิทธิผลดีที่สุด ซึ่งผลการ

ทดลองมีความสอดคลองกับงานวิจัยของ สมเกียรติ บุญญะบัญชา ที่ศึกษาประสิทธิภาพของนํ้ามันหอมระเหยจากพืช

บางชนดิตอยงุลาย ไดแก กะเพราขาว กะเพราแดง กะเพราผี แมงลกั โหระพา และตะไครหอม โดยทดสอบประสทิธภิาพ

ในการฆาลูกนํ้ายุงลายระยะที่ 2 และ 4 พบวานํ้ามันหอมระเหยโหระพามีประสิทธิภาพดีที่สุดเชนเดียวกัน(8) นอกจากนี้

คา LC
50
 ของนํา้มนัหอมระเหยโหระพาตอลกูนํา้ยงุลาย (LC

50 
= 62.8 ppm) พบวามปีระสทิธภิาพในการกาํจดัลกูนํา้ยงุลาย

มคีวามสอดคลองกบังานวิจัยของ Manimaran, A. และคณะ(9) อยางไรกต็ามจากการศกึษาครัง้นีไ้ดนาํนํา้มนัหอมระเหย

จากสมุนไพรที่มีฤทธิ์ในการกําจัดลูกนํ้ายุงมาพัฒนาตอยอดจากงานวิจัยของ สมเกียรติ บุญญะบัญชา และงานวิจัย

ของ Manimaran, A. และคณะ ป 2012 ใหมปีระสทิธผิลในการกาํจดัลกูนํา้ยงุมากยิง่ขึน้ โดยใชความเขมขนที ่250 ppm 

ในรูปแบบของไมโครอิมัลชันสมุนไพรเดี่ยวและสมุนไพรรวม พบวาที่เวลา 24 ชั่วโมง อัตราการตายของลูกนํ้ายุง 

เทากบัรอยละ 80 และ 84 ตามลาํดบั ท่ีเวลา 48 ช่ัวโมง อตัราการตายของลกูนํา้ยงุเทากบัรอยละ 100 และ 100 ตามลาํดบั 
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นอกจากน้ีงานวจิยัของ สมเกยีรต ิบญุญะบญัชา และงานวจิยัของ Manimaran, A. และคณะ ทาํการศึกษานํา้มนัหอมระเหย

จากสมุนไพรในรูปแบบของสารสกัดเทานั้น ไมไดทําเปนรูปแบบไมโครอิมัลชันในการทดสอบฤทธิ์กําจัดลูกนํ้ายุง และ

ระยะเวลาในการทดสอบ Larvicidal activity ที่เวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง เทานั้น แตจากการศึกษาวิจัยในครั้งนี้

ไดทําการศึกษา longevity ของไมโครอิมัลชันที่ระยะเวลาสัปดาหที่ 2 สัปดาหที่ 3 สัปดาหที่ 4 และสัปดาหที่ 5 

ทําใหไมโครอิมัลชันเปนรูปแบบที่เหมาะสมในการนําไปใชประโยชนในการกําจัดลูกนํ้ายุงไดจริง

การศึกษาวิจัยครั้งน้ีไดพัฒนาน้ํามันหอมระเหยใหอยูในรูปแบบของไมโครอิมัลชัน โดยใชความเขมขน

250 ppm ซึ่งเปนความเขมขนที่ต่ํากวาความเขมขนของงานวิจัยของ Manimaran, A. และคณะ ที่ใชความเขมขน

สูงถึง 1,000 ppm ดังน้ันแสดงวาการพัฒนาใหอยูในรูปแบบของไมโครอิมัลชันจะชวยใหประหยัดปริมาณการใช

นํ้ามันหอมระเหยลง และชวยใหประหยัดตนทุนในการผลิตได

นอกจากนั้น ยังพบวานํ้ามันหอมระเหยกานพลูและยูคาลิปตัสมีประสิทธิผลรองลงมาจากนํ้ามันหอมระเหย

โหระพาในการกําจัดลูกนํ้า Lab strain และลูกนํ้ายุงที่ตานทานตอสารเคมี Resistant strain 

จากการวเิคราะหองคประกอบทางเคมขีองน้ํามนัหอมระเหยโหระพา พบ methyl chavicol เปนองคประกอบหลกั 

รอยละ 84.45 องคประกอบทางเคมีของนํ้ามันหอมระเหยกานพลู พบ eugenol เปนองคประกอบหลักรอยละ 91.61 

องคประกอบทางเคมีของนํ้ามันหอมระเหยยูคาลิปตัส พบ eucalyptol เปนองคประกอบหลักรอยละ 82.15

จากการศกึษาขนาดอนุภาคของไมโครอมิลัชนัโหระพาเริม่ตน เทากบั 106.13 nm เมือ่เกบ็ภายใตสภาวะ 40๐ซ 

75% RH เปนเวลา 2 เดอืน พบวา ขนาดอนุภาคลดลงอยางมนียัสาํคัญทางสถิต ิ(p<0.05) จาก 106.13 nm เปน 63.32 nm

และคาศักยไฟฟาที่พื้นผิวมีการเปลี่ยนแปลงเล็กนอย โดยลดลงจาก -17.73 mV เปน -19.13 mV 

จากการศึกษาขนาดอนุภาคของไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวมเริ่มตน เทากับ 82.59 nm เมื่อเก็บภายใต

สภาวะ 40 ๐ซ 75% RH เปนเวลา 2 เดือน พบวาขนาดอนุภาคเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) จาก 82.59 

nm เปน 323.32 nm และคาศักยไฟฟาที่พ้ืนผิวมีการเปล่ียนแปลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยลดลง

จาก -27.23 mV เปน -55.47 mV

การเปลี่ยนแปลงขนาดอนุภาคของไมโครอิมัลชันไมมีผลตออัตราการตายของลูกนํ้ายุงลายบาน เพราะอัตรา

การตายของลูกนํ้ายุงข้ึนกับปริมาณความเขมขนของสารสําคัญในนํ้ามันหอมระเหยที่ออกฤทธิ์เสริมฤทธิ์กัน ดังนั้น 

ควรพัฒนาสมุนไพรรวมในรูปไมโครอิมัลชันมากกวาสมุนไพรเดี่ยว เนื่องจากไมโครอิมัลชันในรูปแบบของสมุนไพร

รวมมีสารออกฤทธิ์ที่มีคุณสมบัติในการกําจัดลูกนํ้ายุงที่เสริมฤทธิ์กัน เชน methyl chavicol, eugenol และ

eucalyptol เปนตน ซึง่เปนองคประกอบทางเคมหีลกัของนํา้มนัหอมระเหยโหระพา กานพล ูและยคูาลปิตสั ตามลาํดับ

เมือ่เปรยีบเทียบสตูรไมโครอมัิลชนัสมุนไพรรวมกบัสูตรลโิมนนีสงัเคราะห พบวาสตูรไมโครอมิลัชันสมนุไพร

รวมมีประสิทธิผลในการกําจัดลูกนํ้ายุงลายบาน Lab strain และ Resistant strain ในระดับกึ่งกลางภาคสนามได

ใกลเคียงกับสูตรลิโมนีนสังเคราะห

จากการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ พบวาประสิทธิผลของไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวมในการกําจัดลูกนํ้ายุงลดลง

ทุกสัปดาห อาจจะเน่ืองมาจากสารออกฤทธิ์สําคัญในนํ้ามันหอมระเหยแตละชนิดมีการระเหยไป เมื่ออยูในสภาวะ

แวดลอมแบบกึ่งภาคสนาม อยางไรก็ตามไมโครอิมัลชันของนํ้ามันหอมระเหยจากสมุนไพรเหมาะสมกับการนําไปใช

ในแหลงเพาะพนัธุทีม่พีชืนํา้ เชน อางบวั บอเลีย้งปลาคารฟ รวมทัง้ภาชนะทีใ่ชใสนํา้ใหสตัวเลีย้งดืม่ เพราะนํา้มนัหอมระเหย

จากสมุนไพรมีความปลอดภัยสูงและมีความเปนพิษตอพืชและสัตวตํ่า

ขอเสนอแนะ ควรมีการทดสอบองคประกอบทางเคมีหลักของนํ้ามันหอมระเหยที่มีประสิทธิผลตอการกําจัด

ลกูนํา้ยงุลายบานเพ่ิมเตมิ และควรหาวิธเีพ่ิมประสิทธผิลใหสามารถกําจัดลกูนํา้ยงุไดรอยละ 100 เปนระยะเวลา 4 สปัดาห 

โดยทําการสังเคราะหสารสําคัญ (active component) ที่ออกฤทธิ์กําจัดลูกนํ้ายุงเลียนแบบสารธรรมชาติ ดังนั้น 



Development of Essential Oils-based Larvicide for Controlling Ae. aegypti Larvae ภานุกิจ กันหาจันทร และคณะ

369วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 62 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2563

จงึจาํเปนอยางยิง่ทีจ่ะตองทําการศกึษาตอไปในการพฒันาวธิกีารและรูปแบบในการใชประโยชนใหมีประสทิธภิาพมากทีส่ดุ 

เพื่อทดแทนและลดการใชสารเคมีท่ีเปนอันตราย เชน อาจจะพัฒนาในรูปแบบ MMF (Monomolecular Film) 

เปนแผนฟลมโมเลกุลเดี่ยว ออกฤทธิ์ทางกายภาพ ทําใหเกิดฟลมบางๆ ขึ้นมาระหวางผิวนํ้ากับอากาศ ทําใหลูกนํ้า

ตัวโมง ยุง ไมสามารถใชออกซิเจนได ทําใหตายลง(10) นอกจากนี้ควรทําการทดสอบความเปนพิษเฉียบพลันทางปาก

ในหนขูาว และการทดสอบการระคายเคอืงตอผวิหนงักระตายของผลติภณัฑกาํจดัลกูนํา้ยงุ เพือ่ประเมนิความปลอดภยั

ของผลิตภัณฑตอไป

สรุป

ประสิทธิผลของสูตรไมโครอิมัลชันโหระพา และสูตรไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวม (โหระพา + กานพลู +

ยูคาลิปตัส) ที่ความเขมขน 250 ppm ตออัตราการตายของลูกนํ้ายุงลายบาน Lab strain ในระดับหองปฏิบัติการ 

พบวา อัตราตายอยูในชวงรอยละ 80-100 

ประสิทธิผลของสูตรไมโครอิมัลชันโหระพา และสูตรไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวม (โหระพา + กานพลู +

ยูคาลปิตสั) ทีค่วามเขมขน 250 ppm ตออตัราการตายของลกูนํา้ยงุลายบาน Resistant strain ในระดับหองปฏบิติัการ

พบวาอัตราตายอยูในชวงรอยละ 75-92

ไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวมมีประสิทธิผลดีกวาไมโครอิมัลชันสมุนไพรเดี่ยว เนื่องจากไมโครอิมัลชัน

ในรูปแบบของสมุนไพรรวมมีสารออกฤทธิ์ท่ีมีคุณสมบัติในการกําจัดลูกนํ้ายุงที่เสริมฤทธิ์กันมากกวาไมโครอิมัลชัน

ในรูปแบบสมุนไพรเดี่ยว

ประสิทธิผลของสูตรไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวม (โหระพา + กานพลู + ยูคาลิปตัส) (5:4:4:12:1:1:1:1) 

ตออัตราการตายของลูกน้ํายุงลายบาน Lab strain ในระดับกึ่งภาคสนาม พบวา ประสิทธิผลลดลงทุกสัปดาห

ภายในระยะเวลาที่ใชในการทดสอบ 5 สัปดาห อัตราตายรอยละ 100, 66.7, 57.7, 36.7 และ 0 ตามลําดับ

ประสิทธิผลของสูตรไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวม (โหระพา + กานพลู + ยูคาลิปตัส) (5:4:4:12:1:1:1:1) 

ตออัตราการตายของลูกนํ้ายุงลายบาน Resistant strain ในระดับกึ่งภาคสนาม พบวาประสิทธิผลลดลงทุกสัปดาห 

ภายในระยะเวลาที่ใชในการทดสอบ 5 สัปดาห อัตราตายรอยละ 100, 61.7, 46.7, 33.3 และ 0 ตามลําดับ

การวัดคาความเปนกรดดางและคาความขุนของสูตรไมโครอิมัลชันสมุนไพรรวมในนํ้าที่ใชในการทดสอบ 

พบวาคา pH ลดลงหลังการทดสอบ แตคายังอยูในชวงสภาวะความเปนกลาง สวนคาความขุน พบวา O.D. มีคา

เพิม่ขึน้เลก็นอยหลังการทดสอบ แตน้ําท่ีมองเหน็ยงัคงใสเปนปกตเิมือ่เทยีบกบักลุมควบคมุ สรปุไดวาผลติภณัฑท่ีพฒันา

ขึ้นมีประสิทธิผลดี สามารถนําไปใชควบคุมลูกนํ้ายุงลายในธรรมชาติไดโดยไมทําใหสภาพนํ้าเปลี่ยนไป

กิตติกรรมประกาศ
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Development of Essential Oils-based 
Microemulsion Larvicide Product for 

Control of Insecticide-resistant Strain 
of Aedes aegypti Mosquito Larvae
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Sareeya Reungpatthanaphong3 Payu Bhakdeenuan1 Chayada Khumsawad1 
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1Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi  11000 
2Suan Dusit University, Dusit, Bangkok, 10300
3Thailand Institute of Scientific and Technological Research, Khlong Luang, Pathum Thani 12120, Thailand

ABSTRACT Chemical insecticides have been used on a large scale to control vectors of dengue fever 

until now, resulting in chemical toxic to environment and causing chemical resistance in mosquitoes. 

Natural product should be developed as alternative larvicides to reduce the adverse effects of chemical 

use. The aim of this study is to determine the larvicidal efficacy of 10 herbal essential oils (Sweet basil, 

Clove, Eucalyptus, Chinese cassia, Lemon grass, Citronella, Kiffir lime, Orange, Tangerine and Lesser 

galangal) against laboratory strain (LS) and chemical resistant strain (RS) of Aedes aegypti larvae. 

The results showed that Sweet basil, Clove and Eucalyptus were the most effective herbal essential oils 

against the LS larvae with the LC
50
 of 62.8, 66.0 and 77.4 ppm, respectively. While, these three essential 

oils showed efficacy against the RS larvae with the LC
50
 of 72.3, 83.1 and 109.6 ppm, respectively. 

The microemulsion formulation of the mixture of three oils (Sweet basil, Clove and Eucalyptus) was 

formulated as a product and tested agsinst LS and RS larvae under semi-field conditions for 5 weeks. 

During the test period against LS larvae, the product provided mortality rate of 100, 66.7, 57.7, 36.7 

and 0.0 percent, respectively. In the same period, it showed mortality rate against RS larvae of 100, 61.7, 

46.1, 33.3 and 0.0 percent, respectively. In conclusion, the herbal microemulsion product derived from 

mixture of the three essential oils demonstrated good efficacy against Ae. aegypti larvae and it could 

be used to control the mosquito larvae in natural breeding sites.

Keywords: Larvicidal activity, microemulsion, essential oils, insecticide-resistant mosquito larvae
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บทคัดยอ  ไดสํารวจการปนเปอนพยาธิในผักสดและผลไมสดจํานวน 224 ตัวอยาง จากตลาดสดรวม 10 แหง ใน 5 ภูมิภาค 

ในระหวางเดือนกุมภาพันธ ถึงเดือนพฤษภาคม 2561 โดยวิธีตกตะกอนดวยสารละลายไลปอนเอฟความเขมขน 1 เปอรเซ็นต 

ผสมกับนํ้าเกลือ 0.85 เปอรเซ็นต พบปนเปอนไขพยาธิไสเดือน ไขพยาธิตัวกลม ตัวออนพยาธิตัวกลม และตัวแกพยาธิตัวกลม 

ในผักสดกินใบ 11 ชนิด จํานวน 97 ตัวอยาง จาก 110 ตัวอยาง (รอยละ 88.18) พบ Capillaria spp. egg เฉพาะในผักชีฝรั่ง

ทีเ่กบ็จากตลาดภาคเหนอื ขณะทีผ่กัสดกนิผล 29 ตวัอยาง พบไขพยาธไิสเดอืนและตวัออนพยาธติวักลมรอยละ 58.00 จากการตรวจ

ทั้งหมด 50 ตัวอยาง สวนผลไมสด 22 จาก 64 ตัวอยาง (รอยละ 34.38) พบเฉพาะตัวออนพยาธิตัวกลม การสํารวจนี้

ไมพบความแตกตางกนัอยางมนียัสาํคญัทางสถติขิองการปนเปอนพยาธใินผักสดกนิใบจากตลาดสด 5 ภมูภิาค (p-value = 0.69)

ขณะทีพ่บความแตกตางอยางมนียัสาํคญัทางสถติขิองการปนเปอนพยาธใินผกัสดกินใบ ผกัสดกินผล และผลไมสด (p-value = 

<0.00001) การสาํรวจครัง้นีช้ีใ้หเหน็วาผกัสดสวนใหญมกีารปนเปอนไขพยาธไิสเดอืน ไขพยาธติวักลม และตวัออนพยาธติวักลม 

การลางผักและผลไมใหสะอาดกอนรับประทานจึงจําเปนอยางยิ่งตอสุขภาวะที่ดีของผูบริโภค 

คําสําคัญ: พยาธิ, ผักสด, ผลไมสด
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บทนํา

ผกัสดและผลไมสด เปนอาหารท่ีมีประโยชนตอสขุภาพ เปนแหลงวติามนิและแรธาตทุีม่ปีระโยชนตอรางกาย 

และมคีณุสมบติัของการเปนแหลงใยอาหาร ซ่ึงเปนสารท่ีชวยลดการดูดซมึของคอเลสเตอรอลและไขมนั และยังชวยทาํให

ระบบการยอย ระบบการขับถายทํางานไดอยางปกติ นอกจากนี้ผักและผลไมบางชนิดยังมีสารพิเศษที่ชวยทํา

หนาที่คลายยาปองกันและรักษาโรคบางชนิด เชน มีสารตานอนุมูลอิสระที่ชวยปองกันการเกิดโรคมะเร็ง เปนตน(1) 

อยางไรก็ตามการรับประทานผักสดและผลไมสดอาจกอใหเกิดโทษจากพยาธิที่ปนเปอนได(2,3) โดยผักสดอาจมี

การปนเปอนพยาธิระยะติดตอที่มีอยูในดิน(4) หรือจากนํ้ารดผักที่มาจากแหลงนํ้าซึ่งปนเปอนพยาธิ ปุยที่มาจากอุจจาระ

ของคนหรือมูลสัตว รวมถึงปนเปอนระหวางขั้นตอนเก็บเกี่ยว ขนสงหรือวางจําหนาย ซึ่งประเทศไทยมีภูมิอากาศรอน

ชื้น จึงมีสภาพแวดลอมที่อํานวยตอการเจริญของพยาธิที่พบกระจายอยูทั่วไปในทุกภูมิภาคของประเทศ ซึ่งอาจพบมาก

หรอืนอยแตกตางตามภมูภิาค เชน ภาคตะวนัออกเฉยีงเหนอืและภาคเหนอืพบพยาธใิบไมตบัเปนสวนใหญ ภาคใตพบ

พยาธิปากขอ (hookworm) พยาธิแสมา (Trichuris trichiura) และพยาธิไสเดือน (Ascaris lumbricoides)(5) 

เมื่อรับประทานผักสดหรือผลไมสดท่ีปนเปอนพยาธิอาจทําใหเกิดการเจ็บปวยจากการที่พยาธิเขาไปเจริญในรางกาย

โดยเฉพาะในลาํไส เกดิอาการทองผกู หรอืทองเสยี เกดิการสะสมของพษิในรางกาย เกดิอาการโรคโลหติจาง ปวดเมือ่ย

กลามเนือ้และขอ รวมท้ังมีโอกาสท่ีทําใหพยาธแิพรกระจายไปในวงกวางได ดงันัน้จงึทาํการสํารวจการปนเปอนของพยาธิ

ในผกัสดและผลไมสดท่ีจําหนายจากตลาดสด 5 ภมูภิาคของประเทศไทย เพือ่นาํไปเปนแนวทางการควบคุม หรอืปองกัน

โรคพยาธิที่อาจปนเปอนจากผักสดและผลไมสดสูคนได

วัสดุและวิธีการ

ตัวอยางศึกษา

สํานกัคณุภาพและความปลอดภยัอาหาร รวมกบัศนูยวทิยาศาสตรการแพทย 7 แหง ไดแก ศนูยวทิยาศาสตร

การแพทยที่ 7 ขอนแกน ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 9 นครราชสีมา ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 2 พิษณุโลก 

ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 1 เชียงใหม ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 6 ชลบุรี ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 12 

สงขลา และศูนยวิทยาศาสตรการแพทยท่ี 12/1 ตรงั เก็บตวัอยางผักสดและผลไมสดจาํนวน 24 ชนดิ ชนดิละ 10 ตัวอยาง 

แบงเปนผักสดกินใบ 11 ชนิด ไดแก กะเพรา ใบแมงลัก ผักชี ผักชีฝรั่ง สะระแหน ใบบัวบก โหระพา คะนา ผักแพรว 

ผักปลัง และตะไคร ผักสดกินผล 5 ชนิด ไดแก ถั่วฝกยาว มะเขือเทศ มะเขือเปราะ มะเขือยาว และพริกขี้หนู ผลไมสด 

8 ชนิด ไดแก สม มะมวง ฝรั่ง เงาะ ลําไย แตงโม แกวมังกร และชมพู จากตลาดสด 5 ภูมิภาคของประเทศไทย 

โดยเก็บตัวอยางในชวงเดือนกุมภาพันธ ถึงเดือนพฤษภาคม 2561 ภาคละ 2 จังหวัด คือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 

ไดแก จังหวัดขอนแกนและจังหวัดนครราชสีมา ภาคเหนือ ไดแก จังหวัดพิษณุโลกและจังหวัดเชียงใหม ภาคตะวันออก 

ไดแก จงัหวดัชลบรุแีละจังหวัดระยอง ภาคใต ไดแก จงัหวดัสงขลาและจังหวดัตรงั  และภาคกลาง ไดแก จงัหวดัปทมุธานี

และกรุงเทพมหานคร 

การวิเคราะหชนิดและปริมาณพยาธิ

ตรวจพยาธิโดยใชวิธีตกตะกอน (sedimentation technique) ตามวิธีของ ภารดี และคณะ(6) โดย

สุมตัวอยางผกั 200 กรมั ไมลางนํา้ ตดัรากท้ิง แลวหัน่เปนชิน้เลก็ ใสลงใน beaker ขนาด 1,000 มลิลลิติร เตมิสารละลาย

ไลปอนเอฟ (บริษัท ไลออน (ประเทศไทย) จํากัด, ประเทศไทย) ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ผสมกับนํ้าเกลือ 0.85 

เปอรเซ็นต (บริษัท เทอรโม ฟชเชอร ไซเอนทิฟค (ประเทศไทย) จํากัด, ประเทศไทย) ใหทวมผัก สําหรับผลไมสด 
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นําตัวอยางผลไมใสลงในถุงพลาสติก เติมสารละลายไลปอนเอฟความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ผสมกับนํ้าเกลือ

0.85 เปอรเซ็นต จากน้ันนําตัวอยางท่ีเตรียมไปเขยาดวยเครื่องเขยาที่ความเร็ว 240 ครั้งตอนาที นาน 1 ช่ัวโมง

แลวนําไปกรอง โดยใช sedimentation cylinder นํานํ้าสวนที่ผานการกรองแลวตั้งทิ้งไวเปนเวลา 24 ชั่วโมง 

ทีอ่ณุหภมูหิอง จากน้ันเทน้ําเหนือตะกอนท้ิงใหเหลือประมาณ 5 - 10 มลิลลิติร เขยาแลวถายของเหลวลงหลอดสาํหรบัปน 

และนําไปปนที่ 2,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูดนํ้าใสสวนบนทิ้ง ใหนํ้าในหลอดมีปริมาตรเหลือ 1.0 มิลลิลิตร

เขยาตะกอนใหเขากัน ตรวจหาชนิดของพยาธิภายใตกลองจุลทรรศนที่กําลังขยาย 10x และ 40x โดยตรวจประมาณ 

3-4 สไลดตอชนิดตัวอยาง พรอมนับจํานวนพยาธิ

การทดสอบทางสถิติ

วเิคราะหหาความสัมพันธทางสถติขิองการปนเปอนพยาธใินผักสดจากตลาดสด 5 ภมูภิาค และหาความสมัพนัธ

การปนเปอนพยาธิในผักสดกินใบ ผักสดกินผล และผลไมสด โดยคํานวณคาไคสแควร (Chi-square test) สําหรับ

ขอมูลตารางขนาด 2 × 2 โดยมีระดับนัยสําคัญทางสถิติเมื่อ p-value ≤ 0.05 

ผล

ผักสดกินใบ

จากการตรวจผักสดกินใบ 11 ชนิด ชนิดละ 10 ตัวอยาง รวมทั้งหมด 110 ตัวอยาง พบปนเปอนพยาธิจํานวน  

97 ตวัอยาง คดิเปนรอยละ 88.18 ของผกัสดกนิใบทัง้หมด ซึง่ใน 1 ตวัอยางพบพยาธมิากกวาหนึง่ชนดิ พยาธทิีต่รวจพบ

ไดแก  ไขพยาธไิสเดือน (Ascaris spp. egg) 13 ตวัอยาง คดิเปนรอยละ 11.82, ตวัออนพยาธติวักลม (nematode larva) 

14 ตัวอยาง  คิดเปนรอยละ 12.73,  Ascaris spp. egg และ nematode larva 43 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 39.09, 

Ascaris spp. egg, ไขพยาธิตัวกลม (nematode egg) และ nematode larva 9 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 8.18, 

Ascaris spp. egg, nematode egg, nematode larva และตัวแกพยาธิตัวกลม (nematode adult) 18 ตัวอยาง 

คิดเปนรอยละ 16.36 (ตารางที่ 1) ซึ่งผักแตละชนิดพบมีปนเปอนของพยาธิ (ตารางที่ 1 และภาพที่ 1) ดังนี้

กะเพรา: พบพยาธิปนเปอนในทุกตัวอยาง โดยพบ Ascaris spp. egg 7 ตัวอยาง, Ascaris spp. egg, 

nematode egg และ nematode larva 1 ตัวอยาง, Ascaris spp. egg, nematode egg, nematode larva 

และ nematode adult 2 ตัวอยาง 

ใบแมงลัก: พบพยาธิปนเปอนในทุกตัวอยาง โดยพบ Ascaris spp. egg 2 ตัวอยาง, nematode larva 

1 ตัวอยาง, Ascaris spp. egg และ nematode larva 6 ตัวอยาง, Ascaris spp. egg, nematode egg, nematode 

larva และ nematode adult 1 ตัวอยาง 

ผักชี: พบพยาธิปนเปอนในทุกตัวอยาง โดยพบ nematode larva 3 ตัวอยาง, Ascaris spp. egg 

และ nematode larva 5 ตัวอยาง, Ascaris spp. egg, nematode egg และ nematode larva 1 ตัวอยาง, 

Ascaris spp. egg, nematode egg, nematode larva และ nematode adult 1 ตัวอยาง  

ผักชีฝรั่ง: พบพยาธิปนเปอนในทุกตัวอยาง  โดยพบ nematode larva 1 ตัวอยาง, Ascaris spp. egg 

และ nematode larva 5 ตัวอยาง, Ascaris spp. egg, nematode egg และ nematode larva 1 ตัวอยาง, 

Ascaris spp. egg, nematode egg, nematode larva และ nematode adult 2 ตัวอยาง, Ascaris spp. egg, 

nematode egg, nematode larva, nematode adult และ Capillaria spp. egg 1 ตัวอยาง 
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สะระแหน: พบพยาธิปนเปอนในทุกตัวอยาง  โดยพบ nematode larva 3 ตัวอยาง, nematode egg 

และ nematode larva 3 ตัวอยาง, Ascaris spp. egg,  nematode egg และ nematode larva 2 ตัวอยาง, 

Ascaris spp. egg, nematode egg, nematode larva และ nematode adult 2 ตัวอยาง 

ใบบัวบก: พบพยาธิปนเปอนในทุกตัวอยาง  โดยพบ Ascaris spp. egg, nematode larva 4 ตัวอยาง, 

Ascaris spp. egg, nematode egg และ nematode larva 1 ตัวอยาง, Ascaris spp. egg, nematode egg, 

nematode larva และ nematode adult 5 ตัวอยาง 

โหระพา: พบพยาธิปนเปอน 9 ตัวอยาง โดยพบ nematode larva 3 ตัวอยาง, Ascaris spp. egg

และ nematode larva 6 ตัวอยาง 

คะนา: พบพยาธิปนเปอน 8 ตัวอยาง โดยพบ Ascaris spp. egg 2 ตัวอยาง, nematode larva 1 ตัวอยาง, 

Ascaris spp. egg และ nematode larva 4 ตัวอยาง, Ascaris spp. egg, nematode egg, nematode larva 

และ nematode adult 1 ตัวอยาง 

ผักแพรว: พบพยาธิปนเปอน 8 ตัวอยาง โดยพบ nematode larva 5 ตัวอยาง, Ascaris spp. egg,  

nematode egg และ nematode larva 1 ตัวอยาง, Ascaris spp. egg, nematode egg, nematode larva 

และ nematode adult 2 ตัวอยาง 

ผักปลัง: พบพยาธิปนเปอน 6 ตัวอยาง โดยพบ Ascaris spp. egg 2 ตัวอยาง, Ascaris spp. egg 

และ nematode larva 2 ตัวอยาง, Ascaris spp. egg, nematode egg และ nematode larva 1 ตัวอยาง, 

Ascaris spp. egg, nematode egg, nematode larva และ nematode adult 1 ตัวอยาง 

ตะไคร: พบพยาธิปนเปอน 6 ตัวอยาง โดยพบ nematode larva 2 ตัวอยาง, Ascaris spp. egg 

และ nematode larva 3 ตัวอยาง, Ascaris spp. egg, nematode egg และ nematode larva 1 ตัวอยาง 

ตารางที่ 1 การปนเปอนพยาธิในผักสดกินใบ 11 ชนิด

ผักสด

กินใบ

พบพยาธิ

(%)

Ascaris spp.

egg (%)

nematode

larva (%)

Ascaris spp. egg

& 

nematode larva 

(%)

Ascaris spp. egg &

nematode egg & 

nematode larva

(%)

Ascaris spp. egg &

nematode egg & 

nematode larva &

nematode adult  

(%)

1. กะเพรา 10 (100.00) 7 (70.00) - - 1 (10.00) 2 (20.00)

2. ใบแมงลัก 10 (100.00) 2 (20.00) 1 (10.00) 6 (60.00) - 1 (10.00) 

3. ผักชี 10 (100.00) - 3 (30.00) 5 (50.00) 1 (10.00) 1 (10.00)

4. ผักชีฝรั่ง 10 (100.00) - 1 (10.00) 5 (50.00) 1 (10.00) 3 (30.00)* 

5. สะระแหน 10 (100.00) - 3 (30.00) 3 (30.00) 2 (20.00) 2 (20.00)

6. ใบบัวบก 10 (100.00) - - 4 (40.00) 1 (10.00) 5 (50.00)

7. โหระพา 9 (90.00) - 3 (33.33) 6 (66.67) - -

8. คะนา 8 (80.00) 2 (25.00) 1 (12.50) 4 (50.00) - 1 (12.50)

9. ผักแพรว 8 (80.00) - 5 (62.50) - 1 (12.50) 2 (25.00)

10. ผักปลัง 6 (60.00) 2 (33.33) - 2 (33.33) 1 (16.67) 1 (16.67)

11. ตะไคร 6 (60.00) - 2 (33.33) 3 (50.00) 1 (16.67) -

รวม 97 (88.18) 13 (11.82) 14 (12.73) 43 (39.09) 9 (8.18) 18 (16.36)

*ตรวจพบ  Capillaria  spp. egg ใน 1 ตัวอยาง
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 Ascaris spp. egg ที่ 400x Ascaris spp. egg ที่ 400x Ascaris spp. egg ที่ 400x  Ascaris spp. egg ที่ 400x         
 พบในใบบัวบก No. 57 พบในใบบัวบก No. 57 พบในตะไคร No. 81 พบในโหระพา No. 198

 nematode egg ที่ 400x Capillaria spp. egg ที่ 400x nematode egg ที่ 400x nematode egg ที่ 400x
 พบในผักแพรว  No. 14 พบในผักชีฝรั่ง No. 72 พบในใบบัวบก  No. 223 พบในผักปลัง No. 225

 nematode egg ที่ 400x  nematode egg ที่ 400x nematode egg ที่ 400x nematode egg ที่ 400x
 พบในใบบัวบก 57 พบในสะระแหน No. 197 พบในใบบัวบก No. 223 พบในใบบัวบก No. 223

 nematode larva ที่ 100x nematode larva ที่ 100x nematode larva ที่ 100x nematode larva ที่ 100x
 พบในผักปลัง No. 59 พบในผักชีฝรั่ง No. 72 พบในใบแมงลัก No. 214 พบในคะนา No. 68

 nematode larva ที่ 100x nematode larva ที่ 100x nematode larva ที่ 100x nematode larva ที่ 100x
 พบในผักปลัง No. 15 พบในสะระแหน No. 146 พบในตะไคร No. 81 พบในผักชีฝรั่ง No. 216

 nematode adult ที่ 400x  nematode adult ที่ 400x nematode adult ที่ 400x  nematode adult ที่ 400x
 พบในใบบัวบก No. 223 พบในผักชี No. 140 พบในผักปลัง No. 225 พบในใบบัวบก No. 171

 nematode larva ที่ 100x nematode larva ที่ 100x nematode larva ที่ 100x nematode larva ที่ 100x
 พบในผักปลัง No. 15 พบในสะระแหน No. 146 พบในตะไคร No. 81 พบในผักชีฝรั่ง No. 216

ภาพที่ 1  ตัวอยางชนิดของพยาธิที่ตรวจพบในผักสดกินใบ 
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เมื่อวิเคราะหการปนเปอนพยาธิในผักสดกินใบจากตลาดสด 5 ภูมิภาค ภาคละ 22 ตัวอยาง พบปนเปอน 

Ascaris spp. egg, nematode egg, Capillaria spp. egg, nematode larva และ nematode adult 

เมือ่เปรียบเทยีบการปนเปอนของแตละภมิูภาคดวยวธิไีคสแควร (Chi-square test) ไมพบความสมัพนัธทีม่นียัสาํคญั

ทางสถิติ (p-value = 0.69) ดังแสดงในตารางที่ 2 ผลการตรวจพยาธิมีรายละเอียด ดังนี้ 

ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ (ขอนแกนและนครราชสมีา): พบพยาธิปนเปอน 21 ตวัอยาง โดยพบ Ascaris spp. 

egg 19 ตัวอยาง, nematode egg 7 ตัวอยาง, nematode larva 17 ตัวอยาง, nematode adult 3 ตัวอยาง 

ภาคเหนือ (พษิณโุลกและเชยีงใหม): พบพยาธปินเปอน 19 ตวัอยาง โดยพบ Ascaris spp. egg 15 ตัวอยาง, 

nematode egg 3 ตัวอยาง, Capillaria spp. egg 1 ตัวอยาง, nematode larva 16 ตัวอยาง, nematode adult 

2 ตัวอยาง 

ภาคตะวันออก (ชลบรุแีละระยอง): พบพยาธปินเปอน 20 ตวัอยาง โดยพบ Ascaris spp. egg 17 ตวัอยาง, 

nematode egg 2 ตัวอยาง, nematode larva 17 ตัวอยาง, nematode adult 1 ตัวอยาง 

ภาคใต (สงขลาและตรัง): พบพยาธิปนเปอน 18 ตัวอยาง โดยพบ Ascaris spp. egg 16 ตัวอยาง, 

nematode egg 5 ตัวอยาง, nematode larva 16 ตัวอยาง, nematode adult  6 ตัวอยาง 

ภาคกลาง (ปทุมธานีและกรุงเทพมหานคร): พบพยาธิปนเปอน 19 ตัวอยาง โดยพบ Ascaris spp. egg 

16 ตัวอยาง, nematode egg 7 ตัวอยาง, nematode larva 18 ตัวอยาง, nematode adult 6 ตัวอยาง  

ตารางที่ 2 ความสัมพันธการปนเปอนพยาธิในผักสดกินใบจากตลาด 5 ภูมิภาค

แหลงซื้อตัวอยาง                                                                    
จํานวนตัวอยาง (รอยละ)   

χ2 
พบ                       ไมพบ                 

    1. ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ           

    2. ภาคเหนือ                                   

    3. ภาคตะวันออก                                                                      

    4. ภาคใต     

    5. ภาคกลาง

21 (95.45)

19 (86.36)                

20 (90.91)

18 (81.82)

19 (86.36)                

 1 (4.55)

 3 (13.64)

 2 (9.09)

 4 (18.18)

 3 (13.64)

2.27

(p-value = 0.69)

    รวม    97 (88.18)   13 (11.82)

ผักสดกินผล

จากการตรวจผักสดกินผล 5 ชนิด ชนิดละ 10 ตัวอยาง ที่เก็บจากตลาดสดแตละภูมิภาค พบปนเปอนพยาธิ  

29 ตวัอยาง คดิเปนรอยละ 58.00 ไดแก ถัว่ฝกยาว มะเขอืเทศ มะเขอืเปราะ มะเขอืยาว และพรกิขีห้น ูจาํนวน 5, 7, 5, 3 

และ 9 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 50, 70, 50, 30 และ 90 ตามลําดับ (ตารางที่ 3) โดยมีรายละเอียด ดังนี้

ถั่วฝกยาว: พบพยาธิปนเปอน 5 ตัวอยาง โดยพบ nematode larva 4 ตัวอยาง, Ascaris spp. egg, 

nematode larva 1 ตัวอยาง 

มะเขือเทศ: พบพยาธิปนเปอน 7 ตัวอยาง โดยพบ nematode larva 6 ตัวอยาง, Ascaris spp. egg, 

nematode larva 1 ตัวอยาง 
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ตารางที่ 3 การปนเปอนพยาธิในผักสดกินผล 5 ชนิด จากตลาดสด 5 ภูมิภาค 

ผักสด
กินผล

จํานวนตัวอยางที่
ตรวจพบพยาธิ (%)

Ascaris spp. egg nematode larva
Ascaris spp. egg &
nematode larva

1. ถั่วฝกยาว (10) 5 (50.00) -  4 (80.00) 1 (20.00)

2. มะเขือเทศ (10) 7 (70.00) -  6 (85.71) 1 (14.29)

3. มะเขือเปราะ (10) 5 (50.00) 1 (20.00)  3 (60.00) 1 (20.00)

4. มะเขือยาว (10) 3 (30.00) -  3 (100.00) -

5. พริกขี้หนู (10) 9 (90.00) 1 (11.11)  8 (88.89) -

มะเขือเปราะ: พบพยาธิปนเปอน 5 ตัวอยาง โดยพบ Ascaris spp. egg 1 ตัวอยาง, nematode larva         

3 ตัวอยาง, Ascaris spp. egg, nematode larva 1 ตัวอยาง

มะเขือยาว: พบพยาธิปนเปอน 3 ตัวอยาง โดยพบ nematode larva 3 ตัวอยาง 

พริกขี้หนู: พบพยาธิปนเปอน 9 ตัวอยาง โดยพบ Ascaris spp. egg 1 ตัวอยาง, nematode larva             

8 ตัวอยาง 

การปนเปอนพยาธใินผกัสดกนิผลจากตลาดสดแตละภมูภิาค พบปนเปอน Ascaris spp. egg,  nematode 

larva ซึ่งมีรายละเอียดตามภูมิภาค ดังนี้ 

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (ขอนแกนและนครราชสีมา): พบพยาธิปนเปอน 5 ตัวอยาง โดยพบ Ascaris 

spp. egg 2 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 40 และ nematode larva 4 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 80  

ภาคเหนือ (พิษณุโลกและเชียงใหม): พบพยาธิปนเปอน 6 ตัวอยาง โดยพบ nematode larva 6 ตัวอยาง   

คิดเปนรอยละ 100  

ภาคตะวันออก (ชลบุรีและระยอง): พบพยาธิปนเปอน 8 ตัวอยาง โดยพบ Ascaris spp. egg 1 ตัวอยาง 

คิดเปนรอยละ12.5 และ nematode larva 7 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 87.5  

ภาคใต (สงขลาและตรัง): พบพยาธิปนเปอน 5 ตัวอยาง โดยพบ nematode larva 5 ตัวอยาง คิดเปน             

รอยละ 100  

ภาคกลาง (ปทุมธานีและกรุงเทพมหานคร): พบพยาธิปนเปอน 5 ตัวอยาง โดยพบ Ascaris spp. egg               

2 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 40 และ nematode larva 5 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 100  

ผลไมสด

จากการตรวจผลไมสดจํานวน 8 ชนิด 64 ตัวอยาง พบการปนเปอน nematode larva 22 ตัวอยาง 

คิดเปนรอยละ 34.38 ไดแก สม มะมวง ฝรั่ง แกวมังกร ชมพู ลําไย แตงโม และเงาะ จํานวน 10, 10, 10, 10, 10, 7, 

4 และ 3 ตัวอยาง พบการปนเปอนพยาธิจํานวน 4, 3, 1, 6, 3, 1, 2  และ 2 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 40.00, 30.00, 

10.00, 60.00, 30.00, 14.29, 50.00  และ 66.67 ตามลําดับ (ภาพที่ 2)



พยาธิในผักสดและผลไมสด ขันทอง เพ็ชรนอก และคณะ

379วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 62 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2563

ภาพที่ 2 การปนเปอน nematode larva ในผลไมสด 8 ชนิด

เมื่อวิเคราะหความสัมพันธทางสถิติของการปนเปอนพยาธิในผักสดกินใบ ผักสดกินผล และผลไมสด

โดยคํานวณคาไคสแควร (Chi-square test) พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p-value <0.00001)

ดังแสดงในตารางที่ 4

ตารางที่ 4 ความสัมพันธการปนเปอนพยาธิในผักสดกินใบ ผักสดกินผล และผลไมสด

 ชนิดของตัวอยาง  
จํานวนตัวอยาง (รอยละ)

χ2 
  พบ                       ไมพบ

1. ผักสดกินใบ                                               97 (88.18) 13 (11.82)

2. ผักสดกินผล                                                                     29 (58.00) 21 (42.00) 54.12

3. ผลไมสด                                                                              22 (34.38) 42 (65.62) (p-value <0.00001)

    รวม                                                              148 (66.07) 76 (33.93)

วิจารณ 

การสํารวจผักสดกินใบ 11 ชนิด ทั้ง 5 ภูมิภาคของการศึกษานี้ พบ Ascaris spp. egg. ซึ่งไขพยาธิชนิดนี้

พบไดมากในดินท้ังในประเทศเขตรอนและเขตอบอุน มกัปนเปอนมากับอาหาร ทาํใหเกิดโรคในคน เมือ่คนกลนืไขพยาธิ

ลงไปในระบบทางเดินอาหาร นํ้ายอยจากกระเพาะอาหารจะยอยเปลือกไข ทําใหตัวออนฟกออกจากไขบริเวณลําไสเล็ก

ตอนตน พยาธิจะไชผานผนังลําไสเล็กเขาสูกระแสเลือด เดินทางเขาสูตับเพื่อไปยังหัวใจซีกขวาและปอดในที่สุด(7, 8) 

นอกจากนี้ผักทุกชนิด ยกเวนโหระพา พบ nematode egg โดยพบวาตัวอยางใบบัวบกตรวจพบ nematode egg 

ทั้ง 5 ภูมิภาค ซึ่งอาจเกิดจากใบบัวบกมีลําตน กานและใบอยูติดดิน ทําใหเมื่อใสปุยหรือรดนํ้าที่มีการปนเปอนพยาธิ
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อาจตกคางบนใบไดมากกวาผกัชนิดอืน่ สวนผกัชฝีรัง่ตรวจพบ Capillaria spp. egg ซึง่เปนไขพยาธทิีไ่มกอโรคโดยตรง 

แตอาจขบัถายไขและตวัออนซึง่จะทําใหพยาธเิหลานีไ้ปแพรกระจายทีอ่ืน่ตอไป(6) มรีายงานวาไขของพยาธตัิวแกทีอ่าศยั

ในลําไสเล็กจะออกมากับอุจจาระ หากลงสูนํ้าจะเจริญเปนตัวออนอยูภายในเปลือกไข เมื่อปลานํ้าจืดกินเขาไปก็ฟก

ออกเปนตัวออนอยูในลําไสปลา ประมาณ 10 - 20 วัน ตัวออนก็จะเจริญเปนตัวออนระยะติดตอ เมื่อคนกินปลานํ้าจืด

สุกๆ ดิบๆ เชน กอยปลา พยาธิก็จะเจริญเปนตัวแกอยูในลําไสเล็กตอไป(9,10) การกอโรคอาจเกิดจากกินปลาดิบที่มี

ตัวออนพยาธิระยะติดตอเขาไป แลวฟกตัว ทําใหเกิดทองรวงรุนแรงและเรื้อรัง นํ้าหนักตัวลดลง ออนเพลีย ในที่สุด

ผูปวยอาจเสียชีวิตได(11,12) การตรวจพบไขพยาธิในผักอาจเกิดจากใชนํ้าที่มีการปนเปอนจากอุจจาระของมนุษยรดผัก 

ผักสดกินใบทุกชนิดพบ nematode larva เนื่องจากผักที่ตรวจมีสวนที่บริโภคอยูติดดิน การปนเปอนพยาธิ

จึงเปนสิ่งที่ติดมากับดินที่ใชปลูกผัก ซึ่งทางปฏิบัติจากสวนผักเมื่อเก็บและตัดแตงเพื่อสงขายจนถึงมือผูบริโภค

จะไมมีการลางผกักอน จึงทาํใหตรวจพบ nematode larva ซึง่ไมทาํใหเกดิโรคในคน ไมมคีวามสาํคญัทางการแพทย(6) 

 แตมีรายงานวาในลําไสของพยาธิดังกลาวอาจมีแบคทีเรียที่เปนเชื้อโรคเปนอันตรายตอสุขภาพของมนุษย(13) ผักสด

กินใบเกือบทุกชนิด ยกเวนโหระพาและตะไคร ตรวจพบ nematode adult ทั้ง 5 ภูมิภาค ซึ่งในตัวอยางที่พบ

nematode adult พบการปนเปอนของพยาธิชนิดอื่นๆ ดวย เปนเครื่องบงชี้วาการปนเปอนพยาธิในผักสดมีความชุก

ในฤดูรอน (กลางเดือนกุมภาพันธ-กลางพฤษภาคม) ซึ่งมีภูมิอากาศรอนช้ืน และมีสภาพแวดลอมท่ีเอ้ืออํานวยตอ

การเจริญและพัฒนาของไขพยาธิ(14) และบงชี้วาการปนเปอนพยาธิในผักสดที่จําหนายอาจมาจากดินที่ทําการเพาะปลูก 

หรือข้ันตอนการเพาะปลูกท่ีเกษตรกรอาจนําอุจจาระคนหรืออุจจาระของสัตว และใชนํ้าสกปรกที่ปนเปอนพยาธิ

มารดผัก(6,15,16) เพ่ือเปนการเพ่ิมผลผลิต ทําใหพยาธิปนเปอนมากับผักสดที่สงออกขายตามทองตลาดได ดังนั้น

กอนนําผักสดมารับประทานควรลางผักใหสะอาดดวยนํ้ายาลางผัก และลางดวยนํ้าสะอาดหลายๆ ครั้ง 

สวนการปนเปอนพยาธิของผักสดกินผล อาจมาจากขั้นตอนการใสปุยหรือรดนํ้าที่มีการปนเปอนพยาธิ

รวมทั้งการเก็บเกี่ยว การขนสง และการวางจําหนายในตลาดสดที่เปนตลาดเปด ขณะที่การปนเปอนที่พบ nematode 

larva ในผลไมสดทุกชนดิ โดยเฉพาะพบมากในเงาะรอยละ 66.67 และแกวมงักรรอยละ 60 ผลไมทัง้สองชนดิมเีปลอืก

ทีหุ่มดวยขนและใบ หากน้ําท่ีใชรดสกปรกกอ็าจปนเปอนพยาธไิด หรืออาจปนเปอนในขัน้ตอนการเกบ็เกีย่วทีผ่ลไมหลน

ลงพ้ืนดนิ หรือปนเปอนระหวางการขนสงจากแหลงผลติทีบ่รรทกุรวมกบัผกัสดชนดิตางๆ รวมทัง้ในระหวางการจาํหนาย

ที่ไมมีการแยกสัดสวนการวางจําหนายที่จําเพาะ 

ผลการหาความสัมพนัธทางสถติขิองการปนเปอนพยาธใินผกัสดกนิใบจากตลาด 5 ภมูภิาค พบมกีารปนเปอน

พยาธิไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ อาจเพราะผักทุกชนิดปลูกในดินที่นิยมยกรองกวางและลึกแบบที่เรียกวารองจีน 

ซึง่สะดวกในการใชนํา้โดยวิดนํา้จากทองรองขึน้มารดบนสนัแปลงผกั และการเกบ็เกีย่วผกัใบจะดูจากอายนุบัตัง้แตปลกู 

สวนผักกินผลนั้นข้ึนอยูกับชนิด เชน พริกและมะเขือเทศ สามารถดูไดจากสีของผลหรือดูการเปลี่ยนแปลงของสี

ซึ่งจะบอกถึงการสุกแกของผัก(17) ทําใหสามารถเก็บเกี่ยวในชวงเวลาใกลเคียงกัน จึงพบการปนเปอนพยาธิไมแตกตาง 

สวนผกัสดกนิผลและผลไมสด มลีกัษณะการปลกู การใสปุย การรดน้ํา และโครงสรางของลาํตนทีจ่ะปนเปอนพยาธไิดตางกัน 

จึงไมมีความสัมพันธกันในการตรวจพบพยาธิ สวนการหาความสัมพันธการปนเปอนพยาธิในผักสดกินใบ ผักสด

กินผล และผลไมสด พบมีการเปอนพยาธแิตกตางกนัอยางมนียัสาํคญัทางสถติ ิเนือ่งจากผกัสดกนิใบ มสีวนของกิง่ กาน 

ใบอยูติดหรือใกลพ้ืนดิน ใบผักมีรอยหยัก และจํานวนใบที่ปกคลุมมากกวา เมื่อใสปุยและรดนํ้าที่ปนเปอนพยาธิ 

จะตกคางบนใบไดมากกวา แตผักสดกินผล สวนของตนจะอยูสูงจากพื้นดิน เมื่อใสปุยหรือรดนํ้าที่ปนเปอนพยาธิ

จะตกคางบนผักกินผลนอยกวาผักสดกินใบ สวนผลไมสด พบ nematode larva อาจปนเปอนจากการเก็บเกี่ยว

ที่ผลไมหลนลงสูพื้นดิน ปนเปอนจากการขนสง หรือการวางจําหนายที่ไมแยกเปนสัดสวน เนื่องจากตลาดสดสวนใหญ

เปนแบบตลาดเปด และไมมีการควบคุมดานสุขลักษณะที่ดี จึงอาจเกิดการปนเปอนพยาธิได 
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ผลการศึกษาครั้งนี้เปนขอมูลเบื้องตนจากการตรวจโดยใชวิธีตกตะกอน (sedimentation technique) 

และใชกลองจุลทรรศนเพื่อตรวจแยกชนิดจากการสังเกตรูปรางลักษณะของพยาธิ ทําใหไมสามารถแยกไดวา

เปน nematode larva ชนิดใด ตองวิเคราะหเพิ่มเติมดวยเทคนิคอื่นๆ เชน การเพาะเชื้อ การยอมสี รวมทั้งการใช

เทคนิคทางอณูชีววิทยาหรือชีวโมเลกุล เปนตน หากสามารถเก็บตัวอยาง nematode larva ในดินจากพื้นที่เพาะปลูก

มาศึกษาเปรียบเทียบกับ nematode larva ที่พบปนเปอนในตัวอยางผักสดได ก็อาจชวยอธิบายสาเหตุการปนเปอน 

ตลอดจนอาจหาวิธีควบคุมและปองกันได

สรุป

ผลการศกึษาครัง้น้ีแสดงใหเหน็วาผกัสดและผลไมสดจากตลาดสด 5 ภูมภิาคของประเทศไทย มกีารปนเปอน

ไขพยาธิทีก่อโรคในคน และมีการปนเปอนของดินสิง่สกปรกและมลูสตัว ดงันัน้กอนนําผักสดและผลไมสดมารบัประทาน

ควรลางใหสะอาดโดยแชในนํ้ายาลางผักระยะหนึ่งกอน แลวจึงนํามาลางดวยนํ้าประปาหลายๆ ครั้ง
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A Survey on Parasitic Contamination 
in Fresh Vegetables and Fresh Fruits 
from 5 Regional Markets of Thailand

Kuntong Pednog and Kanogwan Toonsakool
Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Tiwanond Road, Nonthaburi 11000, 
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ABSTRACT Contamination of parasites in fresh vegetables and fresh fruits from 10 markets located 

in 5 regions of Thailand was examined by sedimentation technique using a mixture of 1% Lipon-F detergent 

and 0.85% of normal saline solution. A total of 224 samples were collected during February-May 2018. 

Our survey demonstrated that Ascaris spp. egg, nematode egg, nematode larva, nematode adults were 

found in 97 of 110 samples of leaf vegetables (88.18%). Capillaria spp. Egg was found only in parsley. 

In addition, Ascaris spp. egg and nematode larva were contaminated in 29 of 50 fruit vegetables (58.00%). 

Furthermore, 22 of 64 fresh fruits (34.38%) were only contaminated with nematode larva. There was no 

significant difference on parasitic contamination in leaf vegetables from 5 regional markets (p-value = 0.69), 

whereas contamination was significantly different among leaf vegetables, fruit vegetables and fresh fruits 

(p-value <0.00001). Our results revealed that the majority of parasites found in fresh vegetables were Ascaris 

spp. egg, nematode egg and nematode larva. Therefore, for a good health, fresh vegetables and fresh fruits 

should be thoroughly rinsed before consuming. 

 

Keywords: parasite, fresh vegetables, fresh fruits
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การปลอมปนสเตียรอยดในยาแผนโบราณและ

ยาสมุนไพรในจังหวัดกระบี่ พังงา และภูเก็ต
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บทคัดยอ สารสเตียรอยดเปนยาควบคุมพิเศษตามพระราชบัญญัติยา พ.ศ. 2510 การนําสารสเตียรอยดไปใชในทาง

ที่ไมเหมาะสมทําใหเกิดผลขางเคียงรายแรง เดกซาเมทาโซน และเพรดนิโซโลนเปนสเตียรอยดปลอมปนที่พบบอย

ในยาแผนโบราณและยาสมนุไพร ในชวงป พ.ศ. 2559-2562 ศนูยวทิยาศาสตรการแพทยที ่11/1 ภเูก็ต ไดวเิคราะหการปลอมปน

สารสเตียรอยดในตัวอยางยาแผนโบราณและยาสมุนไพรจํานวน 48 ตัวอยาง  ที่เก็บในเขตพื้นที่จังหวัดกระบี่ พังงา และภูเก็ต 

ดวยวิธี Thin Layer Chromatography พบการปลอมปนสารสเตียรอยด 10 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 20.8 โดยพบ

การปลอมปนเปนเดกซาเมทาโซน 7 ตัวอยาง เพรดนิโซโลน 1 ตัวอยาง ปลอมปนทั้งเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน

2 ตัวอยาง ขอมูลที่ไดนําไปแจงเตือนภัยในระบบแจงเตือนภัย “กรมวิทย with you” ของกรมวิทยาศาสตรการแพทย เพื่อ

ใหผูบริโภคตระหนักถึงอันตรายที่อาจไดรับจากการใชยาแผนโบราณและยาสมุนไพร

คําสําคัญ: สเตียรอยด, ปลอมปน, ยาสมุนไพร, ยาแผนโบราณ
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บทนํา

ยาแผนโบราณและยาสมุนไพรไดรับความนิยมมาอยางยาวนานและมีแนวโนมเพ่ิมมากข้ึนในอนาคต 

จากการคาดการณขององคการอนามัยโลกตอปรมิาณความนยิมสมนุไพรในตลาดโลกทีม่มีลูคาถึง 3,000 ลานลานเหรยีญ

สหรัฐ ในป 2549 จะเพ่ิมขึ้นเปน 5,000 ลานลานเหรียญสหรัฐ ในป 2593(1) การรักษาโรคดวยยาแผนโบราณนี้

ในบางกรณอีาจใหผลการรกัษาท่ีคอนขางชา และพบวาผูผลติบางรายมกีารลกัลอบผสมยาแผนปจจบุนัลงไปในผลติภัณฑ

เพื่อใหเกิดผลการรักษาที่รวดเร็วและเปนการดึงดูดผูบริโภค ซึ่งยาดังกลาวที่มักปลอมปนลงไปคือ สารสเตียรอยด 

สารสเตียรอยดเปนกลุมฮอรโมนชนิดหนึ่งที่รางกายสรางขึ้นในปริมาณเพียงเล็กนอยเพื่อทําหนาที่ควบคุม

การทาํงานของระบบตาง ๆ  ในรางกายใหเปนปกติอยูเสมอ เชน ตานการอักเสบ ลดอาการปวดตาง ๆ  หรอืปรบัความเครียด 

ปรับความออนเพลียไมมีแรงใหเปนปกติไดอยางรวดเร็ว นอกจากนี้ยังทําใหภูมิคุมกันของรางกายทํางานเปนปกติ

และอืน่ ๆ  อกีมากมาย(2) โดยสารสเตยีรอยดท่ีนิยมลักลอบปลอมปนบอยท่ีสดุคอื เดกซาเมทาโซน (Dexamethasone) 

และเพรดนิโซโลน (Prednisolone)(3) ซึ่งสารทั้ง 2 ตัวนี้เปนยาควบคุมพิเศษในประกาศกระทรวงสาธารณสุข ตอง

ส่ังจายโดยแพทยและมีเภสัชกรเปนผูจายและใหคําแนะนําในการใชยาเทาน้ัน(4) ในทางการแพทยสารสเตียรอยดใช

เปนยาตานอักเสบและแกแพ ใชรักษาอาการแพชนิดรุนแรงหรือเรื้อรัง เชน หอบหืด และโรคภูมิแพทางผิวหนัง หรือ

กลุมโรคออโตอิมมูน เชน โรคไตรั่ว (nephrotic) และเอสแอลอี (Systemic Lupus Erythematosus) เปนตน(5) 

ระยะแรกทีไ่ดรบัสารสเตยีรอยดผูปวยรูสกึวาอาการดขีึน้จงึหลงเช่ือและรบัประทานตอเนือ่ง แตผลของการใชยาดงักลาว

มอีนัตรายหรอืผลขางเคยีงสงู เพราะยามีฤทธิก์ดภมูคิุมกนัของรางกายทาํใหตดิเช้ือไดงาย เปนเหตใุหเกดิโรคแทรกซอน

ที่เปนอันตรายถึงแกชีวิตได ยายังกดการทํางานของตอมหมวกไต มีผลตอฮอรโมน ทําใหเกิด Cushing’s syndrome 

เกิดภาวะความดันโลหิตสูง กลามเนื้อออนแรง กระเพาะอาหารทะลุ และกระดูกพรุน เปนตน(2)

มีรายงานในหลายประเทศพบปญหาเชนเดียวกัน เชน ในประเทศสหรัฐอเมริกา พบผลิตภัณฑอาหารเสริม 

อางวาสามารถรักษาขออักเสบ ปวดกลามเนื้อ กระดูกพรุน มะเร็ง และอื่น ๆ  แตผลการตรวจทางหองปฏิบัติการพบ

สารสเตยีรอยดปลอมปนในรปูแบบของเดกซาเมทาโซน ในสาธารณรฐัสงิคโปรพบการปลอมปนยากลุมคอตโิคสเตยีรอยด

ในยาแผนโบราณหรือผลิตภัณฑจากสมุนไพร ทําใหเกิดอาการไมพึงประสงคที่รุนแรง บางผลิตภัณฑทําใหผูบริโภค

เสียชีวิต ตัวยาที่พบบอยคือ เดกซาเมทาโซน และจากฐานขอมูลผลิตภัณฑปลอมปนสเตียรอยดของสหพันธรัฐมาเลเซีย 

พบผลิตภัณฑยาจีนทั้งที่ไดรับการขึ้นทะเบียนยาและที่ไมไดขึ้นทะเบียนมีการปลอมปนสารสเตียรอยดรวม 12 รายการ 

พบผลิตภัณฑอาหารมีการปลอมปนสารสเตียรอยด 1 รายการ ซึ่งเปนการปลอมปนเดกซาเมทาโซนเชนกัน(6)

สําหรับประเทศไทยมีการสํารวจสารสเตียรอยดปลอมปนในยาชุดและยาสมุนไพรหลายแหง เชน ในป 2558 

ที่ตําบลบานโสก อําเภอหลมสัก จังหวัดเพชรบูรณ พบวามีสารสเตียรอยดปลอมปนรอยละ 12.20 ของตัวอยางยาชุด

และยาจากสมุนไพรท้ังหมด 41 ตัวอยาง ยาชุดที่พบสารสเตียรอยดมีสรรพคุณเปนยาแกปวดเมื่อยทุกตัวอยาง(7)

จากรายงานขอมูลผลการตรวจวิเคราะหยาแผนโบราณ ในเขตพื้นที่สาธารณสุขที่ 4 และ 5 ระหวางป พ.ศ. 2548-2552 

จํานวน 626 ตัวอยาง พบการปลอมปนของสารสเตียรอยดสูงถึงรอยละ 25.08 บางตัวอยางมีปริมาณสเตียรอยดที่ใช

ปลอมปนเทียบเทากับการไดรับยาสเตียรอยด 4-12 เม็ดตอวัน(8) 

จากการตรวจสอบของกรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข พบการปลอมปนยาแผนปจจุบัน 

จํานวน 97 ตัวอยาง จากทั้งหมด 196 ตัวอยาง ซึ่งเปนสารสเตียรอยดมากที่สุด(3) และในเขตความรับผิดชอบของ

ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยท่ี 6 ชลบุรี ใน 9 จังหวัด พบการปลอมปนสารสเตียรอยดในยาแผนโบราณที่ไมมี

เลขทะเบียนยาหรือไมทราบแหลงผลิต ซึ่งเปนเดกซาเมทาโซน 24 ตัวอยาง และเพรดนิโซโลน 12 ตัวอยาง

ซึ่งปริมาณที่พบใกลเคียงกับการบริโภคยาเม็ดเดกซาเมทาโซนมื้อละเศษหนึ่งสวนสี่เม็ดถึง 3 เม็ด(9) และจากขอมูลของ

ศูนยวทิยาศาสตรการแพทยภาคใต (สรุาษฎรธาน ีตรงั) พบการปลอมปนสารสเตยีรอยด จาํนวน 14 ตวัอยาง จาก 35 ตัวอยาง

(รอยละ 40)(10,11) จากขอมูลท่ีไดกลาวมานีท้าํใหทราบวาปญหาการปลอมปนสารสเตยีรอยดในยายงัมอียูในพืน้ทีต่าง ๆ
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สาเหตุหนึ่งคือ การขาดความรูของประชาชน จึงทําใหประชาชนมีความเส่ียงตอการไดรับอันตรายจากสารสเตียรอยด

โดยไมไดตั้งใจ ปจจุบันยังไมมีขอมูลการตรวจวิเคราะหหาสารสเตียรอยดในยาแผนโบราณและยาสมุนไพรในพื้นท่ี

รับผิดชอบของศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 11/1 ภูเก็ต (ภูเก็ต พังงา และกระบี่) ดังนั้นการศึกษานี้มีวัตถุประสงค

เพื่อวิเคราะหการปลอมปนสารสเตียรอยดในยาแผนโบราณและยาสมุนไพรในเขตพื้นที่จังหวัดกระบี่ พังงา และภูเก็ต

ระหวางป พ.ศ. 2559-2562 และเพื่อการส่ือสารสาธารณะใหประชาชนตระหนักถึงอันตรายของสารสเตียรอยด

และการปลอมปนในผลิตภัณฑเหลานี้ 

วัสดุและวิธีการ

ตัวอยาง

ตัวอยางทั้งหมด 48 ตัวอยาง จําแนกเปน 3 กลุมตามแหลงที่มา คือ กลุมที่ 1 ยาแผนโบราณและยาสมุนไพร 

จากหนวยงานสาธารณสุขเครือขายในเขตรับผิดชอบของศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 11/1 ภูเก็ต (สํานักงาน

สาธารณสขุอาํเภอทายเหมือง สถานีอนามัยเฉลิมพระเกยีรตบิางมวง จงัหวดัพงังา สถานอีนามัยเฉลมิพระเกยีรตคิลองพน

จังหวัดกระบี่) รวม 14 ตัวอยาง กลุมที่ 2 ตัวอยางที่ประชาชนผูบริโภคยาแผนโบราณขอสงตรวจรวม 4 ตัวอยาง 

กลุมที่ 3 ตัวอยางที่สุมเก็บจากโครงการเฝาระวังผลิตภัณฑสุขภาพที่ไมปลอดภัยในเขตพื้นที่จังหวัดกระบี่ พังงา และ

ภูเก็ต ปงบประมาณ 2562 รวม 30 ตัวอยาง ในรูปแบบยาลูกกลอน ยาผง ยาแคปซูล ยาเม็ด และยานํ้า

สารเคมี

สารเคมีเกรดวิเคราะห : คลอโรฟอรม (V.S.CHEM HOUSE. ประเทศไทย) อะซิโตน, ไดคลอโรมีเทน 

อเีธอร เอทานอล (Merck KGaA สหพนัธสาธารณรัฐเยอรมน)ี เมทานอล เอทลิอะซเิตท (J.T.Baker) Tetrazolium 

blue (SIGMA-ALDRICH) โซเดียมไฮดรอกไซด

เครื่องมือและอุปกรณ

เคร่ืองมือสําหรับวิธีรงคเลขผิวบาง (Thin layer chromatography, TLC) ประกอบดวย ตูแสง

อัลตราไวโอเลต (UV cabinet) ยี่หอ Desaga รุน CabUVIS อุปกรณสําหรับวิธีรงคเลขผิวบาง ประกอบดวย 

ถังสําหรับดําเนินการแยก (Developing Chamber Tank) กวาง 6.2 เซนติเมตร × ยาว 17.5 เซนติเมตร × สูง 

11.0 เซนตเิมตร แผนกระจกขนาด 20 × 20 เซนตเิมตร เคลอืบ Silica Gel GF254 ความหนา 250 ไมครอน (Merck,

Darmstadt, สหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี) แผนชวยการอ่ิมตัวขนาด 20 × 20 เซนติเมตร ชุดพนสารตรวจวัด

(Reagent Sprayer) หลอดรเูลก็ ขนาดบรรจุ 2 และ 5 ไมโครลติร ยีห่อ BLAUBRAND® intraEND (Wertheim 

สหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี) ตูสเปรยแผนทีแอลซี ยี่หอ CAMAG รุน Spray Cabinet II 

สารเคมี

ระบบตัวทําละลาย TD = คลอโรฟอรม : อะซิโตน (80:20) ระบบตัวทําละลาย TF=เอทิลอะซิเตท

ระบบตัวทําละลาย TP = ไดคลอโรมีเทน : อีเธอร : เมทานอล : นํ้า = (77: 15: 8: 1.2)

สารมาตรฐาน

สารมาตรฐานเกรดวิเคราะห : เดกซาเมทาโซน หมายเลขควบคุม WS D54-7/62 เพรดนิโซโลน หมายเลข

ควบคุม WS P48-6/61 ของสํานักยาและวัตถุเสพติด กรมวิทยาศาสตรการแพทย
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การสกัดสารจากตัวอยาง 

ละลายตัวอยางท่ีเปนของแข็งหรือกึ่งแข็งกึ่งเหลวดวยนํ้า 20 มิลลิลิตร (อาจใชการบดหรือความรอน

ชวยในการละลายตัวอยาง) แลวกรองผานกระดาษกรอง สวนตัวอยางที่เปนของเหลวใชตัวอยาง 50 มิลลิลิตร

นําไปสกัดดวยคลอโรฟอรม 30 มิลลิลิตร 3 คร้ัง กรองผานกระดาษกรองที่ชุมดวยคลอโรฟอรม เก็บสารในช้ัน

คลอโรฟอรม ระเหยใหแหงและทิ้งไวใหเย็น เติมเอทานอล 1-2 มิลลิลิตร ลงไป สําหรับเปนสารละลายตัวอยาง 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน

แยกเตรียมสารละลายมาตรฐานของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในเอทานอลใหมีความเขมขนสุดทาย 

5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร

การตรวจสอบสารเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน 

การตรวจสอบสารเดกซาเมทาโซนและเพรดนโิซโลนในตวัอยางเปนการพิสจูนเอกลกัษณของเดกซาเมทาโซน

และเพรดนโิซโลนดวยวธิ ีTLC โดยสารทัง้สองจะถกูแยกภายใตสารดดูซบัทีเ่ปนระบบคงที ่(stationary phase) และ

สารละลายผสมท่ีใชเปนระบบเคลือ่นท่ี (mobile phase) ซ่ึงเปนเทคนคิทีใ่ชแยกสารออกจากกนั โดยการแยกขึน้อยูกบั

คุณสมบัติในการละลายของสารในสารละลายผสมชนิดตาง ๆ  (developing solvent) และการดูดซับบนสารดูดซับ 

จากนัน้ตรวจสอบตําแหนงคา Retardation factor (R
f
: ระยะทางทีส่ารเคลือ่นที/่ระยะทางท่ีสารละลายเคลือ่นที)่ ของ

สารโดยดูสีที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาเคมีกับสารที่ใชเปนตัวสเปรย หรือสองภายใตแสงอัลตราไวโอเลต ความยาวคลื่น 254 

นาโนเมตร(12) ซึง่สารท้ังสองจะทบึแสงในตาํแหนงทีแ่ตกตางกนั และตองไดผลการทดสอบทีส่อดคลองกนัของสารละลาย

อยางนอย 2 ระบบ กรณีที่ผลจาก 2 ระบบแรกไมสอดคลองกัน ตองทําการทดสอบระบบที่ 3 จึงจะระบุไดวามีการ

ปลอมปนของสารสเตยีรอยด โดยระบบตวัทําละลาย (solvent system or mobile phase) ทีเ่หมาะสม คอื คา R
f
 มีคา

อยูระหวาง 0.3-0.7 ซึ่งระบบตัวทําละลายในการวิเคราะหครั้งนี้มี 3 ระบบ(13) คือ ระบบ TD ระบบ TF และระบบ TP 

สําหรับการอานผลจะตรวจสอบดวย 3 วิธีรวมกัน คือ ดูการดูดกลืนแสงภายใตแสง UV ที่ความยาวคลื่น 

254 นาโนเมตร เปรียบเทียบตําแหนงของตัวอยางกับสารมาตรฐานบนแผน TLC ใชดินสอทําเคร่ืองหมายวงกลม

ไวตรงตําแหนงที่พบการเรืองแสง ซึ่งสารสเตียรอยดทั้งสองชนิดจะทึบแสงในตําแหนงที่แตกตางกันบนแผน TLC ท่ี

ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร วิธีท่ี 2 ตรวจสอบดวยสารละลายที่ใชตรวจเฉพาะ (specific spraying reagent) 

สารละลายที่ใชคือ 0.5% Tetrazolium blue ในเมทานอล พนลงไปบนแผน TLC ทิ้งไวใหแหง และพนทับดวย 20% 

NaOH เดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนจะเกิดสีมวงกับนํ้ายาสเปรย และวิธีที่ 3 อานผลจากการเปรียบเทียบผลของ

ตัวอยางกับสารมาตรฐานหรือสารอางอิง โดยสารมาตรฐานที่ใชเปรียบเทียบคือ สารอางอิงมาตรฐานเพรดนิโซโลน

และเดกซาเมทาโซน จากสํานักยาและวัตถุเสพติด กรมวิทยาศาสตรการแพทย

ผล

จากการตรวจวิเคราะหผลิตภัณฑยาแผนโบราณและยาสมุนไพรจํานวน 48 ตัวอยาง ตรวจพบการปลอมปน

สารเตียรอยดจํานวน 10 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 20.8 ของจํานวนตัวอยางทั้งหมด จากการพิสูจนเอกลักษณของเดกซา

เมทาโซนและเพรดนิโซโลนดวยเทคนิค TLC ซ่ึงตวัอยางทีม่กีารปลอมปนสารสเตียรอยด จะเกดิเปนแถบสมีวงนํา้เงนิกับ

นํ้ายาพนในระยะเดียวกับสารมาตรฐานที่ใชเปรียบเทียบ (ภาพที่ 1) โดยผลการทดสอบของตัวอยาง หมายเลข S
1
, S

2
, 

S
7
, S

8
, S

9 
และ S

11
 การวิเคราะหใหผลที่สอดคลองกันในตัวทําละลาย 2 ระบบแรก คือ ระบบสารละลาย TD และ TF

จึงสามารถสรุปผลการตรวจพบเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนได แตตัวอยางหมายเลข S
3
, S

4
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5
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6 
และ S

10

 
ผลการทดสอบในระบบทําละลายใน 2 ระบบแรกไมสอดคลองกัน จึงตองทําการทดสอบระบบสารละลายที่ 3 คือระบบ
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สารละลาย TP จึงสามารถสรุปไดวาพบการปลอมปนของเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน และจากภาพที่ 1 จะเห็น

ไดวาโครมาโทแกรมที่แสดงจะปรากฏสีอื่นที่นอกเหนือจากสีมวงของสารสเตียรอยด ซึ่งเกิดจากสีเริ่มตนของผลิตภัณฑ

ที่ไมสามารถกําจัดออกไดดวยนํ้ายาสกัดตัวอยาง

ระบบตัวทําละลาย TD = คลอโรฟอรม:อะซิโตน (80:20)

ระบบตัวทําละลาย TP  ไดคลอโรมีเทน:อีเธอร:เมทานอล:นํ้า  (77:15:8:1.2)

ระบบตัวทําละลาย TF = เอทิลอะซิเตท

ภาพที่ 1  การตรวจพิสูจนเอกลักษณยาเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในยาแผนโบราณดวยวิธี  TLC ในระบบ

 ตัวทําละลายที่แตกตางกัน  (P = Prednisolone; D = Dexamethasone; S = Sample)
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เมือ่จาํแนกตามอนพุนัธของสารสเตยีรอยดทีต่รวจพบการปลอมปน พบวาตวัอยางปลอมปนเดกซาเมทาโซน

เพรดนิโซโลนจํานวน 7 และ 1 ตัวอยาง ตามลําดับ คิดเปนรอยละ 70.0% และ 10.0% ของจํานวนตัวอยางท่ีพบ

การปลอมปนทั้งหมด และตรวจพบสารสเตียรอยดปลอมปนมากกวา 1 ชนิด โดยพบการปลอมปนเดกซาเมทาโซน

รวมกับเพรดนิโซโลนจํานวน 2 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 20.0% ของจํานวนตัวอยางที่พบการปลอมปนทั้งหมด 

และเมื่อเปรียบเทียบการตรวจพบเดกซาเมทาโซน เพรดนิโซโลน และเดกซาเมทาโซนรวมกับเพรดนิโซโลน คิดเปน

รอยละ 14.6, 2.1 และ 4.2 ของจํานวนตัวอยางทั้งหมด (ตารางที่ 1)

ตารางที่ 1 แสดงตัวอยางที่ตรวจพบสารสเตียรอยดโดยจําแนกตามอนุพันธ

อนุพันธของสารสเตียรอยด จํานวนตัวอยางที่ตรวจพบ
รอยละ

(จากตัวอยางที่ตรวจพบ)

รอยละ

(จากตัวอยางทั้งหมด)

เดกซาเมทาโซน 7 70.0 14.6

เพรดนิโซโลน 1 10.0 2.1

เดกซาเมทาโซน และเพรดนโิซโลน 2 20.0 4.2

รวม 10  

เมื่อพิจารณาจากรูปแบบตาง ๆ  พบวาในรูปแบบยาลูกกลอน ยาผง ยาแคปซูล และยาเม็ด รวม 9, 6, 14 

และ 8 ตัวอยาง ตามลําดับ ตรวจพบการปลอมปนสารสเตียรอยดจํานวน 4, 3, 2 และ 1 ตัวอยาง ตามลําดับ คิดเปน

รอยละ 8.3, 6.3, 4.2 และ 2.1 ตามลําดับ ในสวนของรูปแบบยานํ้าจํานวน 11 ตัวอยาง ตรวจไมพบการปลอมปน

สารสเตียรอยด (ตารางที่ 2)

ตารางที่ 2 ยาแผนโบราณและยาสมุนไพรที่ปลอมปนสารสเตียรอยดจําแนกตามรูปแบบของยา

รูปแบบยา จํานวนตัวอยาง
จํานวนตัวอยางที่ตรวจพบ

สารสเตียรอยด
รอยละ

ยาลูกกลอน 9 4 8.3

ยาผง 6 3 6.3

ยาแคปซูล 14 2 4.2

ยาเม็ด 8 1 2.1

ยานํ้า 11 0 0.0

รวม 48 10 20.8

เมื่อจําแนกตัวอยางตามประเภทของการข้ึนทะเบียนยาแผนโบราณ พบวาตัวอยางที่มีทะเบียนตํารับยา

จํานวน 23 ตัวอยาง ตรวจไมพบการปลอมปนสารสเตียรอยด สวนตัวอยางที่ไมมีทะเบียนตํารับยา จํานวน 25 ตัวอยาง

ตรวจพบการปลอมปนสารสเตียรอยด จํานวน 10 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 40.0 ของจํานวนตัวอยางที่ไมมีทะเบียน

ตํารับยา (ตารางที่ 3)
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ตารางที่ 3  การตรวจสอบสารสเตียรอยดในยาแผนโบราณและยาสมุนไพรจําแนกตามการขึ้นทะเบียนตํารับยา

การขึ้นทะเบียน จํานวนตัวอยาง
จํานวนตัวอยางที่ตรวจพบ

สารสเตียรอยด รอยละ

มีทะเบียนตํารับยา 23 0 0.0

ไมมีทะเบียนตํารับยา 25 10 40.0

รวม 48 10 20.8

ทั้งนี้ตัวอยางที่ไดรับจากเครือขายศูนยแจงเตือนภัยฯ จํานวน 14 ตัวอยาง พบการปลอมปนสารสเตียรอยด

จํานวน 10 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 71.4 ของตัวอยางจากศูนยแจงเตือนภัยฯ และคิดเปนรอยละ 20.8 ของจํานวน

ตัวอยางที่ตรวจวิเคราะหทั้งหมด สวนตัวอยางสงตรวจจากประชาชนและตัวอยางจากโครงการเฝาระวังฯ ตรวจไมพบ

การปลอมปนสารสเตียรอยด (ตารางที่ 4)

ตารางที่ 4  ยาแผนโบราณและยาสมุนไพรที่ตรวจพบสารสเตียรอยดจําแนกตามแหลงที่มาของตัวอยาง

แหลงที่มาของตัวอยาง จํานวนตัวอยาง
จํานวนตวัอยางทีต่รวจพบ

สารสเตียรอยด

รอยละ

(จากตัวอยางที่ตรวจพบ)

รอยละ

(จากตัวอยางทั้งหมด)

เครือขายศูนยแจงเตือนภัยฯ 14 10 71.4 20.8

ประชาชน 4 0 0.0 0.0

โครงการเฝาระวังฯ 30 0 0.0 0.0

รวม 48 10 71.4 20.8

เมื่อนําตัวอยางท้ังหมดมาจําแนกตามพื้นที่การเก็บตัวอยางพบวาตัวอยางที่มาจากจังหวัดพังงาจํานวน 

25 ตัวอยาง พบการปลอมปนสารสเตียรอยดจํานวน 10 ตัวอยาง คิดเปนรอยละ 40.0 ของตัวอยางจากจังหวัดพังงา 

และคิดเปนรอยละ 20.8 ของจํานวนตัวอยางที่ตรวจวิเคราะหทั้งหมด สวนตัวอยางจากจังหวัดภูเก็ตและจังหวัดกระบี่ 

ตรวจไมพบการปลอมปนสารสเตียรอยด (ตารางที่ 5)

ตารางที่ 5  พื้นที่การเก็บตัวอยางยาแผนโบราณและยาสมุนไพรและผลการตรวจสอบสารสเตียรอยด

พื้นที่ จํานวนตัวอยาง

จํานวนตัวอยาง

ที่ตรวจพบ

สารสเตียรอยด

รอยละ

(ตัวอยางในจังหวัด)

รอยละ

(ตัวอยางทั้งหมด)

ภูเก็ต 9 0 0.0 0.0

กระบี่ 14 0 0.0 0.0

พังงา 25 10 40.0 20.8

รวม 48 10 40.0 20.8
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วิจารณ

   จากการวิเคราะหผลิตภัณฑที่มีการปลอมปนสารสเตียรอยดในยาแผนโบราณและยาสมุนไพรในเขตพื้นที่

จังหวัดกระบี่ พังงา และภูเก็ต ในระหวาง พ.ศ. 2559-2562 พบสารสเตียรอยด 2 ชนิดที่ปลอมปนอยูในตัวอยาง

รอยละ 20.8 ในยาที่ไมมีทะเบียนยา

สารสเตยีรอยด 2 ชนิดท่ีปลอมปนอยูในตวัอยางในเขตพืน้ทีจ่งัหวดักระบี ่พงังา และภูเกต็ คอื เดกซาเมทาโซน

และเพรดนิโซโลนที่อยูในรูปสารเดี่ยวและสารผสมกัน ผลการศึกษานี้สอดคลองกับรายงานผลการทดสอบของสํานัก

ยาและวัตถุเสพติด ปงบประมาณ พ.ศ. 2558 ซึ่งตรวจวิเคราะหการปลอมปนตัวยาเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลน

ในผลิตภัณฑยาแผนโบราณ ในตัวอยางสงตรวจจากสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาและตัวอยางสงตรวจจาก

ประชาชน จาํนวน 43 ตวัอยาง ตรวจพบการปลอมปนเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนในตวัยาดงักลาว  จาํนวน 13 ตวัอยาง

คดิเปนรอยละ 30 ของจํานวนตวัอยางทัง้หมด(3) และจากการวเิคราะหพบปรมิาณเดกซาเมทาโซนทีส่งูกวาเพรดนโิซโลนถึง

7 เทา เนื่องจากเดกซาเมทาโซนมีความแรงมากกวาเพรดนิโซโลนถึง 6.7 เทา และมีระยะเวลาการออกฤทธิ์ที่ยาวกวา(14) 

จงึทาํใหผูผลตินยิมเติมเดกซาเมทาโซนลงในยาแผนโบราณและยาสมนุไพรมากกวาเพรดนโิซนโลน ผลการศกึษายงัพบ

วายาสวนใหญทีมี่การปลอมปนอยูในรปูแบบของยาลกูกลอนและยาผงมากทีส่ดุเนือ่งจากสามารถรบัประทานไดงายและ

เก็บรักษาไดนาน สอดคลองกับการศึกษาของนันทนา กลิ่นสุนทร และคณะ(8) ที่พบวายาสมุนไพรในรูปแบบยาผงและ

ยาลูกกลอนมีปริมาณสเตียรอยดปลอมปนสูงที่สุด 

การปลอมปนสารสเตียรอยดในตัวอยางทั้งหมดเปนตัวอยางที่ไมมีเลขทะเบียนยาและไมมีขอมูลแหลงผลิต

และแหลงซื้อขายจากจังหวัดพังงา สอดคลองกับการศึกษาของศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 6 ชลบุรี(9) และการศึกษา

ของ ธนพัฒน และคณะ(15) ท่ีพบการปลอมปนสเตียรอยดมากทีส่ดุในยาสมนุไพรทีไ่มระบถุงึแหลงผลติหรอืเลขทะเบยีน 

แสดงถึงตัวอยางที่มีทะเบียนตํารับยามีความปลอดภัยมากกวาเนื่องจากมีการตรวจสอบและควบคุมจากภาครัฐในการ

ขึ้นทะเบียน

วิธีการวิเคราะหหาสารเดกซาเมทาโซนและเพรดนิโซโลนที่ปลอมปนในยาแผนโบราณและยาสมุนไพร

สามารถทําไดหลายวิธี ซึ่งจากการสํารวจขอมูลที่ผานมาพบวาวิธีที่นิยมใชโดยทั่วไปคือ วิธี TLC และโครมาโทกราฟฟ

ของเหลวประสิทธิภาพสูง (High Performance Liquid Chromatography: HPLC)(16) ซึ่งทั้งสองวิธีเปนวิธีที่มี

ประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะหหาสารสเตียรอยด โดยวิธี HPLC เปนวิธีการวิเคราะหที่มีประสิทธิภาพในการแยก

สารสูง แตตนทุนในการวิเคราะหสูงกวา TLC และผูวิเคราะหควรมีประสบการณการใชเครื่องมือ ทางคณะผูวิจัยจึงได

เลือกวิธี TLC ในการศึกษานี้เนื่องจากเปนวิธีที่งายและรวดเร็ว อุปกรณไมซับซอน ตนทุนการวิเคราะหตํ่า และสามารถ

วิเคราะหสารไดหลายชนิดในเวลาเดียวกัน(17) อยางไรก็ตามวิธี TLC มีการใชสารเคมี เชน คลอโรฟอรม ใชเปนท้ัง

ตัวทําละลายและสกัดสารจากตัวอยางซึ่งมีความเปนพิษสูงหากนักวิเคราะหสัมผัสหรือสูดดมเปนเวลานานอาจจะสง

ผลตอสุขภาพในระยะยาวได ในอนาคตคณะผูวิจัยจะพัฒนาวิธีวิเคราะหเอกลักษณและปริมาณของเดกซาเมทาโซน

และเพรดนิโซโลนดวยวิธี HPLC ซึ่งวิเคราะหสารไดหลายชนิด ไมมีขอจํากัดดานการระเหยของสาร ทําใหปลอดภัย

ตอนักวิเคราะห มีประสิทธิภาพ และความรวดเร็วและสามารถตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณของสารได(18)

สาเหตุของการลักลอบการปลอมปนสารสเตียรอยดในยาแผนโบราณและยาสมุนไพร เนื่องจากผูจําหนาย

หวงัผลการรักษาท่ีชดัเจนและรวดเรว็ทําใหประชาชนรูสกึวายาดี ในชวงแรกทีร่บัประทานยาผูปวยจะรูสกึวามอีาการดข้ึีน

อยางรวดเร็ว ซึ่งในความจริงแลวสารสเตียรอยดมีฤทธิ์ตอหลายระบบของรางกาย แตเมื่อรับประทานยาเปนเวลานาน

จะเกิดผลขางเคียงของสเตียรอยดได ขอมูลการศึกษาในครั้งนี้คณะผูวิจัยไดนําขอมูลผลการวิเคราะหไปเผยแพร

ในระบบแจงเตือนภัย กรมวิทย with you ของกรมวิทยาศาสตรการแพทยแลว(19) และไดเผยแพรขอมูลแกประชาชน

ในพื้นท่ีเขตรับผิดชอบผานอาสาสมัครสาธารณสุข (อสม.) วิทยาศาสตรการแพทยชุมชน ภายใตโครงการพัฒนา

เครือขายวิทยาศาสตรการแพทยชุมชนในเขตพื้นที่จังหวัดภูเก็ต พังงา และกระบี่ ในวันที่ 10 มีนาคม พ.ศ. 2561
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ณ อําเภอทายเหมือง จังหวัดพังงา ซึ่ง อสม. จะเปนตัวแทนในการเผยแพรขอมูลสูชุมชนในพื้นที่ตาง ๆ  ทําหนาท่ี

แจงเตือนภัยผลิตภัณฑที่ปลอมปนสารเตียรอยด และเฝาระวังผลิตภัณฑตาง ๆ  ไมใหเขาถึงประชาชนในชุมชน

สรุป

ถึงแมวายาสเตียรอยดจะจัดเปนยาควบคุมพิเศษตามพระราชบัญญัติยา พ.ศ. 2510 อยางไรก็ตาม

ยังมีการลักลอบปลอมปนสารสเตียรอยดในยาแผนโบราณและยาสมุนไพรในเขตพ้ืนที่จังหวัดกระบี่ พังงา และภูเก็ต

ในป พ.ศ. 2559-2562 ผลการศึกษาไดเผยแพรเปนความรูแกประชาชนในเว็บไซตของกรมวิทยาศาสตรการแพทย 

และหนวยงานที่เกี่ยวของก็ไดนําขอมูลไปใชประกอบการแกไขปญหาสุขภาพและแจงเตือนภัยแกประชาชนในพื้นที่

ผาน อสม.วิทยาศาสตรการแพทยชุมชน ท้ังนี้ควรทําการศึกษาเพิ่มเติมโดยการเก็บตัวอยางมากขึ้นและครอบคลุม

ในพื้นที่เขตรับผิดชอบ 

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณสํานักยาและวัตถุเสพติด กรมวิทยาศาสตรการแพทย ที่ใหความอนุเคราะหสารมาตรฐาน

หนวยงานสาธารณสุขเครือขายในเขตรับผิดชอบของศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 11/1 ภูเก็ต (สํานักงานสาธารณสุข

อําเภอทายเหมือง สถานีอนามัยเฉลิมพระเกียรติบางมวง จังหวัดพังงา สถานีอนามัยเฉลิมพระเกียรติคลองพน

จังหวัดกระบี่) ใหความอนุเคราะหเก็บตัวอยางยาแผนโบราณและยาสมุนไพรภายในพื้นที่รับผิดชอบ และขอขอบคุณ

นางสาวอรทัย สุพรรณ ผูอํานวยการศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 11/1 ภูเก็ต ที่ใหการสนับสนุนการเผยแพรผลงาน
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Adulteration of Traditional and Herbal 

Medicines with Steroids in Krabi, 

Phang-nga and Phuket During 2016-2019

Somruedee Boonmee  and Pimollada Chairat
Regional Medical Science Center 11/1 Phuket, Department of Medical Sciences, Amphoe Thalang, 

Phuket  83110, Thailand

ABSTRACT  Steroids are designated as special controlled drug according to Medicine Act B.E. 1967. 

Inappropriate use of steroids can cause harmful side effects. Dexamethasone and prednisolone are steroids 

usually found in traditional and herbal medicines. During October 2016 to September 2019, Regional 

Medical Science Center 11/1 Phuket analyzed a total of 48 traditional and herbal medicinal samples 

collected from Krabi, Phang-nga and Phuket using Thin Layer Chromatography (TLC) technique.

The presence of steroids were foresults showed that 10 products (20.8%) were adulterated with steroids. 

Dexamethasone was found in 7 products while prednisolone was detected in 1 product. Two products were 

adulterated with both steroids. The information obtained from this study was available in the website 

called “alert.dmsc.moph.go.th.” under supervision of the Department of Medical Sciences to inform 

consumers of health product safety.

Keywords: steroids, adulteration, herbal medicines, traditional medicines
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1

เทคนิคการกระจายหนาที่ทางคุณภาพตองานบริการ

หองปฏิบัติการชันสูตรสาธารณสุข

วัลลีรัตน  พบคีรี
ภาควิชาบริหารงานสาธารณสุข คณะสาธารณสุขศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพฯ 10400

การใหบริการทางหองปฏิบัติการชันสูตรสาธารณสุขที่มีคุณภาพแกผูรับบริการหรือผูปวยมีความสําคัญมาก

ในปจจุบัน เนื่องจากมีการแขงขันทางการใหบริการสูงและผูปวยตองการการตรวจที่ถูกตองในการประกอบการ

วินิจฉัยของแพทย การนําเทคนิคการกระจายหนาที่ทางคุณภาพมาใชในการปรับปรุงคุณภาพงานบริการของ

หองปฏบิตักิารชนัสูตรสาธารณสุข จึงเปนแนวทางใหมอกีแนวหนึง่ทีนั่กเทคนคิการแพทย นกัวทิยาศาสตรการแพทย หรอื

ผูสนใจอาจนาํมาประยกุตใชเปนเครือ่งมือทีมี่การบงชีถ้งึระดับความตองการ หรอืเพือ่เพิม่ความพงึพอใจใหกบัผูรับบริการ

ที่บางครั้งอาจจะไมใชผูปวยโดยตรง 

เทคนิคการกระจายหนาที่ทางคุณภาพ

เทคนิคการกระจายหนาที่ทางคุณภาพ (Quality Function Deployment: QFD) หรือเรียกวา 

เทคนิคการแปลงหนาที่ทางคุณภาพ หรือการกระจายการทํางานเชิงคุณภาพ(1) หมายความถึง (1) ระบบการถายทอด

ความตองการของผูรับบริการใหเปนไปตามเปาหมายที่เหมาะสมขององคกรในทุกขั้นตอน ตั้งแตการออกแบบบริการ 

และการขายบริการหรือการใหบริการ (2) กระบวนการหรือกรรมวิธีที่มีขั้นตอนที่แนนอนใชในการคนหาความตองการ

ที่แทจริงของผูรับบริการดานคุณภาพ และแปลความหมายความตองการนั้นออกมาในเชิงเทคนิค สามารถวัดได

และนําไปปฏิบัติ รวมถึงการควบคุมติดตามและวัดผลกระบวนการใหบริการเพื่อใหไดผลตรงตามเปาหมายที่

กําหนด (3) วิธีที่แสดงใหเห็นถึงความเชื่อมโยงและชวยในการจัดลําดับความสําคัญของความตองการของผูรับบริการ

โดยแปลงใหเปนกิจกรรมดําเนินงานในเชิงบริการ(2) มีจุดประสงคเพื่อปรับสมรรถนะการดําเนินงานของหนวยงาน

หรือองคกรใหมีประสิทธิภาพสูงสุด และตอบสนองตอความคาดหวังของผูรับบริการได 
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เทคนิคการกระจายหนาท่ีทางคุณภาพ (QFD) ถูกนํามาใชในงานคุณภาพในประเทศไทยมานานแลว 

สวนใหญใชในงานอุตสาหกรรม งานธุรกิจ หรืองานเชิงวิศวกรรม เพื่อปรับปรุงคุณภาพสินคาและบริการ ผูใหบริการ

จะไดรับความนาเชื่อถือ และทําใหผูใชบริการกลับมาใชบริการอีก ทั้งยังชวยลดขอรองเรียนตางๆ จากผูปวยหรือ

ผูใชบรกิารได แตถาไมสามารถสรางความพึงพอใจใหกับผูใชบรกิารก็จะเกิดผลในทิศทางตรงขาม สงผลใหเกิดผลกระทบ

กับรายไดและตนทุนของการดําเนินกิจการตางๆ

การใชเทคนิคการกระจายหนาที่ทางคุณภาพมีความเกี่ยวของกับโมเดลของคาโน(1) ซึ่งแบงความตองการ

ของสินคาหรือบริการออกเปน 3 ประเภท ซึ่งมีอิทธิพลตอความพึงพอใจของผูรับบริการในทางที่แตกตางกัน คือ

1. ความตองการคณุภาพขัน้พืน้ฐาน (must be requirements or expected quality) เปนความตองการดาน

คณุภาพข้ันพ้ืนฐานท่ีนอยท่ีสดุของบรกิารท่ีตองมี หากคุณภาพของบรกิารนัน้ไมมอียู ผูรบับรกิารจะเกิดความไมพงึพอใจ

อยางมาก คุณลักษณะประเภทนี้ผูรับบริการมักไมไดใหความสนใจแตคาดหวังวาควรจะมีในบริการนั้นๆ ดังนั้น การที่

การใหบริการมีสิ่งพื้นฐานท่ีผูรับบริการตองการนั้นเปนเพียงจุดเริ่มตนเทานั้น คุณภาพขั้นพื้นฐานถือเปนตัวแปร

ในการแขงขันซึ่งจําเปนจะตองมีอยูในการใหบริการ หากไมมีแลวผูรับบริการจะไมมีทางเกิดความพึงพอใจในการใช

บริการนั้นๆ

2. ความตองการคณุภาพข้ันปกต ิ(one dimensional requirements or normal quality) ความตองการ

คุณภาพขั้นปกติเปนสิ่งสําคัญที่ผูรับบริการตองการใหมีในบริการ ถามีคุณลักษณะแบบนี้จะทําใหผูรับบริการมีความ

พึงพอใจมากข้ึน แตกอนจะมีคุณลักษณะน้ีตองเขาใจในความสัมพันธของความตองการคุณภาพขั้นพื้นฐานกอน 

ซึ่งสามารถเก็บขอมูลไดจากการสัมภาษณผูรับบริการ ซึ่งถาสามารถทําในสิ่งที่ผู รับบริการตองการไดสําเร็จมาก

ก็จะทําใหผูรับบริการเกิดความพึงพอใจมาก และในความตองการระดับนี้เปนสิ่งที่นิยมใชในการเปรียบเทียบกับคูแขง

เนื่องจากเปนคุณลักษณะที่วัดงาย

3. ความตองการคุณภาพที่ดึงดูด (attractive requirements or exciting quality) คุณภาพของการให

บริการเปนส่ิงที่มีอิทธิพลเปนอยางมากในการจูงใจผูรับบริการใหเกิดความพึงพอใจในการบริการ ซึ่งความตองการ

ที่ดึงดูดเปนส่ิงท่ีผูรับบริการไมไดทําการเปดเผยหรือคาดหวังวาจะไดรับเพราะเปนสิ่งที่อยูเหนือความคาดหมาย 

แตถาการบริการนั้นๆ สามารถทําใหเกิดผลสําเร็จไดก็จะเปนผลดีตอผูรับบริการจะเกิดความพึงพอใจไดเปนอยางมาก

ซึ่งจะเปนการยกระดับคุณคาของการบริการนั้นๆ ไดดวย แตถากระทําไมสําเร็จก็ไมทําใหเกิดความรูสึกที่ไมพึงพอใจ

แตอยางใด ความตองการที่เกิดขึ้นในทั้งสามระดับนั้นจึงเหมาะแกการนําไปใชงานที่ตางกัน ทั้งนี้ขึ้นอยูกับบริการ เชน 

ถาเปนบริการใหม ผูรับบริการยังไมเปนที่รูจักมากนัก ความคาดหวังของผูรับบริการก็จะอยูในระดับตํ่า เพราะแคเพียง

เห็นบริการใหมก็เกิดความประหลาดใจแลว แตถาเปนบริการที่มีมานานแลว ความตองการและความคาดหวังของ

ผูรับบริการก็จะอยูในระดับสูงตามไปดวย ดังน้ันตัวขององคกรเอง(3) ตองเรงพัฒนาขีดความสามารถเพื่อเปนการ

ยกระดับ และสรางความแตกตางเพื่อเพิ่มศักยภาพทางการแขงขันการใหบริการตอไป

จากแนวความคิดพื้นฐานของ QFD เริ่มจากการสํารวจความตองการของผูรับบริการ แลวนําความตองการ

ที่ไดมาแปรใหเปนขอมูลทางเทคนิคที่ใชภายในองคกร ซึ่งจะไดคําแทนลักษณะทางดานเทคนิค (Technique 

Requirement) โดยทั่วไปแลวคําแทนลักษณะนี้จะแสดงผลเปนตัวเลขบอกปริมาณที่สามารถวัดคาได นํามาทําการจัด

ลําดับความสําคัญวาควรทําการปรับปรุง/พัฒนา หรือออกแบบสวนใดเปนสวนแรก(4, 5) 
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การสรางบานคุณภาพ (House of Quality)

การสรางตารางหรือสวนประกอบของบาน 6 สวน เปนสวนหนึ่งของเทคนิคการกระจายหนาท่ีทาง

คุณภาพ ประกอบดวย (1) การศึกษาความตองการของผูรับบริการ (Customer Need) (2) ขั้นตอนการวางแผน 

(Planning Matrix) (3) คุณลักษณะทางคุณภาพ (Quality Characteristics) (4) สวนความสัมพันธ

หรือแมทริกซ (Relationship or Metrix) (5) ความสัมพันธทางเทคนิค (Technical Correlations) 

(6) สวนประกอบทางเทคนิค (Technical Metrix) ผูที่ตองการนําเทคนิคนี้มาใชจึงควรศึกษาถึงความเปนไปไดและ

ความสามารถในการทําใหนาสนใจและเกิดประโยชนตองานการพัฒนาคุณภาพในหองปฏิบัติการของตนได 

ภาพที่ 1 สวนประกอบของบานคุณภาพ

ความสัมพันธทางเทคนิค

(Technical Correlations)

คุณลักษณะทางคุณภาพ

(Quality Characteristics)

ความตองการ

ของผูรับบริการ

(Customer Need)

วางแผน

(Planning 

Matrix)

ความสัมพันธหรือแมทริกซ

(Relationship or Metrix)

สวนทางเทคนิคที่เปนนํ้าหนัก

ของคาความสําคัญของขอกําหนด

(Technical Metrix)

5

3

1 24

6

ขั้นตอนในการสรางบานคุณภาพ 

1. Customer Need ในขั้นตอนนี้เริ่มจากการรวบรวมรายละเอียดความตองการหลากหลายอยาง

ของผูรับบริการ (ทั้งภายในและภายนอกองคกร หรือหองปฏิบัติการ) โดยรวมถึงความคาดหวังของผูรับบริการที่มี

ความหมายกวางและอาจมขีอมลูอยูมาก ซึง่ในขัน้ตอนนีส้ามารถใชแผนภาพเช่ือมโยง(6) เพือ่ใหเกดิความงายในการจดักลุม

หรือจัดขอมูลในการแยกความตองการของผูรับบริการใหมีความเหมาะสมและลดความสับสนในการแบงกลุมขอมูล 

เมื่อความตองการของผูรับบริการมีในปริมาณมาก ขอมูลดังกลาวอาจมาจากการออกแบบสอบถามผูรับบริการ

2. Planning Matrix ในสวนน้ีจะมสีวนของขอมลูทีเ่ก่ียวของคือ การจดัลาํดบัความสาํคัญของผูรบับรกิาร

และเปรยีบเทยีบการสํารวจความคดิเหน็ของผูรบับรกิารเพือ่ใชเปนแนวทางในการปรบัปรุงการใหบรกิารใหดข้ึีน ดงัแสดง

ในภาพที่ 2 สามารถจัดลําดับความสําคัญในการวางแผนจากเปอรเซ็นตที่มากที่สุดไปหาที่นอยที่สุดได
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3. Quality Characteristics เปนการเปลี่ยนความตองการของผูรับบริการใหเปนคุณลักษณะ

ทางคุณภาพ(6,7) โดยเปล่ียนภาษาของผูรับบริการมาเปนภาษาทางเทคนิค ลักษณะทางคุณภาพของการบริการนั้น

จะมีความแตกตางกันไป โดยท่ัวไปแบงเปน หนาที่การทํางาน ขั้นตอนการทํางาน ระบบยอยของบริการ ตัวชี้วัด

ผลการปฏิบัติงาน 

4. Relationship or Metrix เปนการแสดงความสัมพันธระหวางความตองการของผูรับบริการ

และคุณลักษณะทางคุณภาพ ซึ่งทําใหมองเห็นวาคุณลักษณะทางคุณภาพตางๆ ในเชิงบวกมีความสัมพันธตอ

ความพึงพอใจของลกูคาหรอืมผีลตอการทาํงานของผูบรกิารไดมากนอยเพยีงใด การกาํหนดความสมัพันธใชสญัลกัษณ 

3 แบบ คือ ความสัมพันธนอย ความสัมพันธปานกลาง และความสัมพันธมาก โดยมีคาเปน 1, 3 และ 9 ตามลําดับ 

(ภาพที่ 2) 

5. Technical Correlations สวนนีจ้ะเปนหลงัคาของบานคุณภาพ ซ่ึงจะเปนความเก่ียวเนือ่งของเทคนคิ

ที่จะนํามาใชในการเปนตัวแทนลักษณะเฉพาะทางคุณภาพ สวนน้ีของบานจะใชนอยแตเปนสวนท่ีสําคัญใชเปนตัวระบุ

ไดวาสวนใดหรือเทคนิคใดตองการความชวยเหลือหรือความรวมมือ และการสื่อสารซึ่งกันและกัน ความสัมพันธ

ระหวางตัวแทนลักษณะเฉพาะทางคุณภาพจะถูกสรางเปนตารางแมทริกซแนวเฉียง แตถามีความสัมพันธในเชิงลบ

จะแสดงคาติดลบ(8) 

6. Technical Metrix เปนสวนที่อยูใตถุนบาน มีสวนประกอบคลายคลึงกับการวางแผน 

Strong 9

Medium 3

Weak 1

รูปสัญลักษณความสัมพันธ

เป
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(%
)

การจัดความ

นาสนใจให

หองปฏิบัติการ

ความ

สะอาด

เครื่องมือ 3

13 17

พื้นเคาทเตอร 6 1 1

การเก็บ

ขอมูล

เก็บลงสมุด 4 7 9

เก็บลง

คอมพิวเตอร

2

24 31

ความ

ถูกตอง

การตรวจ 1

30 39

ขอมูล 5 2 3

ความสําคัญ 19 6 5 23 6 1 8

ความสําคัญ % 28 9 7 34 9 1 12

+ + + +

+
+

-
+ -

+

ภาพที่ 2  ตัวอยางการใสขอมูลของบานคุณภาพ
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ประโยชนของเทคนิคการกระจายหนาที่ทางคุณภาพ

1. ชวยใหผูใหบรกิารเนนความสาํคญัของผูรบับรกิารเปนลาํดับแรก เนือ่งจากการกระจายหนาท่ีทางคณุภาพ

ไดขอมูลมาจากผูรับบริการ ดังนั้นขอมูลที่ไดจึงเปนการสะทอนถึงความตองการที่แทจริงของผูรับบริการตอผูใหบริการ

และผูใหบริการจะสามารถคนหาวิธีการที่จะทําใหบรรลุถึงความตองการของผูรับบริการไดอยางเหมาะสม

2. ชวยจัดโครงสรางของขอมูลใหอยูในรูปแบบที่รัดกุม สามารถนํามาใชไดงายเมื่อมีการเปลี่ยนแปลง

คณะทาํงาน โครงสรางของขอมลูเหลานีท้าํใหการทาํงานเดมิดาํเนนิตอไปไดโดยไมหยดุชะงกั การกระจายหนาทีท่างคุณภาพ

ยังมคีวามยืดหยุนตอการเปล่ียนแปลง เน่ืองจากโครงสรางทางแมทรกิซเอ้ืออํานวยตอการเพิม่หรือลดขนาดไดตามขอมลู

ที่ใสเขาไปในแมทริกซ

3. ชวยทําใหเกิดการทํางานเปนทีม เนือ่งจากการตดัสนิใจขึน้อยูกับมตสิวนใหญของทมี จงึทาํใหเกิดเปาหมาย

รวมกนั สมาชกิในทีมมสีวนรวมในการออกความคดิเหน็เพือ่การพฒันาการใหบริการ เปนการประสานงานความรวมมือ

ทําใหเกิดความราบรื่นและความถูกตองชัดเจนในการออกแบบบริการ(9) 

4. ชวยใหองคกรจัดโครงสรางเกีย่วกับสารสนเทศทีเ่ก่ียวของได โดยการเขยีนขอมลูจาํนวนมากลงบนกระดาษ

แผนเดียวในการทําการวิเคราะห ทําใหงายตอการพัฒนา เนื่องจากสามารถมองเห็นภาพรวมของขอมูลทุกๆ ดาน

ไดในเวลาอันรวดเร็ว และสามารถทบทวนซํ้าใหมจนทําใหเกิดความคิดสรางสรรคได(10) 

5. เพิ่มประสิทธิภาพในการจัดสรรทรัพยากรในหนวยงานเพ่ือเพิ่มความเชื่อมั่นไดวาทรัพยากรท่ีใชไป

สามารถเพิม่ความพงึพอใจของผูรบับรกิารได ในการประยกุตใชเทคนคิการกระจายหนาทีท่างคณุภาพจะชวยปรับวงรอบ

ของงานออกแบบการใหบริการใชเวลาสั้นลง ลดตนทุนในการออกแบบการใหบริการ สามารถชวยลดขอขัดแยง

ในการออกแบบการใหบริการและปญหาตางๆ ได 

ขอควรระวังในการสรางบานคุณภาพ พบวาการสรางตองใชขอมูลจากหลายดานและจากหลากหลายฝาย 

จงึควรประกอบดวยทีมงานท่ีออกแบบมาจากหลายดาน เพือ่ใหมขีอมลูเพยีงพอในการนาํมาใชสรางตาราง ในการปฏบิตัิ

พบวาในแตละทีมงานหรือในแตละกลุมจะมีปญหาเมื่อเริ่มสราง จึงตองทําความเขาใจกับความตองการของผูรับบริการ

วาผูรับบริการตองการสิ่งใด ซึ่งขอมูลสวนนี้ตองอาศัยความรูดานการตลาด ดังนั้นจึงควรมีบุคคลที่มีความรูดานนี้ดวย

เขามาในการสรางตาราง QFD ผูทีต่องการนําเทคนคินีม้าใชควรศกึษาถงึความเปนไปไดและความสามารถในการทาํให

นาสนใจและเกิดประโยชนตองานการพัฒนาคุณภาพในหองปฏิบัติการของตนได จากแนวความคิดพื้นฐานของ QFD 

ในการดาํเนนิงานคณุภาพโดยใชเทคนิคน้ีอาจกอใหเกิดการพฒันาคุณภาพหองปฏบิตักิารชันสตูรไดอยางตอเนือ่ง (CQI) 

ควบคูตามไปดวย เพื่อใหเกิดประสิทธิภาพและประสิทธิผลสูงสุด และเพื่อใหเกิดความสอดคลองกับความตองการ

ของผูปวยหรือผูใชบริการอยูเสมอ

สรุป

เทคนิคการแปลงหนาท่ีเชงิคณุภาพ (Quality Function Deployment) เปนเทคนคิทีใ่ชในการจดัโครงสราง

งานคุณภาพเพื่อจัดการออกแบบ วางแผนและพัฒนาการใหบริการ หรือพัฒนากระบวนการ ซึ่งเนนที่การตอบสนอง

ความตองการของลูกคา/ผูรับบริการ/ผูใช เปนหลักมากกวาการพัฒนานวัตกรรมทางดานเทคโนโลยี โดยเทคนิคน้ี

จะชวยระบุความตองการของลูกคาหรือผูใชบริการไดอยางชัดเจน และประเมินคุณลักษณะของบริการวาสามารถ

ตอบสนองความพึงพอใจของลูกคามากนอยเพียงใด
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ว กรมวิทย พ  62 (1-4), 2563

ก

การโคลนและการแสดงออก 62: 3: 155-166 

 โมโนโคลนอลแอนติบอดีของมนษุย์

 ท่ีมีศกัยภาพในการจบักบัไวรสัโคโรนา

 สายพนัธุใ์หม่ 2019 

การตรวจ SARS-CoV-2 ในกลุ่ม 62: 3: 261-267

 แรงงานต่างด้าว จงัหวัดสมุทรสาคร: 

 ถอดบทเรยีนการจดัการเกบ็นำา้ลาย    

การตรวจจโีนทัยปเพศตัวอย่างดีเอน็เอ 62: 4: 284-296

 มนุษย์โดยวธิ ีreal-time PCR 

 ด้วยคูไ่พรเมอร์ CDY-1  

การเตรยีมชดุตวัอย่างสำาหรับ 62: 3: 231-242

 การประเมินประสิทธภิาพชดุทดสอบ

 แอนตบิอดต่ีอเช้ือไวรสัก่อโรคระบบ

 ทางเดนิหายใจเฉยีบพลันรนุแรง

 ของประเทศไทย 

การเตรยีมสารละลายมาตรฐานเอทานอล 62: 2: 96-105

 สำาหรับสอบเทยีบเครือ่งวดัแอลกอฮอล์

 จากลมหายใจ 

การทดสอบความชำานาญของ 62: 1: 36-49

 ห้องปฏิบัตกิารด้านยา: การหาปรมิาณ

 ตวัยาสำาคญัด้วยเทคนคิไฮเปอร์

 ฟอร์แมนซ์ลคิวดิโครมาโทกราฟี  

การทดสอบความชำานาญเพ่ือขึน้ทะเบยีน 62: 3: 243-251

 ห้องปฏิบัตกิารเครอืข่ายกรมวทิยาศาสตร์

 การแพทย์ตรวจวนิจิฉัย SARS-CoV-2 

 ด้วยวิธ ีreal time PCR 

การทดสอบความถกูต้องของวธิวีเิคราะห์ 62: 3: 268-280

 ปริมาณแอลกอฮอล์ในผลิตภณัฑ์ทีม่ี

 แอลกอฮอล์เปนส่วนประกอบ เพือ่

 สขุอนามยัสำาหรบัมอืด้วยวธิแีกส

 โครมาโทกราฟี  

การทดสอบความเปนพษิเฉียบพลนัของ 62: 1: 6-15

 นำา้ดจีระเข้ (Crocodylus siamensis) 

 ในหนแูรทสายพนัธุ ์Sprague Dawley  

การทวนสอบวธิตีรวจปรมิาณแอนตเิจน 62: 2: 76-85

 ของ Diphtheria ในวคัซีนปองกนัโรคคอตบี  

การประเมนิการใช้งานตวัอย่างควบคมุ 62: 2: 106-113

 คณุภาพชนดิแห้งสำาหรบัการตรวจวนิจิฉัย

 การตดิเชือ้เอชไอว ี   

การประเมนิคณุภาพชดุทดสอบทาง 62: 3: 281-283

 นำา้เหลอืงวทิยาสำาหรบัโรคโควดิ-19 

 เพือ่ใช้ในกรณสีภาวะเร่งด่วน 

การประเมนิคณุภาพชดุนำา้ยาตรวจสาร 62: 3: 205-219

 พนัธกุรรมของเชือ้ SARS-CoV-2 

 ด้วยวธิ ีreal time RT-PCR เพือ่ขึน้ทะเบยีน

 จำาหน่ายในกรณเีร่งด่วน  

การประเมนิประสทิธภิาพของชดุทดสอบ 62: 3: 220-230

 ตรวจหาแอนติบอดีต่อ SARS-CoV-2 

 ในประเทศไทย 

การประเมนิผลเปปไทด์สงัเคราะห์ต้าน 62: 2: 59-75

 จลุนิทรย์ีต่อ Methicillin-Resistant

 Staphylococcus aureus 

การประเมนิศกัยภาพห้องปฏบิตักิาร 62: 1: 16-25

 ตรวจวเิคราะห์ไอโอดีนในเกลอืเสรมิไอโอดนี 

การประยกุต์ใช้กบัดกัไข่ยงุ “LeO-Trap”  62: 1: 1-5

 เพือ่ลดความหนาแน่นของยงุลายในพืน้ท่ี

 ระบาดของโรคไข้เลอืดออก จงัหวดัสงขลา  

การปลอมปนสเตยีรอยด์ในยาแผนโบราณ 62: 4:385-395

 และยาสมนุไพรในจงัหวดักระบี ่พงังา 

 และภเูกต็ ระหว่าง พ.ศ. 2559-2562   

การพฒันาชดุตรวจหลกัการอไีลซาสำาหรับ 62: 3: 179-193

 ตรวจทางห้องปฏบิตักิารทางนำา้เหลอืงวิทยา

 โรคโควดิ-19  
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การพฒันาชดุนำา้ยา DMSc COVID-19  62: 3: 143-154

 real-time RT-PCR 

การพฒันาผลติภัณฑ์กำาจดั 62: 4: 352-371

 ลกูนำา้ยงุลายบ้าน (Aedes aegypti) 

 ทีต้่านทานต่อสารเคมีกำาจัดแมลง

 จากนำา้มนัหอมระเหยในรปูแบบ

 ไมโครอมิลัชนั

การพฒันาผลติภัณฑ์ต้นแบบแบคทเีรีย 62: 4: 330-342

 กำาจดัลกูนำา้ยงุสตูรอดัเมด็และ

 ประสทิธภิาพการใช้เพือ่ควบคมุ

 ยงุรำาคาญชนิดควิเล็กซ์ ควนิเควฟาสซเิอตสั 

 สายพนัธุธ์รรมชาต ิพ้ืนทีช่ายแดนไทย  

การพฒันาและประเมนิคณุภาพ 62: 3: 167-178

 ชดุทดสอบตรวจหาแอนตบิอด ีIgM/IgG 

 ต่อ SARS-CoV-2 ชนดิรวดเรว็

 โดยอมิมูโนโครมาโตรกราฟี 

การพฒันาวิธตีรวจวดัปรมิาณเชือ้  62: 3: 194-204

 SARS-CoV-2 ด้วยวธีิ Reverse 

 Transcription Droplet Digital PCR  

การพฒันาศกัยภาพห้องปฏบิตักิาร 62: 3: 252-260

 รองรบัการระบาดของโรคติดเช้ือ

 ไวรสัโคโรนา 2019

การศกึษาจโีนมของเชือ้ SARS-CoV-2  62: 3: 133-142

 ทีพ่บ ณ สนามมวยและสถานบนัเทงิ

 ในเขตกรุงเทพมหานครของประเทศไทย 

การสำารวจสิง่แปลกปลอมในพรกิแห้ง 62: 2: 86-95

ค

ความชกุของแอนตบิอดทีีพ่บไม่บ่อย 62: 2: 114-122

 ในหญงิคลอดบตุรของโรงพยาบาล

 สงขลานครินทร์  

ความเปนพษิเฉยีบพลนัทางปากของ 62: 4: 297-304

 นำา้มนัจระเข้ (Crocodylus siamensis) 

 ผสมกระชายดำา (Kaempferia parviflora 

 Wall. Ex. Baker) ในหนแูรทสายพนัธุ ์Wistar

ท

เทคนคิการกระจายหน้าทีท่างคุณภาพต่อ 62: 4: 396-401

 งานบรกิารห้องปฏบิตักิารชนัสตูรสาธารณสขุ 

เทโลเมยีร์/เทโล- เมอเรส เพือ่สขุภาพ   62: 2: 123-132

ป

ประสทิธภิาพของสารเคมกีำาจดั 62: 4: 345-351

 ยงุลายบ้านโดยการพ่นฝอยละเอยีด

 แบบกึง่ภาคสนาม

พ

พษิกึง่เรือ้รงัของนำา้ดจีระเข้สายพนัธุไ์ทย  62: 2: 50-58

 (Crocodylus siamensis) ในหนแูรท

 สายพนัธุ ์Sprague Dawley

ฤ

ฤทธิต้์านอนมุลูอสิระและปกปอง 62: 4: 305-329

 เซลล์ประสาทของสารสกดัจากเปลอืก

 ต้นเพกาในเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง 

ส

สำารวจการปนเปอนพยาธใินผกัสดและ 62: 4: 373-384

 ผลไม้สดจากตลาดสด 5 ภมูภิาค
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