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บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 โรค Koi herpesvirus (เคเอชวี) เปนโรคระบาดในปลาตระกูลคารพ (Cyprinus sp.) ที่
กอใหเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจในอุตสาหกรรมการเพาะเล้ียง ทั้งที่เปนปลาสวยงามและ
ปลาเพื่อการบริโภค พบอุบัติการณของโรคเกิดข้ึนคร้ังแรกในป 1998 ที่ประเทศอิสราเอล (Hedrick 
et al, 2000) จากนั้นพบการระบาดท่ีประเทศสหรัฐอเมริกา ประเทศในทวีปยุโรปและทวีปเอเชีย 
รวมทั้งในประเทศไทย (นันทริกา ชันซ่ือ และจิรศักด์ิ ต้ังตรงไพโรจน, 2548; Pikulkaew et al., 
2005) ซึ่งมีการนําเขาปลาคารพมาจากประเทศญ่ีปุนเปนหลัก การระบาดของโรคเคเอชวีนี้สงผล
ใหปลาแสดงอาการปวยและตายเปนจํานวนมากกอใหเกิดความสูญเสียอยางมหาศาล จากการ
รายงานที่ผานมาพบวามีการเกิดโรคในปลาแฟนซีคารพทั้งในกลุมผูเลี้ยงตามบาน และในฟารม
เพาะเล้ียงทั่วทุกภาคของประเทศไทย (นันทริกา ชันซ่ือ และคณะ, 2550) และจากขอมูลใบประวัติ
สัตวปวยที่เขามารักษา ณ ศูนยวิจัยโรคสัตวน้ํา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
พบวามีการตรวจพบเชื้อเคเอชวีคร้ังแรกในป พ.ศ. 2548 จากการเก็บตัวอยางของปลาแฟนซีคารพ
ที่แสดงอาการปวย มาตรวจดวยวิธีเนสเต็ดพีซีอาร (nested PCR; IQ2000TM KHV Detection 

System, Farming IntelliGene Tech.Corp.) โดยต้ังแตป 2548 จนถึงปจจุบันพบมีตัวอยางปลา
คารพที่ตรวจพบวาติดเชื้อเคเอชวีทั้งที่ปวยและตาย มากถึง 75% จากจํานวนตัวอยางปลาคารพที่
ทําการตรวจทั้งหมด โดยเฉพาะในชวงเดือนพฤศจิกายนถึงเดือนกุมภาพันธที่อากาศคอนขางเย็น 
พบวาปลาจะมีอัตราการปวยและตายเพ่ิมสูงข้ึนและมีกระบวนการเกิดของโรคขึ้นอยางรวดเร็ว 
ปลาที่ไดรับเช้ือเคเอชวีจะออนแอ มักพบการเกิดเนื้อตายที่เหงือก รวมกับอาการแสดงจากการติด
เชื้อแบคทีเรียแทรกซอน การรักษาโดยสวนใหญจะทําการรักษาตามอาการแสดงของปลา โดยยัง
ไมมีการทดลองนํายาตานไวรัสมาใชในการรักษา ในขณะที่การรักษาโรคติดเช้ือไวรัสเฮอรปสซิม
เพล็กซชนิดที่ 1 และ 2 (Herpes simplex virus type1; HSV-1 และ Herpes simplex virus type 
2; HSV-2)  ในมนุษย มีรายงานการใชยาและสมุนไพรหลายชนิดในการรักษา มีการศึกษาและ
พัฒนาประสิทธิภาพของยาและสมุนไพรตอเช้ือไวรัส ทั้งการทดลองในเซลลเพาะเล้ียง ใน
สัตวทดลอง และนํามาใชในการรักษาสัตวปวย โดยยาตานไวรัสที่นิยมใช คือ อะซัยโคลเวีย
(acyclovir) มีกลไกการออกฤทธิ์โดยตรงกับยีนไธมิดีนคัยเนส (thymidine kinase; TK) ของเชื้อ
ไวรัสในตระกูลเฮอรปส ทําใหเช้ือไมสามารถที่จะแบงตัวเพิ่มจํานวนตอไปได (Snoeck, 2000) 
ปจจุบันมีงานวิจัยเกี่ยวกับสมุนไพรเพิ่มมากข้ึนและเร่ิมมีการนําสารสกัดสมุนไพรเหลานี้ มาใชแทน
ยาแผนปจจุบัน เนื่องจากมีความเปนพิษและผลขางเคียงนอยกวา อีกทั้งหาไดงายและมีราคาถูก 
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สมุนไพรที่มีรายงานการนํามาใช ไดแก พญายอ (Clinacanthus nutans) (ชื่นฤดี ไชยวสุ และคณ, 
2535; นิษฐกานต ภัทรกานต และสุภาพร เบญจสุพัฒนนันท, 2544; ศรัณยา ธาราแสวง และคณะ
, 2549; สมชาย แสงกิจพร และคณะ, 2536; Chotikieat et al., 1989; Sangkitporn et al., 1995; 
Suwanna et al., 1992; Thawaranantha et al., 1992; Yoosook et al., 1999, Yoosook et al., 
2000) วานหางจระเข (Aloe vera L. Burm. f.) (นันทวัน บุณยะประภัศร, 2547) ชะเอม (Derris 
reticulata Craib.) (สุมิตา วิเศษสุทธิชัย และคณะ, 2548) สนแผง (Chamaecyparis obtusa) 
(Kuo et al., 2006) และหญาใตใบ (Phyllanthus urinaria L.) (Yang et al., 2007) เปนตน โดยที่
พญายอซึ่งเปนพืชสมุนไพรพื้นบานที่มีการนํามาใชในการทารักษาโรคผิวหนัง สามารถหาไดงายใน
ประเทศไทย มีราคาถูก และมีผลผลิตตลอดป อีกทั้งยังจัดเปนสมุนไพรเด่ียวในบัญชียาหลัก
แหงชาติป 2542 (คณะกรรมการแหงชาติดานยา, 2543) ที่มีรายงานทางวิทยาศาสตรถึง
ประสิทธิภาพของสารสกัดพญายอตอเช้ือไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซชนิดที่ 1 และ 2 ซึ่งพบวาสารสกัด
แอลกอฮอลจากใบ มีประสิทธิภาพในการตานไวรัสไดดี และมีการนํามาใชในการรักษาโรคเฮอรปส
ซิมเพล็กซชนิดที่ 1 และ 2 หรือที่เรียกวาโรคเริมและใชรักษาโรคงูสวัดในคน (Yoosook et al., 
1999; Yoosook et al., 2000)  

ดังนั้นการนํายาหรือสารที่มีฤทธ์ิตานไวรัสมาใชกับโรคไวรัสเคเอชวี นาจะมีประโยชนและ
ชวยลดอัตราการตายของปลาลงได โดยเฉพาะในกลุมผูเล้ียงปลาแฟนซีคารพ ซึ่งเปนปลาที่มีผูให
ความนิยมมากในประเทศไทย เพราะเปนสัตวที่มีคุณคาทางจิตใจตอผูเล้ียง อีกทั้งยังมีคุณคาทาง
เศรษฐกิจจากการสงออกปลาไปสูตลาดโลกอีกดวย การศึกษาในคร้ังนี้เปนการศึกษาเบ้ืองตน
เกี่ยวกับผลของยาและสารสกัดจากสมุนไพรตอเช้ือเคเอชวีในเซลลเพาะเล้ียง เพื่อประโยชนในการ
เปนขอมูลเบ้ืองตนและเปนแนวทางในการนําสารตานไวรัสมาปรับใชในการรักษาโรคนี้ในปลา
ตระกูลคารพตอไปในอนาคต 
 
1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย 

1. เพื่อทําการศึกษาผลของยาอะซัยโคลเวียกับผลของสารสกัดพญายอตอเชื้อไวรัสเคเอชวี
ในเคเอฟเซลล (Koi Fin Cell; KFC) 

2. เพื่อทําการหาระดับความเขมขนของยาอะซัยโคลเวีย และสารสกัดพญายอที่ใหผลดีที่สุดใน
การตานเชื้อไวรัสเคเอชวี โดยไมทําใหเกิดผลเสียตอเคเอฟเซลล 

3. เพื่อศึกษาผลกระทบของยาอะซัยโคลเวีย และสารสกัดพญายอตอเคเอฟเซลลผลตอเคเอฟ
เซลลที่ไดรับเชื้อไวรัสเคเอชวี และผลตอเช้ือเคเอชวี โดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิด
สองผาน (Transmission Electron Microscope; TEM) 
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4. เพื่อศึกษาลักษณะของเช้ือเคเอชวีในความเขมขนที่ทําใหเคเอฟเซลลเกิดการเสื่อม 
(cytopathic effect; CPE) อยางสมบูรณ โดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองผาน 

 
1.3 สมมติฐานในการวิจัย 
 ยาอะซัยโคลเวีย และ สารสกัดพญายอ มีฤทธ์ิในการตานเชื้อไวรัสเฮอรปสในปลาคารพ 
(เคเอชวี) ไดโดยไมกอใหเกิดความเปนพิษตอเคเอฟเซลล โดยมีการออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อไวรัสทั้งกอน
และหลังจากที่มีการติดเขาสูเซลล 
 
1.4 ขอบเขตและขอจํากัดของงานวิจัย 
 ทําการศึกษาผลการตานเชื้อไวรัสเคเอชวีของยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพยายอ ในเค
เอฟเซลลเพื่อหาความเขมขนที่ไมเปนพิษตอเซลลและมีประสิทธิภาพในการตานเช้ือ อีกทั้ง
ทําการศึกษากลไกการยับยั้งไวรัสภายในเซลลของยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญายอภายใต
กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองผาน 
 
1.5 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
1. ทราบถึงโอกาสและแนวทางในการรักษาโรคเคเอชวี โดยการใชยาอะซัยโคลเวียหรือสารสกัด

พญายอที่ออกฤทธิ์ตอเชื้อไวรัสไดโดยตรง เพื่อที่จะลดความสูญเสีย และ เพิ่มโอกาสในการ
รอดชีวิตของปลาที่ติดเช้ือ  

2. ทราบกลไกการทําลายเชื้อไวรัสเคเอชวีวาเกิดการทําลายกอนเขาเซลลหรือยับยั้งการแบงตัว
ภายหลังติดเขาสูเซลลแลว เพื่อเปนหลักในการฆาเชื้อไวรัสที่อยูในน้ําหรือในส่ิงแวดลอม เพื่อ
ลดโอกาสในการติดเช้ือและการแพรกระจายเช้ือลง 

3. ไดขอมูลพื้นฐานในการพัฒนารูปแบบของยาเพื่อใชในการรักษาปลา  ขนาดยาที่เหมาะสม 
และการออกแบบการทดลองในตัวปลาโดยตรง 

4. ทราบขอมูลเบ้ืองตนสําหรับการศึกษาเกี่ยวกับสารที่มีฤทธิ์ตานเชื้อไวรัสอ่ืนๆตอไป  
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

 
1. ประวัติและความสําคัญของโรคติดเชื้อเคเอชวี 
เคเอชวีเปนโรคไวรัสอุบัติใหม ที่กอใหเกิดอัตราการตายสูงมากในปลาตระกูลคารพ โดยเฉพาะปลา
แฟนซีคารพ (Cyprinus carpio koi) และ ปลาไน (Cyprinus carpio L.) ทั้งในประเทศอิสราเอล 
สหรัฐอเมริกา ประเทศในทวีปเอเชียและยุโรป โดยสามารถแยกเช้ือที่เปนสาเหตุของโรคไดคร้ังแรก
ในป 1999 (Hedrick et al., 2000) และไดใหชื่อวา Koi herpesvirus (KHV) จากลักษณะของ     
นิวคลีโอแคพซิด (nucleocapsid) และการติดสีเนกกาทีฟของเชื้อไวรัส (virion) เม่ือมีการศึกษาตอ
มาถึงลําดับยีนของเช้ือเปรียบเทียบกับเช้ือไวรัสเฮอรปสในสัตวมีกระดูกสันหลังชั้นตํ่าชนิดอ่ืน 
พบวา เคเอชวีมีความใกลเคียงกับเช้ือ Cyprinid Herpesvirus 1 (CyHV-1) และ Cyprinid 
Herpesvirus 2 (CyHV-2) และมีการใหชื่อเช้ือตัวนี้ใหมวา Cyprinid Herpesvirus 3 (CyHV-3) 
(Waltzek et al., 2005) ในขณะที่นักวิจัยบางกลุมไดใหขอโตแยงในการจัดใหเช้ืออยูในกลุมของ
ไวรัสเฮอรปส เนื่องจากมีขนาดของจีโนมที่ใหญกวา คือประมาณ 295 kb ในขณะที่เช้ืออ่ืนที่พบใน
ตระกูลเฮอรปสจะมีขนาดของจีโนมอยูที่ประมาณ 125 ถึง 240 kb (Pikarsky et al., 2004; 
Hutoran et al., 2005; Ilouze et al., 2006) และใหชื่อวา Carp interstitial Nephritis and Gill 
necrosis Virus (CNGV)   ตามลักษณะของอาการที่พบแทน เม่ือทําการวิเคราะหลําดับจีโนมของ
เช้ือเคเอชวีดวยวิธีทาง Phylogenetic จึงมีการจัดเชื้อเคเอชวีเขาในแฟมิล่ีใหมที่ชื่อวา 
Alloherpesviridae ซึ่งรวมถึงเฮอรปสไวรัสในปลาและในสัตวคร่ึงบกคร่ึงน้ําดวย (McGeoch et 
al., 2006)  โรคเคเอชวีจัดอยูในบัญชีโรคขององคการโรคระบาดสัตวระหวางประเทศ (Office 
International des Epizooties: OIE) (OIE, 2006) ซึ่งเปนองคกรอางอิงดานมาตรฐานสุขภาพสัตว
ขององคการการคาโลก (WTO) การระบาดของโรคเคเอชวีในประเทศไทยเร่ิมมีการตรวจพบต้ังแต 
ป พ  .ศ .  2546 โดยมีการตรวจพบคร้ังแรกในปลาคารพของไทยที่สงออกไปยังประเทศเยอรมนี ทํา
ใหกรมประมงเร่ิมทําการสํารวจโรคตามฟารมตางๆในประเทศ และทําลายปลาทั้งหมดเมื่อตรวจ
พบการติดเช้ือ และหามทําการนําเขาเปนระยะเวลาประมาณ 1 ป โดยกรมประมงไดออกกฎ
กระทรวงฯ ระงับการนําเขาปลาตระกูลคารพจากประเทศญ่ีปุนไวเปนการชั่วคราว เมื่อวันที่  18 
พฤศจิกายน พ.ศ.2546 (ภาคผนวก ก) และไดมีประกาศเห็นควรใหมีการออกหนังสืออนุญาตให
นําปลาตระกูลคารพเขามาในราชอาณาจักรได แตตองดําเนินการภายใตระบบการกักกันโรคที่
เปนไปตามมาตรฐาน  ตามประกาศของกรมประมง ในวันที่  30 กันยายน พ.ศ. 2547 (ภาคผนวก 
ข) การระบาดของโรคนี้สงผลใหเกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจเปนอยางมาก เนื่องจากมีการ
ระบาดที่รวดเร็วและสามารถติดตอไดงายโดยการติดตอผานทางน้ําหรือตะกอนในบอเล้ียงที่มีการ
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ปนเปอนของเชื้อไวรัส พบวาเชื้อสามารถมีชีวิตอยูในน้ําอยางอิสระไดนานอยางนอย 4 ชั่  วโมง โดย
ที่ยังคงความสามารถในการติดเชื้ออยู (Perelberg et al., 2003) มีหลายรายงานที่ใหสมมติฐาน
วาเช้ือเคเอชวีติดเขาสูรางกายปลาผานทางเหงือก (Dishon et al., 2005;  Gilad et al., 2004; 
Ilouze et al., 2006; Miyazaki et al., 2008; Pikarsky et al., 2004) เนื่องมาจากประการแรก เช้ือ
โรคหลายชนิดในปลาจะติดเขาสูตัวปลาทางเหงือกเปนหลัก (Roberts and Ellis, 2001) ประการที่
สอง ปลาที่มีการติดเช้ือเคเอชวีจะพบรอยโรคชัดเจนที่บริเวณเหงือกซ่ึงเปนสาเหตุในการเรียกช่ือ
ของเช้ือในชวงแรกวา Carp interstitial nephritis and gill necrosis virus  (Hedrick et al., 2000; 
Miyazaki et al., 2008; Perelberg et al., 2003; Pikarsky et al., 2004; Ronen et al., 2003) 
และประการที่สามคือ สามารถที่จะตรวจพบจีโนมของไวรัสที่เหงือกดวยวิธีพีซีอารในชวงตนของ
การติดเชื้อ (Gilad et al., 2004; Pikarsky et al., 2004) โดยการศึกษาในชวงหลังพบวาการติด
เช้ือเขาสูตัวปลาจะติดผานเขาทางผิวหนังเปนหลักไมใชทางเหงือกอยางที่เคยมีรายงานมาโดย
การศึกษาดวยเทคนิคการถายภาพ bioluminescence (Costes et al., 2009)  
 ปลาที่ติดเชื้อเคเอชวีมีอัตราการตายสูง 80-100% ภายในระยะเวลา 1-2 สัปดาหหลังจาก
ที่ไดรับเช้ือ (Hedrick  et al,  2000) พบวาอุณหภูมิเปนปจจัยของส่ิงแวดลอมที่สําคัญในการ
เอ้ืออํานวยตอการติดเชื้อ ความรุนแรง และการระบาดของโรค โดยจะพบการระบาดของโรคท่ี
รุนแรงในชวงอุณหภูมิ 18 ถึง 26 องศาเซลเซียส (Gilad et al.,  2003) และจะมีการแบงตัวในเซลล
จากครีบปลาคารพ (Koi Fin Cell; KFC) หรือเคเอฟเซลล ไดดีที่สุดที่อุณหภูมิ 20 ถึง 25  องศา
เซลเซียส โดยไมพบการเจริญเติบโตของเชื้อที่อุณหภูมิตํ่ากวา 4 และสูงกวา 30 องศาเซลเซียส 
(Gilad et al., 2003) โดยเมื่อทําการบมเชื้อเคเอชวีในเซลลเพาะเล้ียงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
นาน 30 วัน พบวาเซลลที่มีการติดเช้ือ เกิดชองวางภายในและเกิดการเส่ือมข้ึนนั้น สามารถกลับมา
มีสภาพของเซลลที่เปนปกติไดเมื่อทําการเพิ่มอุณหภูมิใหสูงข้ึน และจะมีพยาธิสภาพเกิดข้ึนมาอีก
คร้ังเมื่อนําเซลลกลับมาเล้ียงในอุณหภูมิที่เหมาะแกการเจริญเติบโตของเชื้อไวรัส แสดงใหเห็นวา
เชื้อสามารถยังคงอยูในเซลลไดโดยไมแสดงใหเห็นความผิดปกติเมื่อทําการเล้ียงเซลลในอุณหภูมิที่
ไมเหมาะแกการเจริญเติบโตของเชื้อ จึงมีความเปนไปไดที่เช้ือจะสามารถคงอยูในตัวปลาไดนาน
โดยไมแสดงอาการ แตจะสามารถแพรเชื้อตอไปไดเม่ืออยูในสภาพแวดลอมที่มีอุณหภูมิเหมาะสม
ตอการเจริญของเช้ือเคเอชวี (Dishon et al., 2007) ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Ronen et al. 
(2003) และ Gilad et al. (2003) ที่พบวาเม่ือทําการเปล่ียนอุณหภูมิน้ําใหอยูในชวงที่ตํ่าหรือสูง
กวาอุณหภูมิที่กอใหเกิดโรค ปลาจะแสดงอาการลดลงหรือไมแสดงอาการปวยเลย  แตปลาที่ไดรับ
เชื้อจะสามารถเปนพาหะอยูไดนานหลายปและสามารถแพรเช้ือทําใหปลาตัวอ่ืนติดโรคได แมวา
จะเปนปลาในตระกูลเดียวกันที่มีรายงานวาไมแสดงอาการปวยเมื่อไดรับเชื้อเคเอชวี (Hedrick et 
al., 2006) โดยมีรายงานวาสามารถตรวจพบเชื้อเคเอชวีดวยวิธีพีซีอาร ในปลาทองที่สัมผัสหรืออยู
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รวมกับปลาคารพในชวงที่มีการแสดงอาการของโรค แตปลาทองจะไมมีการแสดงอาการปวยใดๆ 
และสามารถตรวจพบดีเอนเอของเช้ือไวรัสไดนานหลังจากที่ปลาทองไดรับการสัมผัสกับเช้ือแลว 
แตไมไดทําการศึกษาถึงความสามารถในการแพรเชื้อใหกับปลาตัวอ่ืน ดังนั้นปลาทองจึงมีโอกาสที่
จะเปนพาหะนําโรคของเช้ือไวรัสเคเอชวีได (Sadler et al., 2008)   ไวรัสเคเอชวีสามารถกอโรค
รุนแรงไดในปลาทุกอายุ  แตในปลาวัยออนจะมีความไวตอเช้ือสูงกวา  (Perelberg et al.,2003) 
อาการที่พบ ไดแก  ซึม  เบ่ืออาหาร  มีการวายน้ําที่ผิดปกติ  กลามเนื้อออนแรง  ฮุบอากาศ  และอาจ
แสดงรอยโรคที่บริเวณผิวหนังและเกล็ด  จากการติดเชื้อแบคทีเรียแทรกซอน (Gilad et al.,2002; 
Hedrick et al., 2000)  และสวนใหญมักจะเสียชีวิตหลังจากมีการติดเชื้อ 7-10 วัน (Hedrick  et 
al., 2000) โดยจะพบรอยโรครุนแรงที่เหงือก  พบการบวมอักเสบ การเกิดเนื้อตายและการถูก
ทําลายของเซลลซี่เหงือก มีการอักเสบและขยายใหญของไต มาม  และตับ (Pikarsky et al., 2004; 
Hedrick et al, 2000) เมื่อทําการตรวจทางจุลพยาธิวิทยา พบอินคลูชั่นบอด้ีในนิวเคลียสของเซลล
เหงือกและอวัยวะภายในอ่ืนๆ   ไดแก  ตับ  ไต  และลําไส  (Pikarsky et al., 2004; Pikulkaew et al., 
2005) และพบการเกิดชองวาง (foamy) ภายในไซโตพลาสซึมของเซลลที่มีการติดเชื้อ  โดยพบ
ลักษณะเชนเดียวกันนี้กับการเส่ือมของเซลล (Cytopathic Effect ; CPE) ในเซลลเพาะเล้ียงเชื้อ
ไวรัส (Pikarsky et al., 2004) การเส่ือมของเซลลที่พบจะมีลักษณะจําเพาะโดยจะเกิดการเชื่อมกัน
ของเซลล (syncytium formation) และเกิดชองวางภายในเซลล (cytoplasmic vacuolation) 
อยางชัดเจน โดยเซลลจะเกิดการเส่ือมอยางสมบูรณหลังจากทําการเพาะเชื้อประมาณ 7-10 วัน 
(Hedrick et al., 2000) สวนการตรวจดีเอ็นเอของเช้ือเคเอชวีในตัวอยางเนื้อเยื่อของปลาคารพที่
ติดเชื้อดวยวิธี dot-blot DNA hybridization พบดีเอ็นเอของไวรัสจากเนื้อเยื่อที่ไดจากเหงือก 
ทางเดินอาหาร ตับและไต แตไมพบในเนื้อเยื่อสมอง (Gray et al., 2002) ลักษณะของเชื้อที่พบ
เม่ือทําการศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนพบวา เช้ือไวรัสมีแคพซิดภายใน (inner 
capsid) และมีรูปราง  icosahedron แบบสมมาตร  ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 100-110 
นาโนเมตร (Hedrick et al., 2000) ในจีโนมของเคเอชวีประกอบดวยสวนของยีนไธมิดีนคัยเนส 
(Gray et al., 2002) (GenBank accession numbers  AY208988-91 AJ535112 และ 
AF411803) ขนาดประมาณ 16 - 45 bp  จากการศึกษาลําดับเบสในสายพันธุกรรมของจีโนม 
อยางสมบูรณ โดยการเปรียบเทียบสายพันธุกรรมของเชื้อเคเอชวี 3 สายพันธุจากประเทศญี่ปุน 
สหรัฐอเมริกา และอิสราเอล พบวาสายจีโนมมีขนาด 295 kbp และมียีน 15 ตัวที่เหมือนกับไวรัส
เฮอรปสที่พบในปลาดุก (Ictalurid herpesvirus1) ซึ่งเปนขอมูลสนับสนุนในการจัดเคเอชวีเขาอยู
ในไวรัสตระกูลเฮอรปสวิริดี (Herpesviridae) ที่พบในปลาและสัตวคร่ึงบกคร่ึงน้ํา โดยเคเอชวีมี
ขนาดจีโนมที่ใหญที่สุดในไวรัสตระกูลเดียวกันที่มีรายงานในปจจุบัน (Aoki et al., 2007) และจาก
การศึกษาถึงกลไกการเขาสูเซลลและการเจริญของเชื้อในเซลลเพาะเลี้ยงภายใตกลองจุลทรรศน
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อิเล็กตรอน พบวาเคเอชวีมีกลไกในการทําลายเซลลเชนเดียวกันกับเช้ือเฮอรปสที่พบในคนและใน
สัตวเล้ียงลูกดวยนมชนิดอ่ืน   จึงเปนผลการศึกษาที่ชวยสนับสนุนการเปนสมาชิกของไวรัสตัวนี้ใน
ตระกูลเฮอรปสได (Miwa et al., 2007) 

ในปจจุบันมีวิธีการตรวจเชื้อเคเอชวีอยูหลายวิธี ไดแก การเพาะแยกเช้ือไวรัส (viral 
isolation) ในเซลลเพาะเลี้ยงเพื่อดูการเส่ือมของเซลล การนําเชื้อไวรัสมาจําแนกชนิดดวยกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอน (Hedrick et al., 2000; Miwa et al., 2007) การใชเทคนิค DNA 
Hybridization (Gray et al., 2002) การทดสอบดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (PCR) (Gilad et 
al., 2002) Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) (Gunimaladevi et al., 2004) 
การจําลองยีนไธมิดีนคัยเนสของเชื้อไวรัสเคเอชวี ในการตรวจหาสารพันธุกรรม(DNA) ของไวรัส
ดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส (Bercovier et al., 2005)  และ การใช Quenching Probe (Q 
probe) เพื่อใชสําหรับ quantitative PCR (Kamimura et al., 2007) โดยวิธีการตรวจที่นิยมใชและ
ใหผลการตรวจที่ยอมรับเปนมาตรฐาน (gold standard) คือ  การตรวจหาดีเอนเอของไวรัสดวย
เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (OIE, 2006) 

 

การเพิ่มจํานวนของ Alphaherpesvirus และ Pseudorabies Virus (PrV) ภายในเซลลของ
สัตวเลี้ยงลูกดวยนม (Mettenleiter et al., 2009) 

จากรูปที่ 2.1 แสดงแผนภาพข้ันตอนการเพิ่มจํานวนของไวรัสควบคูไปกับภาพถายอิเล็กตรอน โดย
เร่ิมจากไวรัสจะเกาะติดกับเยื่อหุมเซลล (1) จากนั้นจะผานเขาสูเยื่อหุมเซลล (2) โดยแคพซิด 
(capsid) จะถูกลําเลียงเขาไปยังนิวเคลียส (N)(3) ผานทางไมโครทูบูล (microtubule; MT)(4) ไป
ยังรูเปดของเยื่อหุมนิวเคลียส (nuclear pore; NP) (5) ซึ่งไวรัสจะปลอยขอมูลทางพันธุกรรม 
(genome) เขาสูนิวเคลียสของเซลล จากนั้นจะเกิดกระบวนการลอกรหัสพันธุกรรม 
(transcription) ของไวรัส และเกิดการสรางสายพันธุกรรมใหม (genome replication) ข้ึน (6) 
ขอมูลทางพันธุกรรมใหมที่สรางข้ึนจะเกิดการคล่ีออกเปนสายยาวในข้ันตอนของการเกิด 
encapsidation (8) เกิดเปนแคพซิดใหมที่ถูกสรางข้ึน (7) จากนั้นจะออกจากนิวเคลียสโดยการ 
budding ที่เยื่อหุมนิวเคลียสช้ันใน (inner nuclear membrane) (9) เกิดการสรางเปลือก 
(envelope) ชั้นแรกที่บริเวณเยื่อหุมนิวเคลียสชั้นในกับช้ันนอก (perinuclear space) (10) เกิด
เช่ือมกันของวิริออน (virion) กับเยื่อหุมนิวเคลียสชั้นนอก (11) ปลอยแคพซิดเขาสูไซโตพลาสซึม 
การเจริญข้ันตอนสุดทายจะเกิดข้ึนอยางสมบูรณภายในไซโตพลาสซึมโดยการสรางเปลือกชั้นที่
สองโดยการ budding เขาสู vesicle ของ Trans-Golgi network (TGN) (12) ที่ภายในบรรจุไกลโค
โปรตีนของไวรัสไว (black spikes) กลายเปน enveloped virion ภายใน cellular vesicle จากนั้น
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จะถูกขนสงมาที่บริเวณผิวเซลล (13) เกิดการเช่ือมกันกับเยื่อหุมเซลล (plasma membrane) 
ปลอยไวรัสที่สมบูรณ (mature, enveloped virion) ออกจากเซลล (14)  

 
 
รูปที่ 2.1 แสดงขบวนการเพิม่จํานวนของไวรัสเฮอรปสภายในเซลลของสัตวเล้ียงลูกดวยนม 
RER : เอนโดพลาสมิกเรกติคูล่ัมชนิดหยาบ  M : ไมโตคอนเดรีย   G : Golgi apparatus (คัดลอก
จาก Mettenleiter et al., 2009)   

 
2. อะซัยโคลเวีย (Acyclovir)  

อะซัยโคลเวียเปนสารสังเคราะหซึ่งมีโครงสรางคลาย purine nucleoside พบวา                  
มีประสิทธิภาพในการตานเชื้อไวรัส โดยเฉพาะไวรัสในกลุมเฮอรปส ไดแก ไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซ    
ชนิดที่1 และ 2, Varicella  Zoster Virus (VZV), Epstein Barr  Virus (EBV) และ 
Cytomegalovirus (CMV) ในเซลลเพาะเลี้ยง แตจะมีการออกฤทธ์ิตอเชื้อไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซ
ไดดีที่สุด โดยมีการใชยาตัวนี้ในการรักษาโรคเริมในคนที่เกิดจากเชื้อไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซชนิดที่ 
1 และ ไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซ ชนิดที่ 2 (Rang et al., 1999) ทั้งในรูปแบบของยากิน ยาปายตา 
ยาทาเฉพาะที่ และ ยาที่ใหเขาทางหลอดเลือด (คณะกรรมการแหงชาติดานยา, 2542)  
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กลไกการออกฤทธิ์  
อะซัยโคลเวียจะไปทําการยับยั้งการแบงตัวของเช้ือไวรัส โดยหลังจากที่ไดรับยาเขาไปอะซัย
โคลเวียจะถูกเปล่ียนเปน acyclovir monophosphate (acyclo-GMP) โดยเอนไซมไธมิ
ดีนคัยเนสของเช้ือไวรัส จากนั้นจะถูก phosphorylate เปล่ียนไปเปน acyclovir diphosphate 
(acyclo-GDP) โดยเอนไซม guanylate kinase ของเซลลโฮสต acyclo-GDP จะถูกเปล่ียนไป
เปน acyclovir triphosphate (acyclo-GTP) โดยเอนไซมอ่ืนๆในเซลลของโฮสต acyclo-GTP จะ
ไปแยงที่ deoxyguanosine triphosphate ซึ่งเปนสารต้ังตนสําคัญในการสราง DNA ของไวรัส 
นอกจากนี้ acyclo-GTP ยังรบกวนการทํางานของเอ็นไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรส (DNA 
polymerase) ของเช้ือไวรัส สงผลทําใหการสรางสายดีเอ็นเอของไวรัสส้ินสุดลง ไวรัสไมสามารถ
แบงตัวเพิ่มจํานวนตอไปได (อางถึงโดย Snoeck, 2000)   
 
ขอมูลทางคลินิก 

จากการทดลองใชทางคลินิก พบวาการใหยาเขาทางหลอดเลือดและทางการกินในผูปวย
ที่มีปญหาภูมิคุมกันบกพรอง สามารถเรงการขับเชื้อไวรัสเฮอรปสออกจากรางกายได (Snoeck, 
2000) Laskin et al. (1982) ไดทําการศึกษาถึงความเปนพิษในการใชยา พบวา การใชยาอะซัย
โคลเวียในการรักษาโรคติดเช้ือไวรัสเฮอรปสในมนุษยนั้น จะเกิดความเปนพิษเมื่อมีความเขมขน
ของยาในเลือดสูงถึง 67.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร แตจะไมเกิดพิษถาใหการรักษาในขนาดยาปกติ 
และจากคุณสมบัติในความจําเพาะตอการตานเชื้อไวรัสเฮอรปส ทําใหมีการนํามาใชเปนยา
พื้นฐาน  เพื่อเปนตัวเปรียบเทียบควบคุม (positive control) สําหรับการทดสอบฤทธ์ิในการตาน
ไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซของสารสกัดสมุนไพรที่มีการศึกษาตอมา (Yoosook et al., 1999; สุมิตา 
วิเศษสุทธิชัย และคณะ 2548; Kuo et al., 2006) การใชยาอะซัยโคลเวียในสัตวนั้นมีการนํามาใช
ในการรักษาโรคติดเช้ือไวรัสเฮอรปสในแมวและในนกทั้งในรูปแบบของยากินและยาใชภายนอก 
โดยขนาดที่ใชในการรักษาในแมว คือ ใหกินในปริมาณ 200 มิลลิกรัมตอตัว วันละ 4 คร้ัง ในนกให
กินวันละ 80 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม วันละ  1 คร้ัง (อางถึงโดย วรา พานิชเกรียงไกร และคณะ, 
2548) และมีการนํามาใชรักษาโรคติดเชื้อไวรัสเฮอรปสในสัตวเล้ือยคลาน โดยใหกินวันละ 80 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัม วันละ 1 คร้ัง หรือ 30 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม วันละ 3 คร้ัง (Klingenberg, 
1996) 
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3. พญายอ 
 พญายอ มีชื่อวิทยาศาสตรวา Clinacanthus nutans (Burm. f.) Lindau เปนพืชที่อยูใน
วงศ Acanthacae มีชื่อเรียกตางกันไปตามทองถิ่น ไดแก เสลดพังพอนตัวเมีย พญาปลองดํา   
(ภาคกลาง) พญาปลองทอง  ผักมันไก ผักล้ินเขียด (เชียงใหม) พญาปลองคํา (ลําปาง)  ล้ินมังกร 
โพะโซจาง (กะเหร่ียง-แมฮองสอน) (ศิริพร เหลืองกอบกิจ, 2542) พญายอเปนไมพุมเล้ือยสูง 1-3 
เมตร ลําตนและกิ่งกานสีเขียว ใบเปนใบเด่ียวออกตรงขามกัน รูปรีแคบ ขอบขนาน ใบกวาง 0.5-
1.5 ซม. ยาว 2.5-13 ซม. ปลายและโคนใบแหลม ริมใบเรียบ ดอกเปนชอ ออกเปนกระจุกที่ปลาย
กิ่ง มี 5 ดอกยอยข้ึนไป กลีบดอกสีแดงสม โคนกลีบสีเขียวติดกันเปนหลอด ปลายแยกเปน 2 สวน 
ผลเปนผลแหง แตกได พบไดทั่วไปตามปาของประเทศไทยข้ึนไดงามในดินที่สมบูรณ แสงแดดปาน
กลาง และมีปลูกกันตามบานอยางแพรหลาย เนื่องจากปลูกไดงาย ทนตอสภาพแวดลอม และมี 
ดอกที่มีสีสวยงาม (เต็ม สมิตินันทน, 2544) นอกจากนั้นยังมีประโยชนในทางสมุนไพรอีกดวย โดย
สรรพคุณตามตําราไทย คือ สามารถใชใบในการรักษาโรคผิวหนัง จําพวกเริมและงูสวัด ใชแกพิษ 
และแมลงสัตวกัดตอย (ดรุณ เพ็ชรพลาย และคณะ, 2544) มีวิธีการนํามาใชโดยนําใบพญายอสด 
10-15 ใบ มาลางใหสะอาด ตําใหละเอียด ตักลงใสภาชนะสะอาด เติมเหลาขาวหรือแอลกอฮอลพอ
ทวม ต้ังทิ้งไว 1 สัปดาห โดยคนยาทุกวัน กรองน้ํายา นํามาทาบริเวณที่ปวดบวม หรือหากเปนมาก 
ใชกากพอกบริเวณที่เปนโรคได      
 
การศึกษาฤทธิ์ทางเภสชัวทิยา   
พฤกษเคมี  
     ใบ : ประกอบดวย lupeol, Beta-sitosterol, stigmasterol (Dampawan, 1976) 
     ราก : ประกอบดวย betulin, lupeol, Beta-sitosterol, stigmasterol (Lin, 1983) 
    ลําตน : ประกอบดวย lupeol (Dampawan et al., 1977) 
 
ก. ฤทธิ์ตานเชื้อไวรัส (anti-viral activity) 
 จากการทดลองใชสารสกัดน้ําจากใบของพญายอในความเขมขนที่ไมเปนพิษตอเซลล
เพาะเลี้ยง พบวาสารสกัดสามารถทําลายเช้ือไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซชนิดที่ 1 ไดโดยตรงกอนที่
ไวรัสเขาสูเซลล (ชุตินันท กันตสุข, 2534) ในขณะที่มีบางรายงานพบวาสารสกัดน้ําไมมีฤทธ์ิในการ
ทําลายไวรัสหรือมีฤทธิ์ ตํ่า (นิษฐกานต ภัทรกานต และสุภาพร เบญจสุพัฒนนันท, 2544; 
Yoosook et al., 1999) สวนสารสกัดเฮกเซน บิวทานอล และเอทิลอะซิเตทจากใบพญายอ พบวา
มีฤทธิ์ตานไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซชนิดที่ 1 ในเซลลเพาะเลี้ยงได และเมื่อนําไปพัฒนาเปนตํารับ
เจลโดยใชสารสกัดแอลกอฮอล ที่ความเขมขน 4% พบวาสามารถตานไวรัสไดดี และไมเปนพิษตอ
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เซลล (นิษฐกานต ภัทรกานต และสุภาพร เบญจสุพัฒนนันท, 2544) การศึกษาฤทธ์ิของสารสกัด
ใบพญายอตอเช้ือไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซชนิดที่ 2 เปรียบเทียบกับยามาตรฐาน (อะซัยโคลเวีย) 
โดยวิธี plaque reduction assay พบวา สารสกัดจากใบพญายอสามารถฆาเช้ือไวรัสเฮอรปสซิม
เพล็กซชนิดที่ 2 ในเซลลเพาะเล้ียงไดดี โดยออกฤทธิ์ทําลายไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซชนิดที่ 2 
ภายนอกเซลลไดโดยตรง ทําใหไวรัสตายไมสามารถเขาไปเจริญเติบโตในเซลลได แตไมมีฤทธิ์
ยับยั้งการแบงตัวเพิ่มจํานวนของเช้ือไวรัสที่เขาสูเซลลแลว (ชื่นฤดี ไชยวสุและคณะ, 2535; 
Suwanna et al., 1992) และเม่ือนําสารสกัดของใบพญายอในแอลกอฮอล 95% ไปใชเปนตัวยา
สําคัญในตํารับน้ํายาบวนปาก จากการทดสอบพบวาสามารถยับยั้งเชื้อไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซ 
ชนิดที่ 2 ไดที่ความเขมขนตํ่าสุด 1:2000 ในเซลลเพาะเลี้ยง ดวยวิธี plaque reduction assay 
(ศรัณยา ธาราแสวงและคณะ, 2549) สารสกัดใบพญายอสามารถฆาเชื้อไวรัสที่กอใหเกิดโรค
อีสุกอีใสและงูสวัด (Varicella zoster virus) ทั้งภายในและภายนอกเซลล คือสามารถยับยั้งดวย
การทําลายไวรัสโดยตรง และโดยการยับยั้งการเพิ่มจํานวนของไวรัส (กองวิจัยและพัฒนาสมุนไพร, 
2533; Thawaranantha, 1992) จากการศึกษาตัวออกฤทธิ์ของสารสกัดพญายอที่สามารถยับยั้ง
เช้ือไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซชนิดที่ 1 และ 2 ได พบวาคือ สารไกลโคกลีเซอโรไลปด 
(glycoglycerolipids) ที่สกัดแยกไดจากสารสกัดเมทานอลจากใบ และ  สารโมโนไกลโคซิลไดกลี
เซอไรด (monoglycosyl diglycerides) โดยมีสาร 1,2-O-dilinolenoyl-3-O-b-d-glucopyranosyl-
sn-glycerol เปนสารออกฤทธิ์สูงสุด (Janwitayanuchit et al., 2003)   
 
ขอมูลทางคลินิก 
 จากการศึกษาในผูปวยโรคเริมบริเวณอวัยวะสืบพันธุ ที่ติดเช้ือคร้ังแรกและติดเช้ือซํ้า 
พบวาการรักษาโดยทาแผลของผูปวยดวยครีมพญายอ (5%) เปรียบเทียบกับยามาตรฐานอะซัย
โคลเวียและยาหลอก พบวา แผลของผูปวยที่ไดรับการรักษาดวยยาจากสารสกัดใบพญายอ
และอะซัยโคลเวียจะตกสะเก็ดภายในวันที่ 3 และหายภายในวันที่ 7 แสดงวาครีมพญายอและ
ครีมอะซัยโคลเวีย มีประสิทธิภาพในการรักษาผูปวยโรคเริมบริเวณอวัยวะสืบพันธุได แตครีม  
พญายอไมทําใหเกิดอาการแสบระคายเคือง ในขณะที่ครีมอะซัยโคลเวียทําใหเกิดอาการแสบและ
มีราคาสูงกวา (ชื่นฤดี ไชยวสุและคณะ, 2535; สมชาย แสงกิจพรและคณะ, 2536; กองวิจัยและ
พัฒนาสมุนไพร, 2533) ในผูปวยโรคงูสวัด เมื่อรักษาโดยทาแผลดวยครีมพญายอ (5%) วันละ 5 
คร้ังทุกวัน พบวาแผลจะตกสะเก็ดภายใน 1-3 วัน และหายภายใน 7-10 วัน ในขณะที่ผูปวยที่ไดรับ
ยาหลอกแผลจะตกสะเก็ดภายใน 4-7 วัน และหายภายใน 10-14 วัน นอกจากนี้ผูปวยกลุมที่รักษา
ดวยครีมพญายอ จะมีระดับความเจ็บปวดลดลงรวดเร็วกวากลุมที่รักษาดวยยาหลอก และไมพบ
อาการขางเคียงใด ๆ จากการใชสารสกัดพญายอ (Sangkitporn et al., 1995) 
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ข. ฤทธิ์ตานการอักเสบ (anti – inflammatory activity) 
 จากรายงานการศึกษาในหนูทดลองพบวาสารสกัดบิวทานอลจากใบพญายอ มีฤทธิ์ตาน
การอักเสบ และมีการซึมผานของสารเขาสูผนังหลอดเลือดเพิ่มข้ึนเปนสัดสวนกับขนาดของสาร
สกัดที่ให โดยเม่ือใหสารสกัดดังกลาวขนาด 270 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของนํ้าหนักตัว สามารถลด
อาการบวมของขอเทาหนูขาวได เทียบเทากับแอสไพรินขนาด 100 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักตัว 
(Tanasomwang, 1986; Kittisiripornkul et al., 1987; Satayavivad et al., 1996) โดยมีสารออก
ฤทธ์ิตานการอักเสบที่สําคัญ คือ ฟลาโวนอยด (flavonoid) (Chuakul, 1986) เม่ือปอนสารสกัด
ดังกลาวแกหนูทดลอง พบวา มีฤทธิ์คลายสเตียรอยดสามารถลดอาการอักเสบได แตเมื่อทําการ
ทดสอบในกลุมที่มีการอักเสบแบบเร้ือรังโดยทาสารสกัดดังกลาวที่ผิวหนังของหนูขาว พบวาไม
สามารถลดอาการอักเสบได (Satayavivad et al., 1996) และพบวาสารสกัดเอทานอลจากใบ
พญายอยังมีผลตอการทํางานของไซโตคายนที่เกี่ยวของกับกระบวนการอักเสบบางตัวอีกดวย 
(Thamaree et al., 1998; Thamaree et al., 2001)  

 
ขอมูลทางคลินิก 
 การใชยาเตรียมจากใบพญายอในรูปของกลีเซอรีนและทงิเจอร ในการรักษาผูปวยโรคเริม
งูสวัด และแผลอักเสบในปาก ทีโ่รงพยาบาลเจาพระยาอภัยภูเบศร พบวา สามารถรักษาแผลและ
ลดการอักเสบได (Chotikieat et al., 1989) 
  
ค. ฤทธิ์แกปวด (analgesic activity) 
 เม่ือใหหนูถีบจักรกินสารสกัดเอ็นบิวทานอลจากใบพญายอในขนาดตางๆ พบวาสามารถ
ลดการบิดตัวของหนู (anti-writhing) ที่ถูกเหน่ียวนําใหเกิดอาการดวยกรดอะซีติค โดยพบวาจะมี
ความแรงลดลงเมื่อใหสารสกัดนี้โดยการฉีดเขาชองทอง และไมแสดงฤทธิ์ในการระงับปวด 
(Satayavivad et al., 1996) 
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บทที่ 3 
ระเบียบวิธีวิจัย 

 
การวิจัยแบงออกเปน 7 สวน ดังนี้ 
 

1. การเตรียมยาและสมุนไพร 
2. การเล้ียงเซลลเพาะเล้ียงเชื้อไวรัส 
3. การแยกและเก็บเช้ือไวรัส 
4. การทดสอบประสิทธิภาพของไวรัส (Virus assay) 
5. การทดสอบความเปนพิษตอเซลล (Cellular cytotoxicity assay) 
6. การทดสอบประสิทธิภาพในการตานเชื้อไวรัส  (Virus titer reduction assay)   
7. การศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (TEM)  

 
1. ยาและสมุนไพร 

1.1 อะซัยโคลเวีย :  
 เตรียมยาอะซัยโคลเวียต้ังตน (stock solution) ที่ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร ใน 100%DMSO (dimethyl sulfoxide) จากยาอะซัยโคลเวียชนิดผงปลอดเช้ือ 
250 มิลลิกรัม (Sigma®, USA) 
1.2 สารสกัดพญายอ :  
 ใชสารสกัดแอลกอฮอล 95% พญายอ ที่ผานการเตรียมตามวิธีของมูลนิธิ
โรงพยาบาลเจาพระยาอภัยภูเบศร ผสมกับอาหารเล้ียงเซลล DMEM-L-15-10% ใน
อัตราสวน 1:100 จะไดความเขมขน 9.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

2.  เซลลเพาะเลี้ยง (cell line) 
 ใชเคเอฟเซลล (KFC) (Hutoran et al., 2005) (รูปที่ 3.1) โดยนํามาเล้ียงในขวด

สําหรับเล้ียงเซลลขนาด 75 (T-75) ดวยอาหารเล้ียงเซลล  DMEM-L-15-10% ทําการเลี้ยงเซลลไป 
3 passages จนไดเซลลชั้นเดียวที่แข็งแรงสมบูรณและเพียงพอตองานวิจัย จึงเร่ิมนําไปทําการ
ทดลองตอไป  
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รูปที่ 3.1 แสดงภาพเคเอฟเซลลปกติ 

 
3. การแยกและเก็บเชื้อไวรัส  

ใชเช้ือไวรัส KHV-T passage 13 ซึ่งเปนเช้ือไวรัสเขมขนที่แยกไดจากปลาแฟนซีคารพที่
ปวยตาย ซึ่งไดทําการตรวจยืนยันแลววามีการติดเชื้อไวรัสเคเอชวีดวยวิธีปฏิกิริยาเนสเต็ดพีซีอาร 

(nested PCR; IQ2000TM KHV Detection System, Farming IntelliGene Tech.Corp.) ณ 
ศูนยวิจัยโรคสัตวน้ํา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยนําไวรัสเขมขนที่เก็บไว
มาทดสอบความมีชีวิตและคํานวณปริมาณซ้ําอีกคร้ังโดยการดูการเส่ือมของเซลล แลวนํามาหา
ปริมาณของไวรัสที่ทําใหเซลลเส่ือมหรือตายไป 50% (Tissue Culture Infected Dose at 50%; 
TCID50) ตามวิธีของ Reed and Muench (1938) 

 
4. การทดสอบประสิทธิภาพของไวรัส (virus assay)   

4.1 เตรียมเคเอฟเซลลในอาหารเล้ียงเซลล L-15-4% ลงในถาด 96 หลุม (96-well plate) 
รอใหเซลลเกาะประมาณ 95% บมที่อุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง 

4.2 นําไวรัสเขมขนมาทําการเจือจางกับอาหาร L-15-2% ใหเปน 10 เทาไปเร่ือยๆ (10-
fold serial dilution) ซึ่งจะไดปริมาณไวรัสเจือจางที่ 100 ถึง 10-7 สวนแถวที่เหลือใชเปนกลุม
ควบคุม (negative control)  

4.3 ทําการดูดเอาอาหารเล้ียงเซลลเดิมในถาด 96 หลุมออก แลวเติมไวรัสเจือจางที่ 100 
ถึง 10-7 ใสลงไปในหลุม ในปริมาตรหลุมละ 50 ไมโครลิตร โดยทําซํ้าลงมาทั้งหมดตามระดับไวรัสที่
เจือจางระดับละ 7 แถว สวนในหลุมที่เปนกลุมควบคุมเติมอาหาร L-15-2% ในปริมาตร 50 
ไมโครลิตร เชนกัน 

4.4 นําไปบมที่อุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ทําการดูดไวรัสออก แลวเติม
อาหาร L-15-2% 100 ไมโครลิตร ในทุกๆหลุม 
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4.5 นําไปบมตอที่อุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส สังเกตการเส่ือมของเซลลทุกวัน จนกวาจะ
คงที่ โดยทั่วไปจะใชเวลาประมาณ 7-14 วัน 

4.6 ทําการคํานวณหาปริมาณของไวรัสที่ทําใหเซลลเส่ือมหรือตายไป 50% ตามวิธีของ 
Reed and Muench (1938) 

 
5. การทดสอบความเปนพิษตอเซลล (cellular cytotoxicity assay) 

การทดสอบความเปนพิษของสารสกัดพญายอและยาอะซัยโคลเวียตอเคเอฟเซลลโดยแบงการ
ทดลองเปน 

5.1 การทดสอบความเปนพิษตอเซลลของสารสกัดพญายอ 

 เตรียมเซลลลงในถาด 24 หลุม (24-well plate) นําไปบมที่อุณหภูมิ 24 องศา
เซลเซียส นาน 24 ชั่วโมงจนเซลลแผกระจายเต็มที่ 

 ทําการเจือจางสารสกัดพญายอดวยอาหารเล้ียงเซลล L-15 4% ที่ความเขมขน
ตางๆ ต้ังแต 4.75, 0.95, 0.475, 0.095 และ 0.0095 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ตามลําดับ 

 เติมสารสกัดพญายอในแตละความเขมขนลงในหลุม ใหมีปริมาตรสุดทายเปน 
500 ไมโครลิตร ทําซ้ําทั้งหมด 3 แถว โดยแถวควบคุมจะเติมอาหารเล้ียงเซลล   
L-15-4% เพียงอยางเดียวปริมาตร 500 ไมโครลิตร 

 นําไปบมที่อุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง 

 ตรวจสอบการมีชีวิตของเซลลโดยยอมเซลลดวย 1%Trypan blue แลวทําการนับ
จํานวนเซลลที่มีชีวิต เพื่อนําไปคํานวณอัตราการรอดชีวิตของเซลล (%cell 
viability) ดวย counting chamber (รูปที่ 3.2 ก) ภายใตกลองจุลทรรศนชนิดหัว
กลับ (inverted microscope) (รูปที่ 3.2 ข) แลวคํานวณหารอยละการมีชีวิตของ
เซลล (% viability)  

 ความเปนพิษของสารสกัดพญายอตอเคเอฟเซลลจะดูจากสัดสวนของเซลลที่มี
ชีวิต เปรียบเทียบกับเซลลในคอลัมนควบคุม โดยความเขมขนที่ยับยั้งการเจริญ
ของเซลล หรือ เกิดความเปนพิษตอเซลลไป 50% ของเซลลทั้งหมด คือ 50% 
Cytotoxic Concentration (CC50) 
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5.2 การทดสอบความเปนพิษตอเซลลของยาอะซัยโคลเวีย 

 ทําการทดลองตามข้ันตอนเชนเดียวกับขอ 5.1 โดยเตรียมยาอะซัยโคลเวียที่ความ
เขมขน ต้ังแต 100, 50, 25, 10, 5, 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในอาหารเล้ียงเซลล  

 การทดสอบความเปนพิษตอเซลลของ DMSO ที่ใชในการละลายยา โดยเตรียม 
DMSO ที่ความเขมขน 0.1% และ 0.01% ในอาหารเล้ียงเซลล แลวเติมลงใน
เซลลใหมีปริมาตรสุดทายในหลุมเปน 500 ไมโครลิตร  ทําซ้ําทั้งหมด 3 แถว
เชนเดียวกัน  

 

    
รูปที่ 3.2 ก) แสดงภาพของ counting chamber และ ข) แสดงภาพกลองจุลทรรศนแบบหัวกลับ 

 
6. การทดสอบประสิทธิภาพในการตานเชื้อไวรัส (Virus titer reduction assay)   
การทดสอบประสิทธิภาพของยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญายอในการตานไวรัส โดยทํา
การทดสอบทั้งหมด 3 คร้ัง ตามข้ันตอนดังตอไปนี้ 

 เตรียมเซลลใน ถาด 96 หลุม นําไปบมที่อุณหภูมิ 24 องศา นาน 24 ชั่วโมงรอให
เซลลกระจายเต็มที่  

 เตรียมไวรัสเคเอชวี (KHV-T) ที่  Multiplicity of Infection (MOI) 0.01  

 เตรียมยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญายอที่ความเขมขนตางๆ โดยเร่ิมจาก   
ความเขมขนที่มากที่สุดของสารแตละตัวที่ทดสอบแลวพบวาไมเกิดพิษตอเซลล เจือ
จางลง 2-10 เทา (2-10 fold dilution) ดวย L-15-4% 

 แบงการทดสอบการออกฤทธิ์ของยาและสมุนไพรตอเช้ือเคเอชวีออกเปน 2 สวน คือ 
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6.1 ทําการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดพญายอตอเชื้อไวรัสกอนเขาสูเซลล (pre-infection 
antiviral activity)  

    นําไวรัส KHV-T P13 เขมขน มาใสลงในสารสกัดพญายอความเขมขน 4.75, 0.95, 0.475, 
0.095 และ 0.0095 mg/ml ที่เตรียมไว จากนัน้ต้ังพกัไวที่อุณหภูมหิอง นาน 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมง 
แลวนํามาทําการเจือจางลง 10 เทา ตามปริมาณของเชือ้ไวรัสทั้งหมด 4 ระดับ  
 ทําการดูดเอาอาหารเล้ียงเซลลในถาด 96 หลุมออก แลวเติมสารสกัดพญายอกับไวรัสที่
เตรียมไวตามระดับการเจือจางตางๆ ใสลงในหลุม ระดับการเจือจางละ 8 หลุม แลวนําไปบมที่
อุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส นาน 14 วัน อานและบันทึกผลในวันที่ 7 10 และ 14 แลวนําผลที่ไดมา
ทําการคํานวณหาจุดเจือจางสิ้นสุด (end point dilution) ดวยวิธีของ Reed and Muench (1938) 
 กลุมควบคุมที่ 1 คือ หลุมในแถวที่ทําการเติมเช้ือไวรัสเคเอชวีที่ทําการเจือจาง 10 เทา 
ต้ังแต 100-10-4 ลงในเซลล โดยไมมีการใสสารสกัดพญายอ  
 กลุมควบคุมที่ 2 คือ หลุมในแถวที่เติมอาหาร L-15-2% ลงในเซลล โดยที่ไมมีไวรัสและไม
มีสารสกัดพญายอ 
 
6.2 ทําการทดสอบประสิทธิภาพของยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญายอในการยับยั้งการ 
แบงตัวของเชือ้ไวรัสหลังจากมีการติดเช้ือเขาสูเซลล (post-infection antiviral activity) 

  ทําการเพาะเชื้อไวรัส KHV-T P13 ลงในเซลลเพาะเล้ียง หลุมละ 50 ไมโครลิตร ตาม
ความเจือจางต้ังแต 100 – 10 -4 นําไปบมที่อุณหภูมิ 24  องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง จากนั้นจึง
ดูดเอาไวรัสออก และเติมยาอะซัยโคลเวียในความเขมขน 10, 5, 1, 0.1 และ 0.01 μg/ml (กลุม
ทดลองที่ 1) และเติมสารสกัดพญายอที่เตรียมไวในความเขมขน 0.95, 0.475, 0.095 และ 0.0095 
mg/ml (กลุมทดลองที่ 2) ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร ความเจือจางละ 8 หลุม แลวนําไปบมที่ 
อุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส นาน 14 วัน อานและบันทึกผลในวันที่ 7, 10 และ 14 แลวนําผลที่
ไดมาทําการคํานวณหา end point dilution ดวยวิธีของ Reed and Muench (1938) 
 กลุมควบคุมที ่ 1 คือ หลุมในแถวที่ทาํการเติมเชื้อไวรัสเคเอชวีทีท่ําการเจือจาง 10 เทา 
ต้ังแต 100-10-4 ลงในเซลล โดยไมมีการใสยาอะซยัโคลเวียหรือสารสกดัพญายอ  
 กลุมควบคุมที ่2 คือ หลุมในแถวที่เติมอาหาร L-15-4% ลงในเซลล โดยที่ไมมีไวรัสและไม
มีการ ใสยาหรือสารสกัดสมนุไพร 

ทําการคํานวณหาความเขมขนของยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญายอที่สามารถยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อไวรัสได 50% (50% effective concentration; EC50) ดวยวิธีคํานวณ end point dilution 
ของ Reed and Muench (1938) 
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7. การตรวจดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน  
7.1 ทําการศึกษาลักษณะการเปลี่ยนแปลงของเคเอฟเซลลที่ไดรับยาอะซัยโคลเวียและ

สารสกัดพญายอในความเขมขนที่เกิดพิษตอเซลล เปรียบเทียบกับเซลลปกติในกลุม
ควบคุม 

7.2 ทําการศึกษาลักษณะของเช้ือไวรัสเคเอชวีในเคเอฟเซลลที่ไดรับยาอะซัยโคลเวียและ
สารสกัดพญายอในความเขมขนที่สามารถยับยั้งเช้ือไวรัสและไมเปนพิษตอเซลล 
เปรียบเทียบกับเช้ือไวรัสในเซลลที่ไมไดรับยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญายอ   

7.3 ทําการศึกษาลักษณะของเชื้อไวรัสเคเอชวีภายในเคเอฟเซลล ในความเขมขนของ
ไวรัสที่ทําใหเกิดการเส่ือมของเซลลอยางสมบูรณ  

วิธีการเตรียมตัวอยางเพื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (Miwa et al., 2007) 
ทําการยอยเซลลจากหลุมที่ตองการศึกษาดวยเอนไซมทริปซิน (trypsin) จากนั้นนําเซลลที่

ไดไปปนเหว่ียงดวยอัตราเร็ว 800 g นาน 5 นาที แลวทําการตรึงดวย 4% paraformaldehyde  
และ 5%glutaraldehyde ใน 0.1 m phosphate buffer นาน 2 ชั่วโมง จากนั้นนําเซลลมาแชใน 
1% aqueous osmium tetraoxide นาน 1 ชั่วโมง แลวถายลงในสารละลายเอทานอลความเขมขน
ตางๆตามลําดับ จากนั้นฝงลงในกอนเรซิน นําไปตัดเปนแผนบางๆแลวยอมดวย uranyl acetate 
และ lead citrate จะไดตัวอยางที่พรอมนํามาศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสอง
ผานเพื่อสังเกตความเปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึน 

 

8. การแปลผลและการวิเคราะหผล 
8.1 ทําการวิเคราะหผลความเปนพิษของยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญายอตอเคเอฟ

เซลลโดยการหาคาเฉล่ียรอยละของเซลลมีชีวิตจากการทดลอง 3 คร้ังดวยวิธี one 
way ANOVA โดยใชโปรแกรม SPSS เปรียบเทียบกับเซลลในกลุมควบคุม  

8.2  ทําการคํานวณคาอัตราการตายของเซลล (%mortality) นํามาสรางกราฟ XY 
(Scatter) แลวทําการคํานวณหาคาความเขมขนของยาอะซัยโคลเวียและสารสกัด
พญายอที่ทําใหเซลลตายไปรอยละ 50 (50% Cytotoxicity concentration) 

8.3 ทําการคํานวณหา end point dilution ของเช้ือไวรัสจากการทดลองในการศึกษาผล
การตานเชื้อของยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญายอ ดวยวิธีของ Reed and 
Muench (1938) โดยความเขมขนของยาอะซัยโคลเวียหรือสารสกัดพญายอที่
สามารถลดปริมาณเช้ือไวรัสลงไดมากกวา 1 log10 ข้ึนไป เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม 
จะถือวาเปนความเขมขนที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการแบงตัวของไวรัสได 90% 
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
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บทที่  4 

ผลการทดลอง 

ผลการทดลองน้ีแบงออกเปน 4 สวน คือ 

4.1 การทดสอบประสิทธิภาพและคํานวณปริมาณของไวรัส 

4.2 การทดสอบความเปนพิษตอเคเอฟเซลล 

4.3 การทดสอบประสิทธิภาพในการตานเชื้อไวรัสของยาอะซยัโคลเวียและ 
   สารสกัดพญายอ 

4.4 การศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน 

 

4.1 การทดสอบประสิทธิภาพและคํานวณปริมาณของไวรัส 

หลังจากทําการเพิ่มปริมาณของเช้ือ KHV-T P13 ที่เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ลง
ในเคเอฟเซลลแลว ทําการหาความเขมขนของไวรัสพบวาเช้ือ KHV-T P13 มีปริมาณ 1.52 x 104 
TCID50/ml โดยทําการอานผลในวันที่ 14 ของการทดลอง เมื่อเซลลเกิดการเสื่อม (Cytopathic 
Effect; CPE) อยางชัดเจน และเกิดข้ึน >95% ของเซลลทั้งหมดแลว โดยเร่ิมสังเกตเห็นความ
เปล่ียนแปลงของเซลลไดในวันที่ 6 หลังทําการเพาะเชื้อลงในเซลล (innoculation) การ
เปล่ียนแปลงที่เ ร่ิมสังเกตได คือ เซลลจะหดตัวและมีชองวางเกิดข้ึนภายในไซโตพลาสซึม 
(cytoplasmic vacuolation) และจะเห็นไดชัดเจนประมาณวันที่ 10 หลังการเพาะเช้ือ (รูปที่ 4.1ก)  
โดยจะเกิดข้ึนอยางสมบูรณประมาณวันที่ 14 พบลักษณะการเชื่อมกันของเซลล (cell fusion) เกิด
การเส่ือมแบบ syncytium formation (รูปที่ 4.1ข) และเม่ือทําการสังเกตตอไปจะพบวาเซลลจะ
เส่ือมตาย และลอกหลุดออกจากกนหลุมลอยข้ึนมาเปนลักษณะกลม ทําการอานผลตามจํานวน
หลุมที่แสดงใหเห็นการเส่ือมในแตละความเขมขน แลวนํามาคํานวณหาปริมาณของไวรัสที่
สามารถฆาเซลลได 50% (50% Tissue Culture Infected Dose หรือ TCID50) ตามวิธีของ Reed 
and Muench (1938) (ตารางที่ 4.1)  
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ตารางที ่4.1 แสดงวธิีการคํานวณปริมาณของไวรัสโดยวิธขีอง Reed and Muench (1938) 

 

Dilution 
of virus 

Observed results Accumulated results 

CPE No 
CPE 

Ratio % CPE No 
CPE 

Ratio % 

10 -1 8 0 8/8 100 19 0 19/19 100 

10 -2 6 2 6/8 75 11 2 11/13 84.62 

10 -3 4 4 4/8 50 5 6 5/11 45.45 

10 -4 1 7 1/8 12.5 1 13 1/14 7.14 

10 -5 0 8 0/8 0 0 21 0/21 0 

10 -6 0 8 0/8 0 0 29 0/29 0 

Porportionate distanse = (84.62 – 50) / (84.62 – 45.45)  

   = 34.62 / 39.17 

   = 0.88 

Log of 50% end point = (-2) – (0.88)(1) 

   = - 2.88 

ไวรัสมีปริมาณ      = 102.88 = 7.6x102 TCID50/0.05ml 

    = 1.52 x 104 TCID50/ml 
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             รูปที่ 4.1 แสดงการเส่ือมของเซลล (CPE) หลังจากไดรับเชื้อไวรัส KHV-T P13 ในวันที่ 10 
(รูป ที่ 4.1 ก) และ วันที่ 14 (รูปที่ 4.1 ข) ของการทดลอง พบลักษณะการเกิด syncytium 
formation (ลูกศรชี้) 

 

 

 

ก 
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4.2 การทดสอบความเปนพิษตอเซลล 

 4.2.1 ผลของยาอะซัยโคลเวียตอเคเอฟเซลล 
การทดลองความเปนพิษตอเซลลโดยใชยาอะซัยโคลเวียที่ความเขมขน 100, 50, 25, 10, 5 และ 1 
μg/ml และ ทดสอบความเปนพิษของ DMSO ที่ใชเปนตัวละลายยา ในความเขมขน 0.1 และ 
0.01% หลังจากทําการบมที่ 24 องศาเซลเซียสนาน 3 วัน นําเซลลมาสังเกตภายใตกลอง
จุลทรรศนชนิดหัวกลับ ที่กําลังขยาย 40x พบวา ที่ความเขมขน 100 μg/ml มีเซลลตายเห็นเปน
เซลลกลมลอยอยูบนผิวเซลลปกติมากกวาหลุมควบคุม และเมื่อทําการยอมเซลลเพื่อนับจํานวน
เซลลที่มีชีวิต (viable) ดวย counting chamber (รูปที่ 4.2 ก) โดยใชสี 1%trypan blue ซึ่งจะยอม
ติดเซลลที่ตายแลวเห็นเปนสีน้ําเงิน ในขณะที่เซลลมีชีวิตจะเห็นเปนสีใส (รูปที่ 4.2 ข) ทําการ
คํานวณรอยละการมีชีวิตของเซลล (% viability) ดังนี้  
 
  % viability       =              จํานวนเซลลมชีีวิต                x 100 
                                                  จํานวนเซลลมีชีวิต + จํานวนเซลลตาย 
 
พบวา DMSO ที่ 0.1 และ 0.01% ไมเปนพิษตอเคเอฟเซลล ในขณะที่กลุมทดลองที่ความเขมขน 
100, 50, 25 และ 10 μg/ml มีรอยละของเซลลมีชีวิต (% viability) ที่นอยกวาและมีความแตกตาง
กับรอยละของเซลลมีชีวิตในกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 เม่ือใชวิธีการ
คํานวณทางสถิติ Analysis of Variance (ANOVA) ดวยโปรแกรม SPSS (ตารางท่ี 4.2)  
 คํานวณหาความเขมขนที่ทําใหเกิดพิษตอเซลล โดยทําการเปรียบเทียบหารอยละของ
เซลลมีชีวิตในกลุมทดลองกับเซลลมีชีวิตในกลุมควบคุม (% survival) และ รอยละอัตราการตาย
ของเซลล (% mortality) (ตารางที่ 4.3) โดยนําคาที่ไดมาทําการสรางกราฟ XY (Scatter) ระหวาง
รอยละอัตราการตายของเซลล กับ ความเขมขนของยาอะซัยโคลเวีย พบวายาอะซัยโคลเวียใน
ความเขมขนที่ทําใหเคเอฟเซลลตายไปเปนจํานวน 50% เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (50% 
cytotoxicity concentration) คือที่ความเขมขน 11.60 μg/ml (รูปที่ 4.3)   
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รูปที่ 4.2 ก) แสดง counting chamber ที่ใชในการนับเซลล ข) เซลลมีชีวิตจะเห็นเปนสีใส ไมติดสี 
trypan blue สวนเซลลที่ตายจะติดสีน้ําเงนิ (ลูกศรชี้) 

 

ตารางที่ 4.2 แสดงรอยละของเซลลมีชีวิตในการทดสอบความเปนพิษของยาอะซัยโคลเวียตอ     
เคเอฟเซลล 

Conc. of 
acyclovir 
(μg/ml) 

% Viability 

Rep.1 (n=6) Rep.2 (n=6) Rep.3 (n=6) Mean ± SD 
Control 96.18 ± 1.02 97.46 ± 0.57 97.15 ± 1.44 96.93 ± 1.24*

100 79.56 ± 9.17 83.90 ± 2.41 83.53 ± 5.89 82.33 ± 6.93*

50 88.03 ± 4.46 88.38 ± 2.27 91 ± 2.94 89.14 ± 3.70*

25 90.18 ± 1.87 90.96 ± 4.04 92.38 ± 1.53 91.17 ± 2.95*

10 94.30 ± 1.54 94.35 ± 2.14 93.6 ± 2.17 94.08 ± 2.05*

5 95.91 ± 1.08 97.41 ± 1.20 94.9 ± 1.00 96.07 ± 1.55

1 97.90 ± 0.61 97.08 ± 1.13 95.74 ± 1.52 96.91 ± 1.49

DMSO 0.1% 95.10 ± 1.86 96.45 ± 1.11 96.1 ± 1.89 95.88 ± 1.80

DMSO 0.01% 94.38 ± 1.23 96.72 ± 0.99 95.57 ± 1.05 95.56 ± 1.49

* แสดงคาเฉลี่ยของเซลลมีชีวิตที่มีความแตกตางกันกับเซลลในกลุมควบคุม (control) อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 

 

ข ก 
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 ตารางที่ 4.3 แสดงการเปรียบเทียบหารอยละของเซลลมีชีวิตในกลุมทดลองกับเซลลมีชีวิตในกลุม
ควบคุม (% survival) และ รอยละอัตราการตายของเซลล (% mortality) ในการทดสอบความเปน
พิษของยาอะซัยโคลเวีย ตอเซลลเคเอฟซี 

 

Cytotoxicity of Acyclovir
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รูปที่ 4.3 แสดงรอยละของเซลลที่ตายในความเขมขนตางๆของยาอะซัยโคลเวีย 

 

 

Conc. of 
acyclovir 
(μg/ml) 

% Survival % Mortality 

Rep.1 (n=6) Rep.2 (n=6) Rep.3 (n=6) Mean ± SD 
 

Mean ± SD 
100 13.85 ± 3.84 12.46 ± 3.40 19.97 ± 2.20 15.41 ± 3.27 84.59 ± 3.27

50 18.66 ± 4.36 18.30 ± 2.63 39.25 ± 5.84 26.14 ± 9.30  73.86 ± 9.30

25 25.23 ± 7.97 26.67 ± 7.55 38.80 ± 6.36 31.70 ± 5.56 68.34 ± 5.56

10 32.54 ± 4.21 35.93 ± 3.22 54.31 ± 8.96 41.20 ± 9.43 58.80 ± 9.43

5 57.92 ± 9.36 38.45 ± 9.40 59.06 ± 6.91 53.85 ± 6.57 46.14 ± 6.57
1 61.32 ± 6.75 49.93 ± 5.38 81.39 ± 12.89 64.90 ± 12.27 35.10 ± 12.27 

Control 100 ± 0 100 ± 0 100 ± 0 100 ± 0 0 ± 0
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4.2.2 ผลของสารสกัดพญายอตอเคเอฟเซลล 
การทดลองความเปนพิษตอเซลลโดยใชสารสกัดพญายอที่ความเขมขน 4.75, 0.95, 0.475, 
0.095, 0.0095 mg/ml หลังจากทําการบมที่ 24 องศาเซลเซียส นาน 3 วัน นําเซลลมาสังเกต
ภายใตกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ ที่กําลังขยาย 40x พบวา ที่ความเขมขน 4.75 mg/ml เซลล
ทั้งหมดตายไมเหลือเซลลปกติเกาะที่บริเวณกนหลุมเลย โดยเมื่อทําการยอมเซลลเพื่อนับจํานวน
เซลลที่มีชีวิตในกลุมทดลองที่ความเขมขน 0.95, 0.475, 0.095 และ 0.0095 mg/ml พบวา
ปริมาณเซลลมีชีวิตในกลุมทดลองทุกความเขมขนไมมีความแตกตางกับปริมาณเซลลในกลุม
ควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) เม่ือใชวิธีการคํานวณทางสถิติ Analysis of Variance 
(ANOVA) ดวยโปรแกรม SPSS (ตารางที่ 4.4) แสดงวาสารสกัดพญายอในความเขมขน 0.95, 
0.475, 0.095 และ 0.0095 mg/ml ไมทําใหเกิดพิษตอเคเอฟเซลล และเมื่อคํานวณหาความ
เขมขนที่ทําใหเกิดพิษตอเซลล โดยทําการเปรียบเทียบหารอยละอัตราสวนของเซลลมีชีวิตในกลุม
ทดลองกับเซลลมีชีวิตในกลุมควบคุม (% cell survival) และ รอยละอัตราการตายของเซลล                  
(% mortality) (ตารางที่ 4.5) โดยนําคาที่ไดมาทําการสรางกราฟ XY (Scatter) ระหวางรอยละ
อัตราการตายของเซลล (%mortality) กับ ความเขมขนของสารสกัดพญายอ  พบวาสารสกัดพญา
ยอในความเขมขนที่ทําใหเคเอฟเซลลตายไปเปนจํานวน 50% ของเซลลทั้งหมด (50% 
cytotoxicity concentration) คือที่ความเขมขน 1.9 mg/ml (รูปที่ 4.4) ในขณะที่การทดสอบความ
เปนพิษของสารที่ใชละลายสารสกัดพญายอ คือ แอลกอฮอลพบวาไมกอใหเกิดความเปนพิษตอ  
เคเอฟเซลลที่ใชในการทดลอง (preliminary study) 

ตารางที่ 4.4 แสดงรอยละของเซลลมีชีวิตในการทดสอบความเปนพิษของสารสกัดพญายอตอ    
เคเอฟเซลล 
Conc. of C. 

nutans 
(mg/ml) 

% Viability 

Rep.1 (n=6) Rep.2 (n=6) Rep.3 (n=6) Mean ± SD
Control 96.11 ± 1.10 95.94 ± 0.88 98.27 ± 0.40 96.77 ± 1.39
0.95 94.78 ± 1.40 97.35 ± 1.23 98.05 ± 0.79 96.72 ± 1.88
0.475 94.15 ± 1.64 97.19 ± 1.00 97.16 ± 1.34 96.17 ± 2.02
0.095 98.23 ± 0.79 96.24 ± 1.45 97.56 ± 0.59 97.34 ± 1.34
0.0095 96.99 ± 1.08 96.25 ± 1.17 98.06 ± 0.62 97.10 ± 1.26
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ตารางที่ 4.5 แสดงการเปรียบเทียบหารอยละของเซลลมีชีวิตในกลุมทดลองกับเซลลมีชีวิตในกลุม
ควบคุม (% survival) และ รอยละอัตราการตายของเซลล (% mortality) ในการทดสอบความเปน
พิษของสารสกัดพญายอ ตอเซลลเคเอฟซี 

 

 

รูปที่ 4.4 แสดงอัตราสวนรอยละของเซลลที่ตายในความเขมขนตางๆของสารสกัดพญายอ 
 

 

 

 

Conc. of 
C. nutans 
(mg/ml) 

% Survival % Mortality 

Rep.1 (n=6) Rep.2 (n=6) Rep.3 (n=6) Mean ± SD 
 

Mean ± SD 
4.75 0 0 0 0 100 ± 0

0.95 74.31 ± 19.87 80.87 ± 21.35 62.78 ± 6.60 72.65 ± 7.48 27.35 ± 7.48

0.475 67.82 ± 33.24 79.33 ± 19.94 88.64 ± 7.66 78.60 ± 8.51  21.40 ± 8.51
0.095 60.15 ± 5.67 101.99 ± 26.50 77.17 ±13.52 79.77 ±17.18 20.23 ±17.18 

0.0095 64.58 ± 10.63 87.27 ± 14.92 76.73 ± 9.73 76.19 ± 9.27 23.81 ± 9.27

Control 100 ± 0 100 ± 0 100 ± 0 100 ± 0 0
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4.3 การทดสอบประสิทธภิาพในการตานเชื้อไวรัส (Virus titer reduction assay) 

 4.3.1 ผลของยาอะซัยโคลเวียตอเชื้อไวรัสเคเอชว ี

ทําการทดสอบประสิทธิภาพในการตานเชื้อไวรัสหลังจากเชื้อเขาสูเซลล (post infection antiviral 
activity) จากการทดลองทั้ง 3 คร้ังพบวาเช้ือเคเอชวีในกลุมควบคุมมีปริมาณ 8.67 x103 ± 
2.01x103 TCID50/ml และเม่ือทําการสรางกราฟเซมิล็อคฐานสิบ (semi log10) ปริมาณของไวรัส
กับความเขมขนของยาอะซัยโคลเวีย พบวายาอะซัยโคลเวียที่ใชในการทดลองทุกความเขมขนไม
สามารถที่จะลดปริมาณของเช้ือลงไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (รูปที่ 4.5) 

Acyclovir: post infection

3.06E+03 4.88E+03
8.16E+03 6.65E+03 9.43E+03 8.67E+03

1.E+00

1.E+01

1.E+02

1.E+03

1.E+04

1.E+05

10 5 1 0.1 0.01 control

Acyclovir concentration (ug/ml)

Vir
us

 tit
er 

(T
CI

D 5
0/m

l)

 

รูปที่ 4.5 แสดงปริมาณของไวรัสเคเอชวีที่ไดจากการทดลองใชยาอะซัยโคลเวียความเขมขน
 ตางๆ เพื่อตานเช้ือไวรัสหลังติดเขาสูเซลล 

4.3.2 ผลของสารสกัดพญายอตอเชื้อไวรัสเคเอชว ี

 4.3.2.1 ทําการทดสอบประสิทธิภาพในการตานเชื้อไวรัสหลังจากเชื้อเขาสูเซลล (Post 
infection antiviral activity) 

จากการทดลองทั้ง 3 คร้ังพบวาเช้ือเคเอชวีในกลุมควบคุมมีปริมาณ 1.18x104 ± 5.9x103   
TCID50/ml เม่ือทําการสรางกราฟเซมิล็อคฐานสิบ (semi log10) ปริมาณของไวรัสกับความเขมขน
ของสารสกัดพญายอพบวา ความเขมขนของสารสกัดพญายอที่สามารถยับยั้งปริมาณของเชื้อได 
(effective end-point concentration) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (>1 log10) คือที่ความเขมขน 
0.475 mg/ml ข้ึนไป โดยสามารถลดปริมาณเชื้อลงเหลือ 7.33 x102 ± 1.43 x 102 TCID50/ml (รูป
ที่ 4.6) 
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รูปที่ 4.6 แสดงปริมาณของไวรัสเคเอชวีที่ไดจากการทดลองใชสารสกัดพญายอความเขมขนตางๆ 
เพื่อตานเช้ือไวรัสหลังติดเขาสูเซลล 

  4.3.2.2 ทําการทดสอบประสิทธิภาพในการตานเช้ือไวรัสกอนเชื้อเขาสูเซลล (Pre-
infection antiviral activity) 

 ทําการทดสอบโดยใสสารสกัดพญายอความเขมขนตางๆ ลงในเช้ือเคเอชวีแลวต้ังทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองนาน 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมง ตามลําดับ จากการทดลอง 3 คร้ัง พบวาเช้ือไวรัสในกลุม
ควบคุมมีปริมาณ 1.01 x 104 ± 3.73 x 103 TCID50/ml โดยความเขมขนของสารสกัดพญายอที่
สามารถลดปริมาณของเชื้อไวรัสไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ คือที่ความเขมขนต้ังแต 0.475 
mg/ml ข้ึนไป ทั้งที่ 1, 2 , 3 และ 4 ชั่วโมง โดยปริมาณเฉลี่ยของไวรัสที่ไดรับสารสกัดพญายอใน
ความเขมขนตางๆ แสดงดังในตารางที่ 4.6 ปริมาณของเชื้อที่ใชสารสกัดพญายอในความเขมขน 
0.475 mg/ml คือ 5.72x102 ± 4.31x102, 8.94x102 ± 2.23x102, 8.14x102 ± 2.57x102 และ 
9.49x102 ± 7.69x102  ที่เวลา 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมงตามลําดับ ซึ่งมีคาตํ่ากวาปริมาณเชื้อในกลุม
ควบคุมมากกวา 1 log10 ข้ึนไป (รูปที่ 4.7, 4.8, 4.9 และ 4.10) 

 จากการสรางแผนภาพแสดงความสัมพันธระหวางปริมาณของไวรัสกับความเขมขนของ
สารสกัดพญายอในช่ัวโมงตางๆ (รูปที่ 4.11) พบวา ที่ความเขมขนของสารสกัด 0.475 mg/ml และ 
0.95 mg/ml มีแนวโนมของปริมาณเชื้อลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติต้ังแตชั่วโมงที่1จนถึง
ชั่วโมงที่ 4 
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ตารางที่ 4.6 แสดงคาเฉลี่ยของปริมาณไวรัสเม่ือใชสารสกัดพญายอในความเขมขนตางๆที่ 1, 2, 3 
และ 4 ชั่วโมง 

 *แสดงคาความเขมขนของสารสกัดพญายอที่มีประสิทธภิาพในการลดปริมาณเชื้อไวรัสลงไดอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ 

 

รูปที่ 4.7 แสดงปริมาณของไวรัสเมื่อไดรับสารสกัดพญายอความเขมขนตางๆ เพื่อตานเชื้อไวรัส
กอนการติดเช้ือเขาสูเซลลเปนเวลา 1 ชั่วโมง  

Incubation 
time 

C. nutans extract concentrations (mg/ml) 

0.95* 0.475* 0.095 0.0095 Control 

1 hour 2.47E+02 ± 
6.58E+01 

5.72E+02 ± 
4.31E+02 

2.76E+03 ± 
1.07E+03 

6.65E+03 ± 
2.09E+03 

1.01E+04 ± 
3.73E+03 

2 hour 1.33E+02 ± 
9.42E+01 

8.94E+02 ± 
2.23E+02 

3.06E+03 ± 
1.72E+03 

6.83E+03 ± 
3.41E+03 

1.01E+04 ± 
3.73E+03 

3 hour 1.33E+02 ± 
9.42E+01 

8.14E+02 ± 
2.57E+02 

5.21E+03 ± 
3.07E+03 

9.37E+03 ± 
3.60E+03 

1.01E+04 ± 
3.73E+03 

4 hour 3.51E+02 ± 
1.99E+02 

9.49E+02 ± 
7.69E+02 

2.76E+03 ± 
1.07E+03 

6.17E+03 ± 
2.27E+03 

1.01E+04 ± 
3.73E+03 
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รูปที่ 4.8 แสดงปริมาณของไวรัสเมื่อไดรับสารสกัดพญายอความเขมขนตางๆ เพื่อตานเชื้อไวรัส
กอนการติดเช้ือเขาสูเซลลเปนเวลา 2 ชั่วโมง 

 

 

รูปที่ 4.9 แสดงปริมาณของไวรัสเมื่อไดรับสารสกัดพญายอความเขมขนตางๆ เพื่อตานเชื้อไวรัส
กอนการติดเช้ือเขาสูเซลลเปนเวลา 3 ชั่วโมง 
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รูปที่ 4.10 แสดงปริมาณของไวรัสเมื่อไดรับสารสกัดพญายอความเขมขนตางๆ เพื่อตานเช้ือไวรัส
กอนการติดเช้ือเขาสูเซลลเปนเวลา 4 ชั่วโมง 

 

 

รูปที่ 4.11 แสดงความสัมพันธของปริมาณเช้ือเมื่อใชสารสกัดพญายอความเขมขนตางๆ เพื่อตาน
 เชื้อไวรัสกอนการติดเช้ือเขาสูเซลล ที่เวลา 1-4 ชั่วโมง 
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4.4 การศึกษาดวยกลองจลุทรรศนอิเลก็ตรอนแบบสองผาน 

ทําการศึกษาลักษณะของเคเอฟเซลลและการเปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึนภายใตกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนชนิดสองผานดวยกําลังขยายต้ังแต 1000 เทาข้ึนไป พบลักษณะของเซลลและการ
เปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึน ดังนี้ 

4.4.1 การศึกษาลักษณะการเปลี่ยนแปลงของเคเอฟเซลลที่ไดรับยาอะซัยโคลเวียและสาร
สกัดพญายอในความเขมขนที่เปนพิษตอเซลล เปรียบเทียบกับเซลลปกติในกลุมควบคุม 

ลักษณะของเซลลปกติ 

เคเอฟเซลลมีขนาด 12,000-15,000 นาโนเมตร มีนิวเคลียสเปนพู (lobulated nucleus) และมี 
nucleolus สีเขมอยูภายในนิวเคลียส (รูปที่ 4.12 ก และ ข) เยื่อหุมนิวเคลียส (nuclear 
membrane) มีสองช้ัน (bilayer) (รูปที่ 4.14 ก) ภายในไซโตพลาสซึมพบเอนโดพลาสมิกเรติคูลัม
ชนิดหยาบ (Rough Endoplasmic Reticulum: RER) มีลักษณะเปนแผนขดไปมาหลายช้ัน โดยมี
ไมโตคอนเดรีย (mitochondria) แทรกอยูเห็นเปนหนาตัดกลม (cross section) หรือ หนาตัดยาว 
(long section) คลายทอ (tubular) (รูปที่ 4.13) เยื่อหุมเซลล (cell membrane) มีสองช้ัน (รูปที่ 
4.14 ข)   

      

รูปที่ 4.12 แสดงลักษณะของเซลลปกติ เห็นนิวเคลยีสเปนพ ูและมีนวิคลีโอลัส (ลูกศรชี้) สีเขมอยู
ภายในนิวเคลยีส; ก) scale bar = 2000 nm. และ ข) scale bar = 1000 nm. 
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รูปที่ 4.13 ก) แสดงหนาตัดของไมโตคอนเดรียที่ยาว มีลักษณะเปนทอ (tubular) (ลูกศรชี้)             
ข) แสดงใหเหน็ RER (R) และ ไมโตคอนเดรีย (M) ในไซโตพลาสซึม; scale bar = 900 nm. 

       

รูปที่ 4.14 ก) แสดงเย่ือหุมนิวเคลียส (nuclear membrane); scale bar = 100 nm. ข) แสดง
ลักษณะของเยื่อหุมเซลล (cell membrane); n = nucleus; scale bar = 200 nm. 

เซลลทีไ่ดรับยาอะซัยโคลเวียในความเขมขนที่ทําใหเกิดความเปนพิษตอเซลล 

ทําการเลือกตัวอยางของเซลลที่ไดรับยาอะซัยโคลเวียที่ความเขมขน 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มา
สังเกตความเปนพิษตอเซลลที่เกิดข้ึน พบวา เมื่อทําการดูที่กําลังขยาย 1000 เทา สังเกตพบเซลลที่
เสียรูปราง เซลลที่มีความผิดปกติของนิวเคลียสซึ่งถูกทําลายและแตกออกจากกัน (รูปที่ 4.15 ก)  
นิวคลีโอลัสมีขนาดใหญและมีสีเขมข้ึน (dense) (รูปที่ 4.15 ข) โดยเม่ือทําการดูที่กําลังขยาย
เพิ่มข้ึนพบวาไมโตคอนเดรียมีความเดนชัด (prominent) มากข้ึน บางเซลลพบไมโตคอนเดรียมีสี
เขมและผนังหนาข้ึน (รูปที่ 4.16 ข) และพบลักษณะของชองวาง (vacuole) แทรกอยูภายในไซโต 
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พลาสซึมของเซลล (รูปที่ 4.16 ก) เยื่อหุมนิวเคลียสและเยื่อหุมเซลลเซลลบางสวนเกิดการฉีกขาด 
(รูปที่ 4.17 ก และ ข)  

     

รูปที่ 4.15 ก) แสดงลักษณะของเซลลที่มีความผิดปกติในสวนของนิวเคลียส และ ข) เซลลที่มี      
นิวคลีโอลัสขนาดใหญและสีเขม; scale bar = 2000 nm. 

     

รูปที่ 4.16 ก) แสดงภาพเซลลที่ผิดปกติ มชีองวางภายในไซโตพลาสซมึ; scale bar = 2,000 nm.
และ ข) ภาพของไมโตคอนเดรียที่มีสีเขมและผนังหนา (ลูกศรชี้); scale bar = 20 nm. 
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รูปที่ 4.17 ก) แสดงความเสียหายของเยื่อหุมนวิเคลียสบางสวน (ลูกศรช้ี); scale bar = 300 nm. 
และ ข) แสดงความเสียหายของเยื่อหุมเซลล ทาํใหมีสวนประกอบของไซโตพลาสซมึ (ลูกศรชี้) ไหล
ออกมาภายนอกเซลล; scale bar = 900 nm. 

เซลลทีไ่ดรับสารสกัดพญายอในความเขมขนที่ทําใหเกิดความเปนพิษตอเซลล 

ทําการเลือกตัวอยางของเซลลที่ไดรับสารสกัดพญายอที่ความเขมขน 4.75 mg/ml มาสังเกตความ
เปนพิษตอเซลลที่เกิดข้ึน พบวา เมื่อทําการดูที่กําลังขยาย 1000 เทา พบลักษณะของออแกเนลที่
ผิดปกติ และมีชองวางอยูภายในไซโตพลาสซึมเปนจํานวนมาก (รูปที่ 4.18 ก) สวนนิวเคลียสและ 
นิวคลีโอลัสดูปกติ เม่ือทําการดูที่กําลังขยายสูงข้ึนพบวาชองวางที่เห็นสวนหนึ่งคือ การขยายออก
ของเอนโดพลาสมิกเรกติคูลัมชนิดหยาบ (dilated RER) และพบวาไมโตคอนเดรียสวนใหญมี
ลักษณะเปนกระจุก (condense) และติดสีอิเล็กตรอนเขม (electron dense) (รูปที่ 4.18 ข) เร่ิมมี
การเส่ือมเกิดข้ึน โดย   ไมโตคอนเดรียที่เกิดการเส่ือมจะเห็นภายในมีลักษณะเปนชองวาง (รูปที่ 
4.20 ข) สวนของนิวเคลียสและเยื่อหุมดูปกติ (รูปที่ 4.19 ก, 4.20 ก) ในขณะที่เยื่อหุมเซลลดูแคบ
ลงและมีความเสียหายเกิดข้ึนเล็กนอย (รูปที่ 4.19 ข) 
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รูปที่ 4.18 ก) แสดงภาพของเซลลที่มีความผิดปกติของออแกเนลลในไซโตพลาสซึม โดยจะเห็น
ชองวางมากมายภายในไซโตพลาสซึม; scale bar = 2000 nm. ข) เม่ือดูที่กําลังขยายสูงจะพบ
ลักษณะของ RER ที่ขยายตัวออก และไมโตคอนเดรียที่มีความเขมของอิเล็กตรอนเพิ่มมากข้ึน; 
scale bar = 900 nm. 

   

รูปที่ 4.19 ก) แสดงเยื่อหุมนิวเคลียสที่มีสองช้ัน (bilayer) สมบูรณ; scale bar = 200 nm.          
ข) แสดงเย่ือหุมเซลลที่ถูกทําลายและไมเห็นลักษณะของเยื่อหุมสองชั้นแบบปกติ; scale bar = 
500 nm. 
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รูปที่ 4.20 ก) แสดงภาพหนาตัดของไมโตคอนเดรียที่เร่ิมมีการเส่ือม (ลูกศรชี้) และ ที่เกิดการเส่ือม
แลวเหลือเปนเพียงชองวางในไซโตพลาสซึม; scale bar = 200 nm. ข) แสดงใหเห็นลักษณะของ
นิวเคลียสและนิวคลีโอลัสที่ปกติในขณะที่เกิดความผิดปกติในไซโตพลาสซึม; scale bar = 1000 
nm. 

4.4.2 การศกึษาลักษณะของเช้ือไวรัสเคเอชวีภายในเซลล ในความเขมขนของไวรัสที่ทํา
ใหเกิดการเสือ่มของเซลลอยางสมบูรณ 

ทําการเก็บตัวอยางเซลลที่ไดรับเชื้อไวรัสเคเอชวีในปริมาณ 1.52 x 104 TCID50/ml ในวันที่ 14 ของ
การทดลองซึ่งพบลักษณะการเส่ือม (CPE) อยางสมบูรณ มาทําการตรวจดูสภาพการเปล่ียนแปลง
ของเซลลภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานที่กําลังขยายตํ่า พบวาเซลลโดยสวนใหญ
เกิดความผิดปกติ (รูปที่ 4.21) โดยบางเซลลพบลักษณะการถูกทําลายของนิวเคลียส นิวคลีโอลัส
ขยายใหญและติดสีเขม เยื่อหุมนิวเคลียสเสียหายบางสวน (รูปที่ 4.22 ข) มีความผิดปกติของออ
แกเนลและพบชองวางในไซโตพลาสซึม (รูปที่ 4.22 ก) เยื่อหุมเซลลเสียหายทําใหรูปรางของเซลล
เปล่ียนไป (รูปที่ 4.23 ข) เมื่อดูที่กําลังขยายสูงพบลักษณะของไมโตคอนเดรียที่เกิดการเส่ือมมี
ลักษณะของเสนใยไมอิลิน (myelin figure) รวมตัวกันมากข้ึน (รูปที่ 4.23 ก) เกิดการบวมของเอน
โดพลาสมิกเรกติคูล่ัมชนิดหยาบ (dilated RER) และพบไวรัสซ่ึงสวนใหญมีรูปรางกลมอยูภายใน
ไซโตพลาสซึม พบแคพซิดมีลักษณะเปนวงกลมชั้นเดียวมีสารดานในติดสีจาง หรือ เปนวงสองช้ัน 
มีแกนตรงกลางติดสีอิเล็กตรอนออนหรือเขม และพบลักษณะของวงกลมที่ภายในวางเปลาเปน
สวนนอย แคพซิดมีขนาดประมาณ 100-120 nm. (รูปที่ 4.24 และ 4.25) นอกจากนี้ยังพบแคพซิด
ที่อยูภายในถุงหุม (vesicle) อีกดวย 
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รูปที่ 4.21 แสดงเซลลที่ไดรับเช้ือเคเอชว ี โดยลักษณะของเซลลทีพ่บจะมีการถูกทําลาย บางเซลล
นิวเคลียสหายไป บางเซลลพบวาเยื่อหุมเซลลแตก; scale bar = 5000 nm. 

 

   

รูปที่ 4.22 ก) แสดงความผดิปกติของเซลล พบนิวคลีโอลัสสีเขมขนาดใหญ เซลลแตกไมเปนรูปราง 
มีชองวาง (vacuole) ในไซโตพลาสซึม; scale bar = 2000 nm. ข) แสดงความผิดปกติของเย่ือหุม
นิวเคลียส โดยมีบางสวนเกดิการขาดหายไป (ลูกศรชี้); scale bar = 300 nm. 
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รูปที่ 4.23 ก) แสดงไมโตคอนเดรียที่ปกติ (1) ไมโตคอนเดรียที่มี  myelin figure รวมตัวกันข้ึน
ภายใน (2, 3) และ ไมโตคอนเดรียที่เส่ือมสลายไปกลายเปนชองวาง (4); scale bar = 200 nm.  
ข) แสดงลักษณะของเยื่อหุมเซลลที่ขาดหายไปและไมเปน bilayer; scale bar = 200 nm. 

 

 

รูปที่ 4.24 แสดงแคพซิดชนดิที่มีเปลือกหุมสองชัน้และมีแกนติดสีอิเล็กตรอนจางอยูภายใน(1) และ 
แคพซิดในถุงหุม (2) ภายในไซโตพลาสซมึ; scale bar = 200 nm. 
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รูปที่ 4.25 แสดงแคพซิดของไวรัสที่พบในไซโตพลาสซึม โดยพบแคพซิดชนิดที่มีการสราง 
envelope มีแกนกลางติดสีเขม(1) และชนิดที่ยังไมสราง envelope (2); scale bar = 200 nm. 

 

4.4.3 การศึกษาลักษณะของเช้ือไวรัสในเซลลที่ไดรับยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญา
ยอในความเขมขนท่ีสามารถยับยั้งเชื้อไวรัสและไมเปนพิษตอเซลล เปรียบเทียบกับเชื้อ
ไวรัสในเซลลที่ไมไดรับยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญายอ 

เซลลเพาะเลีย้งท่ีไดรับยาอะซัยโคลเวยี 
พบลักษณะของเซลลที่มีรูปรางปกติและเซลลที่มีรูปรางผิดปกติ เยื่อหุมนิวเคลียสและเยื่อหุมเซลล
บางสวนถูกทําลาย (รูปที่ 4.27 ก และ ข) ในบางเซลลพบเยื่อหุมนิวเคลียสเกิดความเสียหาย
ทั้งหมด ไมเห็นการเรียงตัวเปนช้ันชัดเจนเหมือนในเซลลปกติ (รูปที่ 4.27 ข) เอนโดพลาสมิกเรกติ
คูล่ัมชนิดหยาบและไมโตคอนเดรียคอนขางปกติ (รูปที่ 4.26) พบชองวางภายในไซโตพลาสซึม เยื่อ
หุมเซลลบางสวนเสียหาย และมีสวนของไซโตพลาสซึมไหลออกมาภายนอก (รูปที่ 4.30) ในเซลลที่
เกิดความผิดปกติจะพบแคพซิดภายในไซโตพลาสซึม มีลักษณะกลม ทั้งชนิดที่แคพซิดเปนวงช้ัน
เดียว ภายในติดสีอิเล็กตรอนจาง (รูปที่ 4.28) ชนิดที่มีสองชั้นขางในแกนติดสีเขม ระยะที่กําลัง 
budding เขาสูถุงหุม (cytoplasmic vesicle) และระยะที่กําลังสรางเปลือกหุม (envelope) (รูปที่ 
4.29) ในถุงที่อยูภายในไซโตพลาสซึม  
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รูปที่ 4.26 ก) แสดงลักษณะของเซลลที่พบในการทดสอบผลของยาอะซัยโคลเวียตอเช้ือไวรัส      
เคเอชว;ี scale bar = 2000 nm. ข) แสดงลักษณะและการเรียงตัวของไมโตคอนเดรียและเอนโด 
พลาสมกิเรกติคูล่ัมชนิดหยาบที่ปกติภายในไซโตพลาสซมึ; scale bar = 1000 nm. 

     

รูปที่ 4.27 ก) แสดงเซลลที่ไดรับความเสียหาย พบชองวาง(V) เกิดข้ึนภายในไซโตพลาสซึม เยื่อหุม
เซลลบางสวนแตก(ลูกศรชี้); scale bar = 2000 nm. ข) แสดงเย่ือหุมนิวเคลยีสทีถู่กทาํลายเกือบ
หมด (ลูกศรชี้); scale bar = 100 nm.    

      

รูปที่ 4.28 แสดงเยื่อหุมนวิเคลียสที่เสียหาย (ลูกศรชี้) และ แคพซิดของไวรัสภายในไซโตพลาสซึม 
(K); scale bar = 100 nm. 
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รูปที่ 4.29 แสดงใหเห็น cytoplasmic vesicle (1) แคพซิดที่กําลัง budding เขาสู vesicle (2) และ 
แคพซิดที่กําลังอยูในข้ันตอนการสรางเปลือกหุม (3); scale bar = 200 nm.     

 

   

รูปที่ 4.30 ก) แสดงความเสียหายของเยือ่หุมเซลลที่เกดิการฉีดขาด (ลูกศรชี้) และไมเปน bilayer 
พบ enveloped virus ที่ติดสีเขมภายในไซโตพลาสซึม (K); scale bar = 500 nm. ข) สวนของ
เซลลที่เกิดความเสียหายทาํใหมีสวนของไซโตพลาสซึมไหลออกมานอกเซลล; scale bar = 200 
nm. 
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เซลลเพาะเลีย้งท่ีไดรับสารสกัดพญายอ 

 พบเซลลที่มีความผิดปกติทั้งในสวนของนิวเคลียสและไซโตพลาสซึม เมื่อทําการดูที่
กําลังขยายตํ่าพบบางเซลลมีนิวคลีโอลัสที่ขยายใหญกวาปกติ (รูปที่ 4.32 ก) เยื่อหุมเซลลถูก
ทําลาย (รูปที่ 4.32 ข) เซลลสวนมากมีลักษณะการสรางเสนใยไมอิลิน (myelin figure) เกิดข้ึน
ภายในไซโตพลาสซึม (รูปที่ 4.31 ก) ซึ่งเม่ือทําการดูที่กําลังขยายสูงข้ึนพบวาเปนเสนใยไมอิลินที่
เกิดซอนกันเปนวง ภายในมีสารเนื้อเดียวติดสีเหมือนกับสีภายในไซโตพลาสซึม (รูปที่ 4.31 ข) 
ในขณะที่เอนโดพลาสมิกเรกติคูล่ัมมีการเรียงตัวภายในไซโตพลาสซึมอยางปกติ (รูปที่ 4.32 ก) พบ
แคพซิดภายในนิวเคลียส เปนวงชั้นเดียวและมีแกนกลางติดสีอิเล็กตรอนเขมอยูบริเวณเยื่อหุม
นิวเคลียส (รูปที่ 4.33 ก) พบแคพซิดที่เสียสภาพในขณะที่มีการสรางเปลือกหุมชั้นแรกระหวาง 
perinuclear space (รูปที่ 4.33 ข) พบลักษณะของแคพซิดที่สรางเปลือกหุมไมสมบูรณ โดยพบวา
ระหวางช้ันของ envelope มีการโปงพองและมีรูปรางไมเรียบ รอบแกนภายในเปนชองวางไมติดสี
อิเล็กตรอน และพบ enveloped capsid ที่มีเสนใยไมอิลินเกิดข้ึนภายใน และติดสีอิเล็กตรอนเขม 
(รูปที่ 4.34) มีขนาดประมาณ 200 nm. พบไวรัสที่โตเต็มที่  (mature virion) มีเปลือกหุมสองชั้น
และมีสารเคลือบผิวดานนอกเซลล โดยสังเกตพบบริเวณดานนอกของเยื่อหุมเซลลที่แตกและเกิด
ความเสียหาย (รูปที่ 4.35) 

 

   

รูปที่ 4.31 ก) แสดงภาพของเซลลทีพ่บลักษณะของ myelin figure เกิดข้ึนภายในไซโตพลาสซึม
มากผิดปกติ; scale bar = 200 nm. ข) ภาพขยายของ myelin figure ที่พบ และ ไมโตคอนเดรียที่
ปกติ; scale bar = 500 nm.  
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รูปที่ 4.32 ก) แสดงภาพของเซลลที่มีการเรียงตัวของเอนโดพลาสมิกเรกติคูล่ัมชนิดหยาบที่ปกติ 
แตพบลักษณะของนิวเคลียสที่มีนิวคลีโอลัสขยายใหญผิดปกติ; scale bar = 2000 nm. ข) แสดง
ภาพของเยื่อหุมนิวเคลียสที่ถูกทําลายไปบางสวน (ลูกศรชี้); scale bar = 200 nm. 

 

     

รูปที่ 4.33 ก) แสดงแคพซิดที่ติดอยูกับเยื่อหุมนิวเคลียส (ลูกศรช้ี) และ enveloped capsid ใน    
ไซโตพลาสซึม (V); scale bar = 500 nm. ข) แสดงภาพของแคพซิดที่เสียสภาพระหวางการสราง 
envelope ชั้นแรกระหวาง perinuclear space; scale bar = 300 nm. 
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รูปที่ 4.34 แสดงลักษณะของ enveloped capsid ที่มีความผิดปกติ (1) และ enveloped capsid 
ที่ติดสีอิเล็กตรอนเขม และมีเสนใยไมอิลินภายใน (2); scale bar = 200 nm. 

 

   

รูปที่ 4.35 แสดงภาพของไวรัสที่สมบูรณ (mature virion) (ลูกศรชี้) ที่อยูภายนอกเซลล และพบ
ความเสยีหายของเยื่อหุมเซลล; ก) scale bar = 300 nm. และ ข) scale bar = 200 nm.   
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บทที่ 5  

อภิปรายผลการวิจัย บทสรุป และขอเสนอแนะ 

5.1 อภิปรายผลการวิจัย 

สวนที่ 1  

จากผลการทดลองพบวาเชื้อ KHV-T P13 ที่ทําการแยกไดจากปลาแฟนซีคารพที่ปวยในประเทศ
ไทย ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลง (CPE) ในเคเอฟเซลล คือ เร่ิมพบลักษณะการเปล่ียนแปลงภายใน
ไซโตพลาสซึมของเซลล มีการเกิดชองวาง (vacuole) เล็กๆข้ึน และมีการเชื่อมกันของเซลล (cell 
fusion) โดยจะเร่ิมสังเกตเห็นการเปล่ียนแปลงไดประมาณวันที่ 5-7 หลังจากทําการบมเช้ือกับ
เซลล (inoculation) ที่อุณหภูมิ 24องศาเซลเซียส หลังจากนั้นจะพบการเส่ือมของเซลลที่สมบูรณ
และเร่ิมมีเซลลเส่ือมตาย (lysis) ประมาณวันที่ 10-14 ของการทดลอง และเกิดการเปล่ียนแปลง
ทั่วทุกเซลลประมาณวันที่ 14 ของการทดลอง เชนเดียวกับในรายงานของ Hedrick et al. (2005) 
ที่ทําการบมเชื้อที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียสในเซลล KF-1 พบวาไวรัสจะทําใหเกิดการ
เปล่ียนแปลงของเซลลโดยเร่ิมสังเกตความผิดปกติไดภายใน 5 วันหลังการเพาะเช้ือ และจะเกิด
การเส่ือมรวมทั้งเร่ิมมีเซลลตายวันที่ 5-7 โดยขบวนการเกิดความเสียหายของเซลลจะเกิดข้ึนอยาง
สมบูรณทุกเซลลหลังจากวันที่ 14 ของการทดลอง โดยระยะเวลาที่พบการเส่ือมของเซลลจะ
แตกตางกันไปตามชนิดของเซลลที่ใชและอุณหภูมิที่ทําการศึกษา โดย Dishon et al. (2007) 
ทําการศึกษาในเซลลสมองปลาไน (Common Carp Brain; CCB) ที่อุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส 
พบวาเกิดการเส่ือมของเซลลอยางสมบูรณในวันที่ 9 หลังการทดลอง และเมื่อทําการเพิ่มอุณหภูมิ
ใหสูงข้ึนจาก 22 เปน 30 องศาเซลเซียสพบวาเซลลกลับมาอยูในสภาพที่ปกติไดอีกคร้ัง และยังคง
สภาพปกติอยูไดนานถึง 30 วัน กอนที่จะกอใหเกิดการเส่ือมของเซลลไดอีกเมื่อนําเซลลกลับมาบม
ที่อุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส แสดงใหเห็นวาไวรัสจะอยูในเซลลไดอยางนอย 30 วันโดยไม
กอใหเกิดความผิดปกติเม่ืออยูในชวงอุณหภูมิที่ไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโต  จึงมีความเปนไป
ไดที่เช้ือจะสามารถคงอยูในตัวปลาไดนานโดยไมแสดงอาการ แตจะสามารถแพรเชื้อตอไปไดเมื่อ
อยูในสภาพแวดลอมที่มีอุณหภูมิเหมาะสมตอการเจริญของเช้ือเคเอชวี โดยจะเจริญไดดีที่สุดที่
อุณหภูมิ 18-26 องศาเซลเซียส (Gilad et al., 2003) และนอกจากเช้ือจะสามารถอยูในตัวปลาได
เปนระยะเวลานานแลว ยังสามารถท่ีจะคงอยูในสิ่งแวดลอม คือในน้ําไดอยางนอยนาน 4 ชั่วโมง 
(Perelberg et al., 2003) และในตะกอนที่สะสมอยูที่กนบอไดอีกดวย (Dishon et al., 2005)  
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สวนท่ี 2 การทดสอบความเปนพิษของยาและสารสกัดตอเคเอฟเซลล 

 เมื่อทําการทดสอบความเปนพิษของยาอะซัยโคลเวียตอเคเอฟเซลล พบวา ความเขมขน
ของยาที่ทําใหเคเอฟเซลลตายไปเปนจํานวน 50% ของเซลลทั้งหมด (50% Cytotoxic 
Concentration; CC50) คือ ที่ความเขมขน 11.60 μg/ml ในขณะที่การทดสอบความเปนพิษของ
ยาอะซัยโคลเวียในการตานเชื้อไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซ 1  (Herpes Simplex Virus 1; HSV1) ตอ
เซลล 3T3 ในมนุษย พบวาที่ความเขมขนสูงสุดของยาที่ใชทดสอบคือ 100 μg/ml ก็ไมกอใหเกิด
ความเปนพิษตอเซลล (Sutton and Boyd, 1993) เชนเดียวกับการทดสอบในเซลล                    
T-lymphoblastoid (CEM) พบวาความเขมขนของยาที่สูงสุดที่ใชคือ 22.5 mg/ml ไมกอใหเกิดพิษ
ตอเซลลที่ใชในการทดลองเชนกัน (Hammer et al., 1982) สวนการทดสอบประสิทธิภาพในการ
ตานเชื้อของยาอะซัยโคลเวียตอเช้ือไวรัสเฮอรปสในแมว (Feline herpesvirus) พบวาความเขมขน
สูงสุดที่ใชคือ 50 μg/ml ไมกอใหเกิดความเปนพิษตอเซลล Crandell-Reese Feline Kidney 
(Hussein et al., 2007) ในขณะที่ผลการทดสอบความเปนพิษของสารสกัดพญายอตอเคเอฟเซลล 
พบวาสารสกัดพญายอที่ความเขมขน 4.75 mg/ml สงผลใหเซลลตายหมดภายใน 24 ชั่วโมงหลัง
การทดลอง ในขณะที่ความเขมขนอ่ืนๆสามารถที่จะทําการนับจํานวนเซลลมีชีวิตที่เหลือไดในวันที่ 
3 หลังการทดลอง ซึ่งพบวาสารสกัดพญายอที่ความเขมขน 0.95, 0.475, 0.095 และ 0.0095 
mg/ml ตามลําดับ  ไมกอใหเกิดพิษตอเซลล ในขณะที่การทดสอบความเปนพิษของสารสกัดพญา
ยอตอ Vero cell กอนที่จะนําไปทําการศึกษาผลในการตานเชื้อไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซ 2 พบวามี
คา CC50 = 6.67 mg/ml (Yoosook et al., 1999) การทดสอบความเปนพิษของสารที่สกัดไดจาก
ใบของพญายอตอ Vero cell กอนที่นําไปทําการทดสอบประสิทธิภาพในการตานเชื้อไวรัสเฮอรปส
ซิมเพล็กซ 1 พบวามีคาความเขมขนที่มากที่สุดที่ไมกอใหเกิดความเปนพิษตอเซลล คือ 6.21 
mg/ml (Sakdarat et al., 2009)  

 แสดงใหเห็นวาความเปนพิษของยาหรือสารตอเซลลเพาะเล้ียงจะแตกตางกันไปตามชนิด
ของเซลลที่ใช โดยเคเอฟเซลลมีความไวตอยาอะซัยโคลเวีย และสารสกัดพญายอมากกวา
การศึกษาในรายงานที่ผานมา (Hammer et al., 1982; Hussein et al., 2007; Yoosook et al., 
1999; Sakdarat et al., 2009; Sutton and Boyd, 1993) โดยดูจากคา CC50 ที่ตํ่ากวา และเม่ือทํา
การเปรียบเทียบความเปนพิษของยาอะซัยโคลเวียกับสารสกัดพญายอตอเคเอฟเซลล จะเห็น
วาอะซัยโคลเวียมีความเปนพิษสูงกวาสารสกัดพญายอ อาจเกิดจากการที่ยาอะซัยโคลเวียเกิดการ
ทําลายเซลลไดอยางถาวร สงผลใหเกิดการตายของเซลลในที่สุด 
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สวนที่ 3 การทดสอบประสิทธภิาพในการตานเช้ือไวรัสของยาอะซัยโคลเวยีและสารสกดั
พญายอ 
ทําการทดสอบผลในการตานเชื้อไวรัสเคเอชวีของยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญายอ โดยทํา
การทดสอบผลของสารสกัดพญายอกอนการติดเชื้อเขาสูเซลลและหลังจากการติดเชื้อเขาสูเซลล
เนื่องจากมีรายงานวาสารสกัดพญายอมีประสิทธิภาพในการยังยั้งเชื้อไวรัสเฮอรปสในมนุษย โดย
สามารถฆาเช้ือไวรัสที่กอใหเกิดโรคอีสุกอีใสและงูสวัด (VZR) ทั้งภายในและภายนอกเซลล คือ
สามารถยับยั้งโดยการทําลายเช้ือไวรัสโดยตรง และโดยการยับยั้งการเพิ่มจํานวนของไวรัสภายใน
เซลลหลังจากที่มีการติดเชื้อแลว (กองวิจัยและพัฒนาสมุนไพร, 2533; Thawaranantha, 1992) 
สวนยาอะซัยโคลเวียทําการทดสอบประสิทธิภาพหลังจากที่เชื้อติดเขาสูเซลล เนื่องจากอะซัย
โคลเวียมีฤทธ์ิในการยับยั้งเช้ือไวรัส โดยจะออกฤทธิ์ไดตองอาศัยไธมิดีนคัยเนสของเช้ือไวรัส และ
เอนไซมในเซลลของโฮสต อะซัยโคลเวียจะมีความสามารถในการจับกับยีนไธมิดีนคัยเนสของเชื้อ
ไวรัสอยางเฉพาะเจาะจง เกิดการ phosphorylation กลายเปน acyclovir monophosphate 
(acyclo-GMP) ซึ่งจะไมพบข้ันตอนการเปลี่ยนแปลงเชนนี้ในเซลลที่ไมมีการติดเชื้อไวรัส จากนั้น 
acyclo-GMP จะเปล่ียนรูปไปเปน acyclovir triphosphate (acyclo-GTP) โดยเอนไซมที่อยู
ภายในเซลลโฮสต จากการทดลองของ Elion,G.B. (1982) พบวา acyclo-GTP จะคงอยูในเซลลที่
มีการติดเชื้อเฮอรปสไวรัสไดนานหลายชั่วโมงหลังจากที่มีการดูดเอายาออกจากเซลล (vero cell) 
โดยพบปริมาณของ acyclo-GTP ในเซลลที่มีการติดเชื้อมากกวาเซลลที่ไมมีการติดเชื้อไวรัส 40 - 
1000 เทา acyclo-GTP จะไปยับยั้งการสังเคราะห DNA polymerase ของเชื้อไวรัสเฮอรปส
มากกวาของเซลล โดยเช้ือจะสังเคราะห DNA polymerase โดยใช acyclo-GTP เปนสารต้ังตนใน
การรับเอา acyclo-GMP เขาสู DNA primer template ไดดีกวาเอนไซมที่อยูภายในเซลล ซึ่งการ
จับกันของ acyclo-GMP กับ DNA polymerase ของเชื้อไวรัสนี้จะทําใหการสรางสายพันธุกรรม
ยุติลง ไวรัสไมสามารถเพิ่มจํานวนตอไปไดอีก จากการศึกษาในครั้งนี้ทําการทดสอบประสิทธิภาพ
ของยาอะซัยโคลเวียที่ความเขมขน 10, 5, 1, 0.1 และ 0.01 μg/ml พบวายาอะซัยโคลเวียทุกความ
เขมขนที่ใชในการทดลองไมมีผลตอการยับยั้งเช้ือไวรัสเคเอชวี  ซึ่งพบการรายงานเชนเดียวกันนี้ใน
การใชตานเชื้อไวรัสเฮอรปสในแมว โดยใชยาอะซัยโคลเวียที่ความเขมขน 50, 10, 1, 0.2, 0.01 
และ 0.001 μg/ml ในเซลล Crandell-Reese Feline kidney พบวาไมสามารถที่จะยังยั้งเชื้อ 
Feline herpesvirus ได ซึ่งอาจเกิดจากข้ันตอนการเกิด phosphorylation ของอะซัยโคลเวียกับยีน
ไธมิดีนคัยเนสของเช้ือมีความบกพรอง (Hussein et al., 2007) ในขณะที่การศึกษาอ่ืนที่ผานมาที่
พบวาอะซัยโคลเวียมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการติดเช้ือไวรัสเฮอรปสในมนุษยและมีการใชกัน
อยางกวางขวาง ทั้งในการรักษาโรคเริมที่เกิดจากเชื้อไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซ ชนิดที่ 1 และ ไวรัส
เฮอรปสซิมเพล็กซ ชนิดที่ 2 (Rang et al., 1999) ที่เกิดข้ึนในคน ทั้งในรูปแบบของยากิน ยาปาย
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ตา ยาทาเฉพาะที่ และ ยาที่ใหเขาทางหลอดเลือด (คณะกรรมการแหงชาติดานยา, 2542) โดยการ
ทดสอบเปรียบเทียบระหวางเพนซัยโคลเวีย (pencyclovir) และ อะซัยโคลเวียตอเช้ือเฮอรปสซิม
เพล็กซ 1 ใน murine cells พบวาอะซัยโคลเวีย มีประสิทธิภาพสูงกวาเพนซัยโคลเวีย ถึง 4 เทา 
โดยมีคาความเขมขนที่สามารถยับยั้งเช้ือได 50% (50% Effective concentration; EC50) อยูที่ 
0.02 ± 0.07 และ 0.08 ± 0.13 μg/ml (Sutton and Boyd, 1993) สวนการศึกษาฤทธิ์ในการตาน
เช้ือเฮอรปสซิมเพล็กซชนิดที่ 1 ในเซลล T-lymphoblastoid (CEM) ต้ังแต 0.225 ถึง 22.5 mg/ml 
พบวาที่ 22.5 mg/ml มีประสิทธิภาพในการตานเชื้อไดดีที่สุด โดยมีคาดัชนีในการรักษามากถึง 
8000 เทา และจะมีฤทธ์ิในการตานเชื้อไดดียิ่งข้ึนเมื่อใชควบคูกับ alpha interferon ที่ความเขมขน 
10,000 U/ml. (Hammer et al., 1982) แสดงใหเห็นวาฤทธิ์ในการตานเช้ือเฮอรปสไวรัสของ
ยาอะซัยโคลเวียจะมีประสิทธิภาพมากหรือนอยข้ึนกับชนิดของเซลลที่ใชในการทดลอง โดย 
Brandi et al. (2001) พบวาการทดสอบประสิทธิภาพโดยใช macrophage ใหผลในการตานเชื้อ
ไวรัสที่ดีกวาการใชเซลลไฟโบรบลาสอยางชัดเจน ซึ่งนาจะเกิดจากอัตราการเกิด phosphorylation 
ของยาภายในเซลลที่แตกตางกัน ซึ่งมีความเปนไปไดวาเคเอฟเซลลมีอัตราการเกิดขบวนการ 
phosphorylation ของยาอะซัยโคลเวียภายในเซลลตํ่าทําใหผลการทดลองแสดงออกมาวา 
ยาอะซัยโคลเวียไมมีผลในการตานเช้ือเคเอชวีในเคเอฟเซลล อีกสาเหตุหนึ่งที่อาจเปนไปไดคือ 
จากการศึกษาที่ผานมาพบวาเชื้อเฮอรปสที่พบในปลา จะประกอบดวยเอนไซม 3 ชนิด ที่สําคัญตอ
กระบวนการสังเคราะหดีเอนเอของเช้ือ ไดแก ribonucleotide reductase, Thymidylate 
monophosphate kinase (Tmpk) และ ไธมิดีนคัยเนส แตจากการศึกษาของ IIouze et al. (2006) 
พบวาเชื้อเฮอรปสที่พบในปลาไนที่แสดงอาการปวยไมมีการแสดงออกของยีน CyHV-3 TK จึงเปน
เหตุผลหนึ่งที่ทําใหยาอะซัยโคลเวียไมสามารถที่จะยับยั้งเช้ือเคเอชวีได เชนเดียวกับการทดลองใช
ยาอะซัยโคลเวียหรือแกงซัยโคลเวีย (gancyclovir) ในการรักษาปลาที่แสดงอาการติดเช้ือไวรัส
เฮอรปส พบวาไมมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเช้ือไดเชนกัน (Lee et al., 1999)  
 การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดพญายอตอเช้ือเคเอชวี กอนที่จะมีการติดเชื้อเขาสู
เซลล โดยการใสสารสกัดกับเชื้อกอนเพาะลงเซลลที่ 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมง พบวาความเขมขนของ
สารสกัดที่สามารถยับยั้งเช้ือไดมากกวา 1 log 10 เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมคือ ที่ความเขมขน 
0.475 mg/ml ทั้งที่ 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมง และการทดสอบประสิทธิภาพหลังการติดเชื้อพบวาคา
ความเขมขนของสารสกัดที่สารยับยั้งเช้ือไดมากกวา 1 log 10 เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม คือ ที่
ความเขมขน 0.475 mg/ml เดียวกัน แสดงใหเห็นวาสารสกัดมีประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อเค
เอชวีไดโดยตรงและสามารถยังยั้งการเจริญของเชื้อไวรัสภายในเซลลได โดยการศึกษาถึง
สวนประกอบของใบพญายอพบวามีสารออกฤทธิ์สําคัญ 3 ชนิด ที่สามารถออกฤทธิ์ตานเชื้อไวรัส
เฮอรปสซิมเพล็กซชนิดที่ 1  กอนที่จะมีการติดเชื้อเขาสูเซลลได ซึ่งเปนสารประกอบจําพวกคลอโร
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ฟลเอ และ คลอโรฟลบี (Sakdarat et al., 2009) โดยพบวาสารประกอบทั้งสามชนิดจะไปทําให
เกิดความผิดปกติของ envelope หรือ glycoprotein ภายนอกซึ่งมีความสําคัญตอขบวนการติด
เชื้อเขาสูเซลล โดยถูกทําใหหมดฤทธิ์ไดโดยตรงเมื่อมีการบมเช้ือไวรัสรวมกับสารประกอบดังกลาว 
สอดคลองกับการศึกษาผลในการตานเชื้อไวรัสของ peppermint oil ที่พบวาจะขัดขวางขบวนการ
เขาสูเซลลของเชื้อไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซชนิดที่ 1 และ 2 ในเซลล RC-37 (Schuhmacher et al., 
2004)  Liu et al. (2004) ทําการศึกษาถึงผลของ Ganoderma Lucidum Proteoglycan (GLPG) 
ที่สกัดไดจาก    ไมซิเลีย (mycelia) ของเห็ดหลินจือ (Ganoderma lucidum) พบวามีผลในการ
ยับยั้งเช้ือไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซชนิดที่ 1 ทั้งกอนการติดเชื้อเขาสูเซลล และหลังการติดเชื้อเขาไป
ในเซลลแลว โดย GLPG จะไปขัดขวางขบวนการแบงตัวของไวรัสและรบกวนข้ันตอนการเขาสู
เซลลในชวงแรกของเช้ือ (Liu et al., 2004) ดังนั้นสารสกัดพญายออาจสงผลขัดขวางขบวนการ
แบงตัวของเชื้อไวรัส    เคเอชวีในเคเอฟเซลลเชนเดียวกัน โดยอาจเกิดจากการรวมกันของสารสกัด
กับ glycoprotein ของไวรัสที่มีความสําคัญในการซึมผานเขาสูเซลลโฮสต  (Sakdarat et al., 
2009) ทําใหเชื้อเสียสภาพไปไมสามารถติดเขาสูเซลลได ในขณะที่กลไกของอะซัยโคลเวีย จะไป
รบกวนการสราง viral DNA polymerase ภายในเซลลที่มีการติดเชื้อ แสดงใหเห็นวากลไกในการ
ยับยั้งเชื้อไวรัสของสารประกอบในสารสกัดพญายอ มีความแตกตางกับยาอะซัยโคลเวีย ซึ่งเปนยา
ที่มีความแพรหลายในการใชรักษาการติดเชื้อไวรัสเฮอรปสที่พบในมนุษย โดยมีความเปนไปไดที่
ยาอะซัยโคลเวียจะไมสามารถตานเชื้อไวรัสเคเอชวีได เนื่องจากยาอะซัยโคลเวียไมสามารถออก
ฤทธิ์เพราะยีนไธมิดีนคัยเนสของเช้ือมีความแตกตางจากไธมิดีนคัยเนสของเช้ือไวรัสเฮอรปสใน
สัตวเล้ียงลูกดวยนม (IIouze et al., 2006)  หรือเนื่องจากเคเอฟเซลลที่ใชทดสอบมีความไวตอ
ความเปนพิษของยาอะซัยโคลเวียสูงเกิน ความเขมขนของยาที่จะสามารถตานเชื้อไวรัสเคเอชวีได 

 

สวนที่ 4 การศึกษาความเปนพิษของยาอะซัยโคลเวยีและสารสกดัพญายอตอเคเอฟเซลล
ภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (Transmission electron microscope) 

เมื่อทําการเปรียบเทียบลักษณะของเคเอฟเซลลที่ปกติกับเซลลที่ไดรับยาอะซัยโคลเวียและสาร
สกัดพญายอในความเขมขนที่มีความเปนพิษตอเซลล พบวาเซลลที่ไดรับยาอะซัยโคลเวียจะเกิด
ความเสียหายในสวนของนิวเคลียสเปนสวนใหญ พบลักษณะของนิวเคลียสที่ถูกทําลาย นิวคลี
โอลัสที่ขยายขนาดใหญและมีความเขมมากข้ึน เยื่อหุมนิวเคลียสเกิดการฉีกขาด สงผลใหเซลล
แตกหรือถูกทําลายในที่สุด ในขณะที่เซลลที่ไดรับสารสกัดพญายอพบความผิดปกติชัดเจนภายใน
ไซโตพลาสซึม มากกวาภายในนิวเคลียส เมื่อดูที่กําลังขยายตํ่าพบชองวาง (vacuole) ภายใน     
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ไซโตพลาสซึมของเซลลปริมาณมาก ซึ่งเปนความผิดปกติของเซลลที่เกิดความเส่ือมข้ึน (cell 
degeneration) พยาธิสภาพที่บงบอกถึงความเสื่อมของเซลล ไดแก cellular swelling or cloudy 
swelling, hydropic, vacuolar, fatty, หรือ hyaline degeneration (Clarke, 1990) เม่ือศึกษาที่
กําลังขยายสูงพบการบวมของ RER และการหดตัวและเกิดการเส่ือมของไมโตคอนเดรีย โดยพยาธิ
สภาพที่พบจะมีความแตกตางกันตามความรุนแรงของความเสียหายของเซลล โดยมากการเส่ือม
ของเซลลอาจจะสามารถฟนสภาพกลับมาเปนเซลลที่ปกติได แตการเกิดความเส่ือมที่รุนแรงมักจะ
นําไปสูการตายของเซลล (cell death) ในที่สุด (Clarke, 1990) การเกิดชองวางภายในไซโต   
พลาสซึมเกิดไดจากหลายปจจัย ทั้งการติดเช้ือไวรัส สารพิษจากเชื้อแบคทีเรีย ยาและสารพิษตางๆ 
(Henics and Wheatley, 1999) เชน การศึกษาถึงพิษของธาตุเหล็กที่ปนเปอนมากับสมุนไพร
ขม้ินชัน พบวาทําใหเกิดการเสื่อมของเซลลตับ เกิดการหดตัวของนิวเคลียส เซลลบวม มีชองวาง 
(vacuole) ภายในไซโตพลาสซึมและเยื่อบุหลอดเลือด (Promchan, 2005) การศึกษาถึงลักษณะ
การเส่ือมตายของเซลลที่พบภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน เปรียบเทียบกันในเซลลชนิดตางๆที่
ไดรับสารที่กอใหเกิดพิษตอเซลล พบวาสามารถจําแนกขบวนการเกิดความเส่ือมตายออกไดเปน 3 
ชนิด ไดแก ชนิดแรก เร่ิมจากพบการหดตัวของนิวเคลียส ไซโตพลาสซึมติดสีเขมข้ึนและเกิดการ
แยกเปนช้ิน จากนั้นจะถูกเก็บกินจากเซลลรอบขาง ชนิดที่สอง เร่ิมจากการสะสมกันของไลโซโซม 
(lysosomal bodies) มากข้ึน ตามมาดวยการเปล่ียนแปลงของนิวเคลียส เกิดการแตก เซลลตาย 
แลวจะถูกเก็บกินโดยเซลลขางเคียง ชนิดที่สามพบการเส่ือมของเซลลที่แตกตางจากสองชนิดแรก 
โดยจะไมพบการสะสมของไลโซโซมและไมพบการถูกกลืนทําลายจากเซลลรอบขาง (Kacew, 
1990) 

 แสดงใหเห็นวาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญายอในความเขมขนที่กอใหเกิดพิษตอเซลล 
จะทําใหเกิดการเส่ือมและตายของเซลลที่แตกตางกัน โดยอะซัยโคลเวียจะสงผลใหเกิดความ
เสียหายในสวนของนิวเคลียสเปนหลักซ่ึงทําใหเกิดความเส่ือมของเซลลอยางถาวร สงผลใหเซลล
ตายในที่สุด ในขณะที่สารสกัดพญายอจะทําใหเกิดความเสียหายภายในไซโตพลาสซึมซึ่งเซลลที่
ไดรับความเสียหายนอยอาจซอมแซมตัวเองกลับมาไดเปนปกติอีกคร้ัง สอดคลองกับผลการ
ทดสอบความเปนพิษของยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญายอตอเคเอฟเซลล ที่พบวาอะซัย
โคลเวียมีความเปนพิษตอเคเอฟเซลลมากกวาสารสกัดพญายอ 
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สวนที่ 5 การศึกษาผลของยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญายอตอเชื้อไวรัสเคเอชวี
ภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (Transmission electron microscope) 

จากการเก็บตัวอยางเซลลในวันที่ 14 ของการทดลองมาทําการตรวจดูสภาพการ
เปล่ียนแปลงภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานที่กําลังขยายตํ่า (1,000–2,000 เทา)
พบวาเซลลโดยสวนใหญเกิดความผิดปกติ โดยบางเซลลจะเห็นลักษณะการถูกทําลายของ
นิวเคลียส นิวคลีโอลัสขยายใหญและติดสีเขม มีความผิดปกติของออแกเนลและพบชองวางในไซ
โตพลาสซึม เยื่อหุมเซลลแตกทําใหรูปรางของเซลลเปล่ียนไป โดยเซลลที่เกิดความผิดปกติของ
นิวเคลียสและนิวคลีโอลัสเปนเซลลที่จะพบวามีการติดเชื้อไวรัส โดยจะไมพบไวรัสในเซลลที่
นิวเคลียสยังดูปกติ (Miwa et al., 2007) เม่ือดูที่กําลังขยายสูงพบลักษณะของไมโตคอนเดรียที่มี
ลักษณะของเสนใยไมอิลิน (myelin figure) รวมตัวกันมากข้ึน เกิดการบวมของเอนโด           
พลาสมิกเรกติคูล่ัมชนิดหยาบ (RER) และพบวิริออนของไวรัส ความผิดปกติของไมโตคอนเดรีย
และ RER เกิดจากผลของเช้ือไวรัสที่สงผลใหเกิดความเส่ือมของเซลล (Henics and Wheatley, 
1999) จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการเกิด margination ของนิวเคลียรโครมาตินเปน
ลักษณะที่บงบอกวาเซลลมีการติดเช้ือเคเอชวี ซึ่งเปนลักษณะที่พบทางจุลพยาธิวิทยาของปลาที่
ติดเชื้อ โดยเซลลจะมี margination ของนิวเคลียรโครมาตินเชนกัน (Hedrick et al., 2000) 
ลักษณะการเกิด margination ของนิวเคลียรโครมาตินนี้ยังพบไดในนิวเคลียสของเซลลปลาทองที่
ติดเชื้อ  Cyprinid herpesvirus-2 (CyHV-2) อีกดวย(Hedrick et al., 2006) วิริออนที่พบจาก
การศึกษาในคร้ังนี้สวนใหญมีรูปรางกลม หรือ hexaglonal อยูภายในไซโตพลาสซึม ทั้งชนิดที่มี
แคพซิด (capsid) และชนิดที่มี envelope (enveloped capsid) โดยมีแกนกลาง (core) ติดสีเขม
เปนสวนใหญ  พบวิริออนที่อยูในระยะการเจริญเติบโตตางๆ สวนใหญในบริเวณไซโตพลาสซึม  
พบในนิวเคลียสไดบางแตเปนสวนนอย วิริออนระยะท่ีเปนแคพซิดพบมีหลายลักษณะทั้งแบบที่มี
ผนังช้ันเดียวภายในมีแกนติดสีเขม ชนิดที่มีผนังช้ันเดียวภายในประกอบดวยสารติดสีอิเล็กตรอน
จาง และแคพซิดที่ภายในวางเปลา แคพซิดที่พบมีขนาดประมาณ 100-120 นาโนเมตร พบแคพซิด
ที่กําลังสรางเปลือกหุม (envelope) และแคพซิดที่มีเปลือกหุมแลว (enveloped capsid) แตยัง
เจริญไมเต็มที่อยูภายในไซโตพลาสซึม และพบไวรัสที่โตเต็มที่พรอมที่จะกอโรคอยูภายนอกเซลลมี
ลักษณะเปนวงสองชั้นมีผิวดานอกขรุขระขนาดประมาณ 180-200 นาโนเมตร จากการศึกษาของ 
Miwa et al. (2007) ถึงลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานของเช้ือเคเอชวีใน
เซลล NGF-2 พบแคพซิดสวนมากอยูภายในนิวเคลียสของเซลล ขนาดเสนผานศูนยกลาง
ประมาณ 110 นาโนเมตร รูปรางกลม หรือ เปนหกเหล่ียม (hexagonal) รูปรางภายในแคพซิดมี
หลายลักษณะ โดยสามารถจําแนกไดเปน 3 แบบใหญๆ คือ ชนิดแรกพบลักษณะของทรงกลมอยู
ภายในแคพซิด เห็นเปนวงสองช้ันซอนกัน วงช้ันในสวนใหญประกอบดวย heterogeneous parts 
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หรือ particles เปนชนิดที่พบมากท่ีสุด ชนิดที่สองมีลักษณะของแกนกลางติดสีอิเล็กตรอนเขม 
(electron densed core) โดยมีรูปรางแตกตางกันไป ชนิดที่สาม แสดงลักษณะภายในวางเปลา 
อาจพบความหนาแนนของอิเล็กตรอนบางๆ สวนแคพซิดอ่ืนๆอาจพบสวนประกอบที่แตกตางกันไป 
เชน พบลักษณะของเยื่อหนาๆ (thick fibrous material) อยูภายในลักษณะแคพซิดที่พบวามี
รูปรางที่แตกตางกันหลายแบบนาจะเปนการพัฒนาของไวรัสในระยะตางๆ หรือ การพัฒนาการ
เปล่ียนแปลงรูปรางของแคพซิดในไวรัสเคเอชวี (Miwa et al., 2007) โดยพบลักษณะแคพซิด
หลายๆแบบที่คลายคลึงกันนี้ในการติดเชื้อ Pseudorabies Virus (PRV) (Granzow et al., 1997) 
และในเช้ือไวรัสเฮอรปสในสัตวเล้ียงลูกดวยนมชนิดอ่ืนๆ เชนกัน (Nii, 1992) สามารถจําแนกชนิด
แคพซิดของเช้ือไวรัสในสัตวเล้ียงลูกดวยนมออกไดเปน 3 ชนิด คือ A, B และ C ดวยวิธีการทาง
ชีววิทยาเคมี ในเซลลที่มีการติดเชื้อไวรัสเฮอรปส เชน เฮอรปสซิมเพล็กซ ไวรัส (Gibson and 
Roizman, 1972) ไซโตเมกกะโลไวรัส (Gibson, 1981; Yu et al., 2005) และ Equine 
herpesvirus type 1 (Perdue et al., 1975) โดยข้ันตอนการพัฒนาของเช้ือไวรัสเฮอรปสในสัตว
เล้ียงลูกดวยนมจะเร่ิมการสรางแคพซิดภายในนิวเคลียสของเซลลโฮสต จากนั้นจะแบงตัวเขาสู
พื้นที่ระหวางผนังนิวเคลียสชั้นนอกและชั้นใน (perinuclear space) เกิดการสรางenvelope ข้ันตน 
(primary envelope) จากผนังนิวเคลียสชั้นในแลวจะเคลื่อนตัวเขาสู   ไซโตพลาสซึม 
(Mettenleiter , 2002) จากการศึกษาคร้ังนี้พบแคพซิดภายในนิวเคลียสของเซลลเปนจํานวนนอย
มาก สวนใหญจะพบในสวนของไซโตพลาสซึม โดยความแตกตางจากการศึกษาอ่ืนที่พบอาจเกิด
จากการใชเซลลเพาะเล้ียงในการทดลองที่แตกตางกัน พบรายงานการศึกษาเช้ือไวรัสเคเอชวีใน
เซลลหลายๆชนิด คือ Common Carp Brain cell line (CCB)  ซึ่งเตรียมจากสมองของปลาไน 
(Dishon et al., 2007)เซลล NGF-2 และ NGF-3 จาก เซลลเยื่อบุ (epithelium) ของปลาแฟนซี
คารพ (Miwa et al., 2007) และ เซลล KF-1 ที่พัฒนาจากเนื้อเยื่อชั้นใตผิวหนัง (epidermis) จาก
ครีบของปลาแฟนซีคารพ (Hedrick et al., 2000) พบวาเซลล KF-1 เปนเซลลเพาะเล้ียงที่พบไวรัส
ภายในเซลลนอยกวาเซลลชนิดอ่ืน เมื่อทําการศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (Miwa et al., 
2007) ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดที่เคเอฟเซลลอาจจะมีความเหมาะสมนอยในการศึกษาเช้ือ
ไวรัสเคเอชวีภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน 

 ในการศึกษานี้พบแคพซิดที่กําลังเคลื่อนผานเยื่อหุมนิวเคลียสออกสูไซโตพลาสซึมนอย
มาก พบเพียงแคพซิดเปนวงกลมชั้นเดียวภายในมีแกนติดสีเขมบริเวณเยื่อหุมนิวเคลียส 
เชนเดียวกับในการศึกษาของ Miwa et al. (2007) โดยการ Budding ของแคพซิดบริเวณเยื่อหุม
นิวเคลียสช้ันใน และ enveloped capsid ในบริเวณเยื่อหุมนิวเคลียสช้ันในกับช้ันนอก 
(perinuclear space) จะมีโอกาสพบไดนอยเนื่องจากเปนกระบวนการที่มีการเกิดข้ึนอยางรวดเร็ว 
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(Gransow et al., 1997) โดยมีการศึกษาถึงข้ันตอนการเปล่ียนรูปรางและเคลื่อนที่ออกจาก
นิวเคลียสในการติดเชื้อไวรัสเฮอรปสบางชนิดในสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Gibson, 1996) พบวาจุดที่
เกิดการ budding ของไวรัสนั้นจะมีการสรางกลุมของสารที่ติดสีอิเล็กตรอนเขม (electron densed 
material) ข้ึนภายในบริเวณของเย้ือหุมนิวเคลียสช้ันในซ่ึงจะเปนสวนที่ติดอยูใต primary virion 
(Granzow et al., 2001) การที่ไมพบลักษณะดังกลาวจากการศึกษาในคร้ังนี้ อาจจะเกิดจาก
ข้ันตอนการเตรียมตัวอยาง หรือ จากลักษณะจําเพาะของเช้ือเคเอชวีที่จะไมพบข้ันตอนนี้ใน
ขบวนการเจริญของไวรัสภายในเซลล (Miwa et al., 2007)  

จากการศึกษาในคร้ังนี้ พบระยะการเจริญของไวรัสมากที่สุดภายในในไซโตพลาสซึม แคพ
ซิดที่พบสวนใหญจะเห็นเปนวงสองช้ัน มีจุดศูนยกลางเปนแกนติดสีอิเล็กตรอนจาง คลายกับแคพ
ซิดชนิดที่ 1 ในการทดลองของ Miwa et al. (2007) และนาจะเปรียบไดกับแคพซิดชนิดบี (B-type) 
ในการติดเช้ือไวรัสเฮอรปสของสัตวเล้ียงลูกดวยนม วงกลมชั้นในที่พบนาจะประกอบดวยแผนหรือ
แกนของโปรตีนบรรจุอยูภายใน (Gibson, 1996) ชนิดของแคพซิดที่พบรองลงมาคือ ชนิดที่มีแกน
ภายในติดสีอิเล็กตรอนเขม หรือเทียบไดกับแคพซิดชนิดที่ 2 ในการศึกษาเชื้อเฮอรปสของ Miwa et 
al. (2007) และเทียบไดกับชนิดซี (C-type) ของเชื้อไวรัสเฮอปสในสัตวเล้ียงลูกดวยนม ซึ่งคาดวา
จะมีดีเอ็นเอบรรจุอยูภายใน (Gibson, 1996) และพบแคพซิดที่ภายในมีลักษณะวางเปลา เทียบได
กับแคพซิดชนิดที่ 3 ในการทดลองของ Miwa et al. (2007) และแคพซิดชนิดเอ (A-type) ของเชื้อ
ไวรัสเฮอรปสในสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Gibson, 1996; Granzow et al., 1997; Yu et al., 2005) 
โดยแคพซิดชนิด A นาจะเปนผลผลิตที่ไมสมบูรณและมีความบกพรอง (Shao et al., 1993; Yu et 
al., 2005) จากลักษณะแคพซิดที่พบในการติดเชื้อเคเอชวีซึ่งมีความคลายคลึงกับลักษณะที่พบใน
เฮอรปสไวรัสในสัตวเล้ียงลูกดวยนม อาจบงช้ีวาไวรัสมีขบวนการสรางดวยกลไกที่คลายกัน ในเช้ือ
ไวรัสเฮอรปสของสัตวเล้ียงลูกดวยนม แคพซิดที่พัฒนาเต็มที่จะเคล่ือนเขาสูไซโตพลาสซึม โดยการ
รวมตัวกันของชั้นไขมันที่เปนเปลือกของไวรัส (primary envelope) กับเยื่อหุมนิวเคลียสช้ันนอก 
แลวปลอยแคพซิดเปลือยเขาสูสวนไซโตพลาสซึม แคพซิดจะเกิดการสรางเปลือกหุมที่สอง 
(secondary envelope) อยางสมบูรณ โดยการแบงตัวเขาสู cytoplasmic vesicle จากนั้น 
vesicle จะมาเชื่อมกับเยื่อหุมเซลล โดยไวรัสที่โตเต็มที่พรอมที่จะกอโรคตอได ก็จะถูกปลอยออก
นอกเซลล (Mettenleiter, 2002)  จากการศึกษาเชื้อไวรัสเคเอชวีในครั้งนี้พบการเคลื่อนของแคพ
ซิดเขาสูบริเวณไซโตพลาสซึม โดยการ budding ของ แคพซิดเขาสู perinuclear space หรือ เขาสู 
cytoplasmic vesicle แตพบไดนอยเชนเดียวกับการศึกษาของ Miwa et al. (2007) ที่สังเกตพบ
แคพซิดที่กําลังจะทะลุผานเยื่อหุมนิวเคลียสชั้นในออกมาและพบ enveloped capsid ภายในพื้นที่
ระหวางเยื่อหุมนิวเคลียสชั้นในกับช้ันนอก ไดนอยกวาการศึกษาในสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Granzow 
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et al., 2001) อาจเนื่องจากข้ันตอนนี้มีกระบวนการเกิดที่รวดเร็วเชนเดียวกับการเคล่ือนออกจาก
นิวเคลียส (Miwa et al., 2007) การ budding ของแคพซิดภายในนิวเคลียสออกสู perinuclear 
space นั้นเปนลักษณะจําเพาะหนึ่งในการติดเชื้อไวรัสเฮอรปส สมมติฐานหนึ่ง กลาววา วิริออนที่
เคล่ือนผานจากบริเวณเยื่อหุมนิวเคลียสออกสูไซโตพลาสซึมจะไมมีการเปล่ียนแปลงรูปราง 
(Darlington and Moss, 1968; Johnson and Spear, 1982; Campadelli-Fiume et al., 1991) 
แตจากการศึกษาในภายหลังพบวาสมมติฐานนี้ไมถูกตอง โดยการศึกษาที่เปนที่ยอมรับพบวา จะมี
การเชื่อมกันของ primary envelope กับเยื่อหุมนิวเคลียสชั้นนอกของเซลลกอน แลวจึงปลอย  
แคพซิดเปลือยเขาสูไซโตพลาสซึม เกิดการสราง envelope ใหมอีกคร้ัง โดยการ budding เขาสู 
cytoplasmic vesicle และเกิดขบวนการสรางสารเคลือบผิวดานนอก กอนที่จะกลายเปนไวรัสที่โต
เต็มที่พรอมที่จะติดเชื้อสูเซลลอ่ืนๆตอไป (Mettenleiter, 2002) จากการศึกษาผลของสารสกัด
พญายอในการตานเชื้อไวรัสเคเอชวีพบวา แคพซิดที่กําลัง budding เขาสู perinuclear space มี
ลักษณะรูปรางที่ผิดปกติ และติดสีเขม อีกทั้งพบ enveloped capsid ที่เกิดการโปงพองของ 
envelope และ envelope  capsid ที่มีการสรางเสนใยไมอิลินภายใน แสดงถึงความเสื่อม ทําให
ไมสามารถเจริญเปนไวรัสตอไปไดอยางสมบูรณ แสดงใหเห็นวาสารสกัดพญายอสงผลทําใหเกิด
ความผิดปกติในกลไลการพัฒนาของเชื้อหลังจากติดเชื้อเขาสูเซลลแลว โดยรบกวนขบวนการ
เจริญของไวรัสภายในเซลลไดในหลายข้ันตอนของการพัฒนา แสดงใหเห็นวาสารสกัดไมเพียงแต
จะสามารถทําลายเชื้อไดโดยตรงแลว (Sakdarat et al., 2009) แตสามารถที่จะทําใหเช้ือที่กําลัง
เจริญเติบโตภายในเซลลเกิดการเสียสภาพไมสามารถที่จะพัฒนาเปนเชื้อไวรัสที่สมบูรณตอไปได 
แตอยางไรก็ดีจากการทดลองสามารถพบไวรัสที่สมบูรณ (mature virion) อยูภายนอกเซลลและ
บริเวณเยื่อหุมเซลลที่เสียหาย มีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 170-200 นาโนเมตร มีเปลือก
หุมสองชั้นและดานนอกขรุขระ แคพซิดภายในจะมีสารติดสีอิเล็กตรอนบรรจุอยูเต็ม ในขณะที่ 
แคพซิดที่กําลังเจริญ (enveloped capsid) จะมีชองวางรอบแกนกลาง นอกจากนี้ผิวช้ันนอกของ
แคพซิดที่มีการเจริญในไซโตพลาสซึมและไวรัสที่โตเต็มที่จะหนาและมีแกนกลางที่ติดสีอิเล็กตรอน
เขมมากกวาแคพซิดที่อยูในพื้นที่ระหวางเยื่อหุมนิวเคลียส  (Miwa et al., 2007)     
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5.2 บทสรุป และขอเสนอแนะ 

จากการศึกษานี้แสดงใหเห็นวา ยาอะซัยโคลเวียในความเขมขนที่มากที่สุดที่ไมกอใหเกิดพิษตอ
เซลล คือ 10 μg/ml ไมมีประสิทธิภาพในการนํามาใชในการตานเชื้อไวรัสเคเอชวีในเซลลปลา
คารพ ในขณะที่สารสกัดพญายอในความเขมขน 0.475 mg/ml มีประสิทธิภาพในการตานเชื้อ
ไวรัสทั้งกอนและหลังจากที่มีการติดเชื้อเขาสูเซลล ซึ่งอาจเกิดจากยาอะซัยโคลเวียที่ใชในการ
ทดลองมีความเขมขนที่กอใหเกิดพิษตอเซลลตํ่ากวาความเขมขนที่ยาจะมีประสิทธิภาพในการตาน
เช้ือไวรัส สงผลใหไมสามารถออกฤทธิ์ตานเช้ือไวรัสเคเอชวีในเคเอฟเซลลได หรือเกิดเนื่องจาก
กลไกการจับกันของยาอะซัยโคลเวียกับไธมิดีนคัยเนสของไวรัสอาจมีความแตกตางกันกับกลไกใน
สัตวเล้ียงลูกดวยนม (Hussein et al., 2007; Ilouze et al., 2006) อีกทั้งมีความเปนไปไดที่อัตรา
การเกิด phosphorylation ภายในเซลลเคเอฟซีตํ่ากวาเซลลที่มีรายงานการทดสอบฤทธ์ิของ
ยาอะซัยโคลเวียในการตานเชื้อไวรัสเฮอรปสในมนุษย (Brandi et al., 2001; Sutton and Boyd, 
1993; Hammer et al., 1982) ยาจึงไมสามารถออกฤทธิ์ในการตานเชื้อไวรัสเคเอชวีในเคเอฟเซลล
ได ในขณะที่สารสกัดพญายอมีประสิทธิภาพและมีคุณสมบัติในการตานเชื้อไวรัสเคเอชวีในเคเอฟ
เซลล โดยจากการศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน พบวาสารสกัดพญายอจะออกฤทธ์ิ
ทําลายเชื้อไวรัสโดยตรงและรบกวนขบวนการแบงตัวของไวรัส ทําใหวิริออนมีรูปรางผิดปกติไปจน
ไมสามารถเกิดการแบงตัวภายในเซลล และไมมีประสิทธิภาพในการติดเชื้อเขาสูเซลลตอไปได แต
เนื่องจากการศึกษาในคร้ังนี้พบวาความเขมขนตํ่าที่สุดของสารสกัดพญายอที่ทําใหเกิดความเปน
พิษตอเซลล คือ ที่ 4.75 mg/ml กับความเขมขนที่มีประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อไวรัส คือ 0.475 
mg/ml นั้นมีความแตกตางกันนอย แสดงใหเห็นวาสารสกัดมีความปลอดภัยในการใช (safety 
margin) คอนขางตํ่า ควรที่จะตองมีการศึกษาตอไปโดยทําการทดลองในเซลลเพาะเล้ียงหลาย
ชนิดมากข้ึน เพื่อศึกษาแนวโนมของคาความปลอดภัยในการใชรักษา (therapeutic index) 
เพื่อที่จะไดมีความปลอดภัยอยางสูงสุดเมื่อนําไปทดลองใชในตัวปลา นอกจากนี้ควรมีการทดลอง
ในปลาเพื่อศึกษาถึงผลของยาในสัตวทดลอง และเพื่อที่จะหาขนาดของยาที่มีประสิทธิภาพในการ
รักษาจริง รวมทั้งนําไปพัฒนาใหอยูในรูปแบบที่เหมาะกับการใชงานในทางสัตวน้ํา โดยนอกจาก
สารสกัดพญายอจะเปนสารที่มีประสิทธิภาพในการตานเช้ือไวรัสเคเอชวีในปลาแลว ยังมีความ
เปนไปไดในการนํามาใชเพื่อทําลายหรือลดปริมาณเชื้อไวรัสในสภาพแวดลอม เนื่องจากสารสกัด
พญายอสามารถที่จะลดปริมาณของเช้ือลงไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ หลังจากเชื้อไดสัมผัสกับ
ยาเปนเวลานานต้ังแต 1 – 4 ชั่วโมง กอนการติดเชื้อเขาสูเซลล เปนการชวยลดปริมาณเชื้อในน้ํา
หรือในตะกอนดินตางๆ ลดโอกาสในการติดเชื้อหรือการกอใหเกิดโรคในปลาลง ชวยเพิ่มอัตราการ
รอดชีวิตพรอมไปกับทําการรักษาการติดเช้ือแทรกซอนอ่ืนๆ รวมกับการเพิ่มอุณหภูมิของ
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ส่ิงแวดลอม นอกจากนี้การที่สารสกัดพญายอมีฤทธิ์ลดการอักเสบและสามารถลดความเจ็บปวด
ได (Chuakul, 1986; Thamaree et al., 1998; Thamaree et al., 2001) จะเปนประโยชนในการ
เสริมประสิทธิภาพในการรักษาปลาคารพที่มีการติดเช้ือและแสดงอาการซึ่งสวนใหญมักพบการติด
เชื้อแบคทีเรียแทรกซอน ทําใหปลาออนแอและเสียชีวิตอยางรวดเร็วข้ึน ดังนั้นการใชสารสกัดพญา
ยอมีประโยชนในการนํามาใชรักษาหรือบรรเทาการติดเช้ือเคเอชวีในปลาคารพไดโดยพัฒนา
รูปแบบการใชใหเหมาะสมตอไปในอนาคต 
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ภาคผนวก ก. ประกาศกรมประมง เร่ืองการงดอนุญาตใหนาํเขาปลาตระกูลคารพ ป พ.ศ.2546 
 
 

 

     ประกาศกรมประมง 

                    เรื่อง  การงดอนุญาตใหนําเขาปลาตระกูลคารฟ (Carp fish)   

                                          ............................................. 

ตามที่ไดมีรายงานขาวการแพรระบาดของโรค Herpesvirus  ในปลาตระกูลคารฟ 
ที่ประเทศญ่ีปุน พบวาการระบาดมีความรุนแรง และขยายพ้ืนที่ไปเปนบริเวณกวาง ต้ังแต
กลางเดือนตุลาคม 2546 เปนตนมา สรางความเสียหายใหบอเล้ียงปลาตระกูลคารฟ (Carp fish) 
อยางหนัก ซึ่งอาจแพรกระจายไปยังประเทศใกลเคียง และยังไมสามารถควบคุมการระบาดของ
โรคได 

เพื่อปองกันมิใหเกิดการแพรระบาดของโรคดังกลาวจากการนําเขา กรมประมงจึงของด
การออกหนังสืออนุญาตใหนําเขาปลาตระกูลคารฟ (Carp fish) ไวเปนการชั่วคราวจนกวาจะมี
คําส่ังเปลี่ยนแปลง 
  สําหรับผูที่ไดรับอนุญาตใหนําเขาปลาดังกลาวแลว กอนประกาศกรมประมง 
ฉบับนี้จะมีผลบังคับใช  ขอใหกักกันพื้นที่ปลาที่นําเขาไวเปนเวลา 15 วัน และสุมตัวอยางปลา
ตระกูลคารฟ (Carp fish) ที่นําเขามาตรวจที่สถาบันวิจัยสุขภาพสัตวน้ําจืด สํานักวิจัยและพัฒนา
ประมงน้ําจืด หากมีขอสงสัยสอบถามรายละเอียดเพิ่มเติมไดที่หมายเลขโทรศัพท 0 2579 4122 
หรือ 0 2579 6803 หรือ 0 2561 4689  ในวันและเวลาราชการโดยดวน 
 
  จึงประกาศมาเพื่อทราบโดยทั่วกนั 
 

 ประกาศ  ณ วนัที ่  18     พฤศจิกายน พ.ศ. 2546 
 
สิทธิ บุญยรัตผลิน 

   (นายสิทธ ิบญุยรัตผลิน) 
  อธิบดีกรมประมง 
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ภาคผนวก ข. ประกาศกรมประมง เร่ืองการอนุญาตใหนําปลาตระกูลคารพเขามาในราชอาณาจักร
ภายใตระบบการกักกนัโรค ป พ.ศ. 2547 

 

    ประกาศกรมประมง 

เรื่อง   การอนุญาตใหนาํปลาตระกูลคารพเขามาในราชอาณาจกัร 

ภายใตระบบการกกักันโรค 

     
 

  ตามที่ไดมีประกาศกรมประมง   เร่ือง   การงดอนุญาตใหนําเขาปลาตระกูลคารพ   
(Carp  fish) ลงวันที่ 18  พฤศจิกายน พ.ศ. 2546  ใหงดการออกหนังสืออนุญาตใหนําเขาปลา
ตระกูลคารพ  (Carp  fish) ไวเปนการช่ัวคราว  เนื่องจากมีการแพรระบาดของโรคบางชนิดนั้น  
   

เนื่องจากประเทศที่เคยมีการเกิดโรคเคเอชวี (KHV diseaseหรือ Koi  
herpesvirus disease)ในปลาคารพ  ไดพัฒนาระบบการควบคุมและการตรวจรับรองการปลอด
โรคดังกลาวแลว   เห็นควรใหมีการออกหนังสืออนุญาตใหนําปลาตระกูลคารพเขามาใน
ราชอาณาจักรได  แตตองดําเนินการภายใตระบบการกักกันโรค  เพื่อความปลอดภัยและปองกันมิ
ใหมีการนําโรคเขามาระบาดในประเทศไทย  กรมประมงจึงออกประกาศดังนี้   

ขอ  1 ใหยกเลิกประกาศกรมประมง  เร่ือง   การงดอนุญาตใหนําเขาปลาตระกูล
คารพ  (Carp  fish)  ลงวันที่ 18  พฤศจิกายน  พ.ศ. 2546    

ขอ  2  กรมประมงจะพิจารณาออกหนังสืออนุญาตใหนําปลาตระกูลคารพ (Carp  
fish) เขามาในราชอาณาจักรเพื่อการเพาะเล้ียงไดภายใตระบบการกักกันโรค  โดยผูประสงคจะขอ
หนังสืออนุญาตดังกลาวตองปฏิบัติตามเงื่อนไขที่กําหนดไวทายประกาศนี้    

 
 

จึงประกาศมาเพื่อทราบโดยทั่วกัน     
 
 

              ประกาศ   ณ   วันที ่   30   กันยายน  พ.ศ.  2547 
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ภาคผนวก ค. แสดงสูตรอาหารสําหรับเล้ียงเคเอฟเซลลและสําหรับใชในการทดลอง 
 

1. สูตรอาหารสําหรับเล้ียงเคเอฟเซลล DMEM-L-15-10% ประกอบดวย 
 60% DMEM (Duobecco’s modified Eagle medium; Gibco® 12100-046) 
 30% Leibovitz (L-15) (Gibco® 41300-039) 
 10% FBS (Fetal Bovine Serum) 
 1% HEPES (pH 7.3) 
 1% 10000U/ml Penicillin-10000ug/ml Streptomycin (Gibco® 15140-122, 100-fold 
stock) 
 2 mM Glutamine (Gibco®25030-149, 200 mM glutamine) 
 
2. สูตรอาหารสําหรับเล้ียงเคเอฟเซลลเพื่อใชในการทดลอง L-15-4% ประกอบดวย 
 93% Leibovitz (L-15) (Gibco® 41300-039) 
 4% FBS (Fetal Bovine Serum) 
 2% 1MHEPES (pH 7.3) 
 1% 10000U/ml Penicillin-10000ug/ml Streptomycin (Gibco® 15140-122, 100-fold 
        stock) 

 
3. สูตรอาหารสําหรับเล้ียงเช้ือไวรัสเคเอชวีเพื่อใชในการทดลอง L-15-2% ประกอบดวย 
 95% Leibovitz (L-15) (Gibco® 41300-039) 
 2% FBS (Fetal Bovine Serum) 
 2% HEPES (pH 7.3) 
 1% 10000U/ml Penicillin-10000ug/ml Streptomycin (Gibco® 15140-122, 100-fold  
        stock) 
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ภาคผนวก ง. แสดงใบรับรองคุณภาพของสารสกัดพญายอ หรือ เสลดพังพอน จากมูลนิธิ
โรงพยาบาลเจาพระยาอภัยภูเบศร 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นางสาวฐนิดา เหตระกูล เกิดเมื่อวันศุกรที่ 19 กันยายน พ.ศ. 2523 จบการศึกษา
ระดับประถมจากโรงเรียนเซนตโยเซฟคอนแวนต พ.ศ. 2535 จบการศึกษาระดับมัธยมตนจาก
โรงเรียนสาธิต ศรีนครินทรวิโรฒ ปทุมวัน พ.ศ. 2538 จบการศึกษาระดับมัธยมปลายจากโรงเรียน
เตรียมอุดมศึกษา พญาไท พ.ศ. 2541 จบการศึกษาในระดับปริญญาตรีจากคณะสัตว
แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย พ.ศ. 2548 หลังจากจบการศึกษาไดเขาทํางานเปนสัตว
แพทยประจํา ณ ศูนยวิจัยโรคสัตวน้ํา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และเพื่อ
เปนการเพิ่มพูนความรูทางดานสัตวน้ํา จึงไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญาโท สาขาวิชา
อายุรศาสตรสัตวแพทยเมื่อป พ.ศ. 2549 
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