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บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 โรค Koi herpesvirus (เคเอชวี) เปนโรคระบาดในปลาตระกูลคารพ (Cyprinus sp.) ที่
กอใหเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจในอุตสาหกรรมการเพาะเล้ียง ทั้งที่เปนปลาสวยงามและ
ปลาเพื่อการบริโภค พบอุบัติการณของโรคเกิดข้ึนคร้ังแรกในป 1998 ที่ประเทศอิสราเอล (Hedrick 
et al, 2000) จากนั้นพบการระบาดท่ีประเทศสหรัฐอเมริกา ประเทศในทวีปยุโรปและทวีปเอเชีย 
รวมทั้งในประเทศไทย (นันทริกา ชันซ่ือ และจิรศักด์ิ ต้ังตรงไพโรจน, 2548; Pikulkaew et al., 
2005) ซึ่งมีการนําเขาปลาคารพมาจากประเทศญ่ีปุนเปนหลัก การระบาดของโรคเคเอชวีนี้สงผล
ใหปลาแสดงอาการปวยและตายเปนจํานวนมากกอใหเกิดความสูญเสียอยางมหาศาล จากการ
รายงานที่ผานมาพบวามีการเกิดโรคในปลาแฟนซีคารพทั้งในกลุมผูเลี้ยงตามบาน และในฟารม
เพาะเล้ียงทั่วทุกภาคของประเทศไทย (นันทริกา ชันซ่ือ และคณะ, 2550) และจากขอมูลใบประวัติ
สัตวปวยที่เขามารักษา ณ ศูนยวิจัยโรคสัตวน้ํา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
พบวามีการตรวจพบเชื้อเคเอชวีคร้ังแรกในป พ.ศ. 2548 จากการเก็บตัวอยางของปลาแฟนซีคารพ
ที่แสดงอาการปวย มาตรวจดวยวิธีเนสเต็ดพีซีอาร (nested PCR; IQ2000TM KHV Detection 

System, Farming IntelliGene Tech.Corp.) โดยต้ังแตป 2548 จนถึงปจจุบันพบมีตัวอยางปลา
คารพที่ตรวจพบวาติดเชื้อเคเอชวีทั้งที่ปวยและตาย มากถึง 75% จากจํานวนตัวอยางปลาคารพที่
ทําการตรวจทั้งหมด โดยเฉพาะในชวงเดือนพฤศจิกายนถึงเดือนกุมภาพันธที่อากาศคอนขางเย็น 
พบวาปลาจะมีอัตราการปวยและตายเพ่ิมสูงข้ึนและมีกระบวนการเกิดของโรคขึ้นอยางรวดเร็ว 
ปลาที่ไดรับเช้ือเคเอชวีจะออนแอ มักพบการเกิดเนื้อตายที่เหงือก รวมกับอาการแสดงจากการติด
เชื้อแบคทีเรียแทรกซอน การรักษาโดยสวนใหญจะทําการรักษาตามอาการแสดงของปลา โดยยัง
ไมมีการทดลองนํายาตานไวรัสมาใชในการรักษา ในขณะที่การรักษาโรคติดเช้ือไวรัสเฮอรปสซิม
เพล็กซชนิดที่ 1 และ 2 (Herpes simplex virus type1; HSV-1 และ Herpes simplex virus type 
2; HSV-2)  ในมนุษย มีรายงานการใชยาและสมุนไพรหลายชนิดในการรักษา มีการศึกษาและ
พัฒนาประสิทธิภาพของยาและสมุนไพรตอเช้ือไวรัส ทั้งการทดลองในเซลลเพาะเล้ียง ใน
สัตวทดลอง และนํามาใชในการรักษาสัตวปวย โดยยาตานไวรัสที่นิยมใช คือ อะซัยโคลเวีย
(acyclovir) มีกลไกการออกฤทธิ์โดยตรงกับยีนไธมิดีนคัยเนส (thymidine kinase; TK) ของเชื้อ
ไวรัสในตระกูลเฮอรปส ทําใหเช้ือไมสามารถที่จะแบงตัวเพิ่มจํานวนตอไปได (Snoeck, 2000) 
ปจจุบันมีงานวิจัยเกี่ยวกับสมุนไพรเพิ่มมากข้ึนและเร่ิมมีการนําสารสกัดสมุนไพรเหลานี้ มาใชแทน
ยาแผนปจจุบัน เนื่องจากมีความเปนพิษและผลขางเคียงนอยกวา อีกทั้งหาไดงายและมีราคาถูก 
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สมุนไพรที่มีรายงานการนํามาใช ไดแก 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) วานหางจระเข (Aloe vera L. Burm. f.) (นันทวัน บุณยะประภัศร, 2547) ชะเอม (Derris 
reticulata Craib.) (สุมิตา วิเศษสุทธิชัย และคณะ, 2548) สนแผง (Chamaecyparis obtusa) 
(Kuo et al., 2006) และหญาใตใบ (Phyllanthus urinaria L.) (Yang et al., 2007) เปนตน โดยที่
พญายอซึ่งเปนพืชสมุนไพรพื้นบานที่มีการนํามาใชในการทารักษาโรคผิวหนัง สามารถหาไดงายใน
ประเทศไทย มีราคาถูก และมีผลผลิตตลอดป อีกทั้งยังจัดเปนสมุนไพรเด่ียวในบัญชียาหลัก
แหงชาติป 2542 (คณะกรรมการแหงชาติดานยา, 2543) ที่มีรายงานทางวิทยาศาสตรถึง
ประสิทธิภาพของสารสกัดพญายอตอเช้ือไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซชนิดที่ 1 และ 2 ซึ่งพบวาสารสกัด
แอลกอฮอลจากใบ มีประสิทธิภาพในการตานไวรัสไดดี และมีการนํามาใชในการรักษาโรคเฮอรปส
ซิมเพล็กซชนิดที่ 1 และ 2 หรือที่เรียกวาโรคเริมและใชรักษาโรคงูสวัดในคน (Yoosook et al., 
1999; Yoosook et al., 2000)  

ดังนั้นการนํายาหรือสารที่มีฤทธ์ิตานไวรัสมาใชกับโรคไวรัสเคเอชวี นาจะมีประโยชนและ
ชวยลดอัตราการตายของปลาลงได โดยเฉพาะในกลุมผูเล้ียงปลาแฟนซีคารพ ซึ่งเปนปลาที่มีผูให
ความนิยมมากในประเทศไทย เพราะเปนสัตวที่มีคุณคาทางจิตใจตอผูเล้ียง อีกทั้งยังมีคุณคาทาง
เศรษฐกิจจากการสงออกปลาไปสูตลาดโลกอีกดวย การศึกษาในคร้ังนี้เปนการศึกษาเบ้ืองตน
เกี่ยวกับผลของยาและสารสกัดจากสมุนไพรตอเช้ือเคเอชวีในเซลลเพาะเล้ียง เพื่อประโยชนในการ
เปนขอมูลเบ้ืองตนและเปนแนวทางในการนําสารตานไวรัสมาปรับใชในการรักษาโรคนี้ในปลา
ตระกูลคารพตอไปในอนาคต 
 
1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย 

1. เพื่อทําการศึกษาผลของยาอะซัยโคลเวียกับผลของสารสกัดพญายอตอเชื้อไวรัสเคเอชวี
ในเคเอฟเซลล (Koi Fin Cell; KFC) 

2. เพื่อทําการหาระดับความเขมขนของยาอะซัยโคลเวีย และสารสกัดพญายอที่ใหผลดีที่สุดใน
การตานเชื้อไวรัสเคเอชวี โดยไมทําใหเกิดผลเสียตอเคเอฟเซลล 

3. เพื่อศึกษาผลกระทบของยาอะซัยโคลเวีย และสารสกัดพญายอตอเคเอฟเซลลผลตอเคเอฟ
เซลลที่ไดรับเชื้อไวรัสเคเอชวี และผลตอเช้ือเคเอชวี โดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิด
สองผาน (Transmission Electron Microscope; TEM) 
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4. เพื่อศึกษาลักษณะของเช้ือเคเอชวีในความเขมขนที่ทําใหเคเอฟเซลลเกิดการเสื่อม 
(cytopathic effect; CPE) อยางสมบูรณ โดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองผาน 

 
1.3 สมมติฐานในการวิจัย 
 ยาอะซัยโคลเวีย และ สารสกัดพญายอ มีฤทธ์ิในการตานเชื้อไวรัสเฮอรปสในปลาคารพ 
(เคเอชวี) ไดโดยไมกอใหเกิดความเปนพิษตอเคเอฟเซลล โดยมีการออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อไวรัสทั้งกอน
และหลังจากที่มีการติดเขาสูเซลล 
 
1.4 ขอบเขตและขอจํากัดของงานวิจัย 
 ทําการศึกษาผลการตานเชื้อไวรัสเคเอชวีของยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพยายอ ในเค
เอฟเซลลเพื่อหาความเขมขนที่ไมเปนพิษตอเซลลและมีประสิทธิภาพในการตานเช้ือ อีกทั้ง
ทําการศึกษากลไกการยับยั้งไวรัสภายในเซลลของยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญายอภายใต
กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองผาน 
 
1.5 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
1. ทราบถึงโอกาสและแนวทางในการรักษาโรคเคเอชวี โดยการใชยาอะซัยโคลเวียหรือสารสกัด

พญายอที่ออกฤทธิ์ตอเชื้อไวรัสไดโดยตรง เพื่อที่จะลดความสูญเสีย และ เพิ่มโอกาสในการ
รอดชีวิตของปลาที่ติดเช้ือ  

2. ทราบกลไกการทําลายเชื้อไวรัสเคเอชวีวาเกิดการทําลายกอนเขาเซลลหรือยับยั้งการแบงตัว
ภายหลังติดเขาสูเซลลแลว เพื่อเปนหลักในการฆาเชื้อไวรัสที่อยูในน้ําหรือในส่ิงแวดลอม เพื่อ
ลดโอกาสในการติดเช้ือและการแพรกระจายเช้ือลง 

3. ไดขอมูลพื้นฐานในการพัฒนารูปแบบของยาเพื่อใชในการรักษาปลา  ขนาดยาที่เหมาะสม 
และการออกแบบการทดลองในตัวปลาโดยตรง 

4. ทราบขอมูลเบ้ืองตนสําหรับการศึกษาเกี่ยวกับสารที่มีฤทธิ์ตานเชื้อไวรัสอ่ืนๆตอไป  
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

 
1. ประวัติและความสําคัญของโรคติดเชื้อเคเอชวี 
เคเอชวีเปนโรคไวรัสอุบัติใหม ที่กอใหเกิดอัตราการตายสูงมากในปลาตระกูลคารพ โดยเฉพาะปลา
แฟนซีคารพ (Cyprinus carpio koi) และ ปลาไน (Cyprinus carpio L.) ทั้งในประเทศอิสราเอล 
สหรัฐอเมริกา ประเทศในทวีปเอเชียและยุโรป โดยสามารถแยกเช้ือที่เปนสาเหตุของโรคไดคร้ังแรก
ในป 1999 (Hedrick et al., 2000) และไดใหชื่อวา Koi herpesvirus (KHV) จากลักษณะของ     
นิวคลีโอแคพซิด (nucleocapsid) และการติดสีเนกกาทีฟของเชื้อไวรัส (virion) เม่ือมีการศึกษาตอ
มาถึงลําดับยีนของเช้ือเปรียบเทียบกับเช้ือไวรัสเฮอรปสในสัตวมีกระดูกสันหลังชั้นตํ่าชนิดอ่ืน 
พบวา เคเอชวีมีความใกลเคียงกับเช้ือ Cyprinid Herpesvirus 1 (CyHV-1) และ Cyprinid 
Herpesvirus 2 (CyHV-2) และมีการใหชื่อเช้ือตัวนี้ใหมวา Cyprinid Herpesvirus 3 (CyHV-3) 
(Waltzek et al., 2005) ในขณะที่นักวิจัยบางกลุมไดใหขอโตแยงในการจัดใหเช้ืออยูในกลุมของ
ไวรัสเฮอรปส เนื่องจากมีขนาดของจีโนมที่ใหญกวา คือประมาณ 295 kb ในขณะที่เช้ืออ่ืนที่พบใน
ตระกูลเฮอรปสจะมีขนาดของจีโนมอยูที่ประมาณ 125 ถึง 240 kb (Pikarsky et al., 2004; 
Hutoran et al., 2005; Ilouze et al., 2006) และใหชื่อวา Carp interstitial Nephritis and Gill 
necrosis Virus (CNGV)   ตามลักษณะของอาการที่พบแทน เม่ือทําการวิเคราะหลําดับจีโนมของ
เช้ือเคเอชวีดวยวิธีทาง Phylogenetic จึงมีการจัดเชื้อเคเอชวีเขาในแฟมิล่ีใหมที่ชื่อวา 
Alloherpesviridae ซึ่งรวมถึงเฮอรปสไวรัสในปลาและในสัตวคร่ึงบกคร่ึงน้ําดวย (McGeoch et 
al., 2006)  โรคเคเอชวีจัดอยูในบัญชีโรคขององคการโรคระบาดสัตวระหวางประเทศ (Office 
International des Epizooties: OIE) (OIE, 2006) ซึ่งเปนองคกรอางอิงดานมาตรฐานสุขภาพสัตว
ขององคการการคาโลก (WTO) การระบาดของโรคเคเอชวีในประเทศไทยเร่ิมมีการตรวจพบต้ังแต 
ป พ  .ศ .  2546 โดยมีการตรวจพบคร้ังแรกในปลาคารพของไทยที่สงออกไปยังประเทศเยอรมนี ทํา
ใหกรมประมงเร่ิมทําการสํารวจโรคตามฟารมตางๆในประเทศ และทําลายปลาทั้งหมดเมื่อตรวจ
พบการติดเช้ือ และหามทําการนําเขาเปนระยะเวลาประมาณ 1 ป โดยกรมประมงไดออกกฎ
กระทรวงฯ ระงับการนําเขาปลาตระกูลคารพจากประเทศญ่ีปุนไวเปนการชั่วคราว เมื่อวันที่  18 
พฤศจิกายน พ.ศ.2546 (ภาคผนวก ก) และไดมีประกาศเห็นควรใหมีการออกหนังสืออนุญาตให
นําปลาตระกูลคารพเขามาในราชอาณาจักรได แตตองดําเนินการภายใตระบบการกักกันโรคที่
เปนไปตามมาตรฐาน  ตามประกาศของกรมประมง ในวันที่  30 กันยายน พ.ศ. 2547 (ภาคผนวก 
ข) การระบาดของโรคนี้สงผลใหเกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจเปนอยางมาก เนื่องจากมีการ
ระบาดที่รวดเร็วและสามารถติดตอไดงายโดยการติดตอผานทางน้ําหรือตะกอนในบอเล้ียงที่มีการ
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ปนเปอนของเชื้อไวรัส พบวาเชื้อสามารถมีชีวิตอยูในน้ําอยางอิสระไดนานอยางนอย 4 ชั่  วโมง โดย
ที่ยังคงความสามารถในการติดเชื้ออยู (Perelberg et al., 2003) มีหลายรายงานที่ใหสมมติฐาน
วาเช้ือเคเอชวีติดเขาสูรางกายปลาผานทางเหงือก (Dishon et al., 2005;  Gilad et al., 2004; 
Ilouze et al., 2006; Miyazaki et al., 2008; Pikarsky et al., 2004) เนื่องมาจากประการแรก เช้ือ
โรคหลายชนิดในปลาจะติดเขาสูตัวปลาทางเหงือกเปนหลัก (Roberts and Ellis, 2001) ประการที่
สอง ปลาที่มีการติดเช้ือเคเอชวีจะพบรอยโรคชัดเจนที่บริเวณเหงือกซ่ึงเปนสาเหตุในการเรียกช่ือ
ของเช้ือในชวงแรกวา 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 สามารถที่จะตรวจพบจีโนมของไวรัสที่เหงือกดวยวิธีพีซีอารในชวงตนของ
การติดเชื้อ (Gilad et al., 2004; Pikarsky et al., 2004) โดยการศึกษาในชวงหลังพบวาการติด
เช้ือเขาสูตัวปลาจะติดผานเขาทางผิวหนังเปนหลักไมใชทางเหงือกอยางที่เคยมีรายงานมาโดย
การศึกษาดวยเทคนิคการถายภาพ bioluminescence (Costes et al., 2009)  
 ปลาที่ติดเชื้อเคเอชวีมีอัตราการตายสูง 80-100% ภายในระยะเวลา 1-2 สัปดาหหลังจาก
ที่ไดรับเช้ือ (Hedrick  et al,  2000) พบวาอุณหภูมิเปนปจจัยของส่ิงแวดลอมที่สําคัญในการ
เอ้ืออํานวยตอการติดเชื้อ ความรุนแรง และการระบาดของโรค โดยจะพบการระบาดของโรคท่ี
รุนแรงในชวงอุณหภูมิ 18 ถึง 26 องศาเซลเซียส (Gilad et al.,  2003) และจะมีการแบงตัวในเซลล
จากครีบปลาคารพ (Koi Fin Cell; KFC) หรือเคเอฟเซลล ไดดีที่สุดที่อุณหภูมิ 20 ถึง 25  องศา
เซลเซียส โดยไมพบการเจริญเติบโตของเชื้อที่อุณหภูมิตํ่ากวา 4 และสูงกวา 30 องศาเซลเซียส 
(Gilad et al., 2003) โดยเมื่อทําการบมเชื้อเคเอชวีในเซลลเพาะเล้ียงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
นาน 30 วัน พบวาเซลลที่มีการติดเช้ือ เกิดชองวางภายในและเกิดการเส่ือมข้ึนนั้น สามารถกลับมา
มีสภาพของเซลลที่เปนปกติไดเมื่อทําการเพิ่มอุณหภูมิใหสูงข้ึน และจะมีพยาธิสภาพเกิดข้ึนมาอีก
คร้ังเมื่อนําเซลลกลับมาเล้ียงในอุณหภูมิที่เหมาะแกการเจริญเติบโตของเชื้อไวรัส แสดงใหเห็นวา
เชื้อสามารถยังคงอยูในเซลลไดโดยไมแสดงใหเห็นความผิดปกติเมื่อทําการเล้ียงเซลลในอุณหภูมิที่
ไมเหมาะแกการเจริญเติบโตของเชื้อ จึงมีความเปนไปไดที่เช้ือจะสามารถคงอยูในตัวปลาไดนาน
โดยไมแสดงอาการ แตจะสามารถแพรเชื้อตอไปไดเม่ืออยูในสภาพแวดลอมที่มีอุณหภูมิเหมาะสม
ตอการเจริญของเช้ือเคเอชวี (Dishon et al., 2007) ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Ronen et al. 
(2003) และ Gilad et al. (2003) ที่พบวาเม่ือทําการเปล่ียนอุณหภูมิน้ําใหอยูในชวงที่ตํ่าหรือสูง
กวาอุณหภูมิที่กอใหเกิดโรค ปลาจะแสดงอาการลดลงหรือไมแสดงอาการปวยเลย  แตปลาที่ไดรับ
เชื้อจะสามารถเปนพาหะอยูไดนานหลายปและสามารถแพรเช้ือทําใหปลาตัวอ่ืนติดโรคได แมวา
จะเปนปลาในตระกูลเดียวกันที่มีรายงานวาไมแสดงอาการปวยเมื่อไดรับเชื้อเคเอชวี (Hedrick et 
al., 2006) โดยมีรายงานวาสามารถตรวจพบเชื้อเคเอชวีดวยวิธีพีซีอาร ในปลาทองที่สัมผัสหรืออยู
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รวมกับปลาคารพในชวงที่มีการแสดงอาการของโรค แตปลาทองจะไมมีการแสดงอาการปวยใดๆ 
และสามารถตรวจพบดีเอนเอของเช้ือไวรัสไดนานหลังจากที่ปลาทองไดรับการสัมผัสกับเช้ือแลว 
แตไมไดทําการศึกษาถึงความสามารถในการแพรเชื้อใหกับปลาตัวอ่ืน ดังนั้นปลาทองจึงมีโอกาสที่
จะเปนพาหะนําโรคของเช้ือไวรัสเคเอชวีได (Sadler et al., 2008)   ไวรัสเคเอชวีสามารถกอโรค
รุนแรงไดในปลาทุกอายุ  แตในปลาวัยออนจะมีความไวตอเช้ือสูงกวา  (Perelberg et al.,2003) 
อาการที่พบ ไดแก  ซึม  เบ่ืออาหาร  มีการวายน้ําที่ผิดปกติ  กลามเนื้อออนแรง  ฮุบอากาศ  และอาจ
แสดงรอยโรคที่บริเวณผิวหนังและเกล็ด  จากการติดเชื้อแบคทีเรียแทรกซอน (Gilad et al.,2002; 
Hedrick et al., 2000)  และสวนใหญมักจะเสียชีวิตหลังจากมีการติดเชื้อ 7-10 วัน (Hedrick  et 
al., 2000) โดยจะพบรอยโรครุนแรงที่เหงือก  พบการบวมอักเสบ การเกิดเนื้อตายและการถูก
ทําลายของเซลลซี่เหงือก มีการอักเสบและขยายใหญของไต มาม  และตับ (Pikarsky et al., 2004; 
Hedrick et al, 2000) เมื่อทําการตรวจทางจุลพยาธิวิทยา พบอินคลูชั่นบอด้ีในนิวเคลียสของเซลล
เหงือกและอวัยวะภายในอ่ืนๆ   ไดแก  ตับ  ไต  และลําไส  (Pikarsky et al., 2004; Pikulkaew et al., 
2005) และพบการเกิดชองวาง (foamy) ภายในไซโตพลาสซึมของเซลลที่มีการติดเชื้อ  โดยพบ
ลักษณะเชนเดียวกันนี้กับการเส่ือมของเซลล (Cytopathic Effect ; CPE) ในเซลลเพาะเล้ียงเชื้อ
ไวรัส (Pikarsky et al., 2004) การเส่ือมของเซลลที่พบจะมีลักษณะจําเพาะโดยจะเกิดการเชื่อมกัน
ของเซลล (syncytium formation) และเกิดชองวางภายในเซลล (cytoplasmic vacuolation) 
อยางชัดเจน โดยเซลลจะเกิดการเส่ือมอยางสมบูรณหลังจากทําการเพาะเชื้อประมาณ 7-10 วัน 
(Hedrick et al., 2000) สวนการตรวจดีเอ็นเอของเช้ือเคเอชวีในตัวอยางเนื้อเยื่อของปลาคารพที่
ติดเชื้อดวยวิธี dot-blot DNA hybridization พบดีเอ็นเอของไวรัสจากเนื้อเยื่อที่ไดจากเหงือก 
ทางเดินอาหาร ตับและไต แตไมพบในเนื้อเยื่อสมอง (Gray et al., 2002) ลักษณะของเชื้อที่พบ
เม่ือทําการศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนพบวา เช้ือไวรัสมีแคพซิดภายใน (inner 
capsid) และมีรูปราง  icosahedron แบบสมมาตร  ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 100-110 
นาโนเมตร (Hedrick et al., 2000) ในจีโนมของเคเอชวีประกอบดวยสวนของยีนไธมิดีนคัยเนส 
(Gray et al., 2002) (GenBank accession numbers  AY208988-91 AJ535112 และ 
AF411803) ขนาดประมาณ 16 - 45 bp  จากการศึกษาลําดับเบสในสายพันธุกรรมของจีโนม 
อยางสมบูรณ โดยการเปรียบเทียบสายพันธุกรรมของเชื้อเคเอชวี 3 สายพันธุจากประเทศญี่ปุน 
สหรัฐอเมริกา และอิสราเอล พบวาสายจีโนมมีขนาด 295 kbp และมียีน 15 ตัวที่เหมือนกับไวรัส
เฮอรปสที่พบในปลาดุก (Ictalurid herpesvirus1) ซึ่งเปนขอมูลสนับสนุนในการจัดเคเอชวีเขาอยู
ในไวรัสตระกูลเฮอรปสวิริดี (Herpesviridae) ที่พบในปลาและสัตวคร่ึงบกคร่ึงน้ํา โดยเคเอชวีมี
ขนาดจีโนมที่ใหญที่สุดในไวรัสตระกูลเดียวกันที่มีรายงานในปจจุบัน (Aoki et al., 2007) และจาก
การศึกษาถึงกลไกการเขาสูเซลลและการเจริญของเชื้อในเซลลเพาะเลี้ยงภายใตกลองจุลทรรศน
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อิเล็กตรอน พบวาเคเอชวีมีกลไกในการทําลายเซลลเชนเดียวกันกับเช้ือเฮอรปสที่พบในคนและใน
สัตวเล้ียงลูกดวยนมชนิดอ่ืน   จึงเปนผลการศึกษาที่ชวยสนับสนุนการเปนสมาชิกของไวรัสตัวนี้ใน
ตระกูลเฮอรปสได (Miwa et al., 2007) 

ในปจจุบันมีวิธีการตรวจเชื้อเคเอชวีอยูหลายวิธี ไดแก การเพาะแยกเช้ือไวรัส (viral 
isolation) ในเซลลเพาะเลี้ยงเพื่อดูการเส่ือมของเซลล การนําเชื้อไวรัสมาจําแนกชนิดดวยกลอง
จุลทรรศนอิเล็กตรอน (Hedrick et al., 2000; Miwa et al., 2007) การใชเทคนิค DNA 
Hybridization (Gray et al., 2002) การทดสอบดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (PCR) (Gilad et 
al., 2002) Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) (Gunimaladevi et al., 2004) 
การจําลองยีนไธมิดีนคัยเนสของเชื้อไวรัสเคเอชวี ในการตรวจหาสารพันธุกรรม(DNA) ของไวรัส
ดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส (Bercovier et al., 2005)  และ การใช Quenching Probe (Q 
probe) เพื่อใชสําหรับ quantitative PCR (Kamimura et al., 2007) โดยวิธีการตรวจที่นิยมใชและ
ใหผลการตรวจที่ยอมรับเปนมาตรฐาน (gold standard) คือ  การตรวจหาดีเอนเอของไวรัสดวย
เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (OIE, 2006) 

 

การเพิ่มจํานวนของ Alphaherpesvirus และ Pseudorabies Virus (PrV) ภายในเซลลของ
สัตวเลี้ยงลูกดวยนม (Mettenleiter et al., 2009) 

จากรูปที่ 2.1 แสดงแผนภาพข้ันตอนการเพิ่มจํานวนของไวรัสควบคูไปกับภาพถายอิเล็กตรอน โดย
เร่ิมจากไวรัสจะเกาะติดกับเยื่อหุมเซลล (1) จากนั้นจะผานเขาสูเยื่อหุมเซลล (2) โดยแคพซิด 
(capsid) จะถูกลําเลียงเขาไปยังนิวเคลียส (N)(3) ผานทางไมโครทูบูล (microtubule; MT)(4) ไป
ยังรูเปดของเยื่อหุมนิวเคลียส (nuclear pore; NP) (5) ซึ่งไวรัสจะปลอยขอมูลทางพันธุกรรม 
(genome) เขาสูนิวเคลียสของเซลล จากนั้นจะเกิดกระบวนการลอกรหัสพันธุกรรม 
(transcription) ของไวรัส และเกิดการสรางสายพันธุกรรมใหม (genome replication) ข้ึน (6) 
ขอมูลทางพันธุกรรมใหมที่สรางข้ึนจะเกิดการคล่ีออกเปนสายยาวในข้ันตอนของการเกิด 
encapsidation (8) เกิดเปนแคพซิดใหมที่ถูกสรางข้ึน (7) จากนั้นจะออกจากนิวเคลียสโดยการ 
budding ที่เยื่อหุมนิวเคลียสช้ันใน (inner nuclear membrane) (9) เกิดการสรางเปลือก 
(envelope) ชั้นแรกที่บริเวณเยื่อหุมนิวเคลียสชั้นในกับช้ันนอก (perinuclear space) (10) เกิด
เช่ือมกันของวิริออน (virion) กับเยื่อหุมนิวเคลียสชั้นนอก (11) ปลอยแคพซิดเขาสูไซโตพลาสซึม 
การเจริญข้ันตอนสุดทายจะเกิดข้ึนอยางสมบูรณภายในไซโตพลาสซึมโดยการสรางเปลือกชั้นที่
สองโดยการ budding เขาสู vesicle ของ Trans-Golgi network (TGN) (12) ที่ภายในบรรจุไกลโค
โปรตีนของไวรัสไว (black spikes) กลายเปน enveloped virion ภายใน cellular vesicle จากนั้น
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จะถูกขนสงมาที่บริเวณผิวเซลล (13) เกิดการเช่ือมกันกับเยื่อหุมเซลล (plasma membrane) 
ปลอยไวรัสที่สมบูรณ (mature, enveloped virion) ออกจากเซลล (14)  

 
 
รูปที่ 2.1 แสดงขบวนการเพิม่จํานวนของไวรัสเฮอรปสภายในเซลลของสัตวเล้ียงลูกดวยนม 
RER : เอนโดพลาสมิกเรกติคูล่ัมชนิดหยาบ  M : ไมโตคอนเดรีย   G : Golgi apparatus (คัดลอก
จาก Mettenleiter et al., 2009)   

 
2. อะซัยโคลเวีย (Acyclovir)  

อะซัยโคลเวียเปนสารสังเคราะหซึ่งมีโครงสรางคลาย purine nucleoside พบวา                  
มีประสิทธิภาพในการตานเชื้อไวรัส โดยเฉพาะไวรัสในกลุมเฮอรปส ไดแก ไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซ    
ชนิดที่1 และ 2, Varicella  Zoster Virus (VZV), Epstein Barr  Virus (EBV) และ 
Cytomegalovirus (CMV) ในเซลลเพาะเลี้ยง แตจะมีการออกฤทธ์ิตอเชื้อไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซ
ไดดีที่สุด โดยมีการใชยาตัวนี้ในการรักษาโรคเริมในคนที่เกิดจากเชื้อไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซชนิดที่ 
1 และ ไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซ ชนิดที่ 2 (Rang et al., 1999) ทั้งในรูปแบบของยากิน ยาปายตา 
ยาทาเฉพาะที่ และ ยาที่ใหเขาทางหลอดเลือด (คณะกรรมการแหงชาติดานยา, 2542)  
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กลไกการออกฤทธิ์  
อะซัยโคลเวียจะไปทําการยับยั้งการแบงตัวของเช้ือไวรัส โดยหลังจากที่ไดรับยาเขาไปอะซัย
โคลเวียจะถูกเปล่ียนเปน acyclovir monophosphate (acyclo-GMP) โดยเอนไซมไธมิ
ดีนคัยเนสของเช้ือไวรัส จากนั้นจะถูก phosphorylate เปล่ียนไปเปน acyclovir diphosphate 
(acyclo-GDP) โดยเอนไซม guanylate kinase ของเซลลโฮสต acyclo-GDP จะถูกเปล่ียนไป
เปน acyclovir triphosphate (acyclo-GTP) โดยเอนไซมอ่ืนๆในเซลลของโฮสต acyclo-GTP จะ
ไปแยงที่ deoxyguanosine triphosphate ซึ่งเปนสารต้ังตนสําคัญในการสราง DNA ของไวรัส 
นอกจากนี้ acyclo-GTP ยังรบกวนการทํางานของเอ็นไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรส (DNA 
polymerase) ของเช้ือไวรัส สงผลทําใหการสรางสายดีเอ็นเอของไวรัสส้ินสุดลง ไวรัสไมสามารถ
แบงตัวเพิ่มจํานวนตอไปได (อางถึงโดย Snoeck, 2000)   
 
ขอมูลทางคลินิก 

จากการทดลองใชทางคลินิก พบวาการใหยาเขาทางหลอดเลือดและทางการกินในผูปวย
ที่มีปญหาภูมิคุมกันบกพรอง สามารถเรงการขับเชื้อไวรัสเฮอรปสออกจากรางกายได (Snoeck, 
2000) Laskin et al. (1982) ไดทําการศึกษาถึงความเปนพิษในการใชยา พบวา การใชยาอะซัย
โคลเวียในการรักษาโรคติดเช้ือไวรัสเฮอรปสในมนุษยนั้น จะเกิดความเปนพิษเมื่อมีความเขมขน
ของยาในเลือดสูงถึง 67.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร แตจะไมเกิดพิษถาใหการรักษาในขนาดยาปกติ 
และจากคุณสมบัติในความจําเพาะตอการตานเชื้อไวรัสเฮอรปส ทําใหมีการนํามาใชเปนยา
พื้นฐาน  เพื่อเปนตัวเปรียบเทียบควบคุม (positive control) สําหรับการทดสอบฤทธ์ิในการตาน
ไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซของสารสกัดสมุนไพรที่มีการศึกษาตอมา (Yoosook et al., 1999; สุมิตา 
วิเศษสุทธิชัย และคณะ 2548; Kuo et al., 2006) การใชยาอะซัยโคลเวียในสัตวนั้นมีการนํามาใช
ในการรักษาโรคติดเช้ือไวรัสเฮอรปสในแมวและในนกทั้งในรูปแบบของยากินและยาใชภายนอก 
โดยขนาดที่ใชในการรักษาในแมว คือ ใหกินในปริมาณ 200 มิลลิกรัมตอตัว วันละ 4 คร้ัง ในนกให
กินวันละ 80 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม วันละ  1 คร้ัง (อางถึงโดย วรา พานิชเกรียงไกร และคณะ, 
2548) และมีการนํามาใชรักษาโรคติดเชื้อไวรัสเฮอรปสในสัตวเล้ือยคลาน โดยใหกินวันละ 80 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัม วันละ 1 คร้ัง หรือ 30 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม วันละ 3 คร้ัง (Klingenberg, 
1996) 
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3. พญายอ 
 พญายอ มีชื่อวิทยาศาสตรวา Clinacanthus nutans (Burm. f.) Lindau เปนพืชที่อยูใน
วงศ Acanthacae มีชื่อเรียกตางกันไปตามทองถิ่น ไดแก เสลดพังพอนตัวเมีย พญาปลองดํา   
(ภาคกลาง) พญาปลองทอง  ผักมันไก ผักล้ินเขียด (เชียงใหม) พญาปลองคํา (ลําปาง)  ล้ินมังกร 
โพะโซจาง (กะเหร่ียง-แมฮองสอน) (ศิริพร เหลืองกอบกิจ, 2542) พญายอเปนไมพุมเล้ือยสูง 1-3 
เมตร ลําตนและกิ่งกานสีเขียว ใบเปนใบเด่ียวออกตรงขามกัน รูปรีแคบ ขอบขนาน ใบกวาง 0.5-
1.5 ซม. ยาว 2.5-13 ซม. ปลายและโคนใบแหลม ริมใบเรียบ ดอกเปนชอ ออกเปนกระจุกที่ปลาย
กิ่ง มี 5 ดอกยอยข้ึนไป กลีบดอกสีแดงสม โคนกลีบสีเขียวติดกันเปนหลอด ปลายแยกเปน 2 สวน 
ผลเปนผลแหง แตกได พบไดทั่วไปตามปาของประเทศไทยข้ึนไดงามในดินที่สมบูรณ แสงแดดปาน
กลาง และมีปลูกกันตามบานอยางแพรหลาย เนื่องจากปลูกไดงาย ทนตอสภาพแวดลอม และมี 
ดอกที่มีสีสวยงาม (เต็ม สมิตินันทน, 2544) นอกจากนั้นยังมีประโยชนในทางสมุนไพรอีกดวย โดย
สรรพคุณตามตําราไทย คือ สามารถใชใบในการรักษาโรคผิวหนัง จําพวกเริมและงูสวัด ใชแกพิษ 
และแมลงสัตวกัดตอย (ดรุณ เพ็ชรพลาย และคณะ, 2544) มีวิธีการนํามาใชโดยนําใบพญายอสด 
10-15 ใบ มาลางใหสะอาด ตําใหละเอียด ตักลงใสภาชนะสะอาด เติมเหลาขาวหรือแอลกอฮอลพอ
ทวม ต้ังทิ้งไว 1 สัปดาห โดยคนยาทุกวัน กรองน้ํายา นํามาทาบริเวณที่ปวดบวม หรือหากเปนมาก 
ใชกากพอกบริเวณที่เปนโรคได      
 
การศึกษาฤทธิ์ทางเภสชัวทิยา   
พฤกษเคมี  
     ใบ : ประกอบดวย lupeol, Beta-sitosterol, stigmasterol (Dampawan, 1976) 
     ราก : ประกอบดวย betulin, lupeol, Beta-sitosterol, stigmasterol (Lin, 1983) 
    ลําตน : ประกอบดวย lupeol (Dampawan et al., 1977) 
 
ก. ฤทธิ์ตานเชื้อไวรัส (anti-viral activity) 
 จากการทดลองใชสารสกัดน้ําจากใบของพญายอในความเขมขนที่ไมเปนพิษตอเซลล
เพาะเลี้ยง พบวาสารสกัดสามารถทําลายเช้ือไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซชนิดที่ 1 ไดโดยตรงกอนที่
ไวรัสเขาสูเซลล (ชุตินันท กันตสุข, 2534) ในขณะที่มีบางรายงานพบวาสารสกัดน้ําไมมีฤทธ์ิในการ
ทําลายไวรัสหรือมีฤทธิ์ ตํ่า (นิษฐกานต ภัทรกานต และสุภาพร เบญจสุพัฒนนันท, 2544; 
Yoosook et al., 1999) สวนสารสกัดเฮกเซน บิวทานอล และเอทิลอะซิเตทจากใบพญายอ พบวา
มีฤทธิ์ตานไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซชนิดที่ 1 ในเซลลเพาะเลี้ยงได และเมื่อนําไปพัฒนาเปนตํารับ
เจลโดยใชสารสกัดแอลกอฮอล ที่ความเขมขน 4% พบวาสามารถตานไวรัสไดดี และไมเปนพิษตอ
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เซลล (นิษฐกานต ภัทรกานต และสุภาพร เบญจสุพัฒนนันท, 2544) การศึกษาฤทธ์ิของสารสกัด
ใบพญายอตอเช้ือไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซชนิดที่ 2 เปรียบเทียบกับยามาตรฐาน (อะซัยโคลเวีย) 
โดยวิธี plaque reduction assay พบวา สารสกัดจากใบพญายอสามารถฆาเช้ือไวรัสเฮอรปสซิม
เพล็กซชนิดที่ 2 ในเซลลเพาะเล้ียงไดดี โดยออกฤทธิ์ทําลายไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซชนิดที่ 2 
ภายนอกเซลลไดโดยตรง ทําใหไวรัสตายไมสามารถเขาไปเจริญเติบโตในเซลลได แตไมมีฤทธิ์
ยับยั้งการแบงตัวเพิ่มจํานวนของเช้ือไวรัสที่เขาสูเซลลแลว (ชื่นฤดี ไชยวสุและคณะ, 2535; 
Suwanna et al., 1992) และเม่ือนําสารสกัดของใบพญายอในแอลกอฮอล 95% ไปใชเปนตัวยา
สําคัญในตํารับน้ํายาบวนปาก จากการทดสอบพบวาสามารถยับยั้งเชื้อไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซ 
ชนิดที่ 2 ไดที่ความเขมขนตํ่าสุด 1:2000 ในเซลลเพาะเลี้ยง ดวยวิธี plaque reduction assay 
(ศรัณยา ธาราแสวงและคณะ, 2549) สารสกัดใบพญายอสามารถฆาเชื้อไวรัสที่กอใหเกิดโรค
อีสุกอีใสและงูสวัด (Varicella zoster virus) ทั้งภายในและภายนอกเซลล คือสามารถยับยั้งดวย
การทําลายไวรัสโดยตรง และโดยการยับยั้งการเพิ่มจํานวนของไวรัส (กองวิจัยและพัฒนาสมุนไพร, 
2533; Thawaranantha, 1992) จากการศึกษาตัวออกฤทธิ์ของสารสกัดพญายอที่สามารถยับยั้ง
เช้ือไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซชนิดที่ 1 และ 2 ได พบวาคือ สารไกลโคกลีเซอโรไลปด 
(glycoglycerolipids) ที่สกัดแยกไดจากสารสกัดเมทานอลจากใบ และ  สารโมโนไกลโคซิลไดกลี
เซอไรด (monoglycosyl diglycerides) โดยมีสาร 1,2-O-dilinolenoyl-3-O-b-d-glucopyranosyl-
sn-glycerol เปนสารออกฤทธิ์สูงสุด (Janwitayanuchit et al., 2003)   
 
ขอมูลทางคลินิก 
 จากการศึกษาในผูปวยโรคเริมบริเวณอวัยวะสืบพันธุ ที่ติดเช้ือคร้ังแรกและติดเช้ือซํ้า 
พบวาการรักษาโดยทาแผลของผูปวยดวยครีมพญายอ (5%) เปรียบเทียบกับยามาตรฐานอะซัย
โคลเวียและยาหลอก พบวา แผลของผูปวยที่ไดรับการรักษาดวยยาจากสารสกัดใบพญายอ
และอะซัยโคลเวียจะตกสะเก็ดภายในวันที่ 3 และหายภายในวันที่ 7 แสดงวาครีมพญายอและ
ครีมอะซัยโคลเวีย มีประสิทธิภาพในการรักษาผูปวยโรคเริมบริเวณอวัยวะสืบพันธุได แตครีม  
พญายอไมทําใหเกิดอาการแสบระคายเคือง ในขณะที่ครีมอะซัยโคลเวียทําใหเกิดอาการแสบและ
มีราคาสูงกวา (ชื่นฤดี ไชยวสุและคณะ, 2535; สมชาย แสงกิจพรและคณะ, 2536; กองวิจัยและ
พัฒนาสมุนไพร, 2533) ในผูปวยโรคงูสวัด เมื่อรักษาโดยทาแผลดวยครีมพญายอ (5%) วันละ 5 
คร้ังทุกวัน พบวาแผลจะตกสะเก็ดภายใน 1-3 วัน และหายภายใน 7-10 วัน ในขณะที่ผูปวยที่ไดรับ
ยาหลอกแผลจะตกสะเก็ดภายใน 4-7 วัน และหายภายใน 10-14 วัน นอกจากนี้ผูปวยกลุมที่รักษา
ดวยครีมพญายอ จะมีระดับความเจ็บปวดลดลงรวดเร็วกวากลุมที่รักษาดวยยาหลอก และไมพบ
อาการขางเคียงใด ๆ จากการใชสารสกัดพญายอ (Sangkitporn et al., 1995) 
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ข. ฤทธิ์ตานการอักเสบ (anti – inflammatory activity) 
 จากรายงานการศึกษาในหนูทดลองพบวาสารสกัดบิวทานอลจากใบพญายอ มีฤทธิ์ตาน
การอักเสบ และมีการซึมผานของสารเขาสูผนังหลอดเลือดเพิ่มข้ึนเปนสัดสวนกับขนาดของสาร
สกัดที่ให โดยเม่ือใหสารสกัดดังกลาวขนาด 270 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมของนํ้าหนักตัว สามารถลด
อาการบวมของขอเทาหนูขาวได เทียบเทากับแอสไพรินขนาด 100 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักตัว 
(Tanasomwang, 1986; Kittisiripornkul et al., 1987; Satayavivad et al., 1996) โดยมีสารออก
ฤทธ์ิตานการอักเสบที่สําคัญ คือ ฟลาโวนอยด (flavonoid) (Chuakul, 1986) เม่ือปอนสารสกัด
ดังกลาวแกหนูทดลอง พบวา มีฤทธิ์คลายสเตียรอยดสามารถลดอาการอักเสบได แตเมื่อทําการ
ทดสอบในกลุมที่มีการอักเสบแบบเร้ือรังโดยทาสารสกัดดังกลาวที่ผิวหนังของหนูขาว พบวาไม
สามารถลดอาการอักเสบได (Satayavivad et al., 1996) และพบวาสารสกัดเอทานอลจากใบ
พญายอยังมีผลตอการทํางานของไซโตคายนที่เกี่ยวของกับกระบวนการอักเสบบางตัวอีกดวย 
(Thamaree et al., 1998; Thamaree et al., 2001)  

 
ขอมูลทางคลินิก 
 การใชยาเตรียมจากใบพญายอในรูปของกลีเซอรีนและทงิเจอร ในการรักษาผูปวยโรคเริม
งูสวัด และแผลอักเสบในปาก ทีโ่รงพยาบาลเจาพระยาอภัยภูเบศร พบวา สามารถรักษาแผลและ
ลดการอักเสบได (Chotikieat et al., 1989) 
  
ค. ฤทธิ์แกปวด (analgesic activity) 
 เม่ือใหหนูถีบจักรกินสารสกัดเอ็นบิวทานอลจากใบพญายอในขนาดตางๆ พบวาสามารถ
ลดการบิดตัวของหนู (anti-writhing) ที่ถูกเหน่ียวนําใหเกิดอาการดวยกรดอะซีติค โดยพบวาจะมี
ความแรงลดลงเมื่อใหสารสกัดนี้โดยการฉีดเขาชองทอง และไมแสดงฤทธิ์ในการระงับปวด 
(Satayavivad et al., 1996) 
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บทที่ 3 
ระเบียบวิธีวิจัย 

 
การวิจัยแบงออกเปน 7 สวน ดังนี้ 
 

1. การเตรียมยาและสมุนไพร 
2. การเล้ียงเซลลเพาะเล้ียงเชื้อไวรัส 
3. การแยกและเก็บเช้ือไวรัส 
4. การทดสอบประสิทธิภาพของไวรัส (Virus assay) 
5. การทดสอบความเปนพิษตอเซลล (Cellular cytotoxicity assay) 
6. การทดสอบประสิทธิภาพในการตานเชื้อไวรัส  (Virus titer reduction assay)   
7. การศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (TEM)  

 
1. ยาและสมุนไพร 

1.1 อะซัยโคลเวีย :  
 เตรียมยาอะซัยโคลเวียต้ังตน (stock solution) ที่ความเขมขน 100 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร ใน 100%DMSO (dimethyl sulfoxide) จากยาอะซัยโคลเวียชนิดผงปลอดเช้ือ 
250 มิลลิกรัม (Sigma®, USA) 
1.2 สารสกัดพญายอ :  
 ใชสารสกัดแอลกอฮอล 95% พญายอ ที่ผานการเตรียมตามวิธีของมูลนิธิ
โรงพยาบาลเจาพระยาอภัยภูเบศร ผสมกับอาหารเล้ียงเซลล DMEM-L-15-10% ใน
อัตราสวน 1:100 จะไดความเขมขน 9.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

2.  เซลลเพาะเลี้ยง (cell line) 
 ใชเคเอฟเซลล (KFC) (Hutoran et al., 2005) (รูปที่ 3.1) โดยนํามาเล้ียงในขวด

สําหรับเล้ียงเซลลขนาด 75 (T-75) ดวยอาหารเล้ียงเซลล  DMEM-L-15-10% ทําการเลี้ยงเซลลไป 
3 passages จนไดเซลลชั้นเดียวที่แข็งแรงสมบูรณและเพียงพอตองานวิจัย จึงเร่ิมนําไปทําการ
ทดลองตอไป  
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รูปที่ 3.1 แสดงภาพเคเอฟเซลลปกติ 

 
3. การแยกและเก็บเชื้อไวรัส  

ใชเช้ือไวรัส KHV-T passage 13 ซึ่งเปนเช้ือไวรัสเขมขนที่แยกไดจากปลาแฟนซีคารพที่
ปวยตาย ซึ่งไดทําการตรวจยืนยันแลววามีการติดเชื้อไวรัสเคเอชวีดวยวิธีปฏิกิริยาเนสเต็ดพีซีอาร 

(nested PCR; IQ2000TM KHV Detection System, Farming IntelliGene Tech.Corp.) ณ 
ศูนยวิจัยโรคสัตวน้ํา คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยนําไวรัสเขมขนที่เก็บไว
มาทดสอบความมีชีวิตและคํานวณปริมาณซ้ําอีกคร้ังโดยการดูการเส่ือมของเซลล แลวนํามาหา
ปริมาณของไวรัสที่ทําใหเซลลเส่ือมหรือตายไป 50% (Tissue Culture Infected Dose at 50%; 
TCID50) ตามวิธีของ Reed and Muench (1938) 

 
4. การทดสอบประสิทธิภาพของไวรัส (virus assay)   

4.1 เตรียมเคเอฟเซลลในอาหารเล้ียงเซลล L-15-4% ลงในถาด 96 หลุม (96-well plate) 
รอใหเซลลเกาะประมาณ 95% บมที่อุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง 

4.2 นําไวรัสเขมขนมาทําการเจือจางกับอาหาร L-15-2% ใหเปน 10 เทาไปเร่ือยๆ (10-
fold serial dilution) ซึ่งจะไดปริมาณไวรัสเจือจางที่ 100 ถึง 10-7 สวนแถวที่เหลือใชเปนกลุม
ควบคุม (negative control)  

4.3 ทําการดูดเอาอาหารเล้ียงเซลลเดิมในถาด 96 หลุมออก แลวเติมไวรัสเจือจางที่ 100 
ถึง 10-7 ใสลงไปในหลุม ในปริมาตรหลุมละ 50 ไมโครลิตร โดยทําซํ้าลงมาทั้งหมดตามระดับไวรัสที่
เจือจางระดับละ 7 แถว สวนในหลุมที่เปนกลุมควบคุมเติมอาหาร L-15-2% ในปริมาตร 50 
ไมโครลิตร เชนกัน 

4.4 นําไปบมที่อุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ทําการดูดไวรัสออก แลวเติม
อาหาร L-15-2% 100 ไมโครลิตร ในทุกๆหลุม 
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4.5 นําไปบมตอที่อุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส สังเกตการเส่ือมของเซลลทุกวัน จนกวาจะ
คงที่ โดยทั่วไปจะใชเวลาประมาณ 7-14 วัน 

4.6 ทําการคํานวณหาปริมาณของไวรัสที่ทําใหเซลลเส่ือมหรือตายไป 50% ตามวิธีของ 
Reed and Muench (1938) 

 
5. การทดสอบความเปนพิษตอเซลล (cellular cytotoxicity assay) 

การทดสอบความเปนพิษของสารสกัดพญายอและยาอะซัยโคลเวียตอเคเอฟเซลลโดยแบงการ
ทดลองเปน 

5.1 การทดสอบความเปนพิษตอเซลลของสารสกัดพญายอ 

 เตรียมเซลลลงในถาด 24 หลุม (24-well plate) นําไปบมที่อุณหภูมิ 24 องศา
เซลเซียส นาน 24 ชั่วโมงจนเซลลแผกระจายเต็มที่ 

 ทําการเจือจางสารสกัดพญายอดวยอาหารเล้ียงเซลล L-15 4% ที่ความเขมขน
ตางๆ ต้ังแต 4.75, 0.95, 0.475, 0.095 และ 0.0095 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ตามลําดับ 

 เติมสารสกัดพญายอในแตละความเขมขนลงในหลุม ใหมีปริมาตรสุดทายเปน 
500 ไมโครลิตร ทําซ้ําทั้งหมด 3 แถว โดยแถวควบคุมจะเติมอาหารเล้ียงเซลล   
L-15-4% เพียงอยางเดียวปริมาตร 500 ไมโครลิตร 

 นําไปบมที่อุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง 

 ตรวจสอบการมีชีวิตของเซลลโดยยอมเซลลดวย 1%Trypan blue แลวทําการนับ
จํานวนเซลลที่มีชีวิต เพื่อนําไปคํานวณอัตราการรอดชีวิตของเซลล (%cell 
viability) ดวย counting chamber (รูปที่ 3.2 ก) ภายใตกลองจุลทรรศนชนิดหัว
กลับ (inverted microscope) (รูปที่ 3.2 ข) แลวคํานวณหารอยละการมีชีวิตของ
เซลล (% viability)  

 ความเปนพิษของสารสกัดพญายอตอเคเอฟเซลลจะดูจากสัดสวนของเซลลที่มี
ชีวิต เปรียบเทียบกับเซลลในคอลัมนควบคุม โดยความเขมขนที่ยับยั้งการเจริญ
ของเซลล หรือ เกิดความเปนพิษตอเซลลไป 50% ของเซลลทั้งหมด คือ 50% 
Cytotoxic Concentration (CC50) 
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5.2 การทดสอบความเปนพิษตอเซลลของยาอะซัยโคลเวีย 

 ทําการทดลองตามข้ันตอนเชนเดียวกับขอ 5.1 โดยเตรียมยาอะซัยโคลเวียที่ความ
เขมขน ต้ังแต 100, 50, 25, 10, 5, 1 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในอาหารเล้ียงเซลล  

 การทดสอบความเปนพิษตอเซลลของ DMSO ที่ใชในการละลายยา โดยเตรียม 
DMSO ที่ความเขมขน 0.1% และ 0.01% ในอาหารเล้ียงเซลล แลวเติมลงใน
เซลลใหมีปริมาตรสุดทายในหลุมเปน 500 ไมโครลิตร  ทําซ้ําทั้งหมด 3 แถว
เชนเดียวกัน  

 

    
รูปที่ 3.2 ก) แสดงภาพของ counting chamber และ ข) แสดงภาพกลองจุลทรรศนแบบหัวกลับ 

 
6. การทดสอบประสิทธิภาพในการตานเชื้อไวรัส (Virus titer reduction assay)   
การทดสอบประสิทธิภาพของยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญายอในการตานไวรัส โดยทํา
การทดสอบทั้งหมด 3 คร้ัง ตามข้ันตอนดังตอไปนี้ 

 เตรียมเซลลใน ถาด 96 หลุม นําไปบมที่อุณหภูมิ 24 องศา นาน 24 ชั่วโมงรอให
เซลลกระจายเต็มที่  

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

 เตรียมยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญายอที่ความเขมขนตางๆ โดยเร่ิมจาก   
ความเขมขนที่มากที่สุดของสารแตละตัวที่ทดสอบแลวพบวาไมเกิดพิษตอเซลล เจือ
จางลง 2-10 เทา (2-10 fold dilution) ดวย L-15-4% 

 แบงการทดสอบการออกฤทธิ์ของยาและสมุนไพรตอเช้ือเคเอชวีออกเปน 2 สวน คือ 
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6.1 ทําการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดพญายอตอเชื้อไวรัสกอนเขาสูเซลล (pre-infection 
antiviral activity)  

    นําไวรัส KHV-T P13 เขมขน มาใสลงในสารสกัดพญายอความเขมขน 4.75, 0.95, 0.475, 
0.095 และ 0.0095 mg/ml ที่เตรียมไว จากนัน้ต้ังพกัไวที่อุณหภูมหิอง นาน 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมง 
แลวนํามาทําการเจือจางลง 10 เทา ตามปริมาณของเชือ้ไวรัสทั้งหมด 4 ระดับ  
 ทําการดูดเอาอาหารเล้ียงเซลลในถาด 96 หลุมออก แลวเติมสารสกัดพญายอกับไวรัสที่
เตรียมไวตามระดับการเจือจางตางๆ ใสลงในหลุม ระดับการเจือจางละ 8 หลุม แลวนําไปบมที่
อุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส นาน 14 วัน อานและบันทึกผลในวันที่ 7 10 และ 14 แลวนําผลที่ไดมา
ทําการคํานวณหาจุดเจือจางสิ้นสุด (end point dilution) ดวยวิธีของ Reed and Muench (1938) 
 กลุมควบคุมที่ 1 คือ หลุมในแถวที่ทําการเติมเช้ือไวรัสเคเอชวีที่ทําการเจือจาง 10 เทา 
ต้ังแต 100-10-4 ลงในเซลล โดยไมมีการใสสารสกัดพญายอ  
 กลุมควบคุมที่ 2 คือ หลุมในแถวที่เติมอาหาร L-15-2% ลงในเซลล โดยที่ไมมีไวรัสและไม
มีสารสกัดพญายอ 
 
6.2 ทําการทดสอบประสิทธิภาพของยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญายอในการยับยั้งการ 
แบงตัวของเชือ้ไวรัสหลังจากมีการติดเช้ือเขาสูเซลล (post-infection antiviral activity) 

  ทําการเพาะเชื้อไวรัส KHV-T P13 ลงในเซลลเพาะเล้ียง หลุมละ 50 ไมโครลิตร ตาม
ความเจือจางต้ังแต 100 – 10 -4 นําไปบมที่อุณหภูมิ 24  องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง จากนั้นจึง
ดูดเอาไวรัสออก และเติมยาอะซัยโคลเวียในความเขมขน 10, 5, 1, 0.1 และ 0.01 μg/ml (กลุม
ทดลองที่ 1) และเติมสารสกัดพญายอที่เตรียมไวในความเขมขน 0.95, 0.475, 0.095 และ 0.0095 
mg/ml (กลุมทดลองที่ 2) ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร ความเจือจางละ 8 หลุม แลวนําไปบมที่ 
อุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส นาน 14 วัน อานและบันทึกผลในวันที่ 7, 10 และ 14 แลวนําผลที่
ไดมาทําการคํานวณหา end point dilution ดวยวิธีของ Reed and Muench (1938) 
 กลุมควบคุมที ่ 1 คือ หลุมในแถวที่ทาํการเติมเชื้อไวรัสเคเอชวีทีท่ําการเจือจาง 10 เทา 
ต้ังแต 100-10-4 ลงในเซลล โดยไมมีการใสยาอะซยัโคลเวียหรือสารสกดัพญายอ  
 กลุมควบคุมที ่2 คือ หลุมในแถวที่เติมอาหาร L-15-4% ลงในเซลล โดยที่ไมมีไวรัสและไม
มีการ ใสยาหรือสารสกัดสมนุไพร 

ทําการคํานวณหาความเขมขนของยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญายอที่สามารถยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อไวรัสได 50% (50% effective concentration; EC50) ดวยวิธีคํานวณ end point dilution 
ของ Reed and Muench (1938) 
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7. การตรวจดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน  
7.1 ทําการศึกษาลักษณะการเปลี่ยนแปลงของเคเอฟเซลลที่ไดรับยาอะซัยโคลเวียและ

สารสกัดพญายอในความเขมขนที่เกิดพิษตอเซลล เปรียบเทียบกับเซลลปกติในกลุม
ควบคุม 

7.2 ทําการศึกษาลักษณะของเช้ือไวรัสเคเอชวีในเคเอฟเซลลที่ไดรับยาอะซัยโคลเวียและ
สารสกัดพญายอในความเขมขนที่สามารถยับยั้งเช้ือไวรัสและไมเปนพิษตอเซลล 
เปรียบเทียบกับเช้ือไวรัสในเซลลที่ไมไดรับยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญายอ   

7.3 ทําการศึกษาลักษณะของเชื้อไวรัสเคเอชวีภายในเคเอฟเซลล ในความเขมขนของ
ไวรัสที่ทําใหเกิดการเส่ือมของเซลลอยางสมบูรณ  

วิธีการเตรียมตัวอยางเพื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (Miwa et al., 2007) 
ทําการยอยเซลลจากหลุมที่ตองการศึกษาดวยเอนไซมทริปซิน (trypsin) จากนั้นนําเซลลที่

ไดไปปนเหว่ียงดวยอัตราเร็ว 800 g นาน 5 นาที แลวทําการตรึงดวย 4% paraformaldehyde  
และ 5%glutaraldehyde ใน 0.1 m phosphate buffer นาน 2 ชั่วโมง จากนั้นนําเซลลมาแชใน 
1% aqueous osmium tetraoxide นาน 1 ชั่วโมง แลวถายลงในสารละลายเอทานอลความเขมขน
ตางๆตามลําดับ จากนั้นฝงลงในกอนเรซิน นําไปตัดเปนแผนบางๆแลวยอมดวย uranyl acetate 
และ lead citrate จะไดตัวอยางที่พรอมนํามาศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสอง
ผานเพื่อสังเกตความเปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึน 

 

8. การแปลผลและการวิเคราะหผล 
8.1 ทําการวิเคราะหผลความเปนพิษของยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญายอตอเคเอฟ

เซลลโดยการหาคาเฉล่ียรอยละของเซลลมีชีวิตจากการทดลอง 3 คร้ังดวยวิธี one 
way ANOVA โดยใชโปรแกรม SPSS เปรียบเทียบกับเซลลในกลุมควบคุม  

8.2  ทําการคํานวณคาอัตราการตายของเซลล (%mortality) นํามาสรางกราฟ XY 
(Scatter) แลวทําการคํานวณหาคาความเขมขนของยาอะซัยโคลเวียและสารสกัด
พญายอที่ทําใหเซลลตายไปรอยละ 50 (50% Cytotoxicity concentration) 

8.3 ทําการคํานวณหา end point dilution ของเช้ือไวรัสจากการทดลองในการศึกษาผล
การตานเชื้อของยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญายอ ดวยวิธีของ Reed and 
Muench (1938) โดยความเขมขนของยาอะซัยโคลเวียหรือสารสกัดพญายอที่
สามารถลดปริมาณเช้ือไวรัสลงไดมากกวา 1 log10 ข้ึนไป เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม 
จะถือวาเปนความเขมขนที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการแบงตัวของไวรัสได 90% 
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  
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บทที่  4 

ผลการทดลอง 

ผลการทดลองน้ีแบงออกเปน 4 สวน คือ 

4.1 การทดสอบประสิทธิภาพและคํานวณปริมาณของไวรัส 

4.2 การทดสอบความเปนพิษตอเคเอฟเซลล 

4.3 การทดสอบประสิทธิภาพในการตานเชื้อไวรัสของยาอะซยัโคลเวียและ 
   สารสกัดพญายอ 

4.4 การศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน 

 

4.1 การทดสอบประสิทธิภาพและคํานวณปริมาณของไวรัส 

หลังจากทําการเพิ่มปริมาณของเช้ือ KHV-T P13 ที่เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ลง
ในเคเอฟเซลลแลว ทําการหาความเขมขนของไวรัสพบวาเช้ือ KHV-T P13 มีปริมาณ 1.52 x 104 
TCID50/ml โดยทําการอานผลในวันที่ 14 ของการทดลอง เมื่อเซลลเกิดการเสื่อม (Cytopathic 
Effect; CPE) อยางชัดเจน และเกิดข้ึน >95% ของเซลลทั้งหมดแลว โดยเร่ิมสังเกตเห็นความ
เปล่ียนแปลงของเซลลไดในวันที่ 6 หลังทําการเพาะเชื้อลงในเซลล (innoculation) การ
เปล่ียนแปลงที่เ ร่ิมสังเกตได คือ เซลลจะหดตัวและมีชองวางเกิดข้ึนภายในไซโตพลาสซึม 
(cytoplasmic vacuolation) และจะเห็นไดชัดเจนประมาณวันที่ 10 หลังการเพาะเช้ือ (รูปที่ 4.1ก)  
โดยจะเกิดข้ึนอยางสมบูรณประมาณวันที่ 14 พบลักษณะการเชื่อมกันของเซลล (cell fusion) เกิด
การเส่ือมแบบ syncytium formation (รูปที่ 4.1ข) และเม่ือทําการสังเกตตอไปจะพบวาเซลลจะ
เส่ือมตาย และลอกหลุดออกจากกนหลุมลอยข้ึนมาเปนลักษณะกลม ทําการอานผลตามจํานวน
หลุมที่แสดงใหเห็นการเส่ือมในแตละความเขมขน แลวนํามาคํานวณหาปริมาณของไวรัสที่
สามารถฆาเซลลได 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) หลังจากไดรับเชื้อไวรัส KHV-T P13 ในวันที่ 10 
(รูป ที่ 4.1 ก) และ วันที่ 14 (รูปที่ 4.1 ข) ของการทดลอง พบลักษณะการเกิด syncytium 
formation (ลูกศรชี้) 

 

 

 

ก 

ข 
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4.2 การทดสอบความเปนพิษตอเซลล 

 4.2.1 ผลของยาอะซัยโคลเวียตอเคเอฟเซลล 
การทดลองความเปนพิษตอเซลลโดยใชยาอะซัยโคลเวียที่ความเขมขน 100, 50, 25, 10, 5 และ 1 
μg/ml และ ทดสอบความเปนพิษของ DMSO ที่ใชเปนตัวละลายยา ในความเขมขน 0.1 และ 
0.01% หลังจากทําการบมที่ 24 องศาเซลเซียสนาน 3 วัน นําเซลลมาสังเกตภายใตกลอง
จุลทรรศนชนิดหัวกลับ ที่กําลังขยาย 40x พบวา ที่ความเขมขน 100 μg/ml มีเซลลตายเห็นเปน
เซลลกลมลอยอยูบนผิวเซลลปกติมากกวาหลุมควบคุม และเมื่อทําการยอมเซลลเพื่อนับจํานวน
เซลลที่มีชีวิต (viable) ดวย counting chamber (รูปที่ 4.2 ก) โดยใชสี 1%trypan blue ซึ่งจะยอม
ติดเซลลที่ตายแลวเห็นเปนสีน้ําเงิน ในขณะที่เซลลมีชีวิตจะเห็นเปนสีใส (รูปที่ 4.2 ข) ทําการ
คํานวณรอยละการมีชีวิตของเซลล (% viability) ดังนี้  
 
  % viability       =              จํานวนเซลลมชีีวิต                x 100 
                                                  จํานวนเซลลมีชีวิต + จํานวนเซลลตาย 
 
พบวา DMSO ที่ 0.1 และ 0.01% ไมเปนพิษตอเคเอฟเซลล ในขณะที่กลุมทดลองที่ความเขมขน 
100, 50, 25 และ 10 μg/ml มีรอยละของเซลลมีชีวิต (% viability) ที่นอยกวาและมีความแตกตาง
กับรอยละของเซลลมีชีวิตในกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 เม่ือใชวิธีการ
คํานวณทางสถิติ Analysis of Variance (ANOVA) ดวยโปรแกรม SPSS (ตารางท่ี 4.2)  
 คํานวณหาความเขมขนที่ทําใหเกิดพิษตอเซลล โดยทําการเปรียบเทียบหารอยละของ
เซลลมีชีวิตในกลุมทดลองกับเซลลมีชีวิตในกลุมควบคุม (% survival) และ รอยละอัตราการตาย
ของเซลล (% mortality) (ตารางที่ 4.3) โดยนําคาที่ไดมาทําการสรางกราฟ XY (Scatter) ระหวาง
รอยละอัตราการตายของเซลล กับ ความเขมขนของยาอะซัยโคลเวีย พบวายาอะซัยโคลเวียใน
ความเขมขนที่ทําใหเคเอฟเซลลตายไปเปนจํานวน 50% เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม (50% 
cytotoxicity concentration) คือที่ความเขมขน 11.60 μg/ml (รูปที่ 4.3)   
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รูปที่ 4.2 ก) แสดง counting chamber ที่ใชในการนับเซลล ข) เซลลมีชีวิตจะเห็นเปนสีใส ไมติดสี 
trypan blue สวนเซลลที่ตายจะติดสีน้ําเงนิ (ลูกศรชี้) 

 

ตารางที่ 4.2 แสดงรอยละของเซลลมีชีวิตในการทดสอบความเปนพิษของยาอะซัยโคลเวียตอ     
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

* แสดงคาเฉลี่ยของเซลลมีชีวิตที่มีความแตกตางกันกับเซลลในกลุมควบคุม (control) อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05 

 

ข ก 
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 ตารางที่ 4.3 แสดงการเปรียบเทียบหารอยละของเซลลมีชีวิตในกลุมทดลองกับเซลลมีชีวิตในกลุม
ควบคุม (% survival) และ รอยละอัตราการตายของเซลล (% mortality) ในการทดสอบความเปน
พิษของยาอะซัยโคลเวีย ตอเซลลเคเอฟซี 
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รูปที่ 4.3 แสดงรอยละของเซลลที่ตายในความเขมขนตางๆของยาอะซัยโคลเวีย 

 

 

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 ผลของสารสกัดพญายอตอเคเอฟเซลล 
การทดลองความเปนพิษตอเซลลโดยใชสารสกัดพญายอที่ความเขมขน 4.75, 0.95, 0.475, 
0.095, 0.0095 mg/ml หลังจากทําการบมที่ 24 องศาเซลเซียส นาน 3 วัน นําเซลลมาสังเกต
ภายใตกลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับ ที่กําลังขยาย 40x พบวา ที่ความเขมขน 4.75 mg/ml เซลล
ทั้งหมดตายไมเหลือเซลลปกติเกาะที่บริเวณกนหลุมเลย โดยเมื่อทําการยอมเซลลเพื่อนับจํานวน
เซลลที่มีชีวิตในกลุมทดลองที่ความเขมขน 0.95, 0.475, 0.095 และ 0.0095 mg/ml พบวา
ปริมาณเซลลมีชีวิตในกลุมทดลองทุกความเขมขนไมมีความแตกตางกับปริมาณเซลลในกลุม
ควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) เม่ือใชวิธีการคํานวณทางสถิติ Analysis of Variance 
(ANOVA) ดวยโปรแกรม SPSS (ตารางที่ 4.4) แสดงวาสารสกัดพญายอในความเขมขน 0.95, 
0.475, 0.095 และ 0.0095 mg/ml ไมทําใหเกิดพิษตอเคเอฟเซลล และเมื่อคํานวณหาความ
เขมขนที่ทําใหเกิดพิษตอเซลล โดยทําการเปรียบเทียบหารอยละอัตราสวนของเซลลมีชีวิตในกลุม
ทดลองกับเซลลมีชีวิตในกลุมควบคุม (% cell survival) และ รอยละอัตราการตายของเซลล                  
(% mortality) (ตารางที่ 4.5) โดยนําคาที่ไดมาทําการสรางกราฟ XY (Scatter) ระหวางรอยละ
อัตราการตายของเซลล (%mortality) กับ ความเขมขนของสารสกัดพญายอ  พบวาสารสกัดพญา
ยอในความเขมขนที่ทําใหเคเอฟเซลลตายไปเปนจํานวน 50% ของเซลลทั้งหมด (50% 
cytotoxicity concentration) คือที่ความเขมขน 1.9 mg/ml (รูปที่ 4.4) ในขณะที่การทดสอบความ
เปนพิษของสารที่ใชละลายสารสกัดพญายอ คือ แอลกอฮอลพบวาไมกอใหเกิดความเปนพิษตอ  
เคเอฟเซลลที่ใชในการทดลอง (preliminary study) 

ตารางที่ 4.4 แสดงรอยละของเซลลมีชีวิตในการทดสอบความเปนพิษของสารสกัดพญายอตอ    
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 แสดงการเปรียบเทียบหารอยละของเซลลมีชีวิตในกลุมทดลองกับเซลลมีชีวิตในกลุม
ควบคุม (% survival) และ รอยละอัตราการตายของเซลล (% mortality) ในการทดสอบความเปน
พิษของสารสกัดพญายอ ตอเซลลเคเอฟซี 

 

 

รูปที่ 4.4 แสดงอัตราสวนรอยละของเซลลที่ตายในความเขมขนตางๆของสารสกัดพญายอ 
 

 

 

 

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 การทดสอบประสิทธภิาพในการตานเชื้อไวรัส (Virus titer reduction assay) 

 4.3.1 ผลของยาอะซัยโคลเวียตอเชื้อไวรัสเคเอชว ี

ทําการทดสอบประสิทธิภาพในการตานเชื้อไวรัสหลังจากเชื้อเขาสูเซลล (post infection antiviral 
activity) จากการทดลองทั้ง 3 คร้ังพบวาเช้ือเคเอชวีในกลุมควบคุมมีปริมาณ 8.67 x103 ± 
2.01x103 TCID50/ml และเม่ือทําการสรางกราฟเซมิล็อคฐานสิบ (semi log10) ปริมาณของไวรัส
กับความเขมขนของยาอะซัยโคลเวีย พบวายาอะซัยโคลเวียที่ใชในการทดลองทุกความเขมขนไม
สามารถที่จะลดปริมาณของเช้ือลงไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (รูปที่ 4.5) 

Acyclovir: post infection
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รูปที่ 4.5 แสดงปริมาณของไวรัสเคเอชวีที่ไดจากการทดลองใชยาอะซัยโคลเวียความเขมขน
 ตางๆ เพื่อตานเช้ือไวรัสหลังติดเขาสูเซลล 

4.3.2 ผลของสารสกัดพญายอตอเชื้อไวรัสเคเอชว ี

 4.3.2.1 ทําการทดสอบประสิทธิภาพในการตานเชื้อไวรัสหลังจากเชื้อเขาสูเซลล (Post 
infection antiviral activity) 

จากการทดลองทั้ง 3 คร้ังพบวาเช้ือเคเอชวีในกลุมควบคุมมีปริมาณ 1.18x104 ± 5.9x103   
TCID50/ml เม่ือทําการสรางกราฟเซมิล็อคฐานสิบ (semi log10) ปริมาณของไวรัสกับความเขมขน
ของสารสกัดพญายอพบวา ความเขมขนของสารสกัดพญายอที่สามารถยับยั้งปริมาณของเชื้อได 
(effective end-point concentration) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (>1 log10) คือที่ความเขมขน 
0.475 mg/ml ข้ึนไป โดยสามารถลดปริมาณเชื้อลงเหลือ 7.33 x102 ± 1.43 x 102 TCID50/ml (รูป
ที่ 4.6) 



    
 

28

 

รูปที่ 4.6 แสดงปริมาณของไวรัสเคเอชวีที่ไดจากการทดลองใชสารสกัดพญายอความเขมขนตางๆ 
เพื่อตานเช้ือไวรัสหลังติดเขาสูเซลล 

  4.3.2.2 ทําการทดสอบประสิทธิภาพในการตานเช้ือไวรัสกอนเชื้อเขาสูเซลล (Pre-
infection antiviral activity) 

 ทําการทดสอบโดยใสสารสกัดพญายอความเขมขนตางๆ ลงในเช้ือเคเอชวีแลวต้ังทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองนาน 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมง ตามลําดับ จากการทดลอง 3 คร้ัง พบวาเช้ือไวรัสในกลุม
ควบคุมมีปริมาณ 1.01 x 104 ± 3.73 x 103 TCID50/ml โดยความเขมขนของสารสกัดพญายอที่
สามารถลดปริมาณของเชื้อไวรัสไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ คือที่ความเขมขนต้ังแต 0.475 
mg/ml ข้ึนไป ทั้งที่ 1, 2 , 3 และ 4 ชั่วโมง โดยปริมาณเฉลี่ยของไวรัสที่ไดรับสารสกัดพญายอใน
ความเขมขนตางๆ แสดงดังในตารางที่ 4.6 ปริมาณของเชื้อที่ใชสารสกัดพญายอในความเขมขน 
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 ซึ่งมีคาตํ่ากวาปริมาณเชื้อในกลุม
ควบคุมมากกวา 1 log10 ข้ึนไป (รูปที่ 4.7, 4.8, 4.9 และ 4.10) 

 จากการสรางแผนภาพแสดงความสัมพันธระหวางปริมาณของไวรัสกับความเขมขนของ
สารสกัดพญายอในช่ัวโมงตางๆ (รูปที่ 4.11) พบวา ที่ความเขมขนของสารสกัด 0.475 mg/ml และ 
0.95 mg/ml มีแนวโนมของปริมาณเชื้อลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติต้ังแตชั่วโมงที่1จนถึง
ชั่วโมงที่ 4 
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ตารางที่ 4.6 แสดงคาเฉลี่ยของปริมาณไวรัสเม่ือใชสารสกัดพญายอในความเขมขนตางๆที่ 1, 2, 3 
และ 4 ชั่วโมง 

 *แสดงคาความเขมขนของสารสกัดพญายอที่มีประสิทธภิาพในการลดปริมาณเชื้อไวรัสลงไดอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ 

 

รูปที่ 4.7 แสดงปริมาณของไวรัสเมื่อไดรับสารสกัดพญายอความเขมขนตางๆ เพื่อตานเชื้อไวรัส
กอนการติดเช้ือเขาสูเซลลเปนเวลา 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 แสดงปริมาณของไวรัสเมื่อไดรับสารสกัดพญายอความเขมขนตางๆ เพื่อตานเชื้อไวรัส
กอนการติดเช้ือเขาสูเซลลเปนเวลา 2 ชั่วโมง 

 

 

รูปที่ 4.9 แสดงปริมาณของไวรัสเมื่อไดรับสารสกัดพญายอความเขมขนตางๆ เพื่อตานเชื้อไวรัส
กอนการติดเช้ือเขาสูเซลลเปนเวลา 3 ชั่วโมง 
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รูปที่ 4.10 แสดงปริมาณของไวรัสเมื่อไดรับสารสกัดพญายอความเขมขนตางๆ เพื่อตานเช้ือไวรัส
กอนการติดเช้ือเขาสูเซลลเปนเวลา 4 ชั่วโมง 

 

 

รูปที่ 4.11 แสดงความสัมพันธของปริมาณเช้ือเมื่อใชสารสกัดพญายอความเขมขนตางๆ เพื่อตาน
 เชื้อไวรัสกอนการติดเช้ือเขาสูเซลล ที่เวลา 1-4 ชั่วโมง 
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4.4 การศึกษาดวยกลองจลุทรรศนอิเลก็ตรอนแบบสองผาน 

ทําการศึกษาลักษณะของเคเอฟเซลลและการเปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึนภายใตกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนชนิดสองผานดวยกําลังขยายต้ังแต 1000 เทาข้ึนไป พบลักษณะของเซลลและการ
เปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึน ดังนี้ 

4.4.1 การศึกษาลักษณะการเปลี่ยนแปลงของเคเอฟเซลลที่ไดรับยาอะซัยโคลเวียและสาร
สกัดพญายอในความเขมขนที่เปนพิษตอเซลล เปรียบเทียบกับเซลลปกติในกลุมควบคุม 

ลักษณะของเซลลปกติ 

เคเอฟเซลลมีขนาด 12,000-15,000 นาโนเมตร มีนิวเคลียสเปนพู (lobulated nucleus) และมี 
nucleolus สีเขมอยูภายในนิวเคลียส (รูปที่ 4.12 ก และ ข) เยื่อหุมนิวเคลียส (nuclear 
membrane) มีสองช้ัน (bilayer) (รูปที่ 4.14 ก) ภายในไซโตพลาสซึมพบเอนโดพลาสมิกเรติคูลัม
ชนิดหยาบ (Rough Endoplasmic Reticulum: RER) มีลักษณะเปนแผนขดไปมาหลายช้ัน โดยมี
ไมโตคอนเดรีย (mitochondria) แทรกอยูเห็นเปนหนาตัดกลม (cross section) หรือ หนาตัดยาว 
(long section) คลายทอ (tubular) (รูปที่ 4.13) เยื่อหุมเซลล (cell membrane) มีสองช้ัน (รูปที่ 
4.14 ข)   

      

รูปที่ 4.12 แสดงลักษณะของเซลลปกติ เห็นนิวเคลยีสเปนพ ูและมีนวิคลีโอลัส (ลูกศรชี้) สีเขมอยู
ภายในนิวเคลยีส; ก) scale bar = 2000 nm. และ ข) scale bar = 1000 nm. 

 

ก ข 



    
 

33

       

รูปที่ 4.13 ก) แสดงหนาตัดของไมโตคอนเดรียที่ยาว มีลักษณะเปนทอ (tubular) (ลูกศรชี้)             
ข) แสดงใหเหน็ RER (R) และ ไมโตคอนเดรีย (M) ในไซโตพลาสซึม; scale bar = 900 nm. 

       

รูปที่ 4.14 ก) แสดงเย่ือหุมนิวเคลียส (nuclear membrane); scale bar = 100 nm. ข) แสดง
ลักษณะของเยื่อหุมเซลล (cell membrane); n = nucleus; scale bar = 200 nm. 

เซลลทีไ่ดรับยาอะซัยโคลเวียในความเขมขนที่ทําใหเกิดความเปนพิษตอเซลล 

ทําการเลือกตัวอยางของเซลลที่ไดรับยาอะซัยโคลเวียที่ความเขมขน 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร มา
สังเกตความเปนพิษตอเซลลที่เกิดข้ึน พบวา เมื่อทําการดูที่กําลังขยาย 1000 เทา สังเกตพบเซลลที่
เสียรูปราง เซลลที่มีความผิดปกติของนิวเคลียสซึ่งถูกทําลายและแตกออกจากกัน (รูปที่ 4.15 ก)  
นิวคลีโอลัสมีขนาดใหญและมีสีเขมข้ึน (dense) (รูปที่ 4.15 ข) โดยเม่ือทําการดูที่กําลังขยาย
เพิ่มข้ึนพบวาไมโตคอนเดรียมีความเดนชัด (prominent) มากข้ึน บางเซลลพบไมโตคอนเดรียมีสี
เขมและผนังหนาข้ึน (รูปที่ 4.16 ข) และพบลักษณะของชองวาง (vacuole) แทรกอยูภายในไซโต 
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พลาสซึมของเซลล (รูปที่ 4.16 ก) เยื่อหุมนิวเคลียสและเยื่อหุมเซลลเซลลบางสวนเกิดการฉีกขาด 
(รูปที่ 4.17 ก และ ข)  

     

รูปที่ 4.15 ก) แสดงลักษณะของเซลลที่มีความผิดปกติในสวนของนิวเคลียส และ ข) เซลลที่มี      
นิวคลีโอลัสขนาดใหญและสีเขม; scale bar = 2000 nm. 

     

รูปที่ 4.16 ก) แสดงภาพเซลลที่ผิดปกติ มชีองวางภายในไซโตพลาสซมึ; scale bar = 2,000 nm.
และ ข) ภาพของไมโตคอนเดรียที่มีสีเขมและผนังหนา (ลูกศรชี้); scale bar = 20 nm. 
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รูปที่ 4.17 ก) แสดงความเสียหายของเยื่อหุมนวิเคลียสบางสวน (ลูกศรช้ี); scale bar = 300 nm. 
และ ข) แสดงความเสียหายของเยื่อหุมเซลล ทาํใหมีสวนประกอบของไซโตพลาสซมึ (ลูกศรชี้) ไหล
ออกมาภายนอกเซลล; scale bar = 900 nm. 

เซลลทีไ่ดรับสารสกัดพญายอในความเขมขนที่ทําใหเกิดความเปนพิษตอเซลล 

ทําการเลือกตัวอยางของเซลลที่ไดรับสารสกัดพญายอที่ความเขมขน 4.75 mg/ml มาสังเกตความ
เปนพิษตอเซลลที่เกิดข้ึน พบวา เมื่อทําการดูที่กําลังขยาย 1000 เทา พบลักษณะของออแกเนลที่
ผิดปกติ และมีชองวางอยูภายในไซโตพลาสซึมเปนจํานวนมาก (รูปที่ 4.18 ก) สวนนิวเคลียสและ 
นิวคลีโอลัสดูปกติ เม่ือทําการดูที่กําลังขยายสูงข้ึนพบวาชองวางที่เห็นสวนหนึ่งคือ การขยายออก
ของเอนโดพลาสมิกเรกติคูลัมชนิดหยาบ (dilated RER) และพบวาไมโตคอนเดรียสวนใหญมี
ลักษณะเปนกระจุก (condense) และติดสีอิเล็กตรอนเขม (electron dense) (รูปที่ 4.18 ข) เร่ิมมี
การเส่ือมเกิดข้ึน โดย   ไมโตคอนเดรียที่เกิดการเส่ือมจะเห็นภายในมีลักษณะเปนชองวาง (รูปที่ 
4.20 ข) สวนของนิวเคลียสและเยื่อหุมดูปกติ (รูปที่ 4.19 ก, 4.20 ก) ในขณะที่เยื่อหุมเซลลดูแคบ
ลงและมีความเสียหายเกิดข้ึนเล็กนอย (รูปที่ 4.19 ข) 
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รูปที่ 4.18 ก) แสดงภาพของเซลลที่มีความผิดปกติของออแกเนลลในไซโตพลาสซึม โดยจะเห็น
ชองวางมากมายภายในไซโตพลาสซึม; scale bar = 2000 nm. ข) เม่ือดูที่กําลังขยายสูงจะพบ
ลักษณะของ RER ที่ขยายตัวออก และไมโตคอนเดรียที่มีความเขมของอิเล็กตรอนเพิ่มมากข้ึน; 
scale bar = 900 nm. 

   

รูปที่ 4.19 ก) แสดงเยื่อหุมนิวเคลียสที่มีสองช้ัน (bilayer) สมบูรณ; scale bar = 200 nm.          
ข) แสดงเย่ือหุมเซลลที่ถูกทําลายและไมเห็นลักษณะของเยื่อหุมสองชั้นแบบปกติ; scale bar = 
500 nm. 
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รูปที่ 4.20 ก) แสดงภาพหนาตัดของไมโตคอนเดรียที่เร่ิมมีการเส่ือม (ลูกศรชี้) และ ที่เกิดการเส่ือม
แลวเหลือเปนเพียงชองวางในไซโตพลาสซึม; scale bar = 200 nm. ข) แสดงใหเห็นลักษณะของ
นิวเคลียสและนิวคลีโอลัสที่ปกติในขณะที่เกิดความผิดปกติในไซโตพลาสซึม; scale bar = 1000 
nm. 

4.4.2 การศกึษาลักษณะของเช้ือไวรัสเคเอชวีภายในเซลล ในความเขมขนของไวรัสที่ทํา
ใหเกิดการเสือ่มของเซลลอยางสมบูรณ 

ทําการเก็บตัวอยางเซลลที่ไดรับเชื้อไวรัสเคเอชวีในปริมาณ 1.52 x 104 TCID50/ml ในวันที่ 14 ของ
การทดลองซึ่งพบลักษณะการเส่ือม (CPE) อยางสมบูรณ มาทําการตรวจดูสภาพการเปล่ียนแปลง
ของเซลลภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานที่กําลังขยายตํ่า พบวาเซลลโดยสวนใหญ
เกิดความผิดปกติ (รูปที่ 4.21) โดยบางเซลลพบลักษณะการถูกทําลายของนิวเคลียส นิวคลีโอลัส
ขยายใหญและติดสีเขม เยื่อหุมนิวเคลียสเสียหายบางสวน (รูปที่ 4.22 ข) มีความผิดปกติของออ
แกเนลและพบชองวางในไซโตพลาสซึม (รูปที่ 4.22 ก) เยื่อหุมเซลลเสียหายทําใหรูปรางของเซลล
เปล่ียนไป (รูปที่ 4.23 ข) เมื่อดูที่กําลังขยายสูงพบลักษณะของไมโตคอนเดรียที่เกิดการเส่ือมมี
ลักษณะของเสนใยไมอิลิน (myelin figure) รวมตัวกันมากข้ึน (รูปที่ 4.23 ก) เกิดการบวมของเอน
โดพลาสมิกเรกติคูล่ัมชนิดหยาบ (dilated RER) และพบไวรัสซ่ึงสวนใหญมีรูปรางกลมอยูภายใน
ไซโตพลาสซึม พบแคพซิดมีลักษณะเปนวงกลมชั้นเดียวมีสารดานในติดสีจาง หรือ เปนวงสองช้ัน 
มีแกนตรงกลางติดสีอิเล็กตรอนออนหรือเขม และพบลักษณะของวงกลมที่ภายในวางเปลาเปน
สวนนอย แคพซิดมีขนาดประมาณ 100-120 nm. (รูปที่ 4.24 และ 4.25) นอกจากนี้ยังพบแคพซิด
ที่อยูภายในถุงหุม (vesicle) อีกดวย 
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รูปที่ 4.21 แสดงเซลลที่ไดรับเช้ือเคเอชว ี โดยลักษณะของเซลลทีพ่บจะมีการถูกทําลาย บางเซลล
นิวเคลียสหายไป บางเซลลพบวาเยื่อหุมเซลลแตก; scale bar = 5000 nm. 

 

   

รูปที่ 4.22 ก) แสดงความผดิปกติของเซลล พบนิวคลีโอลัสสีเขมขนาดใหญ เซลลแตกไมเปนรูปราง 
มีชองวาง (vacuole) ในไซโตพลาสซึม; scale bar = 2000 nm. ข) แสดงความผิดปกติของเย่ือหุม
นิวเคลียส โดยมีบางสวนเกดิการขาดหายไป (ลูกศรชี้); scale bar = 300 nm. 
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รูปที่ 4.23 ก) แสดงไมโตคอนเดรียที่ปกติ (1) ไมโตคอนเดรียที่มี  myelin figure รวมตัวกันข้ึน
ภายใน (2, 3) และ ไมโตคอนเดรียที่เส่ือมสลายไปกลายเปนชองวาง (4); scale bar = 200 nm.  
ข) แสดงลักษณะของเยื่อหุมเซลลที่ขาดหายไปและไมเปน bilayer; scale bar = 200 nm. 

 

 

รูปที่ 4.24 แสดงแคพซิดชนดิที่มีเปลือกหุมสองชัน้และมีแกนติดสีอิเล็กตรอนจางอยูภายใน(1) และ 
แคพซิดในถุงหุม (2) ภายในไซโตพลาสซมึ; scale bar = 200 nm. 
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รูปที่ 4.25 แสดงแคพซิดของไวรัสที่พบในไซโตพลาสซึม โดยพบแคพซิดชนิดที่มีการสราง 
envelope มีแกนกลางติดสีเขม(1) และชนิดที่ยังไมสราง envelope (2); scale bar = 200 nm. 

 

4.4.3 การศึกษาลักษณะของเช้ือไวรัสในเซลลที่ไดรับยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญา
ยอในความเขมขนท่ีสามารถยับยั้งเชื้อไวรัสและไมเปนพิษตอเซลล เปรียบเทียบกับเชื้อ
ไวรัสในเซลลที่ไมไดรับยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญายอ 

เซลลเพาะเลีย้งท่ีไดรับยาอะซัยโคลเวยี 
พบลักษณะของเซลลที่มีรูปรางปกติและเซลลที่มีรูปรางผิดปกติ เยื่อหุมนิวเคลียสและเยื่อหุมเซลล
บางสวนถูกทําลาย (รูปที่ 4.27 ก และ ข) ในบางเซลลพบเยื่อหุมนิวเคลียสเกิดความเสียหาย
ทั้งหมด ไมเห็นการเรียงตัวเปนช้ันชัดเจนเหมือนในเซลลปกติ (รูปที่ 4.27 ข) เอนโดพลาสมิกเรกติ
คูล่ัมชนิดหยาบและไมโตคอนเดรียคอนขางปกติ (รูปที่ 4.26) พบชองวางภายในไซโตพลาสซึม เยื่อ
หุมเซลลบางสวนเสียหาย และมีสวนของไซโตพลาสซึมไหลออกมาภายนอก (รูปที่ 4.30) ในเซลลที่
เกิดความผิดปกติจะพบแคพซิดภายในไซโตพลาสซึม มีลักษณะกลม ทั้งชนิดที่แคพซิดเปนวงช้ัน
เดียว ภายในติดสีอิเล็กตรอนจาง (รูปที่ 4.28) ชนิดที่มีสองชั้นขางในแกนติดสีเขม ระยะที่กําลัง 
budding เขาสูถุงหุม (cytoplasmic vesicle) และระยะที่กําลังสรางเปลือกหุม (envelope) (รูปที่ 
4.29) ในถุงที่อยูภายในไซโตพลาสซึม  
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รูปที่ 4.26 ก) แสดงลักษณะของเซลลที่พบในการทดสอบผลของยาอะซัยโคลเวียตอเช้ือไวรัส      
เคเอชว;ี scale bar = 2000 nm. ข) แสดงลักษณะและการเรียงตัวของไมโตคอนเดรียและเอนโด 
พลาสมกิเรกติคูล่ัมชนิดหยาบที่ปกติภายในไซโตพลาสซมึ; scale bar = 1000 nm. 

     

รูปที่ 4.27 ก) แสดงเซลลที่ไดรับความเสียหาย พบชองวาง(V) เกิดข้ึนภายในไซโตพลาสซึม เยื่อหุม
เซลลบางสวนแตก(ลูกศรชี้); scale bar = 2000 nm. ข) แสดงเย่ือหุมนิวเคลยีสทีถู่กทาํลายเกือบ
หมด (ลูกศรชี้); scale bar = 100 nm.    

      

รูปที่ 4.28 แสดงเยื่อหุมนวิเคลียสที่เสียหาย (ลูกศรชี้) และ แคพซิดของไวรัสภายในไซโตพลาสซึม 
(K); scale bar = 100 nm. 
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รูปที่ 4.29 แสดงใหเห็น cytoplasmic vesicle (1) แคพซิดที่กําลัง budding เขาสู vesicle (2) และ 
แคพซิดที่กําลังอยูในข้ันตอนการสรางเปลือกหุม (3); scale bar = 200 nm.     

 

   

รูปที่ 4.30 ก) แสดงความเสียหายของเยือ่หุมเซลลที่เกดิการฉีดขาด (ลูกศรชี้) และไมเปน bilayer 
พบ enveloped virus ที่ติดสีเขมภายในไซโตพลาสซึม (K); scale bar = 500 nm. ข) สวนของ
เซลลที่เกิดความเสียหายทาํใหมีสวนของไซโตพลาสซึมไหลออกมานอกเซลล; scale bar = 200 
nm. 
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เซลลเพาะเลีย้งท่ีไดรับสารสกัดพญายอ 

 พบเซลลที่มีความผิดปกติทั้งในสวนของนิวเคลียสและไซโตพลาสซึม เมื่อทําการดูที่
กําลังขยายตํ่าพบบางเซลลมีนิวคลีโอลัสที่ขยายใหญกวาปกติ (รูปที่ 4.32 ก) เยื่อหุมเซลลถูก
ทําลาย (รูปที่ 4.32 ข) เซลลสวนมากมีลักษณะการสรางเสนใยไมอิลิน (myelin figure) เกิดข้ึน
ภายในไซโตพลาสซึม (รูปที่ 4.31 ก) ซึ่งเม่ือทําการดูที่กําลังขยายสูงข้ึนพบวาเปนเสนใยไมอิลินที่
เกิดซอนกันเปนวง ภายในมีสารเนื้อเดียวติดสีเหมือนกับสีภายในไซโตพลาสซึม (รูปที่ 4.31 ข) 
ในขณะที่เอนโดพลาสมิกเรกติคูล่ัมมีการเรียงตัวภายในไซโตพลาสซึมอยางปกติ (รูปที่ 4.32 ก) พบ
แคพซิดภายในนิวเคลียส เปนวงชั้นเดียวและมีแกนกลางติดสีอิเล็กตรอนเขมอยูบริเวณเยื่อหุม
นิวเคลียส (รูปที่ 4.33 ก) พบแคพซิดที่เสียสภาพในขณะที่มีการสรางเปลือกหุมชั้นแรกระหวาง 
perinuclear space (รูปที่ 4.33 ข) พบลักษณะของแคพซิดที่สรางเปลือกหุมไมสมบูรณ โดยพบวา
ระหวางช้ันของ envelope มีการโปงพองและมีรูปรางไมเรียบ รอบแกนภายในเปนชองวางไมติดสี
อิเล็กตรอน และพบ enveloped capsid ที่มีเสนใยไมอิลินเกิดข้ึนภายใน และติดสีอิเล็กตรอนเขม 
(รูปที่ 4.34) มีขนาดประมาณ 200 nm. พบไวรัสที่โตเต็มที่  (mature virion) มีเปลือกหุมสองชั้น
และมีสารเคลือบผิวดานนอกเซลล โดยสังเกตพบบริเวณดานนอกของเยื่อหุมเซลลที่แตกและเกิด
ความเสียหาย (รูปที่ 4.35) 

 

   

รูปที่ 4.31 ก) แสดงภาพของเซลลทีพ่บลักษณะของ 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) แสดงภาพของเซลลที่มีการเรียงตัวของเอนโดพลาสมิกเรกติคูล่ัมชนิดหยาบที่ปกติ 
แตพบลักษณะของนิวเคลียสที่มีนิวคลีโอลัสขยายใหญผิดปกติ; scale bar = 2000 nm. ข) แสดง
ภาพของเยื่อหุมนิวเคลียสที่ถูกทําลายไปบางสวน (ลูกศรชี้); scale bar = 200 nm. 

 

     

รูปที่ 4.33 ก) แสดงแคพซิดที่ติดอยูกับเยื่อหุมนิวเคลียส (ลูกศรช้ี) และ enveloped capsid ใน    
ไซโตพลาสซึม (V); scale bar = 500 nm. ข) แสดงภาพของแคพซิดที่เสียสภาพระหวางการสราง 
envelope ชั้นแรกระหวาง perinuclear space; scale bar = 300 nm. 
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รูปที่ 4.34 แสดงลักษณะของ enveloped capsid ที่มีความผิดปกติ (1) และ enveloped capsid 
ที่ติดสีอิเล็กตรอนเขม และมีเสนใยไมอิลินภายใน (2); scale bar = 200 nm. 

 

   

รูปที่ 4.35 แสดงภาพของไวรัสที่สมบูรณ (mature virion) (ลูกศรชี้) ที่อยูภายนอกเซลล และพบ
ความเสยีหายของเยื่อหุมเซลล; ก) scale bar = 300 nm. และ ข) scale bar = 200 nm.   
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บทที่ 5  

อภิปรายผลการวิจัย บทสรุป และขอเสนอแนะ 

5.1 อภิปรายผลการวิจัย 

สวนที่ 1  

จากผลการทดลองพบวาเชื้อ KHV-T P13 ที่ทําการแยกไดจากปลาแฟนซีคารพที่ปวยในประเทศ
ไทย ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลง (CPE) ในเคเอฟเซลล คือ เร่ิมพบลักษณะการเปล่ียนแปลงภายใน
ไซโตพลาสซึมของเซลล มีการเกิดชองวาง (vacuole) เล็กๆข้ึน และมีการเชื่อมกันของเซลล (cell 
fusion) โดยจะเร่ิมสังเกตเห็นการเปล่ียนแปลงไดประมาณวันที่ 5-7 หลังจากทําการบมเช้ือกับ
เซลล (inoculation) ที่อุณหภูมิ 24องศาเซลเซียส หลังจากนั้นจะพบการเส่ือมของเซลลที่สมบูรณ
และเร่ิมมีเซลลเส่ือมตาย (lysis) ประมาณวันที่ 10-14 ของการทดลอง และเกิดการเปล่ียนแปลง
ทั่วทุกเซลลประมาณวันที่ 14 ของการทดลอง เชนเดียวกับในรายงานของ Hedrick et al. (2005) 
ที่ทําการบมเชื้อที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียสในเซลล KF-1 พบวาไวรัสจะทําใหเกิดการ
เปล่ียนแปลงของเซลลโดยเร่ิมสังเกตความผิดปกติไดภายใน 5 วันหลังการเพาะเช้ือ และจะเกิด
การเส่ือมรวมทั้งเร่ิมมีเซลลตายวันที่ 5-7 โดยขบวนการเกิดความเสียหายของเซลลจะเกิดข้ึนอยาง
สมบูรณทุกเซลลหลังจากวันที่ 14 ของการทดลอง โดยระยะเวลาที่พบการเส่ือมของเซลลจะ
แตกตางกันไปตามชนิดของเซลลที่ใชและอุณหภูมิที่ทําการศึกษา โดย Dishon et al. (2007) 
ทําการศึกษาในเซลลสมองปลาไน (Common Carp Brain; CCB) ที่อุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส 
พบวาเกิดการเส่ือมของเซลลอยางสมบูรณในวันที่ 9 หลังการทดลอง และเมื่อทําการเพิ่มอุณหภูมิ
ใหสูงข้ึนจาก 22 เปน 30 องศาเซลเซียสพบวาเซลลกลับมาอยูในสภาพที่ปกติไดอีกคร้ัง และยังคง
สภาพปกติอยูไดนานถึง 30 วัน กอนที่จะกอใหเกิดการเส่ือมของเซลลไดอีกเมื่อนําเซลลกลับมาบม
ที่อุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส แสดงใหเห็นวาไวรัสจะอยูในเซลลไดอยางนอย 30 วันโดยไม
กอใหเกิดความผิดปกติเม่ืออยูในชวงอุณหภูมิที่ไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโต  จึงมีความเปนไป
ไดที่เช้ือจะสามารถคงอยูในตัวปลาไดนานโดยไมแสดงอาการ แตจะสามารถแพรเชื้อตอไปไดเมื่อ
อยูในสภาพแวดลอมที่มีอุณหภูมิเหมาะสมตอการเจริญของเช้ือเคเอชวี โดยจะเจริญไดดีที่สุดที่
อุณหภูมิ 18-26 องศาเซลเซียส (Gilad et al., 2003) และนอกจากเช้ือจะสามารถอยูในตัวปลาได
เปนระยะเวลานานแลว ยังสามารถท่ีจะคงอยูในสิ่งแวดลอม คือในน้ําไดอยางนอยนาน 4 ชั่วโมง 
(Perelberg et al., 2003) และในตะกอนที่สะสมอยูที่กนบอไดอีกดวย (Dishon et al., 2005)  
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สวนท่ี 2 การทดสอบความเปนพิษของยาและสารสกัดตอเคเอฟเซลล 

 เมื่อทําการทดสอบความเปนพิษของยาอะซัยโคลเวียตอเคเอฟเซลล พบวา ความเขมขน
ของยาที่ทําใหเคเอฟเซลลตายไปเปนจํานวน 50% ของเซลลทั้งหมด (50% Cytotoxic 
Concentration; CC50) คือ ที่ความเขมขน 11.60 μg/ml ในขณะที่การทดสอบความเปนพิษของ
ยาอะซัยโคลเวียในการตานเชื้อไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซ 1  (Herpes Simplex Virus 1; HSV1) ตอ
เซลล 3T3 ในมนุษย พบวาที่ความเขมขนสูงสุดของยาที่ใชทดสอบคือ 100 μg/ml ก็ไมกอใหเกิด
ความเปนพิษตอเซลล (Sutton and Boyd, 1993) เชนเดียวกับการทดสอบในเซลล                    
T-lymphoblastoid (CEM) พบวาความเขมขนของยาที่สูงสุดที่ใชคือ 22.5 mg/ml ไมกอใหเกิดพิษ
ตอเซลลที่ใชในการทดลองเชนกัน (Hammer et al., 1982) สวนการทดสอบประสิทธิภาพในการ
ตานเชื้อของยาอะซัยโคลเวียตอเช้ือไวรัสเฮอรปสในแมว (Feline herpesvirus) พบวาความเขมขน
สูงสุดที่ใชคือ 50 μg/ml ไมกอใหเกิดความเปนพิษตอเซลล Crandell-Reese Feline Kidney 
(Hussein et al., 2007) ในขณะที่ผลการทดสอบความเปนพิษของสารสกัดพญายอตอเคเอฟเซลล 
พบวาสารสกัดพญายอที่ความเขมขน 4.75 mg/ml สงผลใหเซลลตายหมดภายใน 24 ชั่วโมงหลัง
การทดลอง ในขณะที่ความเขมขนอ่ืนๆสามารถที่จะทําการนับจํานวนเซลลมีชีวิตที่เหลือไดในวันที่ 
3 หลังการทดลอง ซึ่งพบวาสารสกัดพญายอที่ความเขมขน 0.95, 0.475, 0.095 และ 0.0095 
mg/ml ตามลําดับ  ไมกอใหเกิดพิษตอเซลล ในขณะที่การทดสอบความเปนพิษของสารสกัดพญา
ยอตอ Vero cell กอนที่จะนําไปทําการศึกษาผลในการตานเชื้อไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซ 2 พบวามี
คา CC50 = 6.67 mg/ml (Yoosook et al., 1999) การทดสอบความเปนพิษของสารที่สกัดไดจาก
ใบของพญายอตอ Vero cell กอนที่นําไปทําการทดสอบประสิทธิภาพในการตานเชื้อไวรัสเฮอรปส
ซิมเพล็กซ 1 พบวามีคาความเขมขนที่มากที่สุดที่ไมกอใหเกิดความเปนพิษตอเซลล คือ 6.21 
mg/ml (Sakdarat et al., 2009)  

 แสดงใหเห็นวาความเปนพิษของยาหรือสารตอเซลลเพาะเล้ียงจะแตกตางกันไปตามชนิด
ของเซลลที่ใช โดยเคเอฟเซลลมีความไวตอยาอะซัยโคลเวีย และสารสกัดพญายอมากกวา
การศึกษาในรายงานที่ผานมา (Hammer et al., 1982; Hussein et al., 2007; Yoosook et al., 
1999; Sakdarat et al., 2009; Sutton and Boyd, 1993) โดยดูจากคา CC50 ที่ตํ่ากวา และเม่ือทํา
การเปรียบเทียบความเปนพิษของยาอะซัยโคลเวียกับสารสกัดพญายอตอเคเอฟเซลล จะเห็น
วาอะซัยโคลเวียมีความเปนพิษสูงกวาสารสกัดพญายอ อาจเกิดจากการที่ยาอะซัยโคลเวียเกิดการ
ทําลายเซลลไดอยางถาวร สงผลใหเกิดการตายของเซลลในที่สุด 
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สวนที่ 3 การทดสอบประสิทธภิาพในการตานเช้ือไวรัสของยาอะซัยโคลเวยีและสารสกดั
พญายอ 
ทําการทดสอบผลในการตานเชื้อไวรัสเคเอชวีของยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญายอ โดยทํา
การทดสอบผลของสารสกัดพญายอกอนการติดเชื้อเขาสูเซลลและหลังจากการติดเชื้อเขาสูเซลล
เนื่องจากมีรายงานวาสารสกัดพญายอมีประสิทธิภาพในการยังยั้งเชื้อไวรัสเฮอรปสในมนุษย โดย
สามารถฆาเช้ือไวรัสที่กอใหเกิดโรคอีสุกอีใสและงูสวัด (VZR) ทั้งภายในและภายนอกเซลล คือ
สามารถยับยั้งโดยการทําลายเช้ือไวรัสโดยตรง และโดยการยับยั้งการเพิ่มจํานวนของไวรัสภายใน
เซลลหลังจากที่มีการติดเชื้อแลว (กองวิจัยและพัฒนาสมุนไพร, 2533; Thawaranantha, 1992) 
สวนยาอะซัยโคลเวียทําการทดสอบประสิทธิภาพหลังจากที่เชื้อติดเขาสูเซลล เนื่องจากอะซัย
โคลเวียมีฤทธ์ิในการยับยั้งเช้ือไวรัส โดยจะออกฤทธิ์ไดตองอาศัยไธมิดีนคัยเนสของเช้ือไวรัส และ
เอนไซมในเซลลของโฮสต อะซัยโคลเวียจะมีความสามารถในการจับกับยีนไธมิดีนคัยเนสของเชื้อ
ไวรัสอยางเฉพาะเจาะจง เกิดการ phosphorylation กลายเปน acyclovir monophosphate 
(acyclo-GMP) ซึ่งจะไมพบข้ันตอนการเปลี่ยนแปลงเชนนี้ในเซลลที่ไมมีการติดเชื้อไวรัส จากนั้น 
acyclo-GMP จะเปล่ียนรูปไปเปน acyclovir triphosphate (acyclo-GTP) โดยเอนไซมที่อยู
ภายในเซลลโฮสต จากการทดลองของ Elion,G.B. (1982) พบวา acyclo-GTP จะคงอยูในเซลลที่
มีการติดเชื้อเฮอรปสไวรัสไดนานหลายชั่วโมงหลังจากที่มีการดูดเอายาออกจากเซลล (vero cell) 
โดยพบปริมาณของ acyclo-GTP ในเซลลที่มีการติดเชื้อมากกวาเซลลที่ไมมีการติดเชื้อไวรัส 40 - 
1000 เทา acyclo-GTP จะไปยับยั้งการสังเคราะห DNA polymerase ของเชื้อไวรัสเฮอรปส
มากกวาของเซลล โดยเช้ือจะสังเคราะห DNA polymerase โดยใช acyclo-GTP เปนสารต้ังตนใน
การรับเอา acyclo-GMP เขาสู DNA primer template ไดดีกวาเอนไซมที่อยูภายในเซลล ซึ่งการ
จับกันของ acyclo-GMP กับ DNA polymerase ของเชื้อไวรัสนี้จะทําใหการสรางสายพันธุกรรม
ยุติลง ไวรัสไมสามารถเพิ่มจํานวนตอไปไดอีก จากการศึกษาในครั้งนี้ทําการทดสอบประสิทธิภาพ
ของยาอะซัยโคลเวียที่ความเขมขน 10, 5, 1, 0.1 และ 0.01 μg/ml พบวายาอะซัยโคลเวียทุกความ
เขมขนที่ใชในการทดลองไมมีผลตอการยับยั้งเช้ือไวรัสเคเอชวี  ซึ่งพบการรายงานเชนเดียวกันนี้ใน
การใชตานเชื้อไวรัสเฮอรปสในแมว โดยใชยาอะซัยโคลเวียที่ความเขมขน 50, 10, 1, 0.2, 0.01 
และ 0.001 μg/ml ในเซลล Crandell-Reese Feline kidney พบวาไมสามารถที่จะยังยั้งเชื้อ 
Feline herpesvirus ได ซึ่งอาจเกิดจากข้ันตอนการเกิด phosphorylation ของอะซัยโคลเวียกับยีน
ไธมิดีนคัยเนสของเช้ือมีความบกพรอง (Hussein et al., 2007) ในขณะที่การศึกษาอ่ืนที่ผานมาที่
พบวาอะซัยโคลเวียมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการติดเช้ือไวรัสเฮอรปสในมนุษยและมีการใชกัน
อยางกวางขวาง ทั้งในการรักษาโรคเริมที่เกิดจากเชื้อไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซ ชนิดที่ 1 และ ไวรัส
เฮอรปสซิมเพล็กซ ชนิดที่ 2 (Rang et al., 1999) ที่เกิดข้ึนในคน ทั้งในรูปแบบของยากิน ยาปาย
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ตา ยาทาเฉพาะที่ และ ยาที่ใหเขาทางหลอดเลือด (คณะกรรมการแหงชาติดานยา, 2542) โดยการ
ทดสอบเปรียบเทียบระหวางเพนซัยโคลเวีย (pencyclovir) และ อะซัยโคลเวียตอเช้ือเฮอรปสซิม
เพล็กซ 1 ใน murine cells พบวาอะซัยโคลเวีย มีประสิทธิภาพสูงกวาเพนซัยโคลเวีย ถึง 4 เทา 
โดยมีคาความเขมขนที่สามารถยับยั้งเช้ือได 50% (50% Effective concentration; EC50) อยูที่ 
0.02 ± 0.07 และ 0.08 ± 0.13 μg/ml (Sutton and Boyd, 1993) สวนการศึกษาฤทธิ์ในการตาน
เช้ือเฮอรปสซิมเพล็กซชนิดที่ 1 ในเซลล T-lymphoblastoid (CEM) ต้ังแต 0.225 ถึง 22.5 mg/ml 
พบวาที่ 22.5 mg/ml มีประสิทธิภาพในการตานเชื้อไดดีที่สุด โดยมีคาดัชนีในการรักษามากถึง 
8000 เทา และจะมีฤทธ์ิในการตานเชื้อไดดียิ่งข้ึนเมื่อใชควบคูกับ alpha interferon ที่ความเขมขน 
10,000 U/ml. (Hammer et al., 1982) แสดงใหเห็นวาฤทธิ์ในการตานเช้ือเฮอรปสไวรัสของ
ยาอะซัยโคลเวียจะมีประสิทธิภาพมากหรือนอยข้ึนกับชนิดของเซลลที่ใชในการทดลอง โดย 
Brandi et al. (2001) พบวาการทดสอบประสิทธิภาพโดยใช macrophage ใหผลในการตานเชื้อ
ไวรัสที่ดีกวาการใชเซลลไฟโบรบลาสอยางชัดเจน ซึ่งนาจะเกิดจากอัตราการเกิด phosphorylation 
ของยาภายในเซลลที่แตกตางกัน ซึ่งมีความเปนไปไดวาเคเอฟเซลลมีอัตราการเกิดขบวนการ 
phosphorylation ของยาอะซัยโคลเวียภายในเซลลตํ่าทําใหผลการทดลองแสดงออกมาวา 
ยาอะซัยโคลเวียไมมีผลในการตานเช้ือเคเอชวีในเคเอฟเซลล อีกสาเหตุหนึ่งที่อาจเปนไปไดคือ 
จากการศึกษาที่ผานมาพบวาเชื้อเฮอรปสที่พบในปลา จะประกอบดวยเอนไซม 3 ชนิด ที่สําคัญตอ
กระบวนการสังเคราะหดีเอนเอของเช้ือ ไดแก ribonucleotide reductase, Thymidylate 
monophosphate kinase (Tmpk) และ ไธมิดีนคัยเนส แตจากการศึกษาของ IIouze et al. (2006) 
พบวาเชื้อเฮอรปสที่พบในปลาไนที่แสดงอาการปวยไมมีการแสดงออกของยีน CyHV-3 TK จึงเปน
เหตุผลหนึ่งที่ทําใหยาอะซัยโคลเวียไมสามารถที่จะยับยั้งเช้ือเคเอชวีได เชนเดียวกับการทดลองใช
ยาอะซัยโคลเวียหรือแกงซัยโคลเวีย (gancyclovir) ในการรักษาปลาที่แสดงอาการติดเช้ือไวรัส
เฮอรปส พบวาไมมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเพิ่มจํานวนของเช้ือไดเชนกัน (Lee et al., 1999)  
 การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดพญายอตอเช้ือเคเอชวี กอนที่จะมีการติดเชื้อเขาสู
เซลล โดยการใสสารสกัดกับเชื้อกอนเพาะลงเซลลที่ 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมง พบวาความเขมขนของ
สารสกัดที่สามารถยับยั้งเช้ือไดมากกวา 1 log 10 เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมคือ ที่ความเขมขน 
0.475 mg/ml ทั้งที่ 1, 2, 3 และ 4 ชั่วโมง และการทดสอบประสิทธิภาพหลังการติดเชื้อพบวาคา
ความเขมขนของสารสกัดที่สารยับยั้งเช้ือไดมากกวา 1 log 10 เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม คือ ที่
ความเขมขน 0.475 mg/ml เดียวกัน แสดงใหเห็นวาสารสกัดมีประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อเค
เอชวีไดโดยตรงและสามารถยังยั้งการเจริญของเชื้อไวรัสภายในเซลลได โดยการศึกษาถึง
สวนประกอบของใบพญายอพบวามีสารออกฤทธิ์สําคัญ 3 ชนิด ที่สามารถออกฤทธิ์ตานเชื้อไวรัส
เฮอรปสซิมเพล็กซชนิดที่ 1  กอนที่จะมีการติดเชื้อเขาสูเซลลได ซึ่งเปนสารประกอบจําพวกคลอโร
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ฟลเอ และ คลอโรฟลบี (Sakdarat et al., 2009) โดยพบวาสารประกอบทั้งสามชนิดจะไปทําให
เกิดความผิดปกติของ envelope หรือ glycoprotein ภายนอกซึ่งมีความสําคัญตอขบวนการติด
เชื้อเขาสูเซลล โดยถูกทําใหหมดฤทธิ์ไดโดยตรงเมื่อมีการบมเช้ือไวรัสรวมกับสารประกอบดังกลาว 
สอดคลองกับการศึกษาผลในการตานเชื้อไวรัสของ peppermint oil ที่พบวาจะขัดขวางขบวนการ
เขาสูเซลลของเชื้อไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซชนิดที่ 1 และ 2 ในเซลล RC-37 (Schuhmacher et al., 
2004)  Liu et al. (2004) ทําการศึกษาถึงผลของ Ganoderma Lucidum Proteoglycan (GLPG) 
ที่สกัดไดจาก    ไมซิเลีย (mycelia) ของเห็ดหลินจือ (Ganoderma lucidum) พบวามีผลในการ
ยับยั้งเช้ือไวรัสเฮอรปสซิมเพล็กซชนิดที่ 1 ทั้งกอนการติดเชื้อเขาสูเซลล และหลังการติดเชื้อเขาไป
ในเซลลแลว โดย GLPG จะไปขัดขวางขบวนการแบงตัวของไวรัสและรบกวนข้ันตอนการเขาสู
เซลลในชวงแรกของเช้ือ (Liu et al., 2004) ดังนั้นสารสกัดพญายออาจสงผลขัดขวางขบวนการ
แบงตัวของเชื้อไวรัส    เคเอชวีในเคเอฟเซลลเชนเดียวกัน โดยอาจเกิดจากการรวมกันของสารสกัด
กับ glycoprotein ของไวรัสที่มีความสําคัญในการซึมผานเขาสูเซลลโฮสต  (Sakdarat et al., 
2009) ทําใหเชื้อเสียสภาพไปไมสามารถติดเขาสูเซลลได ในขณะที่กลไกของอะซัยโคลเวีย จะไป
รบกวนการสราง viral DNA polymerase ภายในเซลลที่มีการติดเชื้อ แสดงใหเห็นวากลไกในการ
ยับยั้งเชื้อไวรัสของสารประกอบในสารสกัดพญายอ มีความแตกตางกับยาอะซัยโคลเวีย ซึ่งเปนยา
ที่มีความแพรหลายในการใชรักษาการติดเชื้อไวรัสเฮอรปสที่พบในมนุษย โดยมีความเปนไปไดที่
ยาอะซัยโคลเวียจะไมสามารถตานเชื้อไวรัสเคเอชวีได เนื่องจากยาอะซัยโคลเวียไมสามารถออก
ฤทธิ์เพราะยีนไธมิดีนคัยเนสของเช้ือมีความแตกตางจากไธมิดีนคัยเนสของเช้ือไวรัสเฮอรปสใน
สัตวเล้ียงลูกดวยนม (IIouze et al., 2006)  หรือเนื่องจากเคเอฟเซลลที่ใชทดสอบมีความไวตอ
ความเปนพิษของยาอะซัยโคลเวียสูงเกิน ความเขมขนของยาที่จะสามารถตานเชื้อไวรัสเคเอชวีได 

 

สวนที่ 4 การศึกษาความเปนพิษของยาอะซัยโคลเวยีและสารสกดัพญายอตอเคเอฟเซลล
ภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (Transmission electron microscope) 

เมื่อทําการเปรียบเทียบลักษณะของเคเอฟเซลลที่ปกติกับเซลลที่ไดรับยาอะซัยโคลเวียและสาร
สกัดพญายอในความเขมขนที่มีความเปนพิษตอเซลล พบวาเซลลที่ไดรับยาอะซัยโคลเวียจะเกิด
ความเสียหายในสวนของนิวเคลียสเปนสวนใหญ พบลักษณะของนิวเคลียสที่ถูกทําลาย นิวคลี
โอลัสที่ขยายขนาดใหญและมีความเขมมากข้ึน เยื่อหุมนิวเคลียสเกิดการฉีกขาด สงผลใหเซลล
แตกหรือถูกทําลายในที่สุด ในขณะที่เซลลที่ไดรับสารสกัดพญายอพบความผิดปกติชัดเจนภายใน
ไซโตพลาสซึม มากกวาภายในนิวเคลียส เมื่อดูที่กําลังขยายตํ่าพบชองวาง (vacuole) ภายใน     
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ไซโตพลาสซึมของเซลลปริมาณมาก ซึ่งเปนความผิดปกติของเซลลที่เกิดความเส่ือมข้ึน (cell 
degeneration) พยาธิสภาพที่บงบอกถึงความเสื่อมของเซลล ไดแก cellular swelling or cloudy 
swelling, hydropic, vacuolar, fatty, หรือ hyaline degeneration (Clarke, 1990) เม่ือศึกษาที่
กําลังขยายสูงพบการบวมของ RER และการหดตัวและเกิดการเส่ือมของไมโตคอนเดรีย โดยพยาธิ
สภาพที่พบจะมีความแตกตางกันตามความรุนแรงของความเสียหายของเซลล โดยมากการเส่ือม
ของเซลลอาจจะสามารถฟนสภาพกลับมาเปนเซลลที่ปกติได แตการเกิดความเส่ือมที่รุนแรงมักจะ
นําไปสูการตายของเซลล (cell death) ในที่สุด (Clarke, 1990) การเกิดชองวางภายในไซโต   
พลาสซึมเกิดไดจากหลายปจจัย ทั้งการติดเช้ือไวรัส สารพิษจากเชื้อแบคทีเรีย ยาและสารพิษตางๆ 
(Henics and Wheatley, 1999) เชน การศึกษาถึงพิษของธาตุเหล็กที่ปนเปอนมากับสมุนไพร
ขม้ินชัน พบวาทําใหเกิดการเสื่อมของเซลลตับ เกิดการหดตัวของนิวเคลียส เซลลบวม มีชองวาง 
(vacuole) ภายในไซโตพลาสซึมและเยื่อบุหลอดเลือด (Promchan, 2005) การศึกษาถึงลักษณะ
การเส่ือมตายของเซลลที่พบภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน เปรียบเทียบกันในเซลลชนิดตางๆที่
ไดรับสารที่กอใหเกิดพิษตอเซลล พบวาสามารถจําแนกขบวนการเกิดความเส่ือมตายออกไดเปน 3 
ชนิด ไดแก ชนิดแรก เร่ิมจากพบการหดตัวของนิวเคลียส ไซโตพลาสซึมติดสีเขมข้ึนและเกิดการ
แยกเปนช้ิน จากนั้นจะถูกเก็บกินจากเซลลรอบขาง ชนิดที่สอง เร่ิมจากการสะสมกันของไลโซโซม 
(lysosomal bodies) มากข้ึน ตามมาดวยการเปล่ียนแปลงของนิวเคลียส เกิดการแตก เซลลตาย 
แลวจะถูกเก็บกินโดยเซลลขางเคียง ชนิดที่สามพบการเส่ือมของเซลลที่แตกตางจากสองชนิดแรก 
โดยจะไมพบการสะสมของไลโซโซมและไมพบการถูกกลืนทําลายจากเซลลรอบขาง (Kacew, 
1990) 

 แสดงใหเห็นวาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญายอในความเขมขนที่กอใหเกิดพิษตอเซลล 
จะทําใหเกิดการเส่ือมและตายของเซลลที่แตกตางกัน โดยอะซัยโคลเวียจะสงผลใหเกิดความ
เสียหายในสวนของนิวเคลียสเปนหลักซ่ึงทําใหเกิดความเส่ือมของเซลลอยางถาวร สงผลใหเซลล
ตายในที่สุด ในขณะที่สารสกัดพญายอจะทําใหเกิดความเสียหายภายในไซโตพลาสซึมซึ่งเซลลที่
ไดรับความเสียหายนอยอาจซอมแซมตัวเองกลับมาไดเปนปกติอีกคร้ัง สอดคลองกับผลการ
ทดสอบความเปนพิษของยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญายอตอเคเอฟเซลล ที่พบวาอะซัย
โคลเวียมีความเปนพิษตอเคเอฟเซลลมากกวาสารสกัดพญายอ 
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สวนที่ 5 การศึกษาผลของยาอะซัยโคลเวียและสารสกัดพญายอตอเชื้อไวรัสเคเอชวี
ภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน (Transmission electron microscope) 

จากการเก็บตัวอยางเซลลในวันที่ 14 ของการทดลองมาทําการตรวจดูสภาพการ
เปล่ียนแปลงภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานที่กําลังขยายตํ่า (1,000–2,000 เทา)
พบวาเซลลโดยสวนใหญเกิดความผิดปกติ โดยบางเซลลจะเห็นลักษณะการถูกทําลายของ
นิวเคลียส นิวคลีโอลัสขยายใหญและติดสีเขม มีความผิดปกติของออแกเนลและพบชองวางในไซ
โตพลาสซึม เยื่อหุมเซลลแตกทําใหรูปรางของเซลลเปล่ียนไป โดยเซลลที่เกิดความผิดปกติของ
นิวเคลียสและนิวคลีโอลัสเปนเซลลที่จะพบวามีการติดเชื้อไวรัส โดยจะไมพบไวรัสในเซลลที่
นิวเคลียสยังดูปกติ (Miwa et al., 2007) เม่ือดูที่กําลังขยายสูงพบลักษณะของไมโตคอนเดรียที่มี
ลักษณะของเสนใยไมอิลิน (myelin figure) รวมตัวกันมากข้ึน เกิดการบวมของเอนโด           
พลาสมิกเรกติคูล่ัมชนิดหยาบ (RER) และพบวิริออนของไวรัส ความผิดปกติของไมโตคอนเดรีย
และ RER เกิดจากผลของเช้ือไวรัสที่สงผลใหเกิดความเส่ือมของเซลล (Henics and Wheatley, 
1999) จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการเกิด margination ของนิวเคลียรโครมาตินเปน
ลักษณะที่บงบอกวาเซลลมีการติดเช้ือเคเอชวี ซึ่งเปนลักษณะที่พบทางจุลพยาธิวิทยาของปลาที่
ติดเชื้อ โดยเซลลจะมี margination ของนิวเคลียรโครมาตินเชนกัน (Hedrick et al., 2000) 
ลักษณะการเกิด margination ของนิวเคลียรโครมาตินนี้ยังพบไดในนิวเคลียสของเซลลปลาทองที่
ติดเชื้อ  Cyprinid herpesvirus-2 (CyHV-2) อีกดวย(Hedrick et al., 2006) วิริออนที่พบจาก
การศึกษาในคร้ังนี้สวนใหญมีรูปรางกลม หรือ hexaglonal อยูภายในไซโตพลาสซึม ทั้งชนิดที่มี
แคพซิด (capsid) และชนิดที่มี envelope (enveloped capsid) โดยมีแกนกลาง (core) ติดสีเขม
เปนสวนใหญ  พบวิริออนที่อยูในระยะการเจริญเติบโตตางๆ สวนใหญในบริเวณไซโตพลาสซึม  
พบในนิวเคลียสไดบางแตเปนสวนนอย วิริออนระยะท่ีเปนแคพซิดพบมีหลายลักษณะทั้งแบบที่มี
ผนังช้ันเดียวภายในมีแกนติดสีเขม ชนิดที่มีผนังช้ันเดียวภายในประกอบดวยสารติดสีอิเล็กตรอน
จาง และแคพซิดที่ภายในวางเปลา แคพซิดที่พบมีขนาดประมาณ 100-120 นาโนเมตร พบแคพซิด
ที่กําลังสรางเปลือกหุม (envelope) และแคพซิดที่มีเปลือกหุมแลว (enveloped capsid) แตยัง
เจริญไมเต็มที่อยูภายในไซโตพลาสซึม และพบไวรัสที่โตเต็มที่พรอมที่จะกอโรคอยูภายนอกเซลลมี
ลักษณะเปนวงสองชั้นมีผิวดานอกขรุขระขนาดประมาณ 180-200 นาโนเมตร จากการศึกษาของ 
Miwa et al. (2007) ถึงลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผานของเช้ือเคเอชวีใน
เซลล NGF-2 พบแคพซิดสวนมากอยูภายในนิวเคลียสของเซลล ขนาดเสนผานศูนยกลาง
ประมาณ 110 นาโนเมตร รูปรางกลม หรือ เปนหกเหล่ียม (hexagonal) รูปรางภายในแคพซิดมี
หลายลักษณะ โดยสามารถจําแนกไดเปน 3 แบบใหญๆ คือ ชนิดแรกพบลักษณะของทรงกลมอยู
ภายในแคพซิด เห็นเปนวงสองช้ันซอนกัน วงช้ันในสวนใหญประกอบดวย heterogeneous parts 
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หรือ particles เปนชนิดที่พบมากท่ีสุด ชนิดที่สองมีลักษณะของแกนกลางติดสีอิเล็กตรอนเขม 
(electron densed core) โดยมีรูปรางแตกตางกันไป ชนิดที่สาม แสดงลักษณะภายในวางเปลา 
อาจพบความหนาแนนของอิเล็กตรอนบางๆ สวนแคพซิดอ่ืนๆอาจพบสวนประกอบที่แตกตางกันไป 
เชน พบลักษณะของเยื่อหนาๆ (thick fibrous material) อยูภายในลักษณะแคพซิดที่พบวามี
รูปรางที่แตกตางกันหลายแบบนาจะเปนการพัฒนาของไวรัสในระยะตางๆ หรือ การพัฒนาการ
เปล่ียนแปลงรูปรางของแคพซิดในไวรัสเคเอชวี (Miwa et al., 2007) โดยพบลักษณะแคพซิด
หลายๆแบบที่คลายคลึงกันนี้ในการติดเชื้อ Pseudorabies Virus (PRV) (Granzow et al., 1997) 
และในเช้ือไวรัสเฮอรปสในสัตวเล้ียงลูกดวยนมชนิดอ่ืนๆ เชนกัน (Nii, 1992) สามารถจําแนกชนิด
แคพซิดของเช้ือไวรัสในสัตวเล้ียงลูกดวยนมออกไดเปน 3 ชนิด คือ A, B และ C ดวยวิธีการทาง
ชีววิทยาเคมี ในเซลลที่มีการติดเชื้อไวรัสเฮอรปส เชน เฮอรปสซิมเพล็กซ ไวรัส (Gibson and 
Roizman, 1972) ไซโตเมกกะโลไวรัส (Gibson, 1981; Yu et al., 2005) และ Equine 
herpesvirus type 1 (Perdue et al., 1975) โดยข้ันตอนการพัฒนาของเช้ือไวรัสเฮอรปสในสัตว
เล้ียงลูกดวยนมจะเร่ิมการสรางแคพซิดภายในนิวเคลียสของเซลลโฮสต จากนั้นจะแบงตัวเขาสู
พื้นที่ระหวางผนังนิวเคลียสชั้นนอกและชั้นใน (perinuclear space) เกิดการสรางenvelope ข้ันตน 
(primary envelope) จากผนังนิวเคลียสชั้นในแลวจะเคลื่อนตัวเขาสู   ไซโตพลาสซึม 
(Mettenleiter , 2002) จากการศึกษาคร้ังนี้พบแคพซิดภายในนิวเคลียสของเซลลเปนจํานวนนอย
มาก สวนใหญจะพบในสวนของไซโตพลาสซึม โดยความแตกตางจากการศึกษาอ่ืนที่พบอาจเกิด
จากการใชเซลลเพาะเล้ียงในการทดลองที่แตกตางกัน พบรายงานการศึกษาเช้ือไวรัสเคเอชวีใน
เซลลหลายๆชนิด คือ Common Carp Brain cell line (CCB)  ซึ่งเตรียมจากสมองของปลาไน 
(Dishon et al., 2007)เซลล NGF-2 และ NGF-3 จาก เซลลเยื่อบุ (epithelium) ของปลาแฟนซี
คารพ (Miwa et al., 2007) และ เซลล KF-1 ที่พัฒนาจากเนื้อเยื่อชั้นใตผิวหนัง (epidermis) จาก
ครีบของปลาแฟนซีคารพ (Hedrick et al., 2000) พบวาเซลล KF-1 เปนเซลลเพาะเล้ียงที่พบไวรัส
ภายในเซลลนอยกวาเซลลชนิดอ่ืน เมื่อทําการศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (Miwa et al., 
2007) ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดที่เคเอฟเซลลอาจจะมีความเหมาะสมนอยในการศึกษาเช้ือ
ไวรัสเคเอชวีภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน 

 ในการศึกษานี้พบแคพซิดที่กําลังเคลื่อนผานเยื่อหุมนิวเคลียสออกสูไซโตพลาสซึมนอย
มาก พบเพียงแคพซิดเปนวงกลมชั้นเดียวภายในมีแกนติดสีเขมบริเวณเยื่อหุมนิวเคลียส 
เชนเดียวกับในการศึกษาของ Miwa et al. (2007) โดยการ Budding ของแคพซิดบริเวณเยื่อหุม
นิวเคลียสช้ันใน และ enveloped capsid ในบริเวณเยื่อหุมนิวเคลียสช้ันในกับช้ันนอก 
(perinuclear space) จะมีโอกาสพบไดนอยเนื่องจากเปนกระบวนการที่มีการเกิดข้ึนอยางรวดเร็ว 
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(Gransow et al., 1997) โดยมีการศึกษาถึงข้ันตอนการเปล่ียนรูปรางและเคลื่อนที่ออกจาก
นิวเคลียสในการติดเชื้อไวรัสเฮอรปสบางชนิดในสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Gibson, 1996) พบวาจุดที่
เกิดการ budding ของไวรัสนั้นจะมีการสรางกลุมของสารที่ติดสีอิเล็กตรอนเขม (electron densed 
material) ข้ึนภายในบริเวณของเย้ือหุมนิวเคลียสช้ันในซ่ึงจะเปนสวนที่ติดอยูใต primary virion 
(Granzow et al., 2001) การที่ไมพบลักษณะดังกลาวจากการศึกษาในคร้ังนี้ อาจจะเกิดจาก
ข้ันตอนการเตรียมตัวอยาง หรือ จากลักษณะจําเพาะของเช้ือเคเอชวีที่จะไมพบข้ันตอนนี้ใน
ขบวนการเจริญของไวรัสภายในเซลล (Miwa et al., 2007)  

จากการศึกษาในคร้ังนี้ พบระยะการเจริญของไวรัสมากที่สุดภายในในไซโตพลาสซึม แคพ
ซิดที่พบสวนใหญจะเห็นเปนวงสองช้ัน มีจุดศูนยกลางเปนแกนติดสีอิเล็กตรอนจาง คลายกับแคพ
ซิดชนิดที่ 1 ในการทดลองของ Miwa et al. (2007) และนาจะเปรียบไดกับแคพซิดชนิดบี (B-type) 
ในการติดเช้ือไวรัสเฮอรปสของสัตวเล้ียงลูกดวยนม วงกลมชั้นในที่พบนาจะประกอบดวยแผนหรือ
แกนของโปรตีนบรรจุอยูภายใน (Gibson, 1996) ชนิดของแคพซิดที่พบรองลงมาคือ ชนิดที่มีแกน
ภายในติดสีอิเล็กตรอนเขม หรือเทียบไดกับแคพซิดชนิดที่ 2 ในการศึกษาเชื้อเฮอรปสของ Miwa et 
al. (2007) และเทียบไดกับชนิดซี (C-type) ของเชื้อไวรัสเฮอปสในสัตวเล้ียงลูกดวยนม ซึ่งคาดวา
จะมีดีเอ็นเอบรรจุอยูภายใน (Gibson, 1996) และพบแคพซิดที่ภายในมีลักษณะวางเปลา เทียบได
กับแคพซิดชนิดที่ 3 ในการทดลองของ Miwa et al. (2007) และแคพซิดชนิดเอ (A-type) ของเชื้อ
ไวรัสเฮอรปสในสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Gibson, 1996; Granzow et al., 1997; Yu et al., 2005) 
โดยแคพซิดชนิด A นาจะเปนผลผลิตที่ไมสมบูรณและมีความบกพรอง (Shao et al., 1993; Yu et 
al., 2005) จากลักษณะแคพซิดที่พบในการติดเชื้อเคเอชวีซึ่งมีความคลายคลึงกับลักษณะที่พบใน
เฮอรปสไวรัสในสัตวเล้ียงลูกดวยนม อาจบงช้ีวาไวรัสมีขบวนการสรางดวยกลไกที่คลายกัน ในเช้ือ
ไวรัสเฮอรปสของสัตวเล้ียงลูกดวยนม แคพซิดที่พัฒนาเต็มที่จะเคล่ือนเขาสูไซโตพลาสซึม โดยการ
รวมตัวกันของชั้นไขมันที่เปนเปลือกของไวรัส (primary envelope) กับเยื่อหุมนิวเคลียสช้ันนอก 
แลวปลอยแคพซิดเปลือยเขาสูสวนไซโตพลาสซึม แคพซิดจะเกิดการสรางเปลือกหุมที่สอง 
(secondary envelope) อยางสมบูรณ โดยการแบงตัวเขาสู cytoplasmic vesicle จากนั้น 
vesicle จะมาเชื่อมกับเยื่อหุมเซลล โดยไวรัสที่โตเต็มที่พรอมที่จะกอโรคตอได ก็จะถูกปลอยออก
นอกเซลล (Mettenleiter, 2002)  จากการศึกษาเชื้อไวรัสเคเอชวีในครั้งนี้พบการเคลื่อนของแคพ
ซิดเขาสูบริเวณไซโตพลาสซึม โดยการ budding ของ แคพซิดเขาสู perinuclear space หรือ เขาสู 
cytoplasmic vesicle แตพบไดนอยเชนเดียวกับการศึกษาของ Miwa et al. (2007) ที่สังเกตพบ
แคพซิดที่กําลังจะทะลุผานเยื่อหุมนิวเคลียสชั้นในออกมาและพบ enveloped capsid ภายในพื้นที่
ระหวางเยื่อหุมนิวเคลียสชั้นในกับช้ันนอก ไดนอยกวาการศึกษาในสัตวเล้ียงลูกดวยนม (Granzow 
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et al., 2001) อาจเนื่องจากข้ันตอนนี้มีกระบวนการเกิดที่รวดเร็วเชนเดียวกับการเคล่ือนออกจาก
นิวเคลียส (Miwa et al., 2007) การ budding ของแคพซิดภายในนิวเคลียสออกสู perinuclear 
space นั้นเปนลักษณะจําเพาะหนึ่งในการติดเชื้อไวรัสเฮอรปส สมมติฐานหนึ่ง กลาววา วิริออนที่
เคล่ือนผานจากบริเวณเยื่อหุมนิวเคลียสออกสูไซโตพลาสซึมจะไมมีการเปล่ียนแปลงรูปราง 
(Darlington and Moss, 1968; Johnson and Spear, 1982; Campadelli-Fiume et al., 1991) 
แตจากการศึกษาในภายหลังพบวาสมมติฐานนี้ไมถูกตอง โดยการศึกษาที่เปนที่ยอมรับพบวา จะมี
การเชื่อมกันของ primary envelope กับเยื่อหุมนิวเคลียสชั้นนอกของเซลลกอน แลวจึงปลอย  
แคพซิดเปลือยเขาสูไซโตพลาสซึม เกิดการสราง envelope ใหมอีกคร้ัง โดยการ budding เขาสู 
cytoplasmic vesicle และเกิดขบวนการสรางสารเคลือบผิวดานนอก กอนที่จะกลายเปนไวรัสที่โต
เต็มที่พรอมที่จะติดเชื้อสูเซลลอ่ืนๆตอไป (Mettenleiter, 2002) จากการศึกษาผลของสารสกัด
พญายอในการตานเชื้อไวรัสเคเอชวีพบวา แคพซิดที่กําลัง budding เขาสู perinuclear space มี
ลักษณะรูปรางที่ผิดปกติ และติดสีเขม อีกทั้งพบ enveloped capsid ที่เกิดการโปงพองของ 
envelope และ envelope  capsid ที่มีการสรางเสนใยไมอิลินภายใน แสดงถึงความเสื่อม ทําให
ไมสามารถเจริญเปนไวรัสตอไปไดอยางสมบูรณ แสดงใหเห็นวาสารสกัดพญายอสงผลทําใหเกิด
ความผิดปกติในกลไลการพัฒนาของเชื้อหลังจากติดเชื้อเขาสูเซลลแลว โดยรบกวนขบวนการ
เจริญของไวรัสภายในเซลลไดในหลายข้ันตอนของการพัฒนา แสดงใหเห็นวาสารสกัดไมเพียงแต
จะสามารถทําลายเชื้อไดโดยตรงแลว (Sakdarat et al., 2009) แตสามารถที่จะทําใหเช้ือที่กําลัง
เจริญเติบโตภายในเซลลเกิดการเสียสภาพไมสามารถที่จะพัฒนาเปนเชื้อไวรัสที่สมบูรณตอไปได 
แตอยางไรก็ดีจากการทดลองสามารถพบไวรัสที่สมบูรณ (mature virion) อยูภายนอกเซลลและ
บริเวณเยื่อหุมเซลลที่เสียหาย มีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 170-200 นาโนเมตร มีเปลือก
หุมสองชั้นและดานนอกขรุขระ แคพซิดภายในจะมีสารติดสีอิเล็กตรอนบรรจุอยูเต็ม ในขณะที่ 
แคพซิดที่กําลังเจริญ (enveloped capsid) จะมีชองวางรอบแกนกลาง นอกจากนี้ผิวช้ันนอกของ
แคพซิดที่มีการเจริญในไซโตพลาสซึมและไวรัสที่โตเต็มที่จะหนาและมีแกนกลางที่ติดสีอิเล็กตรอน
เขมมากกวาแคพซิดที่อยูในพื้นที่ระหวางเยื่อหุมนิวเคลียส  (Miwa et al., 2007)     
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5.2 บทสรุป และขอเสนอแนะ 

จากการศึกษานี้แสดงใหเห็นวา ยาอะซัยโคลเวียในความเขมขนที่มากที่สุดที่ไมกอใหเกิดพิษตอ
เซลล คือ 10 μg/ml ไมมีประสิทธิภาพในการนํามาใชในการตานเชื้อไวรัสเคเอชวีในเซลลปลา
คารพ ในขณะที่สารสกัดพญายอในความเขมขน 0.475 mg/ml มีประสิทธิภาพในการตานเชื้อ
ไวรัสทั้งกอนและหลังจากที่มีการติดเชื้อเขาสูเซลล ซึ่งอาจเกิดจากยาอะซัยโคลเวียที่ใชในการ
ทดลองมีความเขมขนที่กอใหเกิดพิษตอเซลลตํ่ากวาความเขมขนที่ยาจะมีประสิทธิภาพในการตาน
เช้ือไวรัส สงผลใหไมสามารถออกฤทธิ์ตานเช้ือไวรัสเคเอชวีในเคเอฟเซลลได หรือเกิดเนื่องจาก
กลไกการจับกันของยาอะซัยโคลเวียกับไธมิดีนคัยเนสของไวรัสอาจมีความแตกตางกันกับกลไกใน
สัตวเล้ียงลูกดวยนม (Hussein et al., 2007; Ilouze et al., 2006) อีกทั้งมีความเปนไปไดที่อัตรา
การเกิด phosphorylation ภายในเซลลเคเอฟซีตํ่ากวาเซลลที่มีรายงานการทดสอบฤทธ์ิของ
ยาอะซัยโคลเวียในการตานเชื้อไวรัสเฮอรปสในมนุษย (Brandi et al., 2001; Sutton and Boyd, 
1993; Hammer et al., 1982) ยาจึงไมสามารถออกฤทธิ์ในการตานเชื้อไวรัสเคเอชวีในเคเอฟเซลล
ได ในขณะที่สารสกัดพญายอมีประสิทธิภาพและมีคุณสมบัติในการตานเชื้อไวรัสเคเอชวีในเคเอฟ
เซลล โดยจากการศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน พบวาสารสกัดพญายอจะออกฤทธ์ิ
ทําลายเชื้อไวรัสโดยตรงและรบกวนขบวนการแบงตัวของไวรัส ทําใหวิริออนมีรูปรางผิดปกติไปจน
ไมสามารถเกิดการแบงตัวภายในเซลล และไมมีประสิทธิภาพในการติดเชื้อเขาสูเซลลตอไปได แต
เนื่องจากการศึกษาในคร้ังนี้พบวาความเขมขนตํ่าที่สุดของสารสกัดพญายอที่ทําใหเกิดความเปน
พิษตอเซลล คือ ที่ 4.75 mg/ml กับความเขมขนที่มีประสิทธิภาพในการทําลายเชื้อไวรัส คือ 0.475 
mg/ml นั้นมีความแตกตางกันนอย แสดงใหเห็นวาสารสกัดมีความปลอดภัยในการใช (safety 
margin) คอนขางตํ่า ควรที่จะตองมีการศึกษาตอไปโดยทําการทดลองในเซลลเพาะเล้ียงหลาย
ชนิดมากข้ึน เพื่อศึกษาแนวโนมของคาความปลอดภัยในการใชรักษา (therapeutic index) 
เพื่อที่จะไดมีความปลอดภัยอยางสูงสุดเมื่อนําไปทดลองใชในตัวปลา นอกจากนี้ควรมีการทดลอง
ในปลาเพื่อศึกษาถึงผลของยาในสัตวทดลอง และเพื่อที่จะหาขนาดของยาที่มีประสิทธิภาพในการ
รักษาจริง รวมทั้งนําไปพัฒนาใหอยูในรูปแบบที่เหมาะกับการใชงานในทางสัตวน้ํา โดยนอกจาก
สารสกัดพญายอจะเปนสารที่มีประสิทธิภาพในการตานเช้ือไวรัสเคเอชวีในปลาแลว ยังมีความ
เปนไปไดในการนํามาใชเพื่อทําลายหรือลดปริมาณเชื้อไวรัสในสภาพแวดลอม เนื่องจากสารสกัด
พญายอสามารถที่จะลดปริมาณของเช้ือลงไดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ หลังจากเชื้อไดสัมผัสกับ
ยาเปนเวลานานต้ังแต 1 – 4 ชั่วโมง กอนการติดเชื้อเขาสูเซลล เปนการชวยลดปริมาณเชื้อในน้ํา
หรือในตะกอนดินตางๆ ลดโอกาสในการติดเชื้อหรือการกอใหเกิดโรคในปลาลง ชวยเพิ่มอัตราการ
รอดชีวิตพรอมไปกับทําการรักษาการติดเช้ือแทรกซอนอ่ืนๆ รวมกับการเพิ่มอุณหภูมิของ
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ส่ิงแวดลอม นอกจากนี้การที่สารสกัดพญายอมีฤทธิ์ลดการอักเสบและสามารถลดความเจ็บปวด
ได (Chuakul, 1986; Thamaree et al., 1998; Thamaree et al., 2001) จะเปนประโยชนในการ
เสริมประสิทธิภาพในการรักษาปลาคารพที่มีการติดเช้ือและแสดงอาการซึ่งสวนใหญมักพบการติด
เชื้อแบคทีเรียแทรกซอน ทําใหปลาออนแอและเสียชีวิตอยางรวดเร็วข้ึน ดังนั้นการใชสารสกัดพญา
ยอมีประโยชนในการนํามาใชรักษาหรือบรรเทาการติดเช้ือเคเอชวีในปลาคารพไดโดยพัฒนา
รูปแบบการใชใหเหมาะสมตอไปในอนาคต 
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ภาคผนวก ก. ประกาศกรมประมง เร่ืองการงดอนุญาตใหนาํเขาปลาตระกูลคารพ ป พ.ศ.2546 
 
 

 

     ประกาศกรมประมง 

                    เรื่อง  การงดอนุญาตใหนําเขาปลาตระกูลคารฟ (Carp fish)   

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

ตามที่ไดมีรายงานขาวการแพรระบาดของโรค Herpesvirus  ในปลาตระกูลคารฟ 
ที่ประเทศญ่ีปุน พบวาการระบาดมีความรุนแรง และขยายพ้ืนที่ไปเปนบริเวณกวาง ต้ังแต
กลางเดือนตุลาคม 2546 เปนตนมา สรางความเสียหายใหบอเล้ียงปลาตระกูลคารฟ (Carp fish) 
อยางหนัก ซึ่งอาจแพรกระจายไปยังประเทศใกลเคียง และยังไมสามารถควบคุมการระบาดของ
โรคได 

เพื่อปองกันมิใหเกิดการแพรระบาดของโรคดังกลาวจากการนําเขา กรมประมงจึงของด
การออกหนังสืออนุญาตใหนําเขาปลาตระกูลคารฟ (Carp fish) ไวเปนการชั่วคราวจนกวาจะมี
คําส่ังเปลี่ยนแปลง 
  สําหรับผูที่ไดรับอนุญาตใหนําเขาปลาดังกลาวแลว กอนประกาศกรมประมง 
ฉบับนี้จะมีผลบังคับใช  ขอใหกักกันพื้นที่ปลาที่นําเขาไวเปนเวลา 15 วัน และสุมตัวอยางปลา
ตระกูลคารฟ (Carp fish) ที่นําเขามาตรวจที่สถาบันวิจัยสุขภาพสัตวน้ําจืด สํานักวิจัยและพัฒนา
ประมงน้ําจืด หากมีขอสงสัยสอบถามรายละเอียดเพิ่มเติมไดที่หมายเลขโทรศัพท 0 2579 4122 
หรือ 0 2579 6803 หรือ 0 2561 4689  ในวันและเวลาราชการโดยดวน 
 
  จึงประกาศมาเพื่อทราบโดยทั่วกนั 
 

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

   (นายสิทธ ิบญุยรัตผลิน) 
  อธิบดีกรมประมง 
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ภาคผนวก ข. ประกาศกรมประมง เร่ืองการอนุญาตใหนําปลาตระกูลคารพเขามาในราชอาณาจักร
ภายใตระบบการกักกนัโรค ป พ.ศ. 2547 

 

    ประกาศกรมประมง 

เรื่อง   การอนุญาตใหนาํปลาตระกูลคารพเขามาในราชอาณาจกัร 

ภายใตระบบการกกักันโรค 

     
 

  ตามที่ไดมีประกาศกรมประมง   เร่ือง   การงดอนุญาตใหนําเขาปลาตระกูลคารพ   
(Carp  fish) ลงวันที่ 18  พฤศจิกายน พ.ศ. 2546  ใหงดการออกหนังสืออนุญาตใหนําเขาปลา
ตระกูลคารพ  (Carp  fish) ไวเปนการช่ัวคราว  เนื่องจากมีการแพรระบาดของโรคบางชนิดนั้น  
   

เนื่องจากประเทศที่เคยมีการเกิดโรคเคเอชวี (KHV diseaseหรือ Koi  
herpesvirus disease)ในปลาคารพ  ไดพัฒนาระบบการควบคุมและการตรวจรับรองการปลอด
โรคดังกลาวแลว   เห็นควรใหมีการออกหนังสืออนุญาตใหนําปลาตระกูลคารพเขามาใน
ราชอาณาจักรได  แตตองดําเนินการภายใตระบบการกักกันโรค  เพื่อความปลอดภัยและปองกันมิ
ใหมีการนําโรคเขามาระบาดในประเทศไทย  กรมประมงจึงออกประกาศดังนี้   

ขอ  1 ใหยกเลิกประกาศกรมประมง  เร่ือง   การงดอนุญาตใหนําเขาปลาตระกูล
คารพ  (Carp  fish)  ลงวันที่ 18  พฤศจิกายน  พ.ศ. 2546    

ขอ  2  กรมประมงจะพิจารณาออกหนังสืออนุญาตใหนําปลาตระกูลคารพ (Carp  
fish) เขามาในราชอาณาจักรเพื่อการเพาะเล้ียงไดภายใตระบบการกักกันโรค  โดยผูประสงคจะขอ
หนังสืออนุญาตดังกลาวตองปฏิบัติตามเงื่อนไขที่กําหนดไวทายประกาศนี้    

 
 

จึงประกาศมาเพื่อทราบโดยทั่วกัน     
 
 

              ประกาศ   ณ   วันที ่   30   กันยายน  พ.ศ.  2547 
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ภาคผนวก ค. แสดงสูตรอาหารสําหรับเล้ียงเคเอฟเซลลและสําหรับใชในการทดลอง 
 

1. สูตรอาหารสําหรับเล้ียงเคเอฟเซลล DMEM-L-15-10% ประกอบดวย 
 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. สูตรอาหารสําหรับเล้ียงเคเอฟเซลลเพื่อใชในการทดลอง L-15-4% ประกอบดวย 
 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. สูตรอาหารสําหรับเล้ียงเช้ือไวรัสเคเอชวีเพื่อใชในการทดลอง L-15-2% ประกอบดวย 
 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
โรงพยาบาลเจาพระยาอภัยภูเบศร 
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