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 Effects of berberine, the natural herbal extract, on haemoflagellated protozoa, Trypanosoma 

evansi have been studied by three different approaches.  In the first approach, the outbred mice were 

infected with 2 different isolates of T. evansi, NpI 8/2 and VPh03 followed by the intra-peritoneal injection 

of 10 or 20 mg/kg of berberine.  There were no effects of berberine on both isolates to neither parasitemia 

of as high as 108.4 nor as low as 105.4 trypanosomes/ml mice blood.  Berberine was used in combination 

with Berenil®.  A dose of 20 mg/kg of berberine was injected with 0.58 mg/kg of Berenil®.  There was no 

inhibitory effect of the combination to the trypanosomes infected mice. The toxicity of berberine was also 

tested.  In spite of the high concentration of berberine at 25.29 mg/kg at the first 24 hours of injection, the 

preliminary study of berberine toxicity had shown no impact on mice.  The second approach was to study 

the effect of berberine on the in vitro culture of trypanosomes.  When berberine was applied to the 

cultures at different concentrations, from 2.8 μM to 90.9 μM, the herbal extract can eliminate T. evansi NpI 

8/2 at the MIC of 45.2 μM at 24 hrs and VPh03 at the MIC of 22.6 μM at 72 hrs.  There were no inhibition of 

parasite growth, while the berberine’s solvent 0.5% DMSO was used as a negative control.  In the third 

approach, we examined berberine on the telomerase activity of the parasite.  The application of 

berberine, from 2.8 μM to 90.9 μM, cannot decrease the level of telomerase activity when the crude 

extract of 5 μg protein were used.   In contrast, we found that telomerase activity was increasing when 10 

and 20 μg of protein crude extract was applied.  The result suggested that the telomerase of T. evansi is 

not a target of berberine.  However, the inhibitory effect of berberine on T. evansi growth requires the 

additional investigation.
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บทที่ 1 
 

บทนํา 

 
 
1.1  ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
  
 Trypanosoma evansi เปนเชื้อโปรโตซัวที่เปนปรสิตในกระแสเลือดของสัตวเล้ียงลูกดวย
นมหลายชนิด  โดยเชื้อชนิดนี้กอใหเกิดโรค trypanosomiasis หรือโรค surra ซึ่งเปนโรคที่สราง
ความสูญเสียทางเศรษฐกิจมากโรคหนึ่งในวงการสัตวเล้ียงและปศุสัตวเกือบทั่วโลก โดยเฉพาะใน
ทวีปอเมริกาใต แอฟริกา และเอเชีย ซึ่งตั้งอยูในเขตรอนชื้นที่เหมาะแกการแพรระบาดของเชื้อ 

(Luckins, 1988)  สําหรับในประเทศไทยโรคนี้ถูกจัดอยูในพระราชบัญญัติโรคระบาดสัตว พ.ศ. 

2499  โดยมีรายงานการระบาดของเชื้อในทั่วทุกภาคของประเทศไทย (Tuntasuvan and Luckins, 

1998)   ในดานการรักษามีการใชยาหลายชนิดในการควบคุมการระบาดและการแพรกระจายของ
เชื้อ เชน Diminazene aceturate (Berenil®), Isometamidium chloride (Samorin®, 

Trypamidium®), Suramin (Nagonol®, Germanin®) และ Quinapyramine sulphate 

(Trypacide®)  เปนตน  แตอยางไรก็ตามพบวายาบางชนิดไมมีประสิทธิภาพเพียงพอที่จะกําจัดเชื้อ
ในกระแสเลือดของสัตวไดทั้งหมด  มีการเพิ่มขนาดของตัวยาในสัตวบางชนิด และเกิดการดื้อยา
ของเชื้อข้ึน เชน ยา Diminazene aceturate, Isometamidium chloride และ Suramin เปนตน 

(Hunter, 1964; Gill, 1971; Zhang et al., 1991; Rayah et al., 1999)  นอกจากนี้พิษของยาบาง
ชนิดยังสงผลขางเคียงตอสัตวและยาบางชนิดยังมีราคาแพงอีกดวย  ดวยเหตุนี้สารเบอเบอรีนจึง
เปนอีกทางเลือกหนึ่งในการนํามาศึกษาและพัฒนาเปนยาเพื่อทดแทนเคมีภัณฑตาง ๆ ในการ
รักษาโรคได 
 เบอเบอรีน (berberine) เปนสารสกัดอัลคาลอยดที่สามารถพบไดในพืชสมุนไพรหลาย
ชนิด รวมทั้งขมิ้นเครือ Arcangelisia flava ซึ่งเปนพืชสมุนไพรที่พบไดในประเทศไทย  โดยไดมี
รายงานการทดสอบประสิทธิภาพของสารเบอเบอรีนตอเชื้อ T. brucei  rhodesiense ในหลอด
ทดลอง (in vitro) พบวาสารเบอเบอรีนคลอไรดจากบริษัท Sigma สามารถกําจัดเชื้อ T. brucei  
rhodesiense ได โดยมีคา MIC (minimal inhibitory concentration) เทากับ 4.2 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร และคา IC50 (concentration of extract that inhibited growth of trypanosome by 

50%) เทากับ 0.4 + 0.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (Freiburghaus et al., 1996)  โดย 

Merschiohann และคณะ (2001) พบวาสารเบอเบอรีนนี้มีฤทธิ์ทําลาย DNA ของเชื้อ T. brucei  
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และ T. congolense สงผลใหยับยั้งกระบวนการสรางโปรตีนบางชนิดที่ยังไมทราบแนชัด จึงทําให
เชื้อไมสามารถเจริญได  อยางไรก็ตาม ไดมีรายงานการศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดเบอเบอรีน
จากขมิ้นเครือ A. flava ตอเชื้อมาลาเรีย Plasmodium falciparum พบวา สารเบอเบอรีนสามารถ
ยับยั้ง telomerase activity ของเชื้อได (Sriwilaijareon et al., 2002)  ดวยเหตุผลดังกลาว สารเบอ
เบอรีนจึงเปนสารที่นาสนใจที่จะนํามาศึกษาและพัฒนาเปนยาในการกําจัดเชื้อ T. evansi ได  และ
คาดวา telomerase activity ของเชื้อ T. evansi อาจจะเปนเปาหมายของสารเบอเบอรีนในการ
ทําลายเชื้อได  โดยจากรายงานที่ผานมาพบวา ความแตกตางของเชื้อในแตละ isolate  จะมีคา 

MIC ของยาที่แตกตางกัน  (Zhang et al., 1993 และ Rayah, 1999)  ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึง
ไดทําการศึกษาเชื้อ T. evansi 2 isolates ดวยกัน คือ  T. evansi NpI 8/2 ซึ่งเปนเชื้อที่เก็บไดจาก
การติดเชื้อในสุกร และผานการโคลนเชื้อที่ประเทศเบลเยียม  และ T. evansi VPh03 เปนเชื้อที่เก็บ
ไดจากการติดเชื้อในมา  โดยเชื้อทั้ง 2 isolates นี้มีประวัติความรุนแรงของเชื้อในสัตว  และจาก
การศึกษาครั้งนี้สามารถนําไปเปนขอมูลพื้นฐานในการนําสารสกัดเบอเบอรีนที่มีในพืชสมุนไพรไทย
มาศึกษาและประยุกตใชตอไปในอนาคตได  นับเปนการนําทรัพยากรธรรมชาติที่มีอยูในประเทศมา
ใชใหเกิดประโยชนสูงสุดไดอีกทางหนึ่ง   
 
1.2  วัตถุประสงคของการวิจัย 

  1.  เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของสารเบอเบอรีนตอเชื้อ T. evansi ในหนูทดลอง 
  2.  เพื่อทดสอบผลของสารเบอเบอรีนตอ telomerase activity ของเชื้อ T. evansi ในหลอด 

       ทดลอง 
1.3  สมมติฐานของการวิจัย 

 1.  สารเบอเบอรีนมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อ  T. evansi ในหนูทดลองไดหรือไม  
 2.  เชื้อ T. evansi มี telomerase activity เปลี่ยนแปลงไปหลังจากทดสอบกับสารเบอเบอรีน 

      ในหลอดทดลองหรือไม 
1.4  ประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย 

  1.  ทราบถึงระดับที่เหมาะสมของสารเบอเบอรีนในการยับยั้งเชื้อ T. evansi 
  2.  ทราบวา telomerase activity เปนเปาหมายของสารเบอเบอรีนในการยับยั้งเชื้อ  

       T. evansi หรือไม  
  3.  สามารถเปนขอมูลพื้นฐานในการนําสารสกัดเบอเบอรีนจากพืชสมุนไพรไทยมาศึกษาและ 

       ประยุกตใชในการยับยั้งเชื้อ T. evansi ตอไปในอนาคตและเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่จะทด 

       แทนเคมีภัณฑที่ตองนําเขาจากตางประเทศได 
 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 
 
 
2.1 เชื้อ Trypanosoma evansi 
 

T. evansi เปนเชื้อโปรโตซัว ซึ่งมีวิวัฒนาการมาจากเชื้อ T. brucei  ถูกคนพบครั้งแรกเมื่อ
ป ค.ศ. 1880 โดย Griffith Evans ในกระแสเลือดของมาและอูฐ ในประเทศอินเดีย  เชื้อชนิดนี้ถูก
จัดจําแนกตามหลักอนุกรมวิธานไดดังนี้  

 

           Phylum  Protozoa 

                Subphylum  Sarcomastigophora 

                     Superclass  Mastigophora 

                          Class  Zoomastigophorea 

                              Order  Kinetoplastida 

                                   Suborder  Trypanosomatina 

                                        Family  Trypanosomatidae 

                                             Genus  Trypanosoma 

                                        Trypanosoma  evansi 
                                                          (Hoare, 1972) 

 

 

เชื้อ T. evansi มีรูปรางแบบ trypomastigote form กลาวคือ มีรูปรางลักษณะเรียวยาว
คลายใบไม (slender form)  ขนาดความยาวเฉลี่ยประมาณ 24 ไมครอน กวาง 1.5-2.0 ไมครอน 

แตบางครั้งสามารถพบเชื้อที่มีลักษณะสั้นทูได (stumpy form) โดยบริเวณตอนกลางของลําตัวพบ
นิวเคลียสขนาดใหญ  สวนทางดานทายพบ kinetoplast ประกอบไปดวยสวนสําคัญ คือ mini-

circle DNA แตไมพบ maxi-circle DNA ที่พบใน T. brucei  บริเวณใกล ๆ kinetoplast นี้จะพบ 

flagellum ลักษณะคลายแสโผลออกมานอกลําตัว โดยมี undulating membrane ยึดติดกับลําตัว  

ดังรูปที่ 2.1 
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(ก) 

            
(ข) 

 

 

kinetoplast 

 

(ค) 

 

    20 µm 

 
                      
                  
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.1  รูปรางลักษณะของเชื้อ Trypanosomes 

                                            (ก) ลักษณะโครงสรางภายนอก  

                                            (ข) ลักษณะโครงสรางภายใน  

                                            (ค) T. evansi  NpI 8/2 จากเลือดหนทูดลอง  
                                            เมื่อยอมดวยสียิมซา  
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เชื้อ T. evansi จะอาศัยอยูในกระแสเลือด น้ําไขสันหลัง และน้ําเหลืองของสัตวเลี้ยงลูก
ดวยนมหลายชนิด โดยเฉพาะในปศุสัตว เชื้อชนิดนี้จะอาศัยพลังงานจากกลูโคสซึ่งไดจากไกลโค
เจนที่สะสมอยูในตับ และกลามเนื้อของโฮสต  

 การแพรระบาดของเชื้อเกิดขึ้นจากการกัดของแมลงปศุสัตวตาง ๆ ซึ่งเปน  mechanical 

vector คือ ไมมีการเพิ่มจํานวนและการเปลี่ยนแปลงรูปรางของเชื้อภายในตัวแมลง เชน ตัวเหลือบ 

Chrysops, Hematopota, Tabanus, แมลงวันคอก Stomoxys, และ ร้ินควาย Lyperosia เปนตน 

รวมทั้งคางคาวชนิดที่ดูดเลือด นอกจากนี้ในสัตวจําพวกที่กินเนื้ออาจไดรับเชื้อโดยการกินเลือดสัตว
ที่เปนโรคหรือไดรับเชื้อทางบาดแผลที่ผิวหนัง หรือเยื่อชุมได  โดยเมื่อสัตวไดรับเชื้อแลว เชื้อจะมี
การเพิ่มจํานวนแบบ binary fission ในกระแสเลือดของโฮสต  ทําใหเกิดโรค trypanosomiasis 

หรือโรค surra 

 

 
2.2  อาการทางคลินกิ  
 

 สําหรับอาการของโรคนั้นแตกตางกันไปแลวแตชนิดของสัตว ทั้งนี้ข้ึนอยูกับความรุนแรง
ของเชื้อ สภาวะความสมบูรณของตัวสัตว และปริมาณเชื้อที่ไดรับ  แตโดยทั่วไปแลวสัตวจะมี
อาการเปนไข โลหิตจาง บวมน้ํา ผอมแหง  โดยสัตวที่แสดงอาการรุนแรงนั้น ไดแก อูฐ มา และลา  

เปนตน (Hoare, 1972)   สําหรับในสุกรจะแสดงอาการที่เดนชัด คือ มีรอยผ่ืนแดงตามตัว 

โดยเฉพาะบริเวณทอง เตานม และใบหู ในสุกรแมพันธุอาจแทงลูกได (เอ็นดู และคณะ, 2527) ใน
มาจะแสดงอาการคอนขางเฉียบพลัน คือ ปวย ยืนซึม คอตก กินอาหารไดนอย มีไขข้ึน ๆ ลง ๆ บวม
น้ํา mucous membrane ในชองปากซีดและเหลือง โลหิตจาง และตายลงในที่สุด (เทพ และคณะ, 

2518) สวนในโคและกระบือที่ตั้งทองอาจคลอดกอนกําหนด รกคาง หรือแทงลูกได ในโครีดนมจะ
ใหน้ํานมลดลงอยางฉับพลัน โดยไมแสดงอาการผิดปกติอ่ืน ๆ แตเมื่อวัดอุณหภูมิจะพบวามีไขสูง 
สวนในโคทองวางจะไมแสดงอาการเปนสัดใหเห็นเลย (อัมพวัน และคณะ, 2530)  สําหรับในแมว
นั้นไดมีการทดลองฉีดเชื้อเขาทางผิวหนัง และใหทางการกิน พบวาแมวจะแสดงอาการเบื่ออาหาร 
เปนไข ผอมแหง เยื่อตาอักเสบ ขนหลุดลวงงาย บวมน้ําใตผิวหนังบริเวณหนาและขา  ชักเกร็งและ
ตายในที่สุด (บุญขวัญ และคณะ, 2533) 
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2.3  การระบาด              
 

 โรค trypanosomiasis ที่เกิดจากเชื้อ T. evansi นี้มีการแพรระบาดไปเกือบทั่วโลก  

โดยเฉพาะในเขตรอนชื้นแถบทวีปอเมริกาใต แอฟริกา และเอเชีย  โดยไดมีรายงานการระบาดครั้ง
แรกเมื่อป ค.ศ.1880 ในประเทศอินเดีย  สําหรับในประเทศไทยนั้นไดมีรายงานการระบาด เปนครั้ง
แรกเมื่อป ค.ศ.1949 (2459) ในลอ ซึ่งนําเขามาจากประเทศแอลจีเรีย โดยลอเหลานี้ไดเดินทางไป
กับเจาหนาที่สํารวจแผนที่ชายแดนระหวาง จ. กาญจนบุรี กับชายแดนพมาทางดานพระเจดียสาม
องค หลังจากนั้นไดนํากลับมาเลี้ยงตอใน จ.ราชบุรี  แลวพบวาไดลมตายลงเกือบทั้งหมด (หลวง
สนั่นรักษสัตว, 2492)  ตอมาไดมีผูรายงานการพบเชื้อในปศุสัตว เชน โค กระบือ และสุกร และใน
สัตวอ่ืน ๆ อีกหลายชนิดในทั่วทุกภาคของประเทศไทย โดยในชวงฤดูฝนนั้นจะพบการระบาดของ
โรคเปนจํานวนมาก (เทพ และคณะ, 2518; เอ็นดู  และคณะ, 2527; อัมพวัน และคณะ, 2530; 

อํานวยพร และคณะ, 2532; นุชา และคณะ, 2534; ชิต และคณะ, 2537) 

 

 
2.4  การตรวจวินิจฉัย 
 

สําหรับการตรวจวินิจฉัยสัตวที่ติดเชื้อ T. evansi  โดยทั่วไปแลวนิยมใชวิธีการทํา fresh 

smear  จากเลือดหรือน้ําไขสันหลัง, การทํา thin blood film smear    แลวยอมดวยสียิมซาหรือสี
ชนิดอื่น ๆ, การทํา thick blood film ซึ่งจะมีความไวมากกวาวิธี thin blood film smear เพราะใช
เลือดมากกวาหรือวิธี haematocrit centrifuge technique แตวิธีเหลานี้มีขอเสีย คือไมสามารถ
ตรวจพบเชื้อไดในกรณีที่มีเชื้อในกระแสเลือดในปริมาณนอย  สวนการตรวจหาเชื้อทางออมนั้นทํา
ไดโดยการฉีดเลือดที่สงสัยวาจะมีเชื้อเขาทางชองทองหนูทดลอง 0.5 มิลลิลิตร แลวทําการตรวจ
เลือดจากปลายหางหนู  หรือการวินิจฉัยดวย serological method ซึ่งมีหลายวิธีดวยกัน เชน 

direct agglutination test, indirect fluorescent antibody test, complement fixation test และ 

ELISA เปนตน ซึ่งวิธีเหลานี้มีขอเสีย คือ ไมสามารถบงบอกไดวา antibody ที่ตรวจพบนั้นเกิดจาก
การติดเชื้อขณะนั้นหรือเปน residual antibody จากการติดเชื้อหรือฉีดวัคซีนครั้งกอน  ในปจจุบัน
ไดมีการพัฒนาการตรวจวินิจฉัยเชื้อทางดาน molecular diagnosis มากขึ้น ซึ่งมีความไวและ
ความจําเพาะตอเชื้อสูง เชน การใชเทคนิค DNA probe (นารีรัตน และคณะ, 2531), PCR (Ijaz et 

al., 1998; Sukhumsirichart et al., 2000) และ PCR-ELISA (Chansiri et al., 2002 ) เปนตน 
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2.5  การรักษา 
 

ในปจจุบันนี้ยังไมมีวัคซีนที่มีประสิทธิภาพในการปองกันโรคที่เกิดจากเชื้อ T. evansi  ได
ดังนั้นการใหยารักษาและปองกันโรค จึงเปนวิธีการที่เหมาะสมที่สุดในการควบคุมโรคในสัตวเลี้ยง 
โดยไดมีรายงานการใชยาหลายชนิด ดังนี้ 
   1. Diminazene aceturate (Berenil®) ขนาดยาที่ใชตามปกติ คือ 3.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 

ฉีดเขาทางกลามเนื้อ  ยาชนิดนี้จะออกฤทธิ์โดยการจับกับ minicircle kinetoplast DNA ของเชื้อ 

ทําใหหยุดกระบวนการสราง DNA เชื้อจึงไมสามารถเจริญได (Newton and Le Page, 1967; 

Coates et al., 2002)   สําหรับการใชยาชนิดนี้ในสุกรนั้นไดมีรายงานการใชยาในขนาดปกติพบวา 

มีประสิทธิภาพเพียงพอในการกําจัดเชื้อ T. evansi  ไดดี (ชิต และคณะ, 2537)  แตอยางไรก็ตาม
การใชยาชนิดนี้ในกระบือนั้นตองใชในขนาดที่มากกวาปกติ คือ  8-15 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม จึงจะ
สามารถกําจัดเชื้อได (Sharma et al.,1983; สาธิต และคณะ, 2527)  สําหรับในอูฐ แมจะใชยาใน
ขนาดปกติก็อาจทําใหเกิดพิษตอสัตวได  สวนในมาและลอนั้นพบวา บางตัวมีอาการแพยา และยา
ชนิดนี้ไมสามารถทําลายเชื้อใหหมดไปจากกระแสเลือดไดทั้งหมด (Tuntasuvan et al., 2003)  โดย 

Brun and Lun (1994) รายงานวา เนื่องจากยาชนิดนี้เปนยาในกลุม hydrophilic drug ตัวยาจึงไม
สามารถแทรกผาน blood brain barrier ของสัตวเขาไปได ดังนั้นในบางกรณีเชื้อที่เขาไปอยูภายใน
เสนเลือดของสมอง และระบบประสาท จะไมถูกทําลาย จึงสามารถพบเชื้อกลับสูกระแสเลือดของ
สัตวไดใหมอีก เมื่อตัวยาหมดฤทธิ์ไป 

    2. Isometamidium chloride (Samorin®, Trypamidium®) ขนาดยาที่ใชตามปกติคือ 

0.5-1.0 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ฉีดเขาทางกลามเนื้อ ยาชนิดนี้จะออกฤทธิ์ทําลาย topoisomerase II 

ซึ่งเปนเอนไซมที่อยูภายใน kinetoplast  ยาชนิดนี้มีรายงานการรักษาและปองกันโรคไดดใีนโค และ
กระบือ แตอยางไรก็ตามพบวาเมื่อฉีดเขาทางกลามเนื้ออาจเกิดอาการบวมบริเวณที่ฉีดขึ้นได 
(อํานวยพร และคณะ, 2532) 

       3.  Suramin (Naganol®, Germanin®) ขนาดยาที่ใชตามปกติคือ 7-10 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม ฉีดเขาทางเสนเลือดดํา  ยาชนิดนี้อาจมีผลขางเคียงในมา คือ บางตัวมีอาการบวมตามขา 

ลําคอ ลูกอัณฑะ และผื่นเม็ดทั่วตัว โดยอาการเหลานี้จะหายไปภายใน 5-7 วัน (สนั่นรักษสัตว, 
2492)  สําหรับในประเทศ Sudan นั้นไดมีการเพิกถอดการใชยาชนิดนี้ในอูฐ  เนื่องจากเกิดปญหา
การดื้อตอยาชนิดนี้เปนอยางมาก  และไดเปลี่ยนมาใชยา quinapyramine sulphate แทน 

(Rayah, 1999)   

        4.  Quinapyramine sulphate (Trypacide®) ขนาดยาที่ใชตามปกติ คือ 5 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม ฉีดเขาทางใตผิวหนัง  สําหรับการใชยาชนิดนี้ในลูกกระบือนั้น อาจเกิดอาการแพแสง 
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ต่ืนเตน เหงื่อออก และอาจทําใหเกิดฝในตําแหนงที่ฉีดได  สําหรับในมาอาจมีผลขางเคียงของยา 

คือ มีอาการทางประสาท เดินวนหรือหมุน แตอาการเหลานี้จะหายไปหลังจากฉีดยาแลวประมาณ 

1 ชั่วโมง (เทพ และคณะ, 2518) 

อยางไรก็ตาม  การใหยารักษาโรคนั้นก็มีขอบเขตจํากัดในการใชเชนกัน เนื่องจากการใชยา
ชนิดเดิม ๆ หลายๆ คร้ัง หรือใหปริมาณยาไมถูกตองตามน้ําหนักสัตวที่แทจริง อาจเกิดปญหาการ
ด้ือยาของเชื้อข้ึน และในปจจุบันยังไมมีการผลิตยาชนิดใหมข้ึนมา  เพื่อหลีกเลี่ยงปญหาดังกลาวจงึ
ควรใชยาที่มีประสิทธิภาพในการกําจัดเชื้อสลับกันไป หรือควบคูกันไป  ยาบางชนิดนั้นอาจเปนพิษ
ตอสัตว หรือมีเนื้อตายตรงบริเวณที่มีการฉีดยาได  ดวยเหตุนี้จึงควรมีการพัฒนายาชนิดใหมข้ึนมา
ทดแทนยาชนิดเดิม เพื่อรองรับกับปญหาดังกลาว  ดังนั้น สารเบอเบอรีนจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งใน
การนํามาศึกษา เพื่อพัฒนาเปนยาในการกําจัดเชื้อ T.evansi ได ซึ่งสารชนิดนี้เปนสารที่สามารถ
พบไดใน A. flava หรือขมิ้นเครือ ซ่ึงเปนพืชสมุนไพรพื้นบานที่พบไดในประเทศไทย 

 

 
2.6  เบอเบอรีน  
 

2.6.1  ลักษณะทั่วไปของสารเบอเบอรีน 

เบอเบอรีน (berberine) เปนสาร benzodioxoloquinolizine alkaloid  มีสูตรโครงสรางดัง
รูปที่ 2.2  สามารถพบไดในพืชสมุนไพรหลายชนิด เชน Berberis vulgaris (barberry), Hydrastis 
canadensis (golden seal), Berberis aquifolium (oregon grape), Coptis sinensis 
(goldenthread), Berberis aristata (tree turmeric) และ Arcangelisia flava (tree turmeric)  

โดย A. flava นี้เปนพืชสมุนไพรที่สามารถพบไดในประเทศไทย สารเบอเบอรีนจากพืชชนิดนี้จะพบ
ไดในสวนของลําตนและราก โดยสารจะมีสีเหลืองเขมคลายขมิ้น 

 

 

 

รูปที่ 2.2  สูตรโครงสรางทางเคมีของสารเบอเบอรีน (Creasey, 1979) 
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A. flava หรือ ขมิ้นเครือ มีชื่อสามัญวา  tree turmeric จัดอยูในวงศ Menispermaceae 

ลักษณะทางพฤกษศาสตรของพืชชนิดนี้ คือ เปนไมเล้ือยเนื้อแข็งขนาดใหญ เนื้อไมมีสีเหลือง เวลา
ตัดลําตนจะมีน้ําสีเหลืองใส (yellow sap) ไหลออกมา มีรสขม ใบเปนใบเดี่ยว เรียงตัวแบบสลับ 

แผนใบเปนรูปไขปลายแหลมสีเขียวเกลี้ยงไมมีขน มีขนาดความกวางxยาว ประมาณ 5.5-19x10-

25 เซนติเมตร ฐานใบมนหรือเวาเล็กนอย กานใบออกจากฐานใบ มีความยาวประมาณ 4-20 

เซนติเมตร เสนใบเรียงตัวแบบนิ้วมือมีเสนใบหลัก 5 เสน แตกจากฐานใบ ดอกออกเปนชอ โดยดอก
ยอยไมสมบูรณเพศจะแยกเปนดอกตัวผู และดอกตัวเมีย ผลเปนผลเดี่ยวชนิด drupe พบมากในปา
ธรรมชาติที่อุดมสมบูรณบริเวณภาคใตและภาคตะวันออกของประเทศไทย (Forman,1991) 

 

2.6.2  รายงานการวิจัยที่เกี่ยวของ 
เบอเบอรีนเปนสารที่มีฤทธิ์ทางยาคอนขางกวาง สําหรับในประเทศจีนนั้นไดมีรายงานการ

นําสารเบอเบอรีนมาใชเปนยาทางการแพทยแผนโบราณเปนเวลากวา 3,000 ปมาแลว  และ
นอกจากนี้พบวาสารชนิดนี้ยังสามารถนํามาใชเปนตัวยาในการตานเชื้อชนิดตาง ๆ ไดหลายชนิด 

เชน แบคทีเรีย, เชื้อรา, โปรโตซัว, ไวรัส และพยาธิ (Timothy et al., 1997) และไดมีรายงานการ
วิจัยในดานตาง ๆ อีกมากมาย ดังนี้  

ประสิทธิภาพของสารเบอเบอรีนในการตานเซลลมะเร็ง 
Aris และคณะ (2001) รายงานวาสารเบอเบอรีนที่สกัดจาก Berberis aristata สามารถ

ยับยั้งกระบวนการเกิดมะเร็งในหนู mice และหนู rats ได  เมื่อกระตุนดวยสารชักนําที่ทําใหเกิด
มะเร็ง คือ 20-methylcholanthrene และ N-nitrosodiethylamine 

Cordero และคณะ (2004)  ศึกษา cytotoxic activity ของสารประกอบ 5 ชนิด คือ 

khellin, berberine, lupeol, scopolin และ rapanone โดยไดทําการทดสอบใน human tumor 

cell lines 4 ชนิด ดวยวิธี microtitration colorimetric method of MTT reduction พบวา สารเบอ
เบอรีนที่สกัดจากเปลือกของ Zanthosylum monophyllum มีประสิทธิภาพในการตานเซลลมะเร็ง
มากที่สุด โดยมีคา LC50  ต่ํากวา 50 ไมโครโมลาร  

ประสิทธิภาพของสารเบอเบอรีนในการตานเชื้อจุลินทรีย  
Sun และคณะ (1988)  ศึกษาสารเบอเบอรีนซัลเฟตจากบริษัท Sigma พบวาสารชนิดนี้

สามารถตานการยึดเกาะของเชื้อแบคทีเรีย Streptococcus pyogenes ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมบวก
กับ epithelial cell, fibronectin และ hexadecane ของโฮสตได 

Freile และคณะ (2003)  ไดนําสารสกัดจากใบ, เปลือกและราก และสารเบอเบอรีนซึ่งเปน
สารสกัดบริสุทธิ์ของพืช Berbeis heteophylla มาทดสอบกับเชื้อจุลินทรีย ในหลอดทดลอง พบว า
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สารสกัดเบอเบอรีนที่ความเขมขน 50,100 และ 200 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการ
เจริญของเชื้อรา Candida albicans และแบคทีเรียแกรมบวก Staphylococcus aureus ได  

Kim และคณะ (2004)  รายงานวา สารเบอเบอรีนคลอไรด ซึ่งสกัดไดจากรากของ Coptis 
chinensis สามารถยับยั้งเอนไซม sortase ซึ่งเปนเอนไซมที่เกี่ยวของกับการสรางโปรตีนบริเวณ
ผนังเซลลของแบคทีเรีย Staphylococcus aureus ได     โดยมีคา IC50  เทากับ 8.7 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร  และสารเบอเบอรีนคลอไรดนี้ยังสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกได โดยมีคา MIC 

ระหวาง  50-400 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
ประสิทธิภาพของสารเบอเบอรีนในการตานเชื้อโปรโตซัว 

Freiburghaus และคณะ (1996) ศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากพืชสมุนไพร 
24 ชนิด และสารประกอบธรรมชาติ 2 ชนิด ตอเชื้อ T. brucei rhodesiense ในหลอดทดลอง 
พบวา สารเบอเบอรีนจากบริษัท Sigma ซึ่งเปนสารประกอบธรรมชาติ มีประสิทธิภาพในการกําจัด
เชื้อชนิดนี้ได โดยมีคา MIC เทากับ 4.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และมีคา IC50 เทากับ 0.4 + 0.2 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  และไดศึกษาคาความเปนพิษ (cytotoxicity) ของสารเบอเบอรีนตอเซลล 
Wistar-38 พบวามีคา MTC (Maximum tolerated concentration) เทากับ 19 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร  

Merschiohann และคณะ (2001) ศึกษาผลของสารอัลคาลอยด 34 ชนิด ตอเชื้อ T. 
brucei brucei  และ T. congolense ในหลอดทดลอง พบวา สารเบอเบอรีนที่สกัดจากพืชสมุนไพร
มีประสิทธิภาพในการกําจัดเชื้อทั้ง 2 ชนิดนี้ไดดี โดยมีคา ED50 (50% Effective dose) เทากับ 

0.53 ไมโครโมลาร และ 83 ไมโครโมลาร ตามลําดับ และมีคา MIC เทากับ 30 ไมโครโมลาร และ 

175 ไมโครโมลาร  ตามลําดับ  สวนคาความเปนพิษตอเซลล HL-60 มีคา ED50 เทากับ 27 ไมโครโม
ลาร และคา MIC เทากับ 145 ไมโครโมลาร  โดยพบวาสารเบอเบอรีนนี้จะเขาไปขัดระหวางสาย 

DNA ของเชื้อสงผลใหยับยั้งกระบวนการสรางโปรตีนทําใหเชื้อไมสามารถเจริญได 
Sriwilaijareon และคณะ (2002) ไดรายงานการทดสอบสารสกัดเบอเบอรีนจากขมิ้นเครือ 

A. flava ตอเชื้อมาลาเรีย Plasmodium falciparum ในหลอดทดลอง พบวา สารเบอเบอรีน
สามารถยับยั้ง telomerase activity  ที่พบในเชื้อระยะ trophozoite และ schizoite ได ในชวงความ
เขมขน 30-300 ไมโครโมลาร และมีคา IC50 เทากับ 24 ไมโครโมลาร  โดย telomerase activity นี้
นาจะใชเปนเปาหมายของสารเบอเบอรีนเพื่อใชในการพัฒนายาตัวใหมในอนาคตตอไป 

ประสิทธิภาพของสารเบอเบอรีนในดานอื่น ๆ  

Creasey (1979) ศึกษาผลทางชีวเคมีของสารเบอเบอรีนคลอไรด จากบริษัท Sigma 

พบวา สารเบอเบอรีนเปนสารอัลคาลอยดที่สามารถยับยั้งกระบวนการสราง DNA, RNA, โปรตีน
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และไขมัน ใน sarcoma S 180 cells ได และพบวาสารชนิดนี้สามารถจับกับ polyadenylic acid 

ไดดี 
Yesilada และ Kupeli (2002) ทําการศึกษาสารสกัดเบอเบอรีนจากรากของ Berberis 

crataegina พบวา สารชนิดนี้มีประสิทธิภาพในการลดการอักเสบ การปวด และลดไขในหนู mice 

และหนู rats ได และไดทําการศึกษาคาความเปนพิษเฉียบพลันของสารเบอเบอรีนในหนู mice โดย
ทางการกินในชวงเวลา 24 ชั่วโมงหลังจากปอนยา พบวา สารเบอเบอรีนที่ระดับความเขมขน 418 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม มีผลทําใหหนูตายได  
นอกจากนี้สารเบอเบอรีนยังสามารถตานการเกิดโรคเบาหวานได โดย Leng และคณะ 

(2004) ใหสารเบอเบอรีนที่ระดับความเขมขน 187.5 และ 562.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมในหนู rats 

ทางการกิน พบวาสามารถลดระดับกลูโคสและไขมันในกระแสเลือดหนูทดลองไดและยังสามารถ
กระตุนการหลั่งของสารอินซูลินเมื่อทําการศึกษาในเซลล HIT-T15  
 
 
2.7  Telomerase  
 

การขาดหายไปของเบสบริเวณดานปลาย 5’ ของสาย lagging strand เปนปญหาหนึ่งใน
กระบวนการ replication (end replication problem)  สงผลใหปลายสายโครโมโซมที่เรียกวา 

telomere นี้ส้ันลงทุกครั้งที่มีการแบงเซลล  ดังนั้นจึงตองอาศัยเอนไซม telomerase ซึ่งมี
กระบวนการพิเศษ เพื่อใหสามารถเพิ่มจํานวนเบสดานนี้ได  

Telomerase เปน ribonucleoprotein enzyme ซึ่งทําหนาที่เปน reverse transcriptase 

ประกอบไปดวยสวนของ RNA template และ protein catalytic component เพื่อสังเคราะห 
telomere DNA ข้ึนมา ดังรูปที่ 2.3 
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 รูปที่ 2.3  โครงสรางของ telomerase (Alberts et al., 2002) 

 

Telomere  DNA พบไดบริเวณสวนปลายของโครโมโซมพวกยูคาริโอต (eukaryotes) ซึ่งมี
ลักษณะโครงสรางพิเศษ คือ มี G-rich telomere DNA sequence ซึ่งจะ complementary กับ 

telomerase โดย telomere DNA นี้จะมีโครงสรางของลําดับเบสซ้ํากัน 6 ตัว (tandamly repeated 

sequence)  เชน  ในมนุษยมีโครงสรางของลําดับเบสเปน  5’ TTAGGG 3’,  ในเชื้อมาลาเรีย P. 
falciparum มีโครงสรางเปน  5’ TTGGGA 3’   และใน  trypanosome   มีโครงสรางเปน 5’ 

TTGGGG 3’  สําหรับกลไกการทํางานของ telomerase นี้คนพบโดย Carol Greider และ 

Elizabeth Blackburn ในป ค.ศ.1985 จากโปรโตซัวสกุล Tetrahymena ซึ่งมีโครงสรางของลําดับ
เบสแบบ 5’ TTGGGG 3’ 

Telomere และ telomerase มีหนาที่ปองกันการเสื่อมสลายบริเวณสวนปลายของ
โครโมโซม (protective cap) จากเอนไซมตาง ๆ ที่เขามาทําลาย DNA (nuclease digestion) หรือ
จากกระบวนการ replication ในขั้นตอนการแบงเซลล โดยจะเติม telomeric repeat ที่บริเวณ
ปลายของโครโมโซมทําใหโครโมโซมไมหดสั้นลงในขณะที่มีการแบงเซลล  ดังรูปที่ 2.4  
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รูปที่ 2.4  กลไกการทาํงานของ telomerase (Alberts et al., 2002) 

 
 

สําหรับในสภาวะปกติของเซลลนั้น telomerase activity จะอยูในระดับตํ่า และเมื่อเซลลมี
อายุมากขึ้น telomerase activity ก็จะลดต่ําลงเรื่อย ๆ ดังนั้นสวนของ telomere จะหดสั้นลงเปน
สาเหตุใหเซลลแกและตายในที่สุด (senescence)  ในทางตรงกันขาม telomerase activity จะ
ตรวจพบไดสูงเมื่อเซลลมีการแบงตัว เชน เซลลสเปริม หรือ เซลลมะเร็ง สงผลใหสวนปลายของ 
telomeres ยาวขึ้น  และกลายเปนเซลลมะเร็งในที่สุด (Blackburn, 1991)  

Cano และคณะ (1999)  ไดรายงานการพบ telomerase activity ของโปรโตซัวที่เปนปรสิต 

3 ชนิด คือ T. brucei, Lishmania major และ L. tarentolae และกลาววา telomerase activity นี้
สามารถนําไปใชเปนเปาหมายในการผลิตยาชนิดใหมได   

สําหรับวิธีการตรวจหา telomerase activity นั้นสามารถตรวจไดดวยวิธี Telomere 

Repeat Amplification Protocol (TRAP)  ซึ่งอาศัยหลักการพื้นฐานจาก PCR โดยใช primer ที่มี
ความจําเพาะและใชสารกัมมันตภาพรังสีตรวจสอบหาผลิตภัณฑหรือสวนของ telomere ซึ่งไดจาก
การทํางานของ telomerase  (Krupp et al., 1997; Sriwilaijareon, 2002)  แตในปจจุบันนี้ไดมีการ
พัฒนาวิธีการตรวจสอบโดยใชสารที่เปน nonradioactive แทนสารกัมมันตภาพรังสี เนื่องจากสาร
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ชนิดนี้เปนอันตรายตอมนุษย  (Rubiano and Wasserman, 2003) และไดมีการพัฒนาเปนชุด
ตรวจสอบซึ่งมีความแมนยํา สะดวก และปลอดภัยตอการใชงาน   

จากขอมูลและงานวิจัยดังกลาวขางตน พบวาสารเบอเบอรีนเปนสารอีกชนิดหนึ่งซึง่มคีวาม
นาสนใจในการนํามาศึกษาคนควาและพัฒนาเปนตัวยาในการกําจัดเชื้อ T. evansi ได โดยใน
การศึกษาครั้งนี้ไดทําการทดสอบสารเบอเบอรีนตอเชื้อ T. evansi NpI 8/2 และ VPh03 ในหนู
ทดลอง ซึ่งเปนเชื้อที่มีประวัติความรุนแรงในสัตว และเก็บรักษาอยูที่หนวยปรสิตวิทยา คณะสัตว
แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  และทําการศึกษา telomerase activity ของเชื้อ T. 
evansi หลังไดรับสารเบอเบอรีนในหลอดทดลอง โดยใชชุดตรวจสอบ  TeloTAGGGTelomerase 

PCR ELISAplus

 
 



บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินงานวิจัย 
 

 

 ในการศึกษาครั้งนี้ไดทําการทดสอบประสิทธิภาพของสารเบอเบอรีนตอเชื้อ T. evansi 3 

วิธี คือ การทดสอบในหนูทดลอง  การทดสอบในหลอดทดลอง (ศึกษาเพิ่มเติม) และการทดสอบ
การเปลี่ยนแปลงของ telomerase activity ของเชื้อ โดยแบงแผนการวิจัยออกเปนขั้นตอน ดังนี้ 
  3.1  หนูทดลอง 
        3.2  เชื้อ T. evansi 
        3.3  สารเบอเบอรีน 

        3.4  การทดลอง 
               3.4.1  การตรวจวินจิฉัยเชื้อ T. evansi ดวยวิธี PCR 

               3.4.2  การเพิ่มจํานวนเชื้อ T. evansi ในหนูทดลอง 
               3.4.3  การทดสอบประสิทธิภาพความไวในการตรวจหาเชื้อ T. evansi ดวยวิธี PCR 

               3.4.4  การทดสอบประสิทธิภาพของสารเบอเบอรีนตอเชื้อ T. evansi ในหนูทดลอง 
               3.4.5  การทดสอบประสิทธิภาพของสารผสม Berenil® กับเบอเบอรีนตอเชื้อ 

                         T. evansi ในหนูทดลอง (ศึกษาเพิ่มเติม) 

               3.4.6  การหาคาความเปนพิษเฉียบพลันของสารเบอเบอรีนในหนูทดลอง (ศึกษา 

                         เพิ่มเติม) 

               3.4.7  การทดสอบประสิทธิภาพของสารเบอเบอรีนตอเชื้อ T. evansi ในหลอด 

                         ทดลอง  (ศึกษาเพิ่มเติม) 

               3.4.8  การตรวจสอบหาการเปลี่ยนแปลงของ Telomerase activity ของเชื้อ 

                         T. evansi  หลังไดรับสารเบอเบอรีนในหลอดทดลอง 
 
3.1  หนูทดลอง 

ทําการศึกษาในหนู ICR mice Mus musculus เพศเมีย อายุ 5 สัปดาห น้ําหนักประมาณ 

25-30 กรัม จํานวน 150 ตัว โดยเลี้ยงในกรง ๆ ละ 5 ตัว มีอาหารและน้ําดื่มอยางเพียงพอ
ตลอดเวลา ณ หองเลี้ยงสัตวทดลองช้ัน 5 อาคาร 60 ป  คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย 
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3.2  เชื้อ T. evansi 
เชื้อที่ใชในการศึกษาครั้งนี้มี 2 isolates คือ  

3.2.1  T. evansi NpI 8/2  เปนเชื้อที่เก็บไดจากการติดเชื้อในสุกร จ. นครปฐม เมื่อป พ.ศ. 

2528 (1985)  จากนั้นนําไปแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ที่มหาวิทยาลัย Vriej เมือง Brussels ประเทศเบล
เยี่ยม ในป พ.ศ. 2529 (1986) 

3.2.2 T. evansi VPh03  เปนเชื้อที่เก็บไดจากการติดเชื้อในมา ในหนวยมาทรงประจํา
พระองคฯ จ. กรุงเทพมหานคร ในป พ.ศ. 2546 (2003)  

โดยเชื้อทั้ง 2 isolates นี้ไดทําการเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส หนวยปรสิต
วิทยา  คณะสัตวแพทยศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 
3.3  สารเบอเบอรีนและสารอื่น ๆ  

สารเบอเบอรีน ที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ เปนสารเบอเบอรีนคลอไรด ซึ่งสั่งซื้อจากบริษัท 

Sigma  ประเทศสวิตเซอรแลนด  มีสูตรโครงสรางเปน C2OH18ClNO4 น้ําหนักโมเลกุลเทากับ 

371.82  และมีจุดหลอมเหลวเทากับ 204 องศาเซลเซียส โดยใชสารละลาย Dimethysulfoxide 

(DMSO) เปนตัวทําละลายสารเบอเบอรีน  และใช Berenil® (Diminazene aceturate) จากบริษัท 

Intervet ประเทศเยอรมันนี เปนสารในกลุมควบคุม โดยใชน้ํากลั่นเปนตัวทําละลาย 

 
3.4  การทดลอง 

 3.4.1  การตรวจวินิจฉัยเชื้อ T. evansi  ดวยวิธี PCR 
     3.4.1.1  นําเชื้อ T. evansi NpI 8/2 และ VPh03 ที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -80 องศา

เซลเซียส มาละลาย  หลังจากเชื้อละลายแลวนํามาสกัด DNA ดวยวิธี Phenol-chloroform 

extraction (Cethyl-Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB)) ซึ่งดัดแปลงมาจาก Zhao et al. 

(2001)  ดังนี้  
                   3.4.1.1.1 นําเชื้อมา 200 ไมโครลิตร เติม lysis buffer  จํานวน 60 ไมโครลิตร 

และ protenase K จํานวน  3 ไมโครลิตร ปนใหเขากัน แลวนําไป incubate ที่อุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง  

       3.4.1.1.2  จากนั้น เติม CTAB จํานวน 350 ไมโครลิตร นําไป incubate ที่
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง  

       3.4.1.1.3 ดู ด ส า ร ล ะ ล า ย ส ว น ใ ส ใ ส ห ล อ ด ใ ห ม แ ล ะ เ ติ ม 

phenol:chloroform:isoamylalcohol จํานวน 400 ไมโครลิตร ปนที่ความเร็ว 13,000 rpm เปน
เวลา 10 นาที ดูดสารละลายสวนใสดานบนใสหลอดใหม เติม 4 M NaCl จํานวน 40 ไมโครลิตร 
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และ 95% ethyl alcohol แชเย็น จํานวน 1,000 ไมโครลิตร incubate ที่อุณหภูมิ  -20 องศา
เซลเซียส คางคืน   

       3.4.1.1.4 หลังจากนั้นนํามาปนที่ความเร็ว 13,000 rpm เปนเวลา 30 นาท ีเท
สารละลายสวนใสดานบนทิ้ง และเติม 70% ethyl alcohol แชเย็น จํานวน 1,000 ไมโครลิตร นําไป
ปนที่ความเร็ว 13,000 rpm เปนเวลา 30 นาที 

       3.4.1.1.5  เทสารละลายสวนใสดานบนทิ้ง และเติม 70% ethyl alcohol แช
เย็น จํานวน 1,000 ไมโครลิตร อีกครั้ง นําไปปนที่ความเร็ว 13,000 rpm เปนเวลา 30 นาที 

      3.4.1.1.6  เทสารละลายสวนใสดานบนทิ้ง  จากนั้นตากตะกอน DNA ใหแหง 
แลวเติมน้ํากลั่น จํานวน 200 ไมโครลิตร 

     3.4.1.2  นํา DNA ที่ไดมาเพิ่มจํานวนดวยเครื่อง Gene Amp® system 2700 โดยใช 
Tr3 และ Tr4 เปน specific primers (Sukhumsirichart et al., 2000) ซึ่งมีลําดับเบส ดังนี้ 

 

Tr3    5’ GCGCGGATTCTTTGCAGACGA 3’ 

Tr4    5’ TGCAGACACTGGAATGTTACT 3’ 

 

     โดย 1 ปฏิกิริยา มีปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร  ประกอบดวย สารละลาย DNA , 10X 

buffer 1.5 mM, dNTP 0.2 mM, MgCl2 1.5 mM, Tr3 0.1 µM, Tr4 0.1 µM, Taq DNA 

polymerase (Invitrogen®) 2.5 unit และน้ํากลั่น  ที่สภาวะอุณหภูมิดังนี้ 
 

Initial PCR activation  94     องศาเซลเซียส   5     นาที 
Denaturation   94     องศาเซลเซียส 30     นาที 

 Annealing   50     องศาเซลเซียส 45     นาที        35  รอบ 

 Extension   72     องศาเซลเซียส 45     นาที 
 Final extension   72     องศาเซลเซียส 10     นาที 

 

    3.4.1.3  นํา PCR product ที่ไดมา run ดวย electrophoresis โดยใช 2% agarose gel 

     3.4.1.4  ตรวจสอบ PCR product ดวย UV transilluminator โดยแถบ DNA จะมีขนาด 

257 bp 

     3.4.1.5  ถายรูป PCR product ที่ได 
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      3.4.2  การเพิ่มจํานวนเชื้อ T. evansi  ในหนูทดลอง 
    3.4.2.1  นําเชื้อแตละ isolate ฉีดเขาทางชองทองหนูทดลองตัวละ 0.2 มิลลิลิตร 
    3.4.2.2  ตรวจหาเชื้อจากปลายหางหนูดวยวิธี rapid matching method (Herbert and 

Lumsden, 1976) 

    3.4.2.3  เมื่อเชื้อข้ึนถึงระดับ 109 ตัวตอเลือด 1 มิลลิลิตร ทําการสลบหนูดวย ether และ
เก็บเชื้อจากเลือดที่เจาะจากหัวใจ 

    3.4.2.4  นําเลือดที่ไดผสมกับ 20% Glycerol Phosphate Saline Glucose (PSG) ดวย
อัตราสวน 1:1 และเก็บเชื้อที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการทดลองตอไป 

 
3.4.3  การทดสอบประสิทธิภาพความไวในการตรวจหาเชื้อ T. evansi  ดวยวิธี PCR 
     เนื่องจากการตรวจสอบหาเชื้อ T. evansi  ดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง (rapid 

matching method) ไมสามารถตรวจสอบหาเชื้อที่มีระดับตํ่ากวา 105.4 ตัวตอเลือด 1 มิลลิลิตรได 
ดังนั้นจึงนําวิธี PCR ซึ่งมีความไวมากกวามาใชในการตรวจสอบหาเชื้อ โดยมีการทดสอบความไว
ของวิธีนี้  ดังนี้ 

    3.4.3.1 นําเชื้อที่เพิ่มจํานวนไดจากขอ 3.4.2.3 มาสกัด DNA ดวยวิธี Phenol 

chloroform extraction ตามขอ 3.4.1.1 

         3.4.3.2  นํา DNA ที่ไดมาเจือจางดวยน้ํากลั่นเปนลําดับ ดังนี้ 105,104,103,102,10 และ 1 

ตัวตอมิลลิลิตร                   
         3.4.3.3  นํา DNA ที่เจือจางได มาตรวจสอบความไวดวยวิธี PCR ตามขอ 3.4.1.2-

3.4.1.5  
 
3.4.4  การทดสอบประสิทธิภาพของสารเบอเบอรีนตอเชื้อ T. evansi ในหนูทดลอง 

     3.4.4.1  นําเชื้อ T. evansi NpI 8/2 และ VPh03 ที่เพิ่มจํานวนไดตามขอ 3.4.2 มาฉีด
เขาทางชองทองหนูทดลองจํานวน 12 ตัว ๆ ละ 102 ตัว โดยใช  PBS เปนสารละลายเจือจาง    
     3.4.4.2  ทําการตรวจหาเชื้อจากปลายหางหนูทุกวันดวยวิธี rapid matching method  

                3.4.4.3  เมื่อเชื้อเพิ่มจํานวนขึ้นถึงระดับ 107.5 ตัวตอเลือด 1 มิลลิลิตร แลว แบงหนู
ทดลองออกเปน 4 กลุม ๆ ละ 3 ตัว ดังตารางที่ 3.1 
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ตารางที่ 3.1  กลุมหนูทดลองในการทดสอบประสิทธิภาพของสารเบอเบอรีน 

   กลุมที่       จํานวนหนู (ตัว)       T. evansi (ตัว)    สาร         จํานวน (ml) 

                

     1              3                         102     PBS   0.2 

     2              3                         102        3.5 mg/kg Berenil®  0.2 

     3              3                         102                    10 mg/kg berberine  0.2 

     4              3                         102                    20 mg/kg berberine  0.2 

     

    3.4.4.4  ฉีดสารตาง ๆ ตามตารางที่ 3.1 เขาทางชองทองหนูทดลอง โดยใช 10%DMSO 

เปนตัวทําละลายสารเบอเบอรีน 

     3.4.4.5  ทําการตรวจหาเชื้อจากปลายหางหนูทุกวันดวยวิธี rapid matching method 

เปนเวลา 21 วัน ในกรณีที่ตรวจไมพบเชื้อดวยวิธีนี้ จะทําการตรวจหาเชื้อดวยวิธี PCR โดยเก็บ
เลือดจากปลายหางหนูจํานวน 50 ไมโครลิตร มาสกัด DNA ตามขอ 3.4.1 

     3.4.4.6   บันทึกระดับเชื้อที่ตรวจพบ แลวนํามาวิเคราะหหาคา CD100 (Curative dose 

in 100% of infected mice in vivo) โดยทําการศึกษาเชื้อทั้ง 2 isolates 
 
 3.4.5  การทดสอบประสิทธิภาพของสารผสม Berenil® กับเบอเบอรีนตอเชื้อ T. evansi 
ในหนูทดลอง (ศึกษาเพิ่มเติม) 

     3.4.5.1  นําเชื้อ T. evansi NpI8/2 ที่เพิ่มจํานวนไดตามขอ 3.4.2 มาฉีดเขาทางชอง
ทองหนูทดลอง จํานวน 15 ตัว ๆ ละ 102 ตัว โดยใช  PBS เปนสารละลายเจือจาง    
     3.4.5.2  ทําการตรวจหาเชื้อจากปลายหางหนูทุกวันดวยวิธี rapid matching method  

                3.4.5.3  เมื่อเชื้อเพิ่มจํานวนขึ้นถึงระดับ 105.4 ตัวตอเลือด 1 มิลลิลิตร แลว แบงหนู
ทดลองออกเปน 5 กลุม ๆ ละ 3 ตัว ดังตารางที่ 3.2 
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ตารางที่ 3.2  กลุมหนูทดลองในการทดสอบประสิทธิภาพของสารผสม Berenil® และเบอเบอรีน 

 กลุมที่   จํานวนหนู (ตัว)    T. evansi (ตัว)             สาร               จํานวน (ml) 

                

   1           3                      102              PBS          0.2 

   2           3                      102    3.5 mg/kg Berenil®         0.2  

   3           3                      102                     0.58 mg/kg Berenil®         0.2 

   4           3                      102                        20 mg/kg berberine         0.2 

   5                 3            102      0.58 mg/kg Berenil®+20 mg/kg berberine     0.2 

     

    3.4.5.4  ฉีดสารตาง ๆ ตามตารางที่ 3.2 เขาทางชองทองหนูทดลอง โดยใช 10%DMSO 

เปนตัวทําละลายสารเบอเบอรีน และน้ํากลั่นเปนตัวทําละลาย Berenil®  

     3.4.5.5  ทําการตรวจหาเชื้อจากปลายหางหนูทุกวันดวยวิธี rapid matching method 

เปนเวลา 21 วัน 

     3.4.5.6   บันทึกระดับเชื้อที่ตรวจพบ แลวนํามาวิเคราะหหาคา CD100 (Curative dose 

in 100% of infected mice in vivo)  
 

3.4.6  การหาคาความเปนพิษเฉียบพลันเบื้องตนของสารเบอเบอรีนในหนูทดลอง 
(ศึกษาเพิ่มเติม) 

          3.4.6.1  แบงหนูทดลองออกเปน 6 กลุม ๆ ละ 5 ตัว ตามขนาดของสารเบอเบอรีน ดังนี้ 
คือ 0, 10, 20, 30, 40 และ 50 ไมโครกรัมตอกิโลกรัม 

           3.4.6.2  ฉีดสารเบอเบอรีนแตละขนาดเขาทางชองทองหนูทดลองทั้ง 6 กลุม 

           3.4.6.3  หลังจาก 24 ชั่วโมง บันทกึจํานวนหนทูีต่ายในแตละกลุมและนําไปคํานวณหา
คาความเปนพิษเฉียบพลันเบื้องตนของสารเบอเบอรีนในหนูทดลอง  

 
 3.4.7  การทดสอบประสิทธิภาพของสารเบอเบอรีนตอเชื้อ T. evansi ในหลอด

ทดลอง (ศึกษาเพิ่มเติม) 
           3.4.7.1  นําเลือดหนูทดลองที่มีเชื้อ T. evansi isolate NpI 8/2 และ VPh03 ที่เพิ่ม

จํานวนไดตามขอ 3.4.2.3 มาทําการแยกเชื้อดวยวิธี anion-exchange chromatography โดย
ดัดแปลงจาก Lanham and Godfrey (1970)  ดังนี้ 
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                         3.4.7.1.1  ชั่ง  DE52 Diethylaminoethyl (DEAE) cellulose จํานวน 1.2 

กรัม ใสในสารละลาย PSG จํานวน 10 มิลลิลิตร ปรับ pH 8.0 จากนั้นปลอยทิ้งใหตกตะกอนลง
มาแลวเทสารละลายสวนใสดานบนทิ้ง 

                         3.4.7.1.2  ใสสารละลาย PSG จํานวน 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวใสลง
ใน syringe ขนาด 5 มิลลิลิตร โดยดานปลายอุดดวยสําลี  sterile อยางหลวม ๆ   

                         3.4.7.1.3  ปลอยให DE52 DEAE cellulose ตกตะกอนลงมา จากนั้นคอย ๆ  

เติมเลือดที่ผสมกับสารละลาย PSG แลว เปนอัตราสวน 1:1 จํานวน 400 ไมโครลิตร 
                         3.4.7.1.4  ปลอยใหเชื้อไหลลงมากับสารละลาย PSG โดยเม็ดเลือดจะถูกจับ

ไวกับ DE52 DEAE cellulose  จากนั้นคอย ๆ  เติมสารละลาย PSG เมื่อ DE52 DEAE cellulose         

ใกลแหง        
                   3.4.7.2  นับจํานวนเชื้อดวย Improved Neubauer chamber แลวนํามาเลี้ยงดวย 

Minimum essential medium with Earle’s salts และ supplements ตาง ๆ ตามวิธีของ Baltz et 

al. (1968) ดังนี้                   
                                3.4.7.2.1  เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ T. evansi ซึ่งประกอบไปดวย Minimum 

essential medium with Earle’s salts, MEM non-essential amino acid , Na-pyruvate 0.2 

มิลลิโมลาร,  2-mercaptoethanol 0.2 มิลลิโมลาร, hypoxanthine 10 มิลลิโมลาร และ thymidine 

1.6 มิลลิโมลาร, 15% heat-inactivated horse serum และ gentamycin 40 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร 

                          3.4.7.2.2  เล้ียงเชื้อใน 24  multiwell plates โดยใสอาหารเลี้ยงเชื้อหลุมละ 

1.5 มิลลิลิตร ตอเชื้อ 104 ตัว จากนั้นนําไปเลี้ยงใน 5% CO2 incubator  ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 6 ชั่วโมง  

  3.4.7.3  นําเชื้อ  T. evansi isolate NpI 8/2 และ VPh03 มาทดสอบกับสารเบอเบอรีน
ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ กัน โดยที่แตละความเขมขนของสารเบอเบอรีน ทําการทดสอบ 2  คร้ัง ๆ 

ละ 2 ซ้ํา  ดังนี้  
                3.4.7.3.1 นําสารเบอเบอรีนความเขมขน 1.82x104 โมลาร จํานวน 10 

ไมโครลิตร ใสใน 24 multiwell plates ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้ออยูหลุมละ 490 ไมโครลิตร จากนั้นทํา 2 

fold-dilution ใหไดความเขมขน 0, 2.8, 5.6,11.3, 22.6, 45.2 และ 90.9 ไมโครโมลาร  
                3.4.7.3.2  นําเชื้อที่เล้ียงไวในขอ 3.4.7.2.2 มาทดสอบกับสารเบอเบอรีนที่

ระดับความเขมขนตาง ๆ กัน จํานวน 500 ไมโครลิตร (ปริมาตรรวมของอาหารเลี้ยงเชื้อและเชื้อที่
ทดสอบกับสารเบอเบอรีนเทากับ 1 มิลลิลิตรตอหลุม) 
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                3.4.6.3.2  เติมอาหารเลี้ยงเชื้อจํานวน 500 ไมโครลิตร ใน 24  multiwell 

plates ที่มีเชื้อเหลืออยู 500 ไมโครลิตร เพื่อเปนกลุมควบคุม  

                3.4.7.3.3  จากนั้นนําเชื้อไปเลี้ยงใน 5% CO2 incubator  ที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส 

                              3.4.7.3.4  นับจํานวนเชื้อ ณ เวลา 0, 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง โดยทําการ
ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อใสหลอดขนาด1.5 มิลลิลิตร  นําไปปนที่ความเร็ว 3,000 rpm  เปนเวลา 5 นาที  
เพื่อใหเชื้อตกตะกอนลงมา  แลวนับดวย Improved Neubauer chamber  

                              3.4.7.3.5  บันทึกจํานวนเชื้อที่เหลืออยูเพื่อนําไปหาคา Minimum Inhibitory 

Concentration (MIC) 

   
 3.4.8  การตรวจสอบหาการเปลี่ยนแปลงของ telomerase activity ของเชื้อ T. evansi 

หลังไดรับสารเบอเบอรีนในหลอดทดลอง 
               3.4.8.1  นําเชื้อ T. evansi isolate NpI 8/2 ที่เพิ่มจํานวนไดตามขอ 3.4.2.3 มาทําการ
แยกเชื้อดวยวิธี anion-exchange chromatography  

                  3.4.8.2  นําเชื้อที่ไดมาสกัดโปรตีนและตรวจสอบหาการเปลี่ยนแปลงของ telomerase 

activity ของเชื้อดวยชุดทดสอบ TeloTAGGGTelomerase PCR ELISAplus ดังนี้  
                                3.4.8.2.1  ปนเชื้อที่แยกไดดวยความเร็ว 3,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส จากนั้นดูดสารละลายสวนใสดานบนออก  แลวลางตะกอนดวย PBS จํานวน 500 

ไมโครลิตร  นําไปปนดวยความเร็ว 3,000 g  ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดสารละลายสวนใส
ดานบนออก แลวลางตะกอนดวย PBS อีก 1 รอบ 

                                3.4.8.2.2  เติม lysis reagent (จากชุดทดสอบ) จํานวน 200 ไมโครลิตร  
จากนั้นนําไป incubate บนน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที  
                                3.4.8.2.2  ดูดสารละลายโปรตีนดานบนจํานวน 175 ไมโครลิตร ออกมาใส
หลอดใหม  แลวนํามาวัดปริมาณโปรตีนดวย Bio-Rad  protein  assay ที่ความยาวคลื่น 595 นา
โนเมตร โดยใช  Bovine Serum Albumin (BSA) เปนสารละลายมาตรฐาน  

                              3.4.8.2.3  นําสารละลายโปรตีนปริมาณ 5, 10 และ 20 ไมโครกรัม มาทํา
ปฏิกิริยากับสารเบอเบอรีนที่ระดับความเขมขน 0, 2.8, 5.6,11.3, 22.6, 45.2 และ 90.9 ไมโครโม
ลาร เปนเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  จากนั้นทําการหยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 94 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที 
        3.4.8.2.3  นําสารละลายโปรตีนที่ทําปฏิกิริยากับสารเบอเบอรีน ณ ระดับ
ความเขมขนตาง ๆ กัน มาเพิ่มจํานวนในสวนของ telomere ดวยวิธี PCR โดย 1 ปฏิกิริยา มี
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ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ประกอบดวย reaction mixture 25 ไมโครลิตร, internal standard 5

ไมโครลิตร, สารละลายโปรตีน 3 ไมโครลิตร (positive control 1 ไมโครลิตร, negative control 3 

ไมโครลิตร) และน้ํากลั่น โดยใชสารละลายโปรตีนที่ถูกทําลายดวยความรอน ณ อุณหภูมิ 85 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาทีเปน  negative control  ที่สภาวะอุณหภูมิ ดังนี้ 
 Primer elongation  25     องศาเซลเซียส         20     นาที 

Telomerase inactivation 94     องศาเซลเซียส    5      นาที 
Denaturation   94     องศาเซลเซียส   30     วินาที 
Annealing   50     องศาเซลเซียส   30     วินาที       30 รอบ 

Extension   72     องศาเซลเซียส   90     วินาที 
Final extension   72     องศาเซลเซียส   10     นาที 
 

                  3.4.8.2.4  ทําการ denature PCR product ที่ไดโดยแบง PCR product 

ออกเปน 2 หลอด หลอดละ 2.5 ไมโครลิตร ใส denaturation reagent จํานวน 10 ไมโครลิตร 
incubate ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้น hybridization ดวย 

hybridization buffer T  จํานวน  100 ไมโครลิตรในหลอดแรก และ hybridization buffer IS  

จํานวน 100 ไมโครลิตร ในหลอดที่ 2 ผสมสารใหเขากันแลวนําไป incubate ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส , 300 rpm เปนเวลา 2 ชั่วโมง 

                  3.4.8.2.5  ดูดสารละลาย hybridization mixture (T,IS) จํานวน 100 

ไมโครลิตรใสในหลุม ELISA plate ที่เคลือบดวย streptavidin ปดปากหลุมดวย self-adhesive 

cover foil จากนั้นนําไป  incubate ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
                  3.4.8.2.6  เทสารละลาย  hybridization ออก แลวลางดวย washing buffer 

จํานวน 250 ไมโครลิตร 3 รอบ 

                  3.4.8.2.7  เติม anti-DIG-HRP-working solution  จํานวน100 ไมโครลิตร ปด
ปากหลุมดวย self-adhesive cover foil แลวนําไป  incubate ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส, 300 

rpm เปนเวลา 30 นาที 
                  3.4.8.2.8  เทสารละลายออก แลวลางดวย washing buffer จํานวน 250 

ไมโครลิตร 5 รอบ 

                  3.4.8.2.9  เติม TMB substrate solution จํานวน 100 ไมโครลิตร ปดปาก
หลุมดวย self-adhesive cover foil แลวนําไป  incubate ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส, 300 rpm 

เปนเวลา 15 นาที 
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                  3.4.8.2.10 หยุดปฏิกิริยาดวย stop reagent จํานวน 100 ไมโครลิตร แลว
นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง (A) ดวยเครื่อง ELISA reader ที่ความยาวคลื่น 450  นาโนเมตร และ 

690 นาโนเมตร 
      3.4.8.2.11 นําคาการดูดกลืนแสงที่วัดได (A450nm-A690nm) มาคํานวณหาคา 

Relative Telomerase Activities (RTA) ดังนี้ 
 

 

                                                RTA    =    (AS, T - AS, T, N) / AS, IS    x 100 

                                                    (AP, T-AP, T, N) / AP, IS

 

 

             AS, T     =  คาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง 
             AS, T, N   =  คาการดูดกลืนแสงของ negative control 

             AS, IS     =  คาการดดูกลืนแสงของตัวอยางที่ม ีinternal standard 

             AP, T       =  คาการดดูกลืนแสงของ positive control 

             AP, T,  N  =  คาการดูดกลืนแสงของ lysis buffer 

             AP, IS     =  คาการดดูกลืนแสงของ positive control ที่มี internal standard 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
 
4.1  การตรวจวินิจฉัยเชื้อ T.  evansi  isolate NpI 8/2 และ VPh03 ดวยวิธี  PCR 

 
 จากการนําเชื้อ T. evansi  isolate NpI 8/2 และ VPh03 มาสกัด DNA ดวยวิธี Phenol-

chloroform extraction (CTAB)  และเพิ่มปริมาณ DNA เพื่อทําการตรวจวินิจฉัยเชื้อดวยวิธี PCR 

โดยใชไพรเมอร Tr3-Tr4  และทําการศึกษาเปรียบเทียบกับ DNA ของหนู mice, Babesia spp., 

Ehlichia spp., Hepatozoon spp., Anaplasma spp. และ Theileria spp. เพื่อทดสอบ
ความจําเพาะของวิธี PCR ตอเชื้อ T. evansi    ผลการศึกษาพบวาวิธี PCR นี้มีความจําเพาะตอ
เชื้อ T. evansi  โดยพบผลิตภัณฑขนาด 257 bp และไมพบผลิตภัณฑ PCR กับเชื้อชนิดอื่น ๆ ที่ทํา
การทดสอบ และพบวาเชื้อทั้ง 2 isolates นี้เปนเชื้อ T. evansi  โดยพบผลิตภัณฑขนาดเดียวกับ 

positive control  ดังรูปที่ 4.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

257 bp 

1.5 kbp 

500 bp 

100 bp 

  M   1    2    3     4                   M    1    2    5    6     7   8    

 

รูปที่ 4.1  ความจําเพาะของวิธ ีPCR ตอเชื้อ T. evansi  และการตรวจวินิจฉัยเชื้อ T. evansi   
              NpI 8/2 และ VPh03 ดวยวิธ ีPCR  
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Lane M  =  1.5 kbp DNA ladder marker 

Lane 1  =  negative control (H2O) 

Lane 2  =  positive control (T.evansi)  
                        Lane 3  =  T. evansi NpI 8/2  

Lane 4  =  T. evansi VPh03 

Lane 5  =  DNA หนู mice 

Lane 6  =  Babesia spp.   

Lane 7  =  Ehlichia spp. และ Hepatozoon spp. 

Lane 8  =  Anaplasma spp. และ Theileria spp. 

 

 
4.2  การทดสอบประสิทธิภาพความไวในการตรวจหาเชื้อ T. evansi  ดวยวิธี  PCR 

 
 จากการทดสอบประสิทธิภาพความไวในการตรวจหาเชื้อ T. evansi  NpI 8/2 ดวยวิธี PCR

โดยการเจือจางเชื้อต้ังแตระดับ 105,104,103,102,10 และ 1 ตัวตอเลือด 1 มิลลิลิตร พบวา การ
ตรวจหาเชื้อดวยวิธี PCR โดยไพรเมอร Tr3-Tr4 นี้มีประสิทธิภาพความไวในการตรวจพบเชื้อนอย
ที่สุดที่ระดับเชื้อต้ังแต 10 ตัวตอเลือด 1 มิลลิลิตร ข้ึนไป โดยมีผลิตภัณฑขนาด 257 bp  ดังรูปที่ 
4.2   
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100 bp 

500 bp 

1.5 kbp 

M     1     2    3     4     5     6     7 

257 bp 

 

รูปที่ 4.2  ความไวในการตรวจหาเชื้อ T. evansi NpI 8/2 ดวยวิธ ีPCR 

 

             Lane M = 1.5 kbp DNA ladder marker 

             Lane 1 =  negative control (H2O)           

 Lane 2 =  T. evansi NpI 8/2 จํานวน 105 ตัว/ml 

 Lane 3 =  T. evansi NpI 8/2 จํานวน 104 ตัว/ml 

 Lane 4 =  T. evansi NpI 8/2 จํานวน 103 ตัว/ml 

 Lane 5 =  T. evansi NpI 8/2 จํานวน 102 ตัว/ml 

 Lane 6 =  T. evansi NpI 8/2 จํานวน 10 ตัว/ml 

 Lane 7 =  T. evansi NpI 8/2 จํานวน 1 ตัว/ml 
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4.3  การทดสอบประสิทธิภาพของสารเบอเบอรีนตอเชื้อ T. evansi ในหนูทดลอง 
                                                              
 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของสารเบอเบอรีนตอเชื้อ T.evansi isolate NpI 8/2 และ 

VPh03 ในหนูทดลอง  พบวาเมื่อทําการฉีดเชื้อ T.evansi  NpI 8/2 จํานวน 102 ตัว เขาทางชองทอง
หนูทดลอง แลวทําการฉีดสารเบอเบอรีนขนาด 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ที่ระดับเชื้อ 107.5 ตอเลือด 

1 มิลลิลิตร พบวา เมื่อทําการตรวจหาเชื้อดวยวิธี rapid matching method หลังจากวันที่ทําการ
ฉีดสารเบอเบอรีนในวันแรก ระดับเชื้อในกระแสเลือดของหนูทดลองทั้ง 3 ตัว ยังคงเพิ่มข้ึนเทากับ
กลุมควบคุมที่ทําการฉีด PBS จนกระทั่งถึงระดับเชื้อ 109 ตัวตอเลือด 1 มิลลิลิตร  ซึ่งเปนระดับเชื้อ
สูงสุดในกระแสเลือดของหนูทดลองที่สามารถทําใหหนูทดลองตายได ดังรูปที่ 4.3 (ก)  เมื่อทําการ
เพิ่มขนาดของสารเบอเบอรีนเปน 20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม  พบวา ระดับเชื้อในกระแสเลือดของหนู
ทดลองยังคงเพิ่มข้ึนเทากับกลุมควบคุมที่ทําการฉีด PBS และในกลุมที่ทําการฉีดสารเบอเบอรีน 

ขนาด 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม เชนกัน   ในขณะที่ในกลุมควบคุมที่ทําการฉีด Berenil® ขนาด 3.5 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม เมื่อทําการตรวจหาเชื้อดวยวิธี rapid matching method ในวันแรกหลังจาก
ฉีด Berenil®  พบวา หนูทดลองทั้ง 2 ตัว ตรวจไมพบเชื้อในกระแสเลือด จนกระทั่งสิ้นสุดการ
ทดลอง   ในขณะที่หนูทดลองตัวที่ 3 กลับพบเชื้อ ในวันที่ 19 หลังจากฉีด Berenil® จํานวน 106 ตัว
ตอเลือด 1 มิลลิลิตร และเชื้อเพิ่มปริมาณขึ้นเรื่อย ๆ จนถึงระดับ 108.7 ตัวตอเลือด 1 มิลลิลิตร ใน
วันที่ 20 หลังจากฉีด Berenil®  และเมื่อทําการตรวจหาเชื้อดวยวิธี PCR พบวา ในหนูทดลอง 2 ตัว
แรก ตรวจไมพบเชื้อตลอดทั้ง 21 วัน  ในขณะที่หนูทดลองตัวที่ 3 สามารถตรวจพบเชื้อไดตั้งแตวันที่ 
16 หลังจากฉีด Berenil®   ดังรูปที่ 4.3 (ก)  

 สําหรับการทดสอบประสิทธิภาพของสารเบอเบอรีนตอเชื้อ T. evansi VPh03 ในหนู
ทดลอง  พบวา หลังจากฉีดสารเบอเบอรีนขนาด 10 และ 20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ที่ระดับเชื้อ 107.5 

ตัวตอเลือด 1 มิลลิลิตร ใหผลการทดลองเชนเดียวกับเชื้อ T. evansi NpI8/2  ดังรูปที่ 4.3 (ข)  

ในขณะที่กลุมควบคุมที่ทําการฉีด Berenil® ขนาด 3.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม  เมื่อทําการตรวจหา
เชื้อดวยวิธี rapid matching method  พบวา หนูทดลอง 2 ตัวแรก ตรวจไมพบเชื้อจนกระทั่งถึง
วันที่ส้ินสุดการทดลอง ในขณะที่หนูทดลองตัวที่ 3 กลับพบเชื้อ ในวันที่ 16 หลังจากฉีด Berenil® 

จํานวน 105.4 ตัวตอเลือด 1 มิลลิลิตร  และเชื้อเพิ่มปริมาณขึ้นเรื่อย ๆ จนถึงระดับ 109 ตัวตอเลือด 1 

มิลลิลิตร ในวันที่ 19 หลังจากฉีด Berenil®    และเมื่อทําการตรวจหาเชื้อดวยวิธี PCR พบวา ในหนู
ทดลอง 2 ตัวแรก ตรวจไมพบเชื้อตลอดทั้ง 21 วัน  ในขณะที่หนูทดลองตัวที่ 3 สามารถตรวจพบเชือ้
ไดตั้งแตวันที่ 14 หลังจากฉีด Berenil®    
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รูปที่ 4.3  ผลของสารเบอเบอรีนตอการเจริญของเชื้อ T. evansi  ในหนูทดลอง  
                              (ก) T. evansi  NpI 8/2  และ (ข) T. evansi  VPh03  
                                   (* หนูทดลองตาย,       ตรวจพบเชื้อดวยวิธี PCR) 
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 จากการศึกษาครั้งนี้ พบวา สารเบอเบอรีนขนาด 10 และ 20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม เมื่อฉีด
เขาทางชองทองหนูทดลอง ไมมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ T. evansi  isolate 

NpI 8/2 และ VPh03  และ Berenil® ขนาด 3.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ไมสามารถยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อ T. evansi  isolate NpI 8/2 และ VPh03  ใหหมดไปจากกระแสเลือดของหนูทดลอง
ทั้งหมด 

 นอกจากนี้ไดทําการศึกษาเพิ่มเติม เพื่อหาขนาดของสารเบอเบอรีนที่สามารถยับยั้งการ
เจริญของเชื้อ T. evansi  NpI 8/2 ในหนูทดลอง ซึ่งในแตละกลุมการทดลองนั้นใชหนูทดลองเพียง 
1 ตัว  โดยไดทําการเพิ่มจํานวนครั้งในการฉีดสารเบอเบอรีนขึ้น คือ ทําการฉีดสารเบอเบอรีนขนาด 

10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ที่ระดับเชื้อ 107.5 ตัวตอเลือด 1 มิลลิลิตร และที่ระดับ 108.4 ตัวตอเลือด 1 

มิลลิลิตร (double doses) พบวา เชื้อยังคงเพิ่มปริมาณขึ้นเทากับกลุมควบคุมที่ทําการฉีด PBS ดัง
รูปที่ 4.4  และนอกจากนี้ไดทําการทดลองโดยการฉีดสารเบอเบอรีนขนาด 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 

ที่ระดับเชื้อตํ่าสุดที่สามารถตรวจพบไดดวยวิธี rapid matching method คือ ที่ระดับ 105.4 ตอเลือด 

1 มิลลิลิตร  พบวา ในกลุมที่ทดลองฉีดสารเบอเบอรีนขนาด 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม เชื้อยังคงเพิ่ม
ปริมาณขึ้นเทากับกลุมควบคุมที่ทําการฉีด PBS เชนเดิม ดังรูปที่ 4.5 

 ดังนั้นจากการศึกษาคร้ังนี้ พบวา สารเบอเบอรีนไมมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อ T. evansi NpI 8/2 ในหนูทดลองได เมื่อทําการฉีดสารเบอเบอรีนขนาด 10  มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม ที่ระดับเชื้อตํ่าๆ และเพิ่มจํานวนครั้งในการฉีดสารเบอเบอรีน  
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รูปที่ 4.4  ผลของสารเบอเบอรีนตอการเจริญของเชื้อ T. evansi NpI8/2 ในหนทูดลอง 
                         เมื่อฉีดที่ระดับ 107.5 และ 108.4 ตัวตอมิลลิลิตร (* หนตูาย) 
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รูปที่ 4.5  ผลของสารเบอเบอรีนตอการเจริญของเชื้อ T. evansi NpI8/2 ในหนทูดลอง 
                         เมื่อฉีดที่ระดับ 105.4 ตัวตอมิลลิลิตร (*หนูตาย) 
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4.4  การทดสอบประสทิธิภาพของสารผสม Berenil® กับเบอเบอรีนตอเชื้อ T. evansi ใน 
      หนูทดลอง (ศึกษาเพิม่เติม) 
 
           ผลการทดสอบประสิทธิภาพของสารผสม Berenil® กับเบอเบอรีนตอการยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อ T. evansi NpI 8/2 ในหนูทดลอง เมื่อทําการฉีดสารตาง ๆ เขาทางชองทองหนู ที่ระดับเชื้อ 

105.4 ตัวตอเลือด 1 มิลลิลิตร พบวา ในกลุมที่ทําการฉีด Berenil® ขนาด 3.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 

ซึ่งเปนขนาดยามาตรฐานที่ใชในการรักษาสัตวที่ติดเชื้อโดยทั่วไป  ตรวจไมพบเชื้อในกระแสเลือด
ตั้งแตวันแรกหลังจากไดรับยาจนกระทั่งสิ้นสุดการทดลอง (เมื่อทําการตรวจหาเชื้อดวยวิธี rapid 

matching method) ในขณะที่ตรวจพบเชื้อกลับข้ึนมาในกระแสเลือดหนูทดลองตัวที่ 3  ในวันที่ 12  

ที่ระดับเชื้อ 10 7.2 ตัวตอเลือด 1 มิลลิลิตร ดังรูปที่ 4.6 (ข)  เมื่อทําการลดขนาดของ Berenil® ลง 6 

เทาจากขนาดมาตรฐาน คือ 0.58 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม พบวา ขนาดยาดังกลาว สามารถยับยั้งการ
เจริญของเชื้อได โดยในหนูทดลองตัวที่ 1 ตรวจไมพบเชื้อในกระแสเลือดจนกระทั่งสิ้นสุดการ
ทดลอง ในขณะที่หนูทดลองตัวที่ 2 กลับพบเชื้อเพิ่มข้ึนมาในกระแสเลือดในวันที่ 6  สวนในหนู
ทดลองตัวที่ 3 ระดับเชื้อลดลงจนกระทั่งตรวจไมพบเชื้อในวันที่ 3 แตกลับพบเชื้อข้ึนมาใหมอีกใน
วันที่ 6 หลังจากไดรับยา ดังรูปที่ 4.6 (ค)   

            สําหรับในกลุมที่ทําการฉีดสารเบอเบอรีนขนาด 20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ระดับเชื้อยังคง
เพิ่มข้ึนปกติเทากับกลุมควบคุมที่ทําการฉีด PBS ดังรูปที่ 4.6 (ง), (ก)  และเมื่อทําการฉีดสารผสม 

Berenil® ขนาด 0.58 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมกับเบอเบอรีนขนาด 20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม พบวา สาร
ผสมดังกลาวสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อไดเปนเวลา 5-8 วัน โดยในหนูทดลองตัวที่ 1 และ 2  

ตรวจไมพบเชื้อในกระแสเลือดตั้งแตวันแรกหลังจากไดรับยา จนกระทั่งในวันที่ 6  เร่ิมตรวจพบเชื้อ
ที่ระดับ 10 5.4 และ 10 7.8 ตัวตอเลือด 1 มิลลิลิตร ตามลําดับ  สวนในหนูทดลองตัวที่ 3 ตรวจพบ
เชื้อข้ึนมาใหมอีกในวันที่ 9 หลังจากไดรับยา ดังรูปที่ 4.6 (จ)  อยางไรก็ตาม การลดลงของระดบัเชือ้
นั้นไมได เปนผลเนื่องมาจากประสิทธิภาพของสารเบอเบอรีน  แตเปนผลอันเนื่องมาจาก
ประสิทธิภาพของ Berenil®  (เปรียบเทียบกับกลุมที่ไดรับ Berenil® ขนาด 0.58 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม)  ดังนั้นสารเบอเบอรีนจึงไมมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อหรือมีฤทธิ์เสริม
การทํางานของ Berenil® ได 
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 (ก) (ข) PBS 

  * 
3.5 mg/kg Berenil®

  
  
 
 

 

  ** 
  * 

 

  
 

 
 
(ค) 0.58 mg/kg Berenil® (ง) 

 ** 
  * 

20 mg/kg berberine 

 *   *
 
 

 
    
 
 
 
  
  (จ) 

 *               *
0..58 mg/kg Berenil® + 20 mg/kg berberine 

  
   *

mouse no.1
mouse no. 2
mouse no. 3

  
  
  
  
  
  
  
รูปที่ 4.6  ผลของสารผสม Berenil ® กับเบอเบอรีนตอการเจริญของเชือ้ T. evansi NpI 8/2 ใน รูปที่ 4.6  ผลของสารผสม Berenil 

                หนทูดลอง (ก) PBS, (ข) 3.5 mg/kg Berenil®, (ค) 0.58 mg/kg Berenil®,(ง) 20 mg/kg                 หนทูดลอง (ก) PBS, (ข) 3.5 mg/kg Berenil

® กับเบอเบอรีนตอการเจริญของเชือ้ T. evansi NpI 8/2 ใน 

                berberine และ (จ) 0.58 mg/kg Berenil® + 20 mg/kg berberine (* หนูตาย)                         berberine และ (จ) 0.58 mg/kg Berenil

®, (ค) 0.58 mg/kg Berenil®,(ง) 20 mg/kg 
® + 20 mg/kg berberine (* หนูตาย)         
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4.5 การศึกษาคาความเปนพิษเฉียบพลันเบื้องตนของสารเบอเบอรีนในหนูทดลอง 
      (ศึกษาเพิ่มเติม) 
  

 จากการทดลองฉีดสารเบอเบอรีนเขาทางชองทองหนู ขนาด 0, 10, 20, 30, 40 และ 50 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม  เพื่อหาคาความเปนพิษเฉียบพลันเบื้องตนของสารเบอเบอรีนภายในเวลา 24 

ชั่วโมง พบวา สารเบอเบอรีนขนาด 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม มีอัตราการรอดชีวิตของหนูทดลอง 
เทากับ 100%  สวนสารเบอเบอรีนขนาด 20 และ 30 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม มีอัตราการรอดชีวิตของ
หนูทดลอง เทากับ 80% และ 60% ตามลําดับ  ในขณะที่สารเบอเบอรีนขนาด 40 และ 50 มลิลิกรัม
ตอกิโลกรัม มีอัตราการรอดชีวิตของหนูทดลองเทากับ 0%   จากการทดลองครั้งนี้ เมื่อนําขอมูลมา
คํานวณหาคาความเปนพิษเฉียบพลันเบื้องตนของสารเบอเบอรีนที่ทําใหหนูทดลองตายลงจํานวน
คร่ึงหนึ่ง (LD50) ในเวลา 24 ชั่วโมง มีคาเทากับ 25.29 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม  ดังรูปที่ 4.7 
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y = -154.549logx + 266.816  

              R2= 0.858 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
   LD50 = 25.29 mg/kg 

 
 

รูปที่ 4.7  คาความเปนพษิเฉียบพลนัเบื้องตนของสารเบอเบอรีนในหนูทดลอง (n = 5)  

                        หลังไดรับสาร 24 ชั่วโมง 
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นอกจากนี้ไดทําการศึกษาลักษณะทางจุลพยาธิวิทยาของเนื้อเยื่อตับหนูทดลองเบื้องตน
เพิ่มเติม โดยการฉีดสารเบอเบอรีนเขาทางชองทองหนูทดลองหลังจากพบเชื้อ T. evansi NpI 8/2 

จํานวน 107.5 ตัวตอเลือด  1 มิลลิลิตร ขนาด  20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม และขนาด 10 มิลลิกรัมตอ
กิโลกรัม 2 คร้ัง ที่ระดับเชื้อ 107.5 และ 108.4 ตัวตอเลือด  1 มิลลิลิตร  ตามลําดับ  หลังจากเชื้อข้ึนถึง
ระดับ 109 ตัวตอเลือด 1 มิลลิลิตร จึงทําการสลบหนู และเก็บตัวอยางชิ้นเนื้อเยื่อตับมาศึกษา
ลักษณะทางจุลพยาธิวิทยาหลังไดรับสารเบอเบอรีน โดยการยอมดวยสี Heamatoxylene and 

eosin  และในแตละกลุมการทดลอง ทําการสุมตัวอยางมาศึกษาเพียง 1 ตัวอยาง  
 จากการศึกษาเบื้องตนพบวา ในกลุมควบคุมที่ไมไดรับสารเบอเบอรีน แตไดรับเชื้อ T. 
evansi NpI 8/2  จํานวน 109 ตัวตอเลือด 1 มิลลิลิตร  พบเนื้อเยื่อตับมีลักษณะปกติ คือ เซลลตับ 

(hepatocyte) มีรูปรางหลายเหลี่ยม เรียงตัวเปนแนว ภายในมีนิวเคลียส และเห็นขอบเขตของเยื่อ
หุมเซลลตับชัดเจน พบชองวางของหลอดเลือด หรือ sinusoid แทรกอยูระหวางเซลลตับ ดังรูปที่ 
4.8 (ก)  ในขณะที่กลุมที่ไดรับสารเบอเบอรีนขนาด 20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม พบวาเซลลมีลักษณะ
ปกติ แตบางบริเวณพบเซลลมีการเสียหายบางสวน คือ เกิดการขยายตัวของ sinusoid ดังรูปที่ 4.8 

(ข) และบางบริเวณพบการบวมของเซลลตับ (cloudy swelling) ดังรูปที่ 4.8 (ค) นอกจากนี้ในกลุม
ที่ไดรับสารเบอเบอรีนขนาด 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ติดตอกัน 2 คร้ัง ณ ระดับเชื้อ 107.5 และ 108.4 

ตัวตอเลือด  1 มิลลิลิตร เปนระยะเวลาหางกัน 12  ชั่วโมง พบวาเซลลตับเสียหายเพิ่มมากขึ้น  โดย
พบการบวมของเซลลตับ sinusoid ขยายตัวผิดปกติ  เซลลมีการหดตัวของนิวเคลียส และติดสีเขม
ทึบเปนจํานวนมาก (pyknotic nucleus) ดังรูปที่ 4.8 (ง) 
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                                (ก)                                                                       (ข) 
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                                (ค)                                                                       (ง)      
 

รูปที่ 4.8  ลักษณะทางจุลพยาธวิิทยาของเนื้อเยื่อตับหนทูดลองหลังไดรับสารเบอเบอรีน 

            และเชื้อ T. evansi NpI 8/2 จํานวน 109 ตัว/ml 

            (ก)  เนื้อเยื่อตับหนทูดลองทีไ่มไดรับสารเบอเบอรีน แตไดรับเชื้อ T. evansi NpI 8/2 

                   พบวา เซลลมลัีกษณะปกต ิ

          (ข)  เนื้อเยื่อตับหนทูดลองหลังไดรับสารเบอเบอรีนขนาด 20  mg/kg 

                   และเชื้อ T. evansi NpI 8/2  พบวา มกีารขยายตวัของ sinusoid (S) 

            (ค)  เนื้อเยื่อตับหนทูดลองหลังไดรับสารเบอเบอรีนขนาด 20 mg/kg และเชื้อ  
               T. evansi NpI 8/2  พบวา มกีารขยายตัวของ sinusoid (S) และมีการบวมของเซลล 
            (ง)  เนื้อเยื่อตับหนทูดลองหลังไดรับสารเบอเบอรีนขนาด 10 mg/kg 2 คร้ัง หางกนั 12 

                 ชัว่โมง และเชื้อ T. evansi NpI 8/2  พบวา เซลลเกิดการบวม มีการขยายของ sinusoid  

                 (S) และมีการหดตัวนิวเคลยีส (ลูกศร) 
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4.6  การทดสอบประสทิธิภาพของสารเบอเบอรีนตอเชื้อ T. evansi ในหลอดทดลอง 
(ศึกษาเพิ่มเติม) 
  

 จากการทดสอบประสิทธิภาพของสารเบอเบอรีนตอเชื้อ T. evansi isolate NpI 8/2 และ 

VPh03 ในหลอดทดลอง ที่ระดับความเขมขน 0, 2.8, 5.6,11.3, 22.6, 45.2 และ 90.9 ไมโครโมลาร 
ณ เวลา 0, 24, 48, 72 และ 96 ชั่วโมง พบวา หลังจากทดสอบเชื้อ T. evansi NpI 8/2 กับสารเบอ
เบอรีนที่ระดับเร่ิมตนจํานวน (0.92 + 0.08) x 104 ตัว ระดับเชื้อลดจํานวนลงตั้งแต 24 ชั่วโมงแรก
หลังการทดลอง ในทุก ๆ กลุมความเขมขนของสารเบอเบอรีน โดยจํานวนเชื้อแปรผกผันตามความ
เขมขนของสารเบอเบอรีนที่เพิ่มข้ึน เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไมไดทดสอบกับสารเบอเบอ
รีน และระดับเชื้อยังคงลดจํานวนลงเรื่อย ๆ จนกระทั่งถึงชั่วโมงที่ 96  พบวา ในกลุมควบคุมพบเชื้อ
จํานวน (6.81 + 3.30) x 104 ตัว  ในขณะที่กลุมที่ทดสอบกับสารเบอเบอรีนที่ระดับความเขมขน 

2.8, 5.6,11.3 และ 22.6 ไมโครโมลาร พบเชื้อจํานวน  (9.13 + 2.23) x 104, (7.84 + 2.18) x 104, 

(5.19 + 1.79) x 104 และ (1.19 + 1.37) x 104 ตัว ตามลําดับ  โดยในกลุมที่ทดสอบกับสารเบอ
เบอรีนที่ระดับความเขมขน 45.2 และ 90.9 ไมโครโมลาร สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ T. 
evansi NpI 8/2 ไดทั้งหมดตั้งแต 24 ชั่วโมงแรกหลังจากทดสอบกับสารเบอเบอรีน  ดังนั้นสารเบอ
เบอรีนที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ T. evansi NpI 8/2 ในหลอดทดลองได มีคา MIC เทากับ 

45.2 ไมโครโมลาร ที่เวลา 24 ชั่วโมง ดังรูปที่ 4.9 (ก) 

 สําหรับการทดสอบประสิทธิภาพของสารเบอเบอรีนตอเชื้อ T. evansi VPh03 ในหลอด
ทดลอง พบวา สารเบอเบอรีนสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ T. evansi VPh03 ในหลอดทดลอง
ไดเชนกัน  โดยระดับเชื้อเร่ิมตนที่ทําการทดสอบกับสารเบอเบอรีนมีจํานวน (0.72 + 0.08) x104 ตัว   

ใน 24 ชั่วโมงแรกหลังการทดลอง พบวาในทุก ๆ กลุมความเขมขนของสารเบอเบอรีนมีระดับเชื้อ
ลดลงแปรผกผันตามความเขมขนของสารเบอเบอรีนที่เพิ่มข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม และ
เมื่อส้ินสุดการทดลองในชั่วโมงที่ 96 กลุมควบคุมพบเชื้อจํานวน (10.6 + 1.70) x 104 ตัว  กลุมที่
ทดสอบกับสารเบอเบอรีนที่ระดับความเขมขน 2.8, 5.6 และ 11.3 ไมโครโมลาร พบเชื้อจํานวน  

(6.76 + 3.69) x 104, (5.68 + 3.37) x 104 และ (3.45 + 2.32) x 104 ตามลําดับ  ในขณะที่กลุมที่
ทําการทดสอบกับสารเบอเบอรีนที่ความเขมขน 22.6 ไมโครโมลาร สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ
ทั้งหมดไดในชั่วโมงที่ 72  และในกลุมที่ทดสอบกับสารเบอเบอรีนที่ระดับความเขมขน 45.2 และ 

90.9 ไมโครโมลาร สามารถยับยั้งเชื้อ T. evansi NpI 8/2 ไดทั้งหมดใน 24 ชั่วโมงแรกหลังการ
ทดลอง  ดังนั้นสารเบอเบอรีนที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ T. evansi VPh03 ในหลอดทดลอง
ได มีคา MIC เทากับ 22.6 ไมโครโมลาร ที่เวลา 72 ชั่วโมง ดังรูปที่ 4.9 (ข)  
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(ข) 

รูปที่ 4.9  ผลของสารเบอเบอรีนตอการเจริญของเชื้อ T. evansi ที่ระดบัความเขมขนตาง ๆ กัน 

                  ในหลอดทดลอง (ก) T. evansi NpI 8/2  และ (ข) T. evansi VPh03  
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 ดังนั้น จากการศึกษาครั้งนี้พบวา สารเบอเบอรีนสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ             

T. evansi isolate NpI8/2 และ VPh03 ในหลอดทดลองได โดยมีคา MIC เทากับ 45.2 ไมโครโม
ลาร ณ เวลา 24 ชั่วโมง และ 22.6 ไมโครโมลาร ณ เวลา 72 ชั่วโมง ตามลําดับ  สําหรับผล
การศึกษาประสิทธิภาพของ Berenil ® ตอการเจริญเชื้อ T. evansi ซึ่งเปนกลุมควบคุมบวกนั้น ใน
การศึกษาครั้งนี้ ไมสามารถหาคา MIC ได 

นอกจากนี้ยังไดทําการศึกษาผลของสารละลาย DMS0 ตอการเจริญของเชื้อ T. evansi 
VPh03 ในหลอดทดลอง ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ กันตามความเขมขนที่ใชในการละลายสารเบอ
เบอรีน ดังนี้ สารเบอเบอรีนที่ระดับความเขมขน 0, 2.8, 5.6,11.3, 22.6, 45.2 และ 90.9 ไมโครโม
ลาร ใชสารละลาย DMSO เทากับ 0%, 0.01%, 0.03%, 0.06%, 0.13%, 0.25% และ 0.50% 

ตามลําดับ  จากผลการศึกษา พบวา จํานวนเชื้อระหวางกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับสารละลาย 

DMSO ไมมีความแตกตางกันในทางสถิติ(P>0.05, one-way ANOVA)  ดังนั้น สารละลาย DMSO 

จึงไมมีผลตอการเจริญของเชื้อ T. evansi VPh03 ดังรูปที่ 4.10 
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รูปที่ 4.10  ผลของสารละลาย DMSO ตอการเจริญของเชื้อ T. evansi  VPh03 

                                ที่ระดบัความเขมขนตาง ๆ กันในหลอดทดลอง  
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4.7  การตรวจสอบหาการเปลี่ยนแปลงของ telomerase activity ของเชื้อ T. evansi หลัง
ไดรับสารเบอเบอรีนในหลอดทดลอง 
 
 จากการตรวจสอบหาการเปลี่ยนแปลงของ telomerase activity ของเชื้อ T. evansi NpI 

8/2 จากสารละลายโปรตีนที่สกัดได ดวยชุดทดสอบ TeloTAGGGTelomerase PCR ELISAplus 

ภายหลังไดรับสารเบอเบอรีนที่ระดับความเขนขน 0, 2.8, 5.6,11.3, 22.6, 45.2 และ 90.9 ไมโครโม
ลาร  เปนเวลา 30 นาที ผลการศึกษาพบวา สารละลายโปรตีนของเชื้อที่ทําการทดสอบปริมาณ 5, 

10 และ 20 ไมโครกรัม มีคาการดูดกลืนแสง (A450nm-A690nm) ที่ระดับเร่ิมตน (0 ไมโครโมลาร) เทากับ 

0.208, 0.230 และ 0.210 ตามลําดับ และหลังจากทดสอบกับสารเบอเบอรีนที่ระดับความเขมขน
ตาง ๆ กัน พบวา คาการดูดกลืนแสงในกลุมของสารละลายโปรตีนปริมาณ 5 ไมโครกรัม มีคาใน
ระดับคงที่เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไมไดทดสอบกับสารเบอเบอรีน และในกลุมของ
สารละลายโปรตีนปริมาณ 10 และ 20 ไมโครกรัม มีคาเพิ่มข้ึนเล็กนอย ดังตารางที่ 4.1   

 เมื่อนําคาการดูดกลืนแสง(A450nm-A690nm) มาคํานวณหาคา Relative Telomerase 

Activities (RTA) พบวา คา RTA ที่ทําการทดสอบกับสารเบอเบอรีนที่ระดับความเขมขนตาง ๆ กัน
ในกลุมของสารละลายโปรตีนปริมาณ 5 ไมโครกรัม มีแนวโนมคงที่ ในขณะที่ในกลุมของ
สารละลายโปรตีนปริมาณ 10 และ 20 ไมโครกรัม มีแนวโนมเพิ่มข้ึน  ดังรูปที่ 4.11   

  ดังนั้น จากการศึกษาครั้งนี้พบวา สารเบอเบอรีนที่ระดับความเขมขน 2.8, 5.6,11.3, 22.6, 

45.2 และ 90.9 ไมโครโมลาร  สามารถเปลี่ยนแปลง telomerase activity ของเชื้อ T. evansi NpI 

8/2 ในหลอดทดลองได ซึ่งจะวิเคราะหผลตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 4.1  (A450nm-A690nm) T. evansi NpI 8/2

 (A450nm-A690nm)

    (μg)  (μM)               0   2.8        5.6             11.3   22.6         45.2               90.9      Hybridization

buffer        T       IS               T   IS T        IS        T       IS               T   IS        T       IS  T       IS

      5            0.208  0.283     0.223   0.308     0.215   0.271 0.223   0.291     0.223   0.279     0.220  0.005*     0.219   0.224

     10       0.230   0.294   0.245   0.316     0.232   0.321     0.234   0.320     0.245   0.306     0.246   0.286      0.241   0.266 

     20       0.210   0.303   0.231   0.309     0.233   0.306     0.225   0.275     0.255   0.283     0.267   0.275      0.270   0.284 

   Hybridization buffer       T    IS 

positive control     2.145     0.621 

negative control       0.223        - 

(5 μg heat- inactivated protein) 

lysis buffer   0.206        - 

(negative control of positive control) 

*
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 4.11 Relative Telomerase Activities (RTA) T. evansi NpI 8/2 
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บทที่ 5 
 

อภิปรายผล สรุปผลการวจิัย และขอเสนอแนะ 
 
 
5.1  อภิปรายผล 
 
 ในการทดสอบความจําเพาะของเชื้อ T. evansi ดวยวิธี PCR พบผลิตภัณฑขนาด 257 bp 

และมีความจําเพาะตอเชื้อ T. evansi ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Sukhumsirichart และคณะ 

(2000)  ทั้งนี้เนื่องมาจากไพรเมอรที่นํามาทดสอบเปนไพรเมอรชนิดเดียวกัน คือ Tr3-Tr4  และ
พบวาในการทดสอบประสิทธิภาพความไวในการตรวจหาเชื้อ T. evansi มีคาความไวเทากับ 10 

ตัวตอเลือด 1 มิลลิลิตร ในขณะที่การศึกษาของ Sukhumsirichart และคณะ (2000) พบวา มีคา
ความไวในการตรวจพบเชื้อเทากับ 1 พิโคกรัม หรือเทากับ trypanosomes 10 ตัว เชนเดียวกัน 

(Chansiri et al., 2002)  โดยในการศึกษาครั้งนี้ไดนําวิธี PCR มาใชในการตรวจสอบหาเชื้อ T. 
evansi ในหนูทดลอง ในกรณีที่ไมสามารถตรวจหาเชื้อไดดวยวิธี Rapid matching method หรือ
การตรวจดวยกลองจุลทรรศน  เนื่องจากการตรวจดวยกลองจุลทรรศนมีขอจํากัด คือไมสามารถ
ตรวจหาเชื้อที่มีระดับตํ่ากวา105.4 ตัวตอเลือด 1 มิลลิลิตรได (Herbert and Lumsden, 1976)  จาก
ผลการศึกษาพบวา การตรวจหาเชื้อดวยวิธี PCR มีความไวในการตรวจหาเชื้อไดเร็วกวาการ
ตรวจหาเชื้อดวยกลองจุลทรรศนถึง 3 วัน ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Ijaz และคณะ (1998)  

 จากการทดสอบประสิทธิภาพของสารเบอเบอรีนตอเชื้อ T. evansi ในหนูทดลอง พบวา 

หนูทดลองบางตัวในกลุมควบคุมที่ทําการฉีด Berenil® ขนาด 3.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ซึ่งเปน
ระดับยามาตรฐานที่ใชในการรักษาสัตวโดยทั่วไป  ไมสามารถกําจัดเชื้อใหหมดไปจากกระแสเลือด
ได  โดยสามารถตรวจพบเชื้อกลับมาในกระแสเลือดอีกในวันที่ 16 (T. evansi NpI 8/2) และใน
วันที่ 14 (T. evansi VPh03) หลังจากฉีด Berenil® เมื่อทําการตรวจดวยวิธี PCR  ซึ่งสอดคลองกับ
การศึกษาของ Elamin และคณะ (1982) กลาววา Berenil® ขนาด 3.5 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ไม
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อในหนู mice ไดทั้งหมด ในขณะที่ Berenil® ขนาด 10 และ 20 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อทั้งหมดไดและไมเปนพิษกับหนูทดลอง  ทั้งนี้
เนื่องจาก Berenil®  เปนยาในในกลุม hydrophilic drug ซึ่งไมสามารถแทรกผาน blood brain 

barrier ของหนูทดลองหรือสัตวชนิดอื่น ๆ เขาไปได โดย blood brain barrier นี้เปนโครงสรางที่ทํา
หนาที่ปองกันการแพรกระจายของสารพิษเขาสูสมองและระบบประสาท มีลักษณะการเรียงตัวของ 
endothelial cells ในหลอดเลือดกันอยางหนาแนน  ดังนั้นในกรณีนี้เชื้ออาจเขาไปอยูภายในเสน
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เลือดของสมองและระบบประสาทของหนูทดลอง ซึ่งยาไมสามารถเขาไปทําลายได เมื่อตัวยาหมด
ฤทธิ์ไป เชื้อจึงกลับเขาสูกระแสเลือดและเพิ่มจํานวนไดใหมอีก (Brun and Lun, 1994) 

 สําหรับผลการทดสอบสารเบอเบอรีนตอเชื้อ T. evansi NpI 8/2 และ VPh03 ในหนูทดลอง 
พบวา สารเบอเบอรีนขนาด 10 และ 20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ไมมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการ
เจริญของเชื้อ T. evansi ทั้ง 2 isolates  และเมื่อทําการศึกษาเพิ่มเติมโดยทดลองฉีดสารเบอเบอ
รีน ขนาด 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 2 คร้ัง และที่ระดับเชื้อต่ําสุดที่สามารถตรวจเจอดวยวิธี Rapid 

matching method  พบวา สารเบอเบอรีนไมมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อได
เชนกัน ในขณะที่การศึกษาของ Ghosh และคณะ(1985) ไดนําสารเบอเบอรีนคลอไรด (Sigma®) 

มาทดสอบกับเชื้อ Leishmania donovani ในหนู golden hamsters โดยการฉีดเขาทางชองทอง
หนูขนาด 50 และ 100 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมตอวัน ติดตอกันเปนเวลา 4 วัน พบวา สารเบอเบอรีน
สามารถลดปริมาณเชื้อในตับหนูได 48.5%-61.6 ซึ่งเชื้อ Leishmania นี้จัดเปนเชื้อโปรโตซัวที่อยู
ในแฟมิล่ีเดียวกับ trypanosomes จากผลการศึกษาครั้งนี้ ใหผลการศึกษาที่ขัดแยงกับรายงานดังที่
กลาวมาขางตน ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากความแตกตางกันทางดานชนิดของเชื้อที่ทดสอบ, ชนิด
สัตวทดลอง และปริมาณของเบอเบอรีนที่ใชทดสอบ  

 จากผลการทดสอบสารเบอเบอรีนในหนูทดลอง พบวา สารเบอเบอรีนไมมีประสิทธิภาพใน
การยับยั้งการเจริญของเชื้อ T. evansi NpI 8/2 และ VPh03 ดังนั้นจึงไดทําการศึกษาเพิ่มเติมโดย
การทดสอบประสิทธิภาพของสารผสม Berenil® กับเบอเบอรีน  ซึ่ง Berenil® เปนยาที่มี
ประสิทธิภาพในการรักษาสัตวที่ติดเชื้อ T. evansi แตอาจมีผลขางเคียงในสัตวบางชนิด ดังนั้นจึง
ไดทําการลดขนาดของตัวยาลง 6 เทา และเพิ่มสารเบอเบอรีนขนาด 20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม เขาไป
แทน จากการศึกษา พบวาสารเบอเบอรีนไมมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ T. 
evansi NpI8/2 หรือเสริมการทํางานของ Berenil® ได  ในขณะที่การศึกษาของ Han and Lee 

(2005)  ไดทําการทดสอบสารเบอเบอรีน (Sigma®) ตอเชื้อยีสต Candida albicans ในรูปแบบที่
เปนการผสมสารเบอเบอรีนกับยา amphotericin B ซึ่งเปนยาที่ใชในการยับยั้งเชื้ออยูในปจจุบัน ใน
หนู mice ขนาด 1 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม โดยฉีดเขาทางชองทอง พบวา สารเบอเบอรีนที่ผสมกับ 

amphotericin B สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อยีสต C. albicans ได และมีการออกฤทธิ์แบบ 

synergy อีกดวย  

สําหรับการหาคาความเปนพิษเฉียบพลันเบื้องตนของสารเบอเบอรีนคลอไรด (LD50) เพื่อ
ประเมินความเปนพิษเบื้องตนเมื่อฉีดเขาทางชองทองหนูทดลองภายในเวลา 24 ชั่วโมง พบวามีคา
เทากับ 25.29 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ซึ่งมีคาใกลเคียงกับการศึกษาของ Schmeller และคณะ 

(1997) โดยพบวา มีคาเทากับ 23 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม  สําหรับคา LD50 ของสารเบอเบอรีนซัลเฟต
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ในหนูทดลอง มีคาเทากับ 25 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม  ในขณะที่คา LD50  ของสารเบอเบอรีนซัลเฟต 

ในสุนัขเมื่อฉีดเขาทางเสนเลือดมีคาเทากับ 45 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม (Sabri and Bhide, 1979)   
 จากผลการศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาของเนื้อเยื่อตับหนูทดลองหลังไดรับสารเบอเบอรีน 

ขนาด 20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม พบวา สารเบอเบอรีนมีความเปนพิษตอเซลลตับเล็กนอย และเมื่อ
ใหสารเบอเบอรีนขนาด 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 2 คร้ัง หางกันเปนเวลา 12 ชั่วโมง พบความเปน
พิษตอเซลลตับเพิ่มมากขึ้น อยางไรก็ตามขอมูลที่ไดจากการศึกษาครั้งนี้เปนเพียงรอยโรคเบื้องตน
จากการศึกษาความเปนพิษของสารเบอเบอรีนตอเนื้อเยื่อตับหนูทดลองเทานั้น  เนื่องจากใน
ปจจุบันยังไมมีเกณฑมาตรฐานในการกําหนดหรือใหคะแนนรอยโรคของสารเบอเบอรีนตอเนื้อเยื่อ
ตับหนูทดลองที่ชัดเจน  และจากการศึกษาครั้งนี้ยังขาดขอมูลในกลุมของหนูทดลองที่ทําการฉีด
เฉพาะสารละลาย DMSO ซึ่งเปนสารที่ใชทําละลายสารเบอเบอรีน และในแตละกลุมการทดลองทาํ
การสุมตัวอยางจากหนูเพียง 1 ตัว เทานั้น ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมตอไป 

   เมื่อทําการศึกษาเพิ่มเติมในหลอดทดลองพบวา สารเบอเบอรีนสามารถยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อทั้ง 2 isolates ได  โดยมีคา MIC ของเชื้อ T. evansi NpI 8/2 และ VPh03 เทากับ 45.2 ไม
โครโมลาร ที่เวลา 24 ชั่วโมง และ 22.6 ไมโครโมลาร ที่เวลา 72 ชั่วโมง ตามลําดับ  และการลดลง
ของเชื้อในครั้งนี้ไมไดเปนผลเนื่องมาจากสารละลาย DMSO ที่ใชเปนตัวทําละลายสารเบอเบอรีน  

โดยจากการศึกษาของ Merschiohann และคณะ (2001) พบวา คา MIC ของสารเบอเบอรีนตอเชือ้ 

T. brucei brucei และ T. congolense มีคาเทากับ 30 และ 175 ไมโครโมลาร ตามลําดับ  

นอกจากนี้ Freiburghaus และคณะ (1996) พบวา คา MIC ของสารเบอเบอรีนตอเชื้อ T. brucei 
rhodesiense มีคาเทากับ 4.2 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  จากการศึกษาครั้งนี้พบวา เชื้อทั้ง 2 

isolates มีคา MIC แตกตางกัน 2 เทา  ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากเชื้อทั้ง 2 isolates อาจมีความแตกตาง
ทางดานพันธุกรรมของยีนที่เกี่ยวของกับการแบงตัว (Witola et. al, 2005) สงผลใหเชื้อมี
ความสามารถในการแบงตัว และการตอบสนองตอสารเบอเบอรีนที่ไมเทากัน  โดยจากรายงานการ
ทดสอบประสิทธิภาพของยาชนิดตาง ๆ ตอเชื้อ T. evansi ในหลาย ๆ isolates ก็พบวา มีคา MIC 

ที่แตกตางกันเชนกัน (Brun and Lun, 1994; Rayah et al., 1999) 

 จากผลการศึกษาในหลอดทดลอง แสดงใหเห็นวา สารเบอเบอรีนมีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อ T. evansi ได แตไมสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อในหนูทดลอง  ทั้งนีอ้าจ
เนื่องมาจากความแตกตางของสภาพแวดลอมภายในหลอดทดลองและภายในตัวสัตวเอง  โดยจาก
การศึกษาในหลอดทดลองนั้น เชื้อ T. evansi สามารถพบสารเบอเบอรีนไดโดยตรงในอาหารเลี้ยง
เชื้อโดยไมถูกเปลี่ยนแปลงโครงสรางของสาร ซึ่งอาจเปนโครงสรางที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อได  ในขณะที่เมื่อนํามาทดสอบในตัวสัตวโดยการฉีดเขาทางชองทองหนูทดลอง  สารเบอ
เบอรีนจะผานกระบวนการตาง ๆ ในรางกายของสัตวตั้งแตกระบวนการดูดซึมสารไปยังกระแส
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เลือด, การแพรกระจายไปยังอวัยวะเปาหมาย, การเปลี่ยนแปลงโครงสรางของสาร  และการกําจัด
ออกจากรางกาย  โดยสารเบอเบอรีนที่เขาสูตัวสัตวนี้ จัดเปนสารพิษซ่ึงรางกายจะมีกระบวนการใน
การเปล่ียนแปลงโครงสรางของสารใหอยูในรูปที่สามารถละลายน้ําได หรือสามารถจับตัวกับสาร
บางชนิดที่ตับสรางขึ้น เพื่อกําจัดออกจากรางกายในรูปแบบตาง ๆ เชน ปสสาวะ, อุจจาระ, เหงื่อ 

หรือทางลมหายใจ เปนตน (Lin, 1998)  การเปลี่ยนแปลงโครงสรางของสารนี้อาจจะถูก
เปลี่ยนแปลงไปในรูปที่มีฤทธิ์เพิ่มข้ึนหรือในรูปที่ไมสามารถออกฤทธิ์ได  ทั้งนี้สารเบอเบอรีนอาจจะ
ถูกเปลี่ยนแปลงโครงสรางไปในรูปที่ไมสามารถออกฤทธิ์ในการกําจัดเชื้อ T. evansi ก็เปนได  โดยมี
ขอมูลการศึกษาถึงการเปลี่ยนแปลงของสารเบอเบอรีนในหนู rat พบวา เมื่อฉีดเบอเบอรีนเขาสูเสน
เลือด femoral vein สารเบอเบอรีนจะถูกเปลี่ยนแปลงโครงสรางในตับ 2 ระยะ คือ ในระยะแรกจะ
ถูกเปลี่ยนแปลงโครงสรางดวยปฏิกิริยา demethylation ซึ่งกระตุนดวยเอนไซม cytochrome P-

450 dependent monooxygenase (P-450 enzymes)  จากนั้นจะถูกเปลี่ยนแปลงโครงสรางใน
ระยะที่ 2 โดยการรวมตัวกับ glucuronic acid ซึ่งกระตุนดวยเอนไซม UDP-glucuronyl 

transferases โดยปฏิกิริยา glucuronidation และถูกสงออกมาทางน้ําดี (Tsai and Tsai, 2004)  

จากขอมูลนี้เปนที่ยืนยันแนชัดวาสารเบอเบอรีนที่เขาสูรางกายหนู จะถูกเปลี่ยนแปลงโครงสรางใน
ตับและปลอยออกมาทางน้ําดี ซึ่งสารเบอเบอรีนที่ถูกเปลี่ยนแปลงโครงสรางไปนี้อาจจะไมมีฤทธิ์ใน
การยับยั้งการเจริญของเชื้อ T. evansi ก็เปนได 
 จากการศึกษาของ Janbaz และ Gilani (2000)  กลาววา สารเบอเบอรีนสามารถปองกัน
อันตรายจากสารพิษ acetaminophen และ CCl4 ตอเซลลตับของหนู rat ได โดยสารเบอเบอรีนมี
ฤทธิ์ขัดขวางการทํางานเอนไซม P-450 ที่จะเปลี่ยนแปลงโครงสรางของ acetaminophen และ 

CCl4 ใหมีฤทธิ์เปนพิษมากยิ่งขึ้นได  โดยหลักการเดียวกันนี้อาจนํามาประยุกตเพื่อนํามาศึกษาและ
คนหาสารหรือซับสเตรทที่ไปจับกับเอนไซม P-450 แทนสารเบอเบอรีน เพื่อใหสารเบอเบอรีนไมถูก
เปลี่ยนแปลงโครงสรางไป ซึ่งอาจจะสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ T. evansi ในหนูทดลองก็ได   

สําหรับการตรวจสอบหาการเปลี่ยนแปลงของ telomerase activity ของเชื้อ T. evansi 
NpI 8/2 หลังไดรับสารเบอเบอรีนที่ระดับความเขมขนตาง ๆ กัน พบวา คา RTA ที่คํานวณไดมีคา
คอนขางต่ํา ทั้งนี้เนื่องมาจากผูทดลองไดใช positive control ที่เปน high template จึงไดคาการ
ดูดกลืนแสงคอนขางสูง ดังนั้นเมื่อนํามาคํานวณหาคา RTA โดยใชเปนตัวหารของตัวอยาง จึงไดคา 

RTA คอนขางต่ํา จากชุดตรวจสอบกลาววา positive control ที่เปน high template มีคาการ
ดูดกลืนแสงเทากับ 2.0-4.0 และ low template เทากับ 0.2-0.4  ซึ่งคาการดูดกลืนแสงของตัวอยาง
อยูในชวงของ low template จึงควรใชเปน positive control ซึ่งจะไดคา RTA ที่ถูกตองมากกวา 

จากผลการทดสอบพบวา สารเบอเบอรีนมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของ telomerase activity ของ
เชื้อ  เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไมไดทดสอบกับสารเบอเบอรีน แตไมมีฤทธิ์ยับยั้ง 
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telomerase activity ในขณะที่การศึกษาของ Sriwilaijareon และคณะ (2002) พบวา สารเบอเบอ
รีนที่สกัดจากขมิ้นเครือ A. flava  ที่ระดับความเขมขน 30-300 ไมโครโมลาร  มีฤทธิ์ยับยั้ง 
telomerase activity ของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum ได (2x103infected redblood cells = 0.14 

µg ring, 0.30 µg trophozoite และ 0.46 µg schizont)   

อยางไรก็ตาม ยังไมมีรายงานที่ระบุแนชัดวาสารเบอเบอรีนมีฤทธิ์ยับยั้งการทํางานตรง
บริเวณสวนใดของเอนไซม  โดยเชื้อ P. falciparum ซึ่งเปนเชื้อตางชนิดกันกับ T. evansi อาจจะมี
ความแตกตางกันของ small subunit proteins ของเอนไซม  จึงทําใหสารเบอเบอรีนไมสามารถ
ออกฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของเอนไซม telomerase เหมือนกับเชื้อ P. falciparum (Keith et al., 

2002)  หรืออาจเนื่องมาจากความแตกตางกันของปริมาณ telomerase และปริมาณความเขมขน
ของสารเบอเบอรีนที่ใชทดสอบ ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ใชปริมาณ telomerase ที่มากกวา และใช
ความเขมขนของสารเบอเบอรีนนอยกวาถึง 3 เทา จึงอาจทําใหไดผลการศึกษาที่แตกตางกัน 

สําหรับสาเหตุที่ไมพบการยับยั้งการทํางานของเอนไซม telomerase อีกประการหนึ่งก็คือ 

เมื่อคํานวณเปรียบเทียบสัดสวนปริมาณโปรตีนที่สกัดไดของเชื้อที่ใชทดสอบ telomerase activity 

กับจํานวนเชื้อที่ใชในหลอดทดลอง (Cano et al., 1999) พบวา ปริมาณโปรตีนที่ใชในการทดสอบ 

telomerase activity มีปริมาณเชื้อมากกวาที่ใชในหลอดทดลองถึง 500-2,000 จึงอาจเปนสาเหตุ
ใหสารเบอเบอรีนไมสามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม telomerase ของเชื้อซึ่งมีปริมาณมาก
เกินไปได ในขณะที่พบการยับยั้งการเจริญของเชื้อในหลอดทดลอง เนื่องจากมีปริมาณเชื้อที่นอย
กวานั่นเอง  

เนื่องจากผลการศึกษาพบวา สารเบอเบอรีนไมมีผลยับยั้ง telomerase activity ของเชื้อ T. 
evansi ทั้งนี้สารเบอเบอรีน อาจจะมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อที่เปาหมายอื่นที่ไมใช 
telomerase activity ก็เปนได  ซึ่งมีรายงานการศึกษาเกี่ยวกับบทบาทการทํางานของสารเบอเบอ
รีนตอเปาหมายอื่น พบวา สารเบอเบอรีนสามารถเขาไปขัดระหวางสาย DNA ตรงบริเวณสวนของ 
minor groove ที่มี AT-rich สงผลใหเชื้อไมสามารถสังเคราะห DNA, RNA และโปรตีนชนิดตาง ๆ 

ได (Amin et al., 1968 ; Creasey, 1979 ; Schmeller et al., 1997 ; Choi et al., 2001 ; Mazzini 

et al., 2003)   และสารเบอเบอรีนยังสามารถยับยั้งการเขารวมตัวกันของเบส [14C]adenine, 

[14C]uracil และ [3H]thymidine เปนกรดอะมิโน, การรวมตัวกันของ [14C]leucine เปนโปรตีนของ
เชื้อ L. donovani  และยับยั้งการเขาออกของออกซิเจนและคารบอนไดออกไซดในกระบวนการ
หายใจของเซลลอีกดวย (Ghosh et al., 1985) นอกจากนี้ยังพบวาสารเบอเบอรีน  สามารถยับยั้ง
การทํางานของ ion channels ของเซลลตับในหนู rat ได โดยสารเบอเบอรีนจะยับยั้งการเขาออก
ของ K+ และ Ca2+ ซึ่งเปนกลไกที่เกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของสารพิษที่จะทํา
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อันตรายตอเซลลตับได (Wang et al., 2004) ดังนั้น สารเบอเบอรีน จึงอาจมีเปาหมายอื่นดัง
รายงานที่กลาวมาขางตนในการทําลายเชื้อ T. evansi ก็เปนได 
  จากการศึกษาครั้งนี้ สรุปไดวา สารเบอเบอรีนมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของ
เชื้อ T. evansi NpI8/2 และ VPh03 ไดในหลอดทดลอง แตไมมีฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของ 
telomerase activity ของเชื้อ  ดังนั้นสมมติฐานของศึกษาตอไปคือ สารเบอเบอรีน อาจมีฤทธิ์ใน
การทําลายเชื้อที่เปาหมายอื่นนอกเหนือจาก telomerase activity  จึงควรมีการศึกษาประสิทธิภาพ
ของสารเบอเบอรีนเพิ่มเติม เพื่อพัฒนาเปนตัวยาในการรักษาสัตวที่ติดเชื้อ T. evansi ตอไป 

 
5.2  สรุปผลการวิจัย  
 
         5.2.1  สารเบอเบอรีนไมมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ T. evansi NpI 8/2 

และ VPh03 ในหนูทดลอง เมื่อฉีดเขาทางชองทองหนูขนาด 10 และ 20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ที่
ระดับเชื้อ 107.5 ตัวตอเลือด 1 มิลลิลิตร   และเมื่อทําการศึกษาเพิ่มเติมโดยทดลองฉีดสารเบอเบอ
รีน ขนาด 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 2 คร้ัง ที่ระดับเชื้อ 107.5 และ108.4  ตัวตอเลือด 1 มิลลิลิตร และที่
ระดับเชื้อตํ่า ๆ คือ  105.4 ตัวตอเลือด 1 มิลลิลิตร พบวา สารเบอเบอรีนไมมีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อไดเชนกัน   

         5.2.2  เมื่อฉีดสารผสม Berenil® ขนาด 0.58 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมกับสารเบอเบอรีนขนาด 20 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม เขาทางชองทองหนูทดลอง พบวาสารผสมระหวาง Berenil® และเบอเบอรีน
ไมมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ T. evansi NpI 8/2 หรือสารเบอเบอรีนไมมีฤทธิ์
เสริมการทํางานของ Berenil® ได 
         5.2.3  สารเบอเบอรีนมีคาความเปนพิษเฉียบพลันเบื้องตน ในเวลา 24 ชั่วโมง เทากับ 25.29 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 

         5.2.4  เมื่อทําการศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาของเนื้อเยื่อตับหนูทดลองเบื้องตนเพิ่มเติม พบวา 

สารเบอเบอรีนขนาด 20 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม มีผลทําใหเนื้อเยื่อตับเสียหายบางสวน คือ เกิดการ
ขยายตัวของ sinusoid และบางบริเวณพบการบวมของเซลลตับ (cloudy swelling) ในขณะที่สาร
เบอเบอรีนขนาด 10 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม 2 คร้ัง พบวา เนื้อเยื่อตับเสียหายเพิ่มมากขึ้น โดยเกิดการ
บวมของเซลลตับ  sinusoid ขยายตัวผิดปกติ  เซลลมีการหดตัวของนิวเคลียส และติดสีเขมทึบเปน
จํานวนมาก (pyknotic nucleus)  

         5.2.5  สารเบอเบอรีนมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ T. evansi NpI 8/2 และ 

VPh03 ในหลอดทดลองอยางเดนชัด เมื่อทําการทดสอบที่ระดับความเขมขน  2.8, 5.6,11.3, 22.6, 

45.2 และ 90.9 ไมโครโมลาร  เปนเวลา 96 ชั่วโมง โดยพบวาสารเบอเบอรีนมีคา MIC ตอเชื้อ T. 
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evansi NpI 8/2 และ VPh03 เทากับ 45.2 ไมโครโมลาร ที่เวลา 24 ชั่วโมง และ 22.6  ไมโครโมลาร 
ที่เวลา 72 ชั่วโมง ตามลําดับ และสารละลาย DMSO ที่ใชเปนตัวทําละลายสารเบอเบอรีน ไมมีผล
ตอการเจริญของเชื้อ T. evansi  
         5.2.6  สารเบอเบอรีนที่ระดับความเขมขน 2.8, 5.6,11.3, 22.6, 45.2 และ 90.9 ไมโครโมลาร 
สามารถเปลี่ยนแปลง telomerase activity ของเชื้อ T. evansi NpI 8/2 ในหลอดทดลองได  เมื่อทํา
การทดสอบกับสารละลายโปรตีนของเชื้อปริมาณ 5, 10 และ 20 ไมโครกรัม  

 
5.3  ขอเสนอแนะ 
 
        5.3.1  ในการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของ telomerase activity ของเชื้อหลังไดรับสารเบอเบอ
รีน ควรทําการศึกษาซ้ําอยางนอย 2-3 คร้ัง เพื่อลดความผิดพลาดของขอมูล และเพื่อใหไดขอมูลที่
มีความชัดเจนยิ่งขึ้น และควรทําการศึกษาเพิ่มเติมโดยลดปริมาณโปรตีนของเชื้อที่ใชทดสอบลง
และเพิ่มความเขมขนของสารเบอเบอรีนใหมากขึ้น  

        5.3.2  ควรทําการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อหาเปาหมายอื่นของสารเบอเบอรีนในการยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อ T. evansi  
        5.3.3  ควรทําการศึกษาหาสารเคมีที่เปนอนุพันธของเบอเบอรีนที่มีโครงสรางคลายคลึงกัน 

และมีความเปนพิษนอยกวา ซึ่งอาจจะมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อในสัตวทดลอง
ได  
        5.3.4  ในอนาคตหากมีการนําสารเบอเบอรีน มาประยุกตใชเปนยาเพื่อปองกันและรักษาโรค
ในสัตว  ตองทําการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อหาคาความเปนพิษของสารเบอเบอรีนใหละเอียด และชดัเจน
ยิ่งขึ้น  โดยอาจทําการศึกษาเพิ่มเติมในระดับหลอดทดลองกับเซลลสัตว หรืออาจศึกษาภายในตัว
สัตวเอง โดยการหาคาที่เปนปจจัยที่บงชี้ถึงความเปนพิษตอตัวสัตวเมื่อไดรับสารพิษ เชน คาการ
ทํางานของเอนไซมในตับ ปริมาณโปรตีนในพลาสมา คาทางโลหิตวิทยา การเปลี่ยนแปลงทางจุล
พยาธิวิทยา หรือแมกระทั่งการเฝาดูอาการทางคลินิก เปนตน  เพื่อนําขอมูลเหลานี้มารวบรวม และ
วิเคราะหหาคาที่ปลอดภัย และลดอัตราเสี่ยงจากสารเคมีไดอยางมีประสิทธิภาพ 

       5.3.5  การศึกษานี้สามารถนําไปใชเปนแบบแผนในการศึกษาประสิทธิภาพของยาตอเชื้อชนิด
อ่ืน ๆ ได  
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การเตรียมสารเคมี 
 
Cetyl-Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB)  

2% w/v CTAB     2.0  กรัม 

1.4 M NaCl     8.2  กรัม 

0.2% β-mercaptoethanol   0.2  มิลลิลิตร 
20 mM EDTA     0.74  กรัม 

100 mMTris base    1.214  กรัม 

เติม sterile water จนครบ                          100  มิลลิลิตร 
  

Loading dye  
 0.25% w/v bromophenol blue   0.125  กรัม 

 30%    v/v glycerol    15  มิลลิลิตร 
 0.25% w/v xylene cyanol FF   0.125  กรัม 

เติม sterile water จนครบ               50  มิลลิลิตร 
 

Lysis Buffer  pH 8.9  
660 mM EDTA     24.6  กรัม 

1.3% N-laurorylsarosine   1.3  กรัม 

เติม sterile water จนครบ    100  มิลลิลิตร 
 
Phenol:Chloroform:Isoamyl alcohol (25:24:1) 
 Phenol      100  มิลลิลิตร 

Chloroform       96  มิลลิลิตร 
Isoamyl alcohol       4  มิลลิลิตร 

 
Phosphase Buffer Saline  (PBS)    

  2  mM NaH2PO4.2H2O    0.28  กรัม 
  50 mM Na2HPO4    7.10  กรัม 

              36  mM NaCl     2.10  กรัม 

              เติม sterile water จนครบ               1,000  มิลลิลิตร 
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PSG pH 8.0 for anion-exchange chromatography 
 Stock PBS         45             มิลลิลิตร 
 10% glucose         10  มิลลิลิตร 
 เติม sterile water จนครบ                 100  มิลลิลิตร 
 
Stock PBS  pH 8.0 for anion-exchange chromatography 

95 mM  NaH2PO4.2H2O     0.78  กรัม 
5 mM  Na2HPO4    13.48  กรัม 
73 mM  NaCl       4.25  กรัม 

เติม sterile water จนครบ               1,000  มิลลิลิตร 
 

2% Agarose gel  
 agarose gel powder      0.2  กรัม 

 1X TAE                    30  มิลลิลิตร 
 
20% Glycerol PSG  
 PBS              36.25  มิลลิลิตร 
 20% Glucose               3.75  มิลลิลิตร 

Glycerol                    10  มิลลิลิตร 
 
50X Tris –acetate EDTA (TAE)  
 Tris base     242  กรัม 

 Glacial acetic acid     57.1   มิลลิลิตร 
 5 M EDTA, pH 8.0    100   มิลลิลิตร 

เติม sterile water จนครบ             1,000  มิลลิลิตร 
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ช่ือสารเคมี 
 
Agarose gel powder      USB, USA 

Berberine chloride      Sigma, Switzerland  

Bovine serum albumin (BSA)     Sigma, USA 

Bradford protein assay  dye reagent    Bio-rad, USA 

Bromophenol blue      USB, USA 

Chloroform       J.T. Baker, USA 

Cetyl-trimethyl ammonium bromide (CTAB)   Sigma, USA 

DE52 DEAE cellulose      Whatman, England 

Diminazene aceturate      Berenil, Germany 

Dimethyl sulfoxide (DMSO)     Bio basic, USA 

dNTP        Eppendorf, Germany 

EDTA        Plusone, Sweden 

Ethidium bromide      Bio-rad, USA 

Ether        AnalaR, England 

Glucose       Sigma, USA 

Glycerol       ICN biomedical, USA 

Heparin       Leo, Denmark 

Heat-inactivated horse serum                 Gibco, USA 

Isoamyl alcohol      Sigma, USA 

Phenol        Amresco, USA 

Protenase K       USB, USA 

MEM       Gibco, USA  

MEM Na-pyruvate      Gibco, USA  

MEM non-essential amino acid        Biowest, USA 

N-laurolsarcosine      Amresco, USA 

Sodium chloride (NaCl)     Sigma, USA 

Sodium phosphase anhydrous (Na2HPO4)    Sigma, USA 

Sodiumhydrogenphosphase (NaH2PO4.2H2O)   Sigma, USA 

Sodium hypoxanthin-thymidine     Gibco, USA  
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Tag DNA polymerase      Invitrogen, Brazil  

TeloTAGGGTelomerase PCR ELISAplus    Roche, Germany  

Tris base       USB, USA 

Tr3-Tr4 primer       Proligo, Singapore 

1.5 Kbp DNA ladder      Sibco, USA 

2-mercaptoethanol      Gibco, USA  
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เครื่องมือ 
 
เครื่องชั่งสาร, BP2100      Satorius 

เครื่องชั่งสาร, BP 210S      Satorius 

Centrifuge, Spectrafuge 16M     Labnet 

Gel electrophoresis apparatus, Mini-sub cell GT  Bio-Rad 

Improved Neubauer chamber     Boeco 

Inverted microscope, LH 50A     Olympus  

Laminar Flow, HS-124      ISSCO 

Light microscope, CH-2     Olympus   

Microcentrifuge, CN 180      Nuvefuge 

Micropipette 0.1-10, 20-50, 50-200, 200-1,000 ul  Gibthai 

Microtiterplate reader, primary EIA V. 2.1-0   Multiskan EX 

Microwave, R-4A52      Sharp 

pH meter, 420A                 Orion  

Rotary shaker, 685                 Nahita 

Spectrophotometer, 20      Genesys 

Thermal cycler, 2700       Gene Amp 

UV Transilluminator, 3-3102     Foto Dyne Incoperated 

Vortex, G-560E       Genie, Scientific industries 

Water bath, GFL-1086       GFL 

5% CO2 incubator, 3111     Thermo Forma 

24 multiplate wells      Costar  

-20oC freezer, UE650      Vestfrost Tropicalized 

-80oC freezer       Forma Scientific 

 

 

 

 

 

 

 



 1  Berenil  berberine T. evansi NpI 8/2

Parasitemia (10x tryp/ml) 

PBS 3.5 mg/kg Berenil 0.58 mg/kg Berenil 20 mg/kg berberine 0.58 mg/kg Berenil + 20 mg/kg berberine 

No. of mice No. of mice No. of mice No. of mice No. of mice 
DAI
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