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 เชื้อ Helicobacter pylori ซึง่เปนสาเหตุที่ทําใหเกิดโรคกระเพาะอาหารอักเสบเรื้อรังและแผล
ในกระเพาะอาหาร ในปจจบุันถูกจัดเปนเชื้อกอโรคที่บุกรุกเขาสูเซลลได การบุกรุกเขาสูเซลลเยื่อบุ
กระเพาะอาหารทําใหการติดเชื้อคงอยูอยางตอเนื่องและทาํใหการรักษาลมเหลว วัตถุประสงคใน
การศึกษาครั้งนี้เพื่อทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ H. pylori และ ฤทธิ์ในการตานการบุก
รุกเซลลของสารสกัดสมุนไพรไทย 11 ชนิดที่ใชในการรักษาพื้นบานสําหรับโรคในระบบทางเดินอาหาร 
ดังนี้ กระชายดํา กระเทียม กลวย ขมิ้นชนั ตะไคร ใบบัวบก ฟาทะลายโจร วานหางจระเข กระเจี๊ยบ
มอญ โหระพา และ กระเพรา ทําการทดสอบหาความเขมขนที่นอยที่สดุในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ 
(MIC) H. pylori สายพันธุทางคลินิก 11 สายพันธุ และ สายพันธุมาตรฐาน 2 สายพันธุโดยวิธี agar 
dilution ทําการวัดปริมาณเชื้อที่บุกรุกเขาสูเซลล HEp-2 ดวยวิธี gentamicin internalization assay 
ผลพบวามีเพียงสารสกัดเมทานอลจากขมิ้นชนั และ กระชายดําที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ

ที่ MIC เทากับ 32 และ 64 μg/ml ตามลําดับ สารสกัดจากพืช 4 ชนิด คอื ขมิน้ชัน กระชายดํา 
กระเทียม และ กลวย มีฤทธิ์ในการยับยั้งการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเชือ้ H. pylori ยกเวน ขมิ้นชันมี
ฤทธิ์กระตุนการบุกรุกที่ 6 และ 12  ชั่วโมง ถึงแมวากระเทียมและกลวยจะมีฤทธิ์ที่ดีมากในการตาน
การบุกรุกของเชื้อเขาสูเซลลแตจากปริมาณของสารที่คอนขางสูงมากอาจมีผลเปนพิษกับเซลลได 
กระชายดําถูกนํามาสกัดเปนลําดับขั้นดวยน้ํา เฮกเซน เอทิลอะซีเทต และเมทานอล ซึ่งใหคาการ

ทดสอบ MIC ในชวงระหวาง 32-64 μg/ml ยกเวนน้ํามันหอมระเหย สารสกัดเอทิลอะซีเทตซึ่งมีฤทธิ์
ในการยับยั้งการเจริญของเชือ้ดีที่สุดพบวามีฤทธิ์ในการตานการบุกรุกเซลลอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
โดยการออกฤทธิ์มีความสัมพันธกับปริมาณของสารสกัดและระยะเวลาในการบมเชื้อกบัสารสกัด ยิ่งไป
กวานั้นสารสกัดเอทิลอะซีเทตจากกระชายดําสามารถยับยั้งการบุกรุกเซลลของเชื้อ H. pylori ไดทั้ง
สายพันธุที่รุนแรงที่มียีน cagA และ สายพันธุที่ไมรุนแรงที่ไมมียีน cagA ดังนั้นฤทธิ์ในการตานการบุก
รุกเซลลของพชืสมุนไพรนาจะเปนแนวทางใหมในการปองกันและรักษาการติดเชื้อ H. pylori 
 
คําสําคัญ : Helicobacter pylori พืชสมุนไพร anti-internalization เซลลHep-2 
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Project Code : MRG4880186 
Project Title : Study of the effects of Thai medicinal plants on anti-adherence and anti-

internalization activity of Helicobacter pylori to Hep-2 cells   
Investigators : Nuntaree Chaichanawongsaroj et al., Innovation Center for Research and 

Development in Clinical Laboratory Diagnostic Technology Project, 
Department of Transfusion Medicine, Faculty of Allied Health Sciences, 
Chulalongkorn University  

Email Address : nuntaree@gmail.com  
Project Period : 2 years 
 

Helicobacter pylori, an etiological agent of active chronic gastritis and peptic ulcer 
disease, is now considered to be as invasive enteropathogen. Invasion of gastric epithelium 
cells contribute to persistence infection and eradication failure. The aims of this study were to 
investigate the anti-Helicobacter pylori and anti-internalization activities of eleven Thai plant 
extracts used for gastric ailments in traditional medicine including Kaempferia parviflora, Allium 
sativum, Musa sapientum, Curcuma longa, Cymbopogon citratus, Centella asiatica, 
Andrographis paniculata, Aloe vera, Abelmoschus esculentus, Ocimum sanctum and Ocimum 
basilicum. The minimum inhibitory concentrations (MIC) against 11 clinical isolates and 2 
reference strains of H. pylori were examined using an agar dilution method. The level of 
internalization against HEp-2 cells was determined by gentamicin internalization assay. Only 
the methanolic extracts of Curcuma longa and Kaempferia parviflora exhibited significant 
antibacterial activities at MIC of 32 μg/ml and 64 μg/ml, respectively. All four plants extracts, 
including Curcuma longa, Kaempferia parviflora, Allium sativum and Musa sapientum, showed 
inhibitory effects on the invasion of H. pylori to HEp-2 cells except Curcuma longa enhanced 
the invasion at 6 and 12 h. Although, Allium sativum and Musa sapientum demonstrated 
marked anti-internalization activities, the high concentrations of the extracts may have cytotoxic 
effects. Kaempferia parviflora was further sequentially extracted from hydrodistillation, hexane, 
ethyl acetate and methanol. Their MICs except volatile oil were ranging from 32-64 μg/ml. The 
most active extract of ethyl acetate exhibited significant anti-internalization activity which 
corresponded to dose and time of treatment. Moreover, Kaempferia parviflora’s ethyl acetate 
extract could significantly inhibit the invasion of both H. pylori virulent strains (cagA+) and non-
virulent strains (cagA-) in HEp-2 cells. Thus, the anti-internalization activities of medicinal 
plants may be a new strategy for potential prevention and treatment of H. pylori infection. 
Keywords: Helicobacter pylori, medicinal plants, anti-internalization, HEp-2 cells 
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รายการตารางประกอบ 

 
หนา 

ตารางที่ 1   ความเขมขนของสารสกัดเมทานอลของสมุนไพรชนิดตางๆ     3 
ตารางที่ 2   แสดงรายละเอียด Primer และขนาดของผลผลิต PCR   6 
ตารางที่ 3   คาความเขมขนที่นอยที่สุด (MIC) ของสมุนไพรไทย 11 ชนดิ     7 
                ในการยับยั้งการเจริญ ของเชือ้ H. pylori 13 สายพันธุ 
ตารางที่ 4  คาความเขมขนที่นอยที่สุดของสารสกัดจากกระชายดําในตัวทําละลาย    9 
               ชนิดตางๆที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ H. pylori  
ตารางที่ 5 % adhesion ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอการเกาะติด    16 

    เซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพันธุตางๆกันที่เวลาบม 3 ชั่วโมง และ 
    ความเขมขน 64 μg/ml 

ตารางที่ 6 แสดงอัตราสวนความเขมของยีน alaAตอยีน 16s rRNA ของการวัดระดับ    18 
               การแสดงออกของยีนดวยวิธี RT PCR  
ตารางที่ 7 แสดงอัตราสวนความเขมของยีน babA ตอยีน 16s rRNA ของการวัดระดับ    19 
              การแสดงออกของยีนดวยวิธี RT PCR  
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รายการภาพประกอบ 
 

หนา 
รูปที่ 1     การทดสอบการบุกรุกเขาสูเซลล HEp-2 ของเชือ้ H. pylori ในสภาวะ    8 
             ที่มสีารสกัดเมทานอลของสมุนไพรชนิดตางๆที่เวลา 3, 6, 12, 24 ชม  
รูปที่ 2    การทดสอบการบุกรุกเขาสูเซลล HEp-2 ของเชือ้ H. pylori ในสภาวะที่มี 10 
             และไมสารสกัดของกระชายดําชนิดตางๆ  
รูปที่ 3    ลักษณะเซลล HEp-2 ปกติ             10 

 รูปที่ 4    ลักษณะเซลล HEp-2 หลังจากการเติมน้ํามันหอมระเหยจากกระชายดําที่     10 
                 ความเขมขน 1,024 μg/ml เปนเวลานาน 3 ชั่วโมง  
รูปที่ 5    การทดสอบการบุกรุกเขาสูเซลล HEp-2 ของเชือ้ H. pylori ในสภาวะที่มี     11 

             และไมสารสกัดเอทิลอะซิเตดของกระชายดําที่เวลา 3, 6, 12, 24 ชม  
รูปที่ 6    จํานวนของเชื้อ H. pylori ที่เจริญหลังจากบมเชื้อกับสารสกัดเปนเวลา                12
   3, 6, 12 และ 24 ชม     
รูปที่ 7    การทดสอบการบุกรุกเขาสูเซลล HEp-2 ของเชือ้ H. pylori ในสภาวะที่มี     13 

   และไมสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําที่ความเขมขนระหวาง 8-128 μg/ml    
รูปที่ 8    แสดงผลผลิต PCR ยีน cagA ของเชื้อ H. pylori บนวุนอะกาโรส 2 %       13 
รูปที่ 9    ผลผลิต PCR ยีน cagA ของเชื้อ H. pylori สายพันธุที่แยกไดจากคนไข     14 
            ทั้งหมด 20 สายพันธุบนวุนอะกาโรส 2 %    
รูปที่ 10  การทดสอบการบุกรุกเขาสูเซลล HEp-2 ของเชือ้ H. pylori สายพันธุตางๆ     15 
            ในสภาวะที่มีและไมสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา 
รูปที่ 11  แสดงผลผลิต RT-PCR ยีน 16s ribosomal และยีน alpA  ของเชื้อ H. pylori      17 

 บน2 % วุนอะกาโรส 
รูปที่ 12  แสดงผลผลิต RT-PCR ยีน 16s ribosomal และยีน babA  ของเชื้อ H. pylori      18 

 บน2 % วุนอะกาโรส; 
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  โทรศัพท  02-2564909, โทรสาร   02-2564929 
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   ศาสตร แพทยสภาแหงประเทศไทย 
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 จุลชีววิทยาการแพทย  
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ความสําคัญและที่มาของปญหาที่ทําการวิจัย 
มะเร็งกระเพาะอาหารเปนสาเหตุการเสียชีวิตอันดับที่สองของการเสียชีวิตจากมะเร็งทั้งหมด

ทั่วโลก จึงนับเปนปญหาทางสาธารณสุขที่สําคัญอันหนึ่งในปจจุบัน ในประเทศไทยพบวามะเร็ง
กระเพาะอาหารเปนสาเหตุอันดับที่ 6 ของมะเร็งในผูชาย และอันดับที่ 9 ของมะเร็งในผูหญิง และมี
ความชุกประมาณ 3.9:100,000 คน และมีอตัราการรอดชีวิตที่ 5 ป คอนขางต่ํา คือ 5-15% เทานั้น (1, 
2) สาเหตุของการเกิดโรคอนัหนึ่งพบวาเกิดจากการติดเชื้อ Helicobacter pylori (3) โดยพบอัตราการ
ติดเชื้อนี้ในประชากรกวาครึ่งหนึ่งของประชากรทั้งหมดในโลก เนื่องจากเชื้อสามารถติดตอโดยทางการ
กิน จากน้ําลาย จึงมีโอกาสติดตอกันไดงาย ปจจัยในการเกิดโรคและพยาธิสภาพการเกิดโรคจะเริ่มจาก
เชื้อเขาไปเกาะติด (adherance) บริเวณไมโครวิลไลของเซลลเยื่อบุในกระเพาะอาหาร และมีการทําลาย
บริเวณดังกลาว จากนั้นเชื้อจะบุกรุกเขาไปยังภายในเซลล (invasion และ internallization) โดยกลไกที่
ยังไมทราบแนชัด โปรตีน cytotoxin associated antigen  (CagA) ที่เชื้อสรางขึ้นจะtranslocateเขาไป
ในเซลลซึ่งจะไปทําใหเกิดผลทางชีวภาพหลายอยางตอเซลล เชน กระตุนใหเกิดขบวนการอักเสบโดย 
neutrophil activation NF-kB activation IL-8 induction (4) กระตุนใหเกดิการ oxidation มีNitric oxide 
และ cyclooxygenase induction และทําใหเซลลเกิดapoptosisในที่สุด การติดเชื้อ H. pylori สายพันธุที่
มียีนcagA+ จะมีความเสี่ยงตอการเกิดมะเร็งในกระเพาะอาหารมากกวาการติดเชื้อสายพันธcagA- (5) 
อยางไรก็ตามพบวาปจจัยที่ทําใหเกิดโรคทีส่ําคัญที่สุดคือการเกาะติดของเชื้อบนผิวเซลลมากกวาการ
ทําลายเซลลเจาบาน ซึ่งพบวาเชื้อนี้สามารถอาศัยอยูในกระเพาะอาหารไดเปนเวลาหลายสิบป  ในขณะ
ที่เชื้อจุลชีพอืน่มักจะถูกทําลายจากกรดในกระเพาะหรือถูกขจัดผานจากกระเพาะไปอยูในลําไส (6) จาก
การศึกษาพบวายีน AlpA AlpB และ BabAเปนยีนที่มีบทบาทสําคัญในการเกาะติดของเชื้อ (7, 8, 9) 
โปรตีน BabA พบวานาจะใชเปนวัคซีนในการปองกันและรักษาการติดเชื้อได (10) เซลลเพาะเลี้ยงที่
นิยมนํามาใชในการศึกษาหนาที่การเกาะติดของเชื้อคอืเซลล Hep-2 เนื่องจากพบวามีความสามารถใน
การจับกับเชื้อไดดีและมีจํานวน receptor บนผิวเซลลมากกวาเซลลชนิดอื่น และจากการศึกษา
เปรียบเทียบความสามารถในการเกาะติดของเชื้อตอเซลล HEp-2 กับเซลลกระเพาะอาหาร 3 ชนิด คือ 
AGS, MKN-45 และ AZ-521 พบวามีรูปแบบลักษณะการเกาะติดเหมือนกัน คือ ความสามารถจะ
เพิ่มขึ้นตามระยะเวลาที่ทําการบมเชื้อกับเซลล และ เพิ่มขึ้นตามปริมาณของเชื้อต้ังตน โดยที่การ
เกาะติดจะสุงสุดที่เวลา 4 ชั่วโมง และ สูงสดุที่ความเขมขนของเชือ้เทากับ 4X107 แบคทีเรีย/หลุม แต
พบวาเซลลกระเพาะอาหารทั้ง 3 ชนิด ม ี binding affinity ตํ่ากวาเซลล HEp-2 ดังนั้นในการศึกษา
เกี่ยวกับการเกาะติดและบุกรุกเซลลของเชื้อ H. pylori จึงนยิมใชเซลล HEp-2  (11,12, 13)  

การรักษาโรคในปจจุบัน จะใชยาลดกรดรวมกับยาปฏิชีวนะ ซึ่งมรีาคาแพง บางครั้งมี
ผลขางเคียง และพบวาเชื้อมีการดื้อยา  การใชสมุนไพรในการรักษาจึงเปนการแพทยทางเลือกอีกทาง
หนึ่ง ยาสมุนไพรที่ใชรักษาโรคกระเพาะสําหรับงานสาธารณสุขมูลฐานไดแก ขมิ้นชนั   กลวย ขิง 
กานพลู กระเทียม กะเพรา ตะไคร พริกไทยดํา ดีปลี ขา กระชาย แหวหมู กระวานไทย เรว และ 
มะนาว (14) แตสมุนไพรชนิดที่เปนที่นยิมนํามาใชในการรักษาในปจจุบันและมีฤทธิ์ในการฆาเชื้อ H. 
pylori มีเพียง ขมิ้นชัน กระเทียม ขิง และ กลวย โดยที่ขมิ้นชัน (Curcuma longa) มีฤทธิ์ในการปองกัน
การเกิดแผลในกระเพาะ กระตุนการหลั่ง mucin ออกมาเคลือบกระเพาะ ลดการอักเสบ ขับน้ําดี มีฤทธิ์
คลายกลามเนื้อเรียบ มีฤทธิ์ยับยั้งเอมไซมในการเกิดoxidation (14, 15, 16) และ ที่สําคัญพบวาขมิ้นชัน
มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ H. pylori ความเขมขนที่นอยที่สุดของสารสกัดขมิ้นชันในการ
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ยับยั้งการเจริญของเชือ้ (MIC) อยูระหวาง 6.25-50 μg/ml (17) และ ยับยั้งฤทธิ์ทางชีวภาพตอเซลล 
เชน NF-kB activation IL-8 induction ได (18) ขมิ้นเปนสมุนไพรที่มีความปลอดภัยสูงและไมมีผลใน
ดานการกอกลายพันธ (14, 19) กระเทียม (Allium sativum) มีฤทธิ์ขับลม ลดน้ําตาลในเลือด ลดไขมัน
ในหลอดเลือด ลดความดันโลหิต ลดการอักเสบ และพบวาสาร allyl-thiosulfinates ของกระเทียมมีฤทธิ์
ในการยับยั้งการเจริญของเชือ้ H. pylori ได ความเขมขนที่นอยที่สุดของสารสกัดขมิ้นชันในการยับยั้ง
การเจริญของเชื้อ 90% (MIC90) เทากับ 5 mg/ml (20, 21) อยางไรก็ตามพบวาอัตราการติดเชื้อในผูที่
บริโภคกระเทยีมและไมบริโภคกระเทียมในระยะยาวไมแตกตางกัน (22) ขิง (Zingiber officinale) มี
ฤทธิ์ขับลม ขบัน้ําดี ชวยกระตุนการบีบตัวของลําไส ปองกันอาการคลื่นไสอาเจียนไดดี พบวาสาร
gingerolsในขิงมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ H. pylori โดยมีคา MIC อยูระหวาง 6.25-50 mg/ml 
(23) สวน กลวย (Musa sapientum) พบวาไมมีฤทธิ์ตอเชื้อ H.  pylori โดยมีคา MIC มากกวา 0.32-

1000 μg/ml (24) แตมีฤทธิ์กระตุนใหเซลลในเยื่อบุกระเพาะหลั่งสารพวก mucin ออกมาเคลือบ
กระเพาะ ยิ่งไปกวานั้นยังพบวาสารสกัดmethanolของกลวย มีฤทธทาง antiulcer และantioxidant ซึ่ง
ชวยปองกันการเกิดมะเร็งได ถึงแมวาจะมีการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสมุนไพรดังกลาวตอเชื้อใน
หลายๆดาน แตไมพบวามีการศึกษาฤทธิ์ในดานการลดการเกาะติดและลดการบุกรุกเขาเซลลของเชื้อ 
จึงเปนที่นาสนใจอยางยิ่งในการศึกษาในดานดังกลาว ซึ่งจะมีประโยชนในการใชเปนความรูพื้นฐานใน
การรักษาโรคที่เกิดจากการติดเชื้อ H. pylori และลดความเสี่ยงในการเกิดมะเร็งกระเพาะอาหารโดยใช
สมุนไพรได นอกจากนัน้การศึกษาครั้งนี้จะทําใหทราบถึงกลไกการออกฤทธิ์เบื้องตนของสมุนไพรตอ
การเกาะติดและบุกรุกเขาสูเซลลของเชื้อ H. pylori โดยเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยนีที่
เกี่ยวของในการเกาะติดและบุกรุกเขาเซลลของเชื้อ H. pylori อีกดวย 
 

วัตถุประสงค 
1. เพื่อทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อH. pylori ของสมุนไพรไทยที่นิยมใชในการ

รักษาโรคในระบบทางเดินอาหาร ดังนี้ กระชายดํา กระเทียม กลวย ขมิ้นชัน ตะไคร ใบ
บัวบก ฟาทะลายโจร วานหางจระเข กระเจีย๊บมอญ โหระพา และ กระเพรา  ในการลดการ
บุกรุกเขาเซลลเยื่อบุ (Internallization)  

2. เพื่อทดสอบฤทธิ์ของสมุนไพรที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจรญิของเชือ้ไดดีรวมทั้งที่เคยมี
รายงานวามีฤทธิ์เกี่ยวของกับการปองกันการเกดิมะเร็งกระเพาะอาหารและลําไสในการลด
การบุกรุกเขาเซลลเยื่อบุ(Internallization) ของเชื้อ H.pylori  

3. เพื่อศึกษาความสามารถของสารสกัดจากกระชายดําในตัวทําละลายชนิดตางๆในการยับยั้ง
ยับยั้งการเจริญของเชือ้H. pylori  

4. เพื่อศึกษาความสามารถของสารสกัดจากกระชายดําในตัวทําละลายชนิดตางๆในการลด
การเกาะติด และการบุกรุกเซลลเยื่อบุHEp-2ของเชื้อH. pylori 

5. เพื่อศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากกระชายดําตอการแสดงออกของยีน AlpA และ BabA  ซึ่ง
เปนยีนที่เกี่ยวของกับการเกาะติดและการบุกรุกเซลลเยื่อบHุEp-2ของเชื้อH. pylori โดยวิธี 
RT-PCR 

 
 



 
ix 

ขอบเขตของการวิจัย 
 งานวิจัยนี้ตองการศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของสมุนไพรไทยที่ใชในการรักษาโรคที่เกี่ยวของกับ
กระเพาะอาหาร เพื่อดูวาสมุนไพรชนิดใดมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ H. pylori โดยเลือก
เฉพาะสมุนไพรที่เปนที่นิยมใช หาซื้อไดงาย ราคาถูก ดังนี้ กระชายดํา กระเทียม กลวย ขมิ้นชัน 
ตะไคร ใบบัวบก ฟาทะลายโจร วานหางจระเข กระเจี๊ยบมอญ โหระพา และ กระเพรา และทําการ
คัดเลือกสมุนไพรที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อไดดีรวมทั้งที่เคยมีรายงานวามีฤทธิ์เกี่ยวของกับ
การปองกันการเกิดมะเร็งกระเพาะอาหารและลําไสมาทดสอบฤทธิ์ในการลดการเกาะติดและลดการบุก
รุกเซลลเยื่อบ ุ HEp-2 ของเชือ้ การวิจัยครั้งนี้ยังมุงศึกษาผลของสมุนไพรดังกลาวตอระดับการ
แสดงออกของยีนที่เกี่ยวของในการเกาะติดเซลลของเชื้อ โดยเลือกเฉพาะยีนที่มีบทบาทสําคัญดังนี้ ยีน 
AlpA และ BabA 
 
ระเบียบวิธีวิจยั 
สามารถแบงการวิจัยออกไดเปน 6 ขั้นตอนหลัก ดังแผนภูมิในรูปที่ 1 

 

 ขั้นที่ 1  การเตรียมสารสกัดสมุนไพรดวยตัวทําละลายเมทานอล (Methanol) 
           การเตรียมสารสกัดจากกระชายดําดวยตัวทําละลายชนิดตางๆ 

 
 ขั้นที่ 2  การเพาะเลี้ยงเชื้อ Helicobacter pylori                       การตรวจหายีน cagA ดวยPCR 
 
 ขั้นที่ 3 การทดสอบหาความเขมขนที่นอยทีสุ่ดของสมุนไพรไทยตางๆที่สามารถยับยั้งการเจริญ 
           ของเชื้อ H. pylori 

 
 ขั้นที่ 4 การเพาะเลี้ยงเซลล HEp-2 และ ทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดของสมุนไพรชนิดตางๆ 
          ตอความสามารถในการเกาะติดและบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori 
 
 ขั้นที่ 5  การวัดระดับการแสดงออกของยนีที่เกี่ยวของกับการเกาะติด และบุกรุกเซลลของ 
           เชื้อH. pylori ดวยวิธี RT PCR 

 
วิเคราะห และสรุปผลการทดลอง 

 
รูปที่ 1  แสดงลําดับขั้นตอนการวิจัย 
  
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

1. ทําใหทราบฤทธิ์และระดับความเขมขนที่นอยที่สุด (MIC) ของสารสกัดสมุนไพรในการยับยั้ง
การเจริญของเชื้อ H. pylori   

2. ทําใหทราบฤทธิ์ของสมุนไพรที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชือ้ไดดีรวมทั้งที่เคยมรีายงาน
วามีฤทธิ์เกี่ยวของกับการปองกันการเกิดมะเร็งกระเพาะอาหารและลําไสตอความสามารถใน



 
x 

การเกาะติดและการบุกรุกเซลลเยื่อบุ HEp-2ของเชื้อ H. pylori 
3. ทราบถึงกลไกการออกฤทธิ์เบื้องตนของสมนุไพรตอการเกาะติดและบุกรุกเขาสูเซลลของเชื้อ 

H. pylori โดยเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยนีทีเ่กี่ยวของในการเกาะติดและบุกรุกเขา
เซลลของเชื้อ H. pylori 

4. สามารถนําสมุนไพรมาพัฒนาเปนผลิตภัณฑเสริมสุขภาพในการรักษาโรคมะเร็งในกระเพาะ
อาหารได 
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บทนํา 

 
Helicobacter pylori เปนเช้ือแบคทีเรียชนิดแกรมลบรูปรางเกลียวเจริญเติบโตไดในสภาวะที่มี

อากาศนอย(microaerophilic) ทําใหเกิดการติดเช้ือบริเวณเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหาร เปนสาเหตุ
สําคัญที่ทําใหเกิดแผลในกระเพาะอาหาร (gastric ulcer) กระเพาะอาหารอักเสบ (gastritis) รวมไปถึง
การกอใหเกิดพยาธิสภาพที่ลําไสสวนตน มีการศึกษาที่บงช้ีใหเห็นวาการเปนโรคกระเพาะอาหาร
อักเสบชนิดเรื้อรัง (chronic gastritis) มีความสัมพันธกับการเกิดมะเร็งในกระเพาะอาหาร(1) ซ่ึงมะเร็ง
กระเพาะอาหารเปนสาเหตุการเสียชีวิตอันดับที่สองของการเสยีชีวิตจากมะเร็งทั้งหมดทั่วโลก จึง
นับเปนปญหาสาธารณสุขที่สําคัญอยางหน่ึงในปจจุบัน ในประเทศไทยพบวามะเร็งกระเพาะอาหารเปน
สาเหตุอันดับที่ 6 ของมะเร็งในผูชาย และอันดับที ่ 9 ของมะเร็งในผูหญิง และมีความชุกประมาณ 
3.9:100,000 คน และมีอัตราการรอดชีวิตที ่5 ปคอนขางต่ํา คือ 5-15%(2) 
 เช้ือ H. pylori สามารถกอใหเกิดพยาธิสภาพทางคลินิกไดหลายรูปแบบ ปจจัยความรุนแรง
ของโรคที่สําคัญไดแก เอนไซม Urease ซ่ึงเปล่ียน urea เปน ammonia ซ่ึงเปนดางจึงไปลดความเปน
กรดของกรดในกระเพาะอาหาร ทําใหเช้ือไมถูกทําลาย และการเคล่ือนที่ของเช้ืออาศัยการสราง
เอนไซม mucinase ทําใหเช้ือเคล่ือนที่ผานช้ันเมือกไดรวดเร็ว นอกจากน้ียังมี virulence factor อื่นๆที่
สําคัญ ไดแก โปรตีน cytotoxin-associated antigen(CagA) ที่เช้ือสรางขึ้นจะtranslocate เขาไปใน
เซลลซ่ึงจะทําใหเกิดผลทางชีวภาพหลายอยางตอเซลล เชน กระตุนใหเกิดการอักเสบโดยเหน่ียวนําให
เซลลเยื่อบุกระเพาะอาหารหล่ัง  IL-8  ผานทาง NF-κB  IL-8  ที่หล่ังออกมาจะทําใหเม็ดเลือดขาว
ชนิด neutrophil เกิดการรวมตัวกัน และทําใหเซลลเกิดอักเสบในที่สุด โปรตีน CagA ยังทําใหเกิดการ
จัดเรียงตัวใหมของ cytoskeleton ทําใหเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหารมีรูปรางเปล่ียนไปและไมสามารถ
ทํางานได(3, 4) นอกจากน้ีเช้ือ H. pylori ยังสามารถสรางสาร exotoxin  ที่เกิดจากยีน vacA โดยสาร 
exotoxin  น้ีจะทําใหเยื่อบุกระเพาะอาหารสราง vacuole กอใหเกิดผลหลายอยางตามมา ไดแก เกิด
การเปล่ียนแปลงของเยื่อหุมเซลล, endosome/lysosome เสียการทํางาน และเกิดการ apoptosis ใน
ที่สุด (5) 
 พยาธิสภาพของการเกิดโรคจะเริ่มขึ้นเม่ือเช้ือเขาไปเกาะติด (adherence) บริเวณ 
ไมโครวิลไลของเซลลเยื่อบุในกระเพาะอาหาร และมีการทําลายบริเวณดังกลาว โดยการเกาะตดิของ
เช้ือจะอาศัย outer membrane proteins(OMPs) ซ่ึงยีนที่มีบทบาทเก่ียวกับการเกาะติด ไดแก babA, 
alpA และ alpB จากการศึกษาพบวา โปรตีน BabA หรือ blood group antigen-binding adhesin มี
ความสําคัญในการเกาะติดของเช้ือ H. pylori โดยจะจับกับ Lewis b antigen ของเซลลกระเพาะอาหาร
(5) ในการศึกษาเช้ือ H. pylori จะทําการศึกษาใน AGS cells (Human gastricadenocarcinoma 
epithelial cell line) แตจากการศึกษาเปรียบเทียบระหวางเซลลชนิดตางๆพบวาเซลล HEp-2 (human 
larynx carcinoma) สามารถจับกับตัวเช้ือ H. pylori ไดมากกวาเซลลชนิดอื่นๆ(6) ทําใหการศึกษาการ
เกาะติดและการบุกรุกเซลลของเช้ือ H. pylori นิยมใชเซลล HEp-2 เปนเซลลแมแบบในการศึกษา 
 การรักษาโรคกระเพาะอาหารอักเสบที่เกิดจากการติดเช้ือ H. pylori ที่ทํากันอยูในปจจุบันจะ
ใชยาลดกรดรวมกับยาปฏิชีวนะ ซ่ึงมีราคาแพง และบางครั้งพบวาเช้ือมีการดื้อยา การใชสมุนไพรจึง
เปนทางเลือกหน่ึงในการแกปญหาได ทําใหมีการศึกษาสมุนไพรในการยับยั้งเช้ือ H. pylori อาทิเชน 
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การศึกษาพืชที่ใชในการปรุงอาหารของประเทศอังกฤษกับการยับยั้งการเกาะติดของเช้ือ H. pylori(7) 
การศึกษาสารสกัดจากผลแอพริคอทของประเทศญ่ีปุนในการยับยั้งการเคล่ือนที่ของเช้ือ H. pylori และ 
การศึกษาสารสกัดของ cranberry ในการยับยั้งการเกาะติดของเช้ือ H. pylori (8) เปนตน ผลจาก
การศึกษาเหลาน้ีทําใหเห็นวามีการสนใจที่จะศึกษาสมุนไพรหรือพืชที่ใชในชีวิตประจําวันในการชวย
รักษาการติดเช้ือ H. pylori มากขึ้น ในประเทศไทยมีการศึกษาสมุนไพรไทยกับเช้ือ H. pylori เชน 
การศึกษาเครื่องเทศและพืชที่ใชเปนอาหารของคนไทย พบวา ดอกจันทนเทศ ใบตนจิก เปราะหอม 
และ กานพลู สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ H. pylori ได(9) ทําใหเปนที่นาสนใจศึกษาวาพืช
สมุนไพรไทยใดที่สามารถยับยั้งการเจริญ ยับยั้งการเกาะติด และยับยั้งการบุกรุกเซลลของเช้ือ H. 
pylori ได กระชายดําเปนสมุนไพรไทยชนิดใหมอีกชนิดหน่ึงที่มีการศึกษากันมากขึ้น จากการศึกษา
พบวากระชายดํามีฤทธิ์ในการตานการอักเสบของกระเพาะอาหารในสัตวทดลอง หากไดรับกระชายดํา
ในปริมาณ 60-120 mg/kg สามารถรักษาอาการกระเพาะอาหารอักเสบได(10) และ จากการศึกษา
คุณสมบัติในการตานจุลชีพของกระชายดําพบวา สารสกัดจากกระชายดําสามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเช้ือ Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa และ Bacillus subtilis ได
(11)  การศึกษาความเปนพิษของผงกระชายดําในสัตวทดลอง พบวาไมมีการเปล่ียนแปลงใดๆที่บงช้ี
วาเกิดพิษจากกระชายดํา(12) จึงเปนที่นาสนใจอยางยิ่งวา กระชายดําจะมีฤทธิ์ในการฆาเช้ือ H. pylori 
ไดหรือไม  และขั้นตอนแรกที่สําคัญในการเกิดพยาธิสภาพ คือ ขั้นตอนที่เช้ือเกาะและบุกรุกเขาสูเซลล
เยื่อบุกระเพาะอาหาร กระชายดําจะมีผลตอการเกาะติดและบุกรุกเซลลของเช้ือ H. pylori หรือไม ซ่ึง
ผลการศึกษาในครั้งน้ีทําใหเขาใจกลไกของกระชายดําตอการเกาะติดและการบุกรุกของเช้ือ H. pylori 
มีประโยชนในการนํากระชายดําไปใชในการชวยรักษาโรคที่เกิดจากการติดเช้ือ H. pylori และลดความ
เสี่ยงตอการเกิดมะเร็งกระเพาะอาหารได  
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วิธีวิจัย 
 
1. พืชสมุนไพร 

ในการศึกษาครั้งน้ี จะเลือกศึกษาสมุนไพรที่หาซ้ือไดงายตามทองตลาด หรือสมุนไพรที่ใชในครัวเรือนทั้งสิ้น 
11 ชนิด ดังน้ี กระชายดํา, กระเทียม, กลวย, ขม้ินชัน, ตระไคร, ใบบัวบก, ฟาทะลายโจร, วานหางจระเข 
กระเจ๊ียบมอญ โหระพา และ กระเพรา  
2. การเตรียมสารสกัดสมุนไพรดวยตัวทําละลายเมทานอล(Methanol) 

นําพืชสมุนไพรทั้งหมดมาหั่นหรือสับใหเปนช้ินเล็กๆ อบใหแหงที่ 40-50°ซ ทําการช่ังนํ้าหนัก ใสในขวดรูป
ชมพู เติมเมทานอลใหทวม ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 48 ชม กรองเมทานอลเก็บไว และ นํากากมาทํา
การสกัดเชนเดิมอีกครั้งหน่ึง นําเมทานอลที่กรองไดจากสารสกัดทั้ง 2 ครั้ง ไประเหยดวยเครื่อง Rotary 
evaporator ที่อุณหภูมิ 50-60°ซ จนแหง ช่ังนํ้าหนัก นํามาละลายใน Dimethyl sulfoxide (DMSO) ที่ความ
เขมขนดังตารางที ่1 ทําใหปราศจากเช้ือโดยการกรองผานตัวกรองขนาด 0.2 µ และเก็บไวที ่-20 °ซ 

 
ตารางที ่1 ความเขมขนของสารสกัดเมทานอลของสมุนไพรชนิดตาง  ๆ

สมุนไพร 
ช่ือวิทยาศาสตร สวนของพืช แหลงที่มา ความเขมขน 

(กรัมตอ
มิลลิลิตร) 

กระชายดํา Kaempferia parviflora เหงา - 0.25 
กระเทียม Allium sativum ผล ศรีษะเกษ 0.5 

กลวยนํ้าวา Musa sapientum ผล เพชรบุร ี 0.5 
ขม้ินชัน Curcuma longa เหงา - 0.5 
ตระไคร Cymbopogon citratus ลําตน - 1.0 
ใบบัวบก Centella asiatica ทุกสวน นครปฐม 1.0 

ฟาทะลายโจร Andrographis paniculata ทุกสวน - 0.5 
วานหางจระเข Aloe vera วุนใสจากใบ นนทบุร ี 1.0 
กระเจ๊ียบมอญ Abelmoschus esculentus ผลออน - 0.5 

โหระพา Ocimum basilicum ลําตน นครปฐม 0.5 
กระเพรา Ocimum sanctum ใบ - 0.5 

 
3.  การเตรียมสารสกัดจากกระชายดําดวยตัวทําละลายชนิดตางๆ 

 นํากระชายดํามาลาง ผึ่งใหแหง สับใหละเอียด นําไปทําการสกัดนํ้ามันหอมระเหยดวยวิธีการกล่ันดวยไอนํ้า
(Hydrodistillation) ช่ังนํ้าหนักนํ้ามันหอมระเหยทีส่กัดได ละลายใน DMSO ที่ความเขมขน 0.25 กรัมตอ
มิลลิลิตร นํากากที่เหลือมาทําการอบใหแหงที่อุณหภูมิ 50°ซ 1-2 วัน นําไปสกัดดวยเฮกเซน (Hexane) ตอ โดย
เติมเฮกเซนใหทวม บมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 48 ชม กรองแยกเฮกเซนและทําการสกัดซํ้าเปนครั้งที ่2 นํา
สารสกัดเฮกเซนจากทั้ง 2 ครั้ง ไประเหยดวยเครื่อง rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 40°ซ จนแหง ช่ังนํ้าหนัก 



 
 
 

 
4 

ละลายใน DMSO ที่ความเขมขน 0.125 กรัมตอมิลลิลิตร นํากากที่เหลือมาทําการอบใหแหงเชนเดิม นําไปสกัด
ดวยเอทิลอะซิเตด (Ethylacetate) ตอ โดยเติมเอทิลอะซิเตดใหทวม บมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 48 ชม กรอง
แยกเอทิลอะซิเตดและทําการสกัดซํ้าเปนครั้งที ่ 2 นําสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากทั้ง 2 ครั้ง ไประเหยใหแหง ช่ัง
นํ้าหนัก ละลายใน DMSO ที่ความเขมขน 0.25 กรัมตอมิลลิลิตร นํากากที่เหลือมาทําการอบใหแหงเชนเดิม 
นําไปสกัดดวยเมทานอล (Methanol) ตอ โดยเติมเมทานอลใหทวม บมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 48 ชม กรอง
แยกเมทานอลและทําการสกัดซํ้าเปนครั้งที ่ 2 นําสารสกัดเมทานอลจากทั้ง 2 ครั้ง ไประเหยใหแหง ช่ังนํ้าหนัก 
ละลายใน DMSO ที่ความเขมขน 0.25 กรัมตอมิลลิลิตร นําสารสกัดที่ละลายแลวทั้งหมดไปทําใหปราศจากเช้ือ
โดยกรองผานตัวกรองขนาด 0.2 µ เก็บไวที่  -20°ซ 
4. การเพาะเลี้ยงเชื้อ Helicobacter pylori 

เช้ือ H. pylori ที่ใชมีทั้งหมด 26 สายพันธุ เปนสายพันธุมาตรฐาน 4 สายพันธุคือ ATCC 43504, ATCC 
43526, ATCC 51932 และ ATCC 51110 และสายพันธุที่แยกจากคนไขไดรับความอนุเคราะหจาก ผศ.ดร.นพ.
รัฐกร วิไลชนม ภาควิชาอายุรศาสตร คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร จํานวน 20 สายพันธุ และ
สายพันธุที่ไดจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย 2 สายพันธุซ่ึงเปนสายพันธุที่แยกจากคนไข คือ DMST20165 
และ DMST20885 ทําการเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ Brain Heart Infusion agar ที่ผสมเลือดแกะรอยละ 7 
บมที่อุณหภูมิ 37 °ซ เปนเวลา 3 วัน ในสภาวะ microaerophilic (3-7% O2, 5-10% CO2, 80-85% H2) 
5. การสกัดดีเอ็นเอจากเชื้อ H. pylori 

ทําการสกัดดีเอ็นเอจากเช้ือ H. pylori โดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอ Wizard Genomic DNA Purification Kit 
(Promega ประเทศสหรัฐอเมริกา) ตามวิธีการที่ระบุไวในชุดสกัดสําเร็จรูป 
6.   การตรวจหายีน cagA ของเชื้อ H. pylori ดวยวิธี PCR 

ทําปฏิกิริยา PCR ในปริมาตรทั้งหมด 25 µl ประกอบดวย buffer, 1 mM dNTP, 0.4 µM ไพรเมอรแตละเสน 
(cagA Forward primer 5’ - GAT AAC AGG CAA GCT TTT GAG G -3, cagA Reverse primer 5’ - CTG 
CAA AAG ATT ATT TGG CAA GA -3’ Real Taq DNA Polymerase (Real Biotech Corporation, USA) 
0.025 U, DNA template 10-100 ng อุณหภูมิสําหรับปฏิกิริยา PCR คือ 94 °ซ 5 นาท,ี40 รอบของ 94 °ซ 1 
นาท ี58 °ซ 1 นาท ี72 °ซ 1 นาท ีและ 72 °ซ อีก 10 นาท ีนําผลผลิต PCR  ที่ไดไปทําการแยกขนาดดวย
กระแสไฟฟา(electrophoresis) บน บนวุนอะกาโรส 2 % จะเห็นผลผลิตขนาด 394 เบส 
7.  การทดสอบหาความเขมขนที่นอยที่สุดของสมุนไพรไทยตางๆที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ H. 
pylori 

เพ่ือคัดกรองสมุนไพรไทยที่ใชรักษาโรคกระเพาะอาหารตอความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ H. 
pylori โดยการทดสอบหาความเขมขนที่นอยที่สุด (Minimum inhibitory concentration, MIC) ที่ใชในการยับยั้ง
การเจริญของเช้ือ H. pylori สายพันธุตางๆ นําสารสกัดสมุนไพรที่เตรียมไวมาเจือจางใน Mueller Hinton broth 
เปนลําดับไป 2 เทา (2 folded dilutions) ใหความเขมขนอยูระหวาง 16-512 µg/ml นําสารสกัดที่เจือจาง
ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ผสมกับ Mueller Hinton agar ที่เติมเลือดแกะ 5% ปริมาตร 24 มิลลิลิตร เขยาผสมใหเปน
เน้ือเดียวกัน เทลงบนจานเพาะเช้ือทิ้งไวใหแข็งตัว ทําการละลายเช้ือ H. pylori ใน 0.85% NaCl ใหมีความขุน 
1x107 ถึง 1x108 CFUตอมิลลิลิตร จุดเช้ือลงไปบนอาหารที่ผสมสารสกัดสมุนไพรความเขมขนตางๆจุดละ 3 µl 
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บมที่อุณหภูมิ 37 °ซ เปนเวลา 3 วัน ในสภาวะ microaerophilic อานผลความเขมขนที่นอยที่สุดของสารสกัด
สมุนไพรแตละชนิดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ H. pylori (µg/ml) 
8. การเพาะเลี้ยงเซลล HEp-2 
 เซลลเยื่อบุ Human larynx carcinoma (HEp-2) ไดรับความอนุเคราะหจาก ศ.ดร.พรเทพ เทียนสิวากุล 
ภาควิชาจุลทรรศนศาสตรคลินิก คณะสหเวชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย นําเซลล HEp-2 ที่เพาะเล้ียงใน
ขวดเพาะเล้ียงเซลลขนาด 25 ลูกบาศกเซนติเมตร (T25) มาทําการลางดวย Hank’ balanced salt solution 
(HBSS) โดยเทอาหารเล้ียงเซลลเกาทิ้ง ลางเซลลดวย HBSS 2 ครั้งๆละ 5 มิลลิลิตร เติมtrypsin ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร เท trypsin ทิ้งไป เติมอาหารเล้ียงเซลลที่มียาปฏิชีวนะ[ดีเอ็มอีเอ็ม (Dulbecco's Modified Eagle 
Medium, DMEM) ที่เติมซีรัม (fetal bovine serum, FBS) รอยละ 10 และ สารAntibiotican/Antimycotic (เพนนิ
ซิลิน (Penicillin) ความเขมขน 100 ยูนิตตอมิลลิลิตร, สเตรปโตมัยซิน (Streptomycin) ความเขมขน 100 µg/ml 
และแอมโฟเทอริซิน บี (Amphoterisin B) ความเขมขน 0.25 µg/ml)] ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปเปตขึ้นลง และดูด
เซลลใสในขวดใหม นําไปเล้ียงภายในตู CO2 incubator  ที่อุณหภูมิ 37 °ซ CO2 5% และมีความช้ืน 80% 
9. การทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดของสมุนไพรชนิดตางๆตอความสามารถในการเกาะติดและบุกรุก
เซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori 
 นําเซลล HEp-2 ปริมาณ 1×106 เซลล มาเล้ียงใน six wells plate ขามคืน ใหมีความหนาแนนของเชลล
ประมาณ80% ลางเซลลดวย HBSS 2 ครั้ง เติมเช้ือ H. pylori ATCC 43504 ในปริมาณ 108 CFUตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงไปในทุกหลุม จากน้ันเติมสารสกัดของสมุนไพรแตละชนิด ที่ความเขมขนเทากับ
MIC สําหรับหลุมควบคุมไมตองเติมสารสกัดใดๆ ปรับปริมาตรสุดทายใหเปน 1 มิลลิลิตรดวยอาหารเล้ียงเซลล
ดีเอ็มอีเอ็ม นําไปบมภายในตู CO2 incubator ที่อุณหภูมิ 37 °ซ เปนเวลา 3 ชม ทําซํ้า 2 ชุด ลางดวย HBSS 2 
ครั้ง จากน้ันเติม gentamicin 100 µg/ml ทิ้งไว 1 ช่ัวโมง ลางดวย HBSS 3 ครั้ง ทําใหเซลลแตกดวยนํ้ากล่ัน
เขยาเปนเวลา 10 นาท ีนําสารละลายไปเจือจางเปนลําดับไป10 เทา(10 folded dilution)  เพาะเล้ียงบน Brain 
Heart Infusion agar ที่ผสมเลือดแกะ 7%  บมภายใตสภาวะ microarophilic เปนเวลา 5 วัน นับจํานวนโคโลนี
ที่เกิดขึ้น คํานวณเปอรเซ็นตการบุกรุกเซลลของเช้ือ H. pylori ในการทดสอบความสามารถในการเกาะติดของ
เช้ือ ทําเชนเดียวกับวิธีขางตน ยกเวน ไมตองทําขั้นตอน gentamicin 
10. การวัดระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการเกาะติดและบุกรุกเซลลของเชือ้ H. pylori 
ดวยวิธี RT PCR 
10.1 การสกัดอารเอ็นเอจากเชื้อ Helicobacter pylori 
 นําเช้ือ H. pylori จากcell lysate ของการทดสอบความสามารถในการบุกรุกเซลลเยื่อบุ HEp-2 มาทําการ
สกัด Total RNA โดยใชนํ้ายา TRIZOL®Reagent (Invitrogen, USA) ทําการกําจัดดีเอ็นเอที่ปนเปอนดวยน้ํายา 
RNase-Free DNase Set (Qiagen, USA) วัดปริมาณดวยเครื่องสเปกโตโฟโตมิเตอรที่ความยาวคล่ืน 260 นา
โนเมตร เก็บRNAที่สกัดไวที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  
10.2 การทํา RT-PCR ของยีน alpA และ babA  
 ขั้นแรกนํา RNA มาเปล่ียนเปน cDNA กอน โดยทําปฏิกิริยาดังน้ี ในปริมาตรทั้งหมด 50 ไมโครลิตร 
ประกอบดวยบัฟเฟอร reverse transcription reaction, 1 mMdNTP, 0.2 µM Primer แตละชนิดดังตาราง, M-
MuLV Reverse Transcriptase (New England Biolabs ประเทศสหรัฐอเมริกา) 100 U, อารเอ็นเอ ปริมาตร 5-
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10 µl บมที่อุณหภูมิ 37 °ซ 30 นาท ีตอดวยปฏิกิริยา PCR ประกอบดวย บัฟเฟอร, 1 mM dNTP, 0.2 µM 
Primer แตละชนิด, Real Taq DNA Polymerase (Real Biotech Corporation, USA) 0.025 U, cDNA 5-10 µl 
ในปริมาตรรวม 25 µl และโปรแกรมPCR ดังน้ี 95 °ซ 5 นาท,ี 44 รอบ ของ 95 °ซ 1 วินาท,ี 50 °ซ 5 วินาท ี
72 °ซ 11 วินาท,ี 72 °ซ 10 นาท ีนําผลผลิต PCR  ที่ไดไปทําการแยกขนาดบนวุนอะกาโรส 2 %  
 

ตารางที ่2 แสดงรายละเอียด Primer และขนาดของผลผลิต PCR 

ยีน Primer ลําดับเบส ความยาว 
(bp) 

ขนาดผลผลิต 
(bp) 

Forward 5’GCTTAACCATAGAACTGCATTTGAA
3’ 

25 16s 
ribosomal 

Reverse 5’TCGTTTAGGGCGTGGACT3’ 18 
204 

Forward 5’TACGGCACGAACACCAAT3’ 18 alpA 
Reverse 5’TTGAGAGTAGGTTTGACCATCTG 3’ 23 

168 

Forward 5’GCAAGGCATAGAAACCAATTACTAC
3’ 25 babA 

Reverse 5’AGCCCACCTGAATACCG3’ 17 
158 

 
10. การวิเคราะหขอมูล 
 ทําการเปรียบเทียบทางสถิติของ % internalization ระหวางกลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัดสมุนไพร กับกลุม
ทดลองที่เติมสารสกัดจากสมุนไพรโดยใช one-way anova โดยใชโปรแกรม SPSS คา P ทั้งหมดที่ ≤0.05 จะ
สันนิษฐานวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ
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ผลการวิจัย 
1. ฤทธ์ิของสารสกัดเมทานอลของสมุนไพรไทยในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ H. pylori 

ทําการทดสอบหาความเขมขนที่นอยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ H. pylori (Minimum inhibitory 
concentration, MIC) ของสารสกัดเมทานอลของสมุนไพรไทย 11 ชนิด กับเช้ือ H. pylori จํานวน 13 สายพันธุ 
ประกอบดวย เช้ือ H. pylori สายพันธุมาตรฐาน 2 สายพันธุ คือ ATCC 43504 และ ATCC 43526, สายพันธุที่
ไดจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย 2 สายพันธุ คือ DMST20165 และ DMST20885 และสายพันธุที่แยกไดจาก
คนไข 9 สายพันธุ คือ C7, C53, 742, 818, 820, 849, 867, 912 และ 949 ผลเปนดังตารางที ่3 พบวาสารสกัด
เมทานอลจากขม้ินชันมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ H. pylori ดีที่สุดโดยมีคาความเขมขนที่นอยที่สุดที่
สามารถยับยั้งการเจริญ(MIC) เทากับ  32 µg/ml  รองลงมา คือ สารสกัดเมทานอลจากกระชายดํามีคา MIC 
เทากับ 64 µg/ml สวนสารสกัดเมทานอลจากกระเทียม, กลวย,  ตระไคร,  ใบบัวบก, ฟาทะลายโจร, วานหาง
จระเข กระเจ๊ียบมอญ กระเพรา และโหระพา ไมมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ H. pylori มีคา MIC > 512 
µg/ml ขณะที่ dimethyl sulfoxide (DMSO) ที่ความเขมขนรอยละ 5 (v/v) ซ่ึงเปนความเขมขนสูงสุดที่ใชละลาย
สารสกัดสมุนไพรพบวาไมมีผลตอการเจริญของเช้ือ  
 
ตารางที ่3 คาความเขมขนที่นอยที่สุด (MIC) ของสมุนไพรไทย 11 ชนิด ในการยับยั้งการเจริญ ของเช้ือ H. 
pylori 13 สายพันธุ 
 

ช่ือสมุนไพรไทย ช่ือวิทยาศาสตร สวนของพืช MIC (µg/ml) 
ขม้ินชัน 
กระชายดํา 
กลวยนํ้าวา 
วานหางจระเข 
ใบบัวบก 
กระเทียม 
ฟาทะลายโจร 
กระเจ๊ียบมอญ 
ตะไคร 
กระเพรา 
โหระพา 
 

Curcuma longa  
Kaempferia parviflora  
Musa sapientum  
Aloe barbadensis  
Centella asiatica  
Allium sativum  
Andrographis  paniculata  
Abelmoschus esculentus 
Cymbopogon citratus 
Ocimum basilicum 
Ocimum sanctum  
 

เหงา 
เหงา 
ผล 

วุนในใบ 
ใบ 

กลีบ 
ทุกสวน 

ผล 
ตน 
ใบ 
ใบ 
 

32 
64 

> 512 
> 512 
> 512 
> 512 
> 512 
> 512 
> 512 
> 512 
> 512 

 
 
2. ฤทธ์ิของสารสกัดเมทานอลของสมุนไพรชนิดตางๆในการตานการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. 

pylori ATCC 43504 
ทําการทดสอบฤทธิ์ในการตานการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเช้ือ H. pylori กับสมุนไพรที่มีฤทธิ์ในการยับยั้ง

การเจริญของเช้ือ H. pylori ไดดี คือ ขม้ินชัน และ กระชายดํา และสมุนไพรที่มีการรายงานวามีฤทธิ์ในการรักษา
และปองกันโรคกระเพาะอาหารอักเสบและมะเร็งกระเพาะอาหาร คือ กระเทียม (21) และกลวย (19) โดยบมเช้ือ 
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H. pylori ATCC 43504 กับเซลล HEp-2 และ สมุนไพรชนิดตางๆ ที่เวลา 3, 6, 12 และ 24 ชม ตามลําดับ และ
ใชความเขมของสมุนไพรเทากับ MIC ดังน้ี ขม้ินชัน 32 µg/ml, กระชายดํา 64 µg/ml, กระเทียม 5 mg/ml และ 
กลวยนํ้าวา 25 mg/ml ผลดังสรุปในรูปที่ 1 พบวา เม่ือเทียบกับหลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัด กลวยนํ้าวามีฤทธิ์ใน
การตานการบุกรุกเซลลไดดีที่สุดมีคาการบุกรุกเฉล่ียเทากับ 21.03%, 15.06%, 7.14%, และ 0.19% ที่เวลา 3, 
6, 12 และ 24 ชม ตามลําดับ  รองลงมาคือ กระเทียม มีคาการบุกรุกเฉล่ียเทากับ 24.98%, 39.53%, 63.25% 
และ 54.61% ตามลําดับ ขม้ินชันมีฤทธิ์ในการตานการบุกรุกเซลลที ่ 3 ชม เทากับ 45.52% แตพบวามีฤทธิ์
กระตุนการบุกรุกเซลลเม่ือระยะเวลาการบมนานขึ้น โดยพบจํานวนเช้ือสูงขึ้นถึง 204.4% ที่เวลาบม 6 ชม และ 
118.62% ที่ 12 ชม เม่ือเทียบกับหลุมควบคุมที่เวลาเดียวกัน กระชายดํามีคาการบุกรุกเฉล่ียเทากับ 66.93%, 
71.98%, 59.11%, และ 4.88% ที่เวลา 3, 6, 12 และ 24 ชม ตามลําดับ  
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รูปที่ 1 การทดสอบการบุกรุกเขาสูเซลล HEp-2 ของเช้ือ H. pylori ในสภาวะที่มีสารสกัดเมทานอลของสมุนไพร
ชนิดตางๆที่เวลา 3, 6, 12, 24 ชม และใชความเขมขนของสารสกัดเทากับ MIC ของแตละสาร ผลแสดงเปน
อัตราสวนของเช้ือที่บุกรุกเขาสูเซลลเทียบกับหลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัด อัตราสวนของเช้ือที่บุกรุกเขาสูเซลล
คํานวณจากปริมาณเช้ือที่เขาสูเซลลหารดวยปริมาณเช้ือตั้งตน 

 
3. การทดสอบหาความเขมขนที่นอยที่สุดของสารสกัดจากกระชายดําในตัวทําละลายชนิดตางๆตอ

ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ H. pylori 
ถึงแมวากลวยนํ้าวาและกระเทียม มีฤทธิ์ในการยับยั้งเช้ือ H. pylori ในการบุกรุกเซลล HEp-2 ไดด ีแตตอง

ใชความเขมของสารในปริมาณที่สูงมาก ซ่ึงอาจทําใหมีผลขางเคียงเปนพิษกับเซลลได ในขณะที่ขม้ินชันมีฤทธิ์
กระตุนการบุกรุกเซลลของเช้ือ ดังน้ันผูวิจัยจึงสนใจในการศึกษากระชายดํา เน่ืองจากมีฤทธิ์ทั้งในการยับยั้งการ
เจริญของเช้ือและตานการบุกรุกเซลลHEp-2 ได โดยนํากระชายดํามาสกัดดวยตัวทําละลายตางๆ ตั้งแต กล่ัน
ดวยไอนํ้า ไดเปนนํ้ามันหอมระเหย สกัดดวยเฮกเซน เอทิลอะซิเตด และ เมทานอล และ ทําการทดสอบหาคา
ความเขมขนที่นอยที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ (Minimum inhibitory concentration, MIC) ของสาร
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สกัดจากกระชายดําชนิดตางๆกับเช้ือ H. pylori จํานวน 13 สายพันธุ ประกอบดวย เช้ือ H. pylori สายพันธุ
มาตรฐาน 2 สายพันธุคือ ATCC 43504 และ ATCC 43526, สายพันธุที่ไดจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย 2 
สายพันธุคือ DMST20165 และ DMST20885 และสายพันธุที่แยกไดจากคนไข 9 สายพันธุคือ C7, C53, 742, 
818, 820, 849, 867, 912 และ 949 ผลเปนดังตารางที่ 4 พบวา สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํามีฤทธิ์ใน
การยับยั้งการเจริญของเช้ือ H. pylori ไดดีที่สุด มีคา MIC เทากับ 32 µg/ml, รองลงมา คือ สารสกัดเฮกเซนจาก
กระชายดํา และสารสกัดเมทานอลจากกระชายดํา มีคา MIC เทากับ 64 µg/ml ขณะที่นํ้ามันหอมระเหยจาก
กระชายดํา ไมมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ MIC เทากับ 1,024 µg/ml สวนDMSO ที่ความเขมขนรอย
ละ 0.4 (v/v)  ซ่ึงเปนตัวละลายสารสกัดน้ันพบวาไมมีผลตอการเจริญของเช้ือ  
 
ตารางที ่4 คาความเขมขนที่นอยที่สุดของสารสกัดจากกระชายดําในตัวทําละลายชนิดตางๆที่สามารถยับยั้งการ
เจริญของเช้ือ H. pylori  

 

ชนิดของสารสกัด 
คาความเขมขนที่นอยที่สุดของสมุนไพร
ตางๆที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ H. 

pylori (µg/ml) 
นํ้ามันหอมระเหยจากกระชายดํา 1,024 
สารสกัดเฮกเซนจากกระชายดํา 64 
สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา 32 
สารสกัดเมทานอลจากกระชายดํา 64 

 
 

4. การทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดกระชายดําในตัวทําละลายชนิดตางๆตอความสามารถในการบุกรุก
เซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori  

 เพ่ือเปรียบเทียบฤทธิ์ของสารสกัดกระชายดํา 4 ชนิดคือนํ้ามันหอมระเหย สารสกัดเฮกเซน, สารสกัด
เอทิลอะซิเตด และสารสกัดเมทานอล ตอความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเช้ือ H. pylori โดยใชเช้ือ 
H. pylori สายพันธุ ATCC 43504 เวลาในการบม 3 ช่ัวโมง และความเขมขนของสารสกัดแตละชนิดที่ความ
เขมขนเทากับ MIC ผลดังสรุปในรูปที่ 2 พบวาสารสกัดของกระชายดําทุกชนิดยกเวนนํ้ามันหอมระเหยมีฤทธิ์ใน
การตานการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเช้ือ H. pyloriไดไมแตกตางกัน (P>0.05) DMSO ไมมีผลตอความสามารถ
ในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเช้ือ H. pylori ขณะที่นํ้ามันหอมระเหยของกระชายดําพบวามีผลตอรูปรางและ
คุณสมบัติการเกาะของเซลล HEp-2 ดังรูปที่ 3 และ 4 คือสภาพเซลล HEp-2 จากที่มีลักษณะที่เปนเซลลที่แผ 
และเกาะอยูบนจานเพาะเซลล เม่ือผานไป 3 ช่ัวโมง สภาพเซลล HEp-2 จะมีการหดตัวลงมีลักษณะกลมมากขึ้น 
และเม่ือทําการลางเซลล พบวาเซลล HEp-2 จะขาดคุณสมบัติการเกาะ คือ เซลลจะรอนหลุดออกจากจาน
เพาะเล้ียง เปนเหตุใหไมสามารถทดสอบความสามารถในการบุกรุกเซลลได นอกจากน้ียังพบวานํ้ามันหอม
ระเหยฆาเช้ือ H. pylori ที่เวลาทดสอบ 3 ชม 
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รูปที่ 2 การทดสอบการบุกรุกเขาสูเซลล HEp-2 ของเช้ือ H. pylori ในสภาวะที่มีและไมสารสกัดของกระชายดํา
ชนิดตางๆในการบมเช้ือ สารสกัด และ HEp-2 ใชเวลา 3 ชม และใชความเขมขนของสารสกัดเทากับ MIC ของ
แตละสาร ผลแสดงเปนอัตราสวนของเช้ือที่บุกรุกเขาสูเซลลเทียบกับหลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัด อัตราสวนของ
เช้ือที่บุกรุกเขาสูเซลลคํานวณจากปริมาณเช้ือที่เขาสูเซลลหารดวยปริมาณเช้ือตั้งตน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3 ลักษณะเซลล HEp-2 ปกต ิ 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปที่ 4 ลักษณะเซลล HEp-2 หลังจากการเติมนํ้ามันหอมระเหยจากกระชายดําที่ความเขมขน 1,024 µg/ml เปน
เวลานาน 3 ช่ัวโมง  
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5. การทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอความสามารถในการบุกรุกเซลล
HEp-2 ของเชื้อ H. pylori ที่เวลาตางๆกัน 
เพ่ือที่จะดูผลของเวลาในการบมสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา ตอความสามารถในการบุกรุกเซลล

HEp-2 ของเช้ือ H. pylori โดยทําการทดสอบกับเช้ือ H. pylori สายพันธุ ATCC 43504 ใชเวลาในการบมที ่3, 
6, 12 และ 24 ช่ัวโมง ตามลําดับ และความเขมขนของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา เทากับ 32 µg/ml 
พบวาปริมาณเช้ือ H. pyloriที่บุกรุกเขาเซลลมีความสัมพันธกับระยะเวลา ยิ่งระยะเวลานานเช้ือที่เขาสูเซลลยิ่ง
มากขึ้น อยางไรก็ตามสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา สามารถลดการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเช้ือ H. 
pylori ไดทั้งที ่3, 6, 12 และ 24 ช่ัวโมง โดยเช้ือสามารถบุกรุกเขาสูเซลลHEp-2 ในปริมาณที่ลดลงจาก 2.4X104 

เหลือ 6.8X103 ที่ 3 ชม, 6.28X104 เหลือ 1.21X104 ที่ 6 ชม, 8.1X104 เหลือ 9.85X103 ที่ 12 ชม และ 6.6X105 

เหลือ 5.3X104 ที่ 24 ชม ผลดังรูปที่ 5 จากการเปรียบเทียบทางสถิติดวย one-way anova พบวาปริมาณเช้ือที่
บุกรุกเขาสูเซลล HEp-2 ที่เวลาตางๆเปรียบเทียบระหวางที่มีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําและไมมีสาร
สกัดมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ (P < 0.05) จากการดูผลของสารสกัดตอความสามารถในการ
เจริญของเช้ือ H. pylori ที่เวลา 3, 6, 12 และ 24 ช่ัวโมง (รูปที ่6) พบวาเช้ือมีการเจริญลดลงเล็กนอยที ่3 และ  
6 ชม แตมีการเจริญลดลงอยางมากที ่ 12 และ 24 ชม แสดงวาเวลาบมสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําที่
นานขึ้นมีฤทธิใ์นการยับยัง้การเจริญของเช้ือมากขึ้นดวย นอกจากน้ันในการเปรียบเทียบ %internalization 
พบวาที่เวลา 3 ช่ัวโมง % internalization ลดลง 3.7 เทา, ที่เวลา 6 ช่ัวโมง % internalization ลดลง 5.2 เทา, ที่
เวลา 12 ช่ัวโมง % internalization ลดลง 8.2 เทา และ ที่เวลา 24 ช่ัวโมง % internalization ลดลง 12.5 เทา 
ดังน้ันสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํามีฤทธิย์ับยั้งการเจริญของเช้ือและลดการบุกรุกเซลล HEp-2 ของ
เช้ือ H. pylori โดยที่ไมมีผลกระทบตอเซลลHEp-2 เน่ืองจากการสองดูกลองจุลทรรศนพบวาลักษณะของเซลล 
HEp-2 ไมมีการเปล่ียนแปลงรปูราง  
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รูปที่ 5 การทดสอบการบุกรุกเขาสูเซลล HEp-2 ของเช้ือ H. pylori ในสภาวะที่มีและไมสารสกัดเอทิลอะซิเตด
ของกระชายดําทีเ่วลา 3, 6, 12, 24 ชม และใชความเขมขนของสารสกัดเทากับ 32 µg/ml ปริมาณเช้ือที่บุกรุก
เขาสูเซลลแสดงเปนคา log CFU/ml  
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รูปที่ 6 จํานวนของเช้ือ H. pylori ที่เจริญหลังจากบมเช้ือกับสารสกัดเปนเวลา 3, 6, 12 และ 24 ชม ปริมาณเช้ือ
แสดงเปนคา log CFU/ml  
 
6. การทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําที่ความเขมขนตางๆกันตอ

ความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเชื้อ H. pylori 
เพ่ือดูผลของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําความเขมขนตางๆตอความสามารถในการบุกรุกเซลล 

HEp-2 ของเช้ือ H. pylori โดยในการทดสอบจะใชเช้ือ H. pylori สายพันธุ ATCC 43504 บมกับสารสกัดเอทิลอะ
ซิเตดที่ความเขมขนในชวง ±2 MIC ดังน้ี ความเขมขนที่ 8, 16, 32, 64 และ128 µg/ml ผลดังรูปที ่ 7 พบวา
ปริมาณเช้ือ H. pylori ที่บุกรุกเขาสูเซลลแปรผกผันกับความเขมขนของสารสกัด อัตราสวนของเช้ือที่เขาสูเซลล
เทียบกับหลุมควบคุมเทากับ 59.28 %, 42.96 %, 32.34 %, 11.63 % และ 8.47% ที่ความเขมขน 8, 16, 32, 
64 และ128 µg/ml ตามลําดับ ระดับนัยสําคัญทางสถิต ิP < 0.05 สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําที่ความ
เขมขน 128 µg/ml ยับยั้งการบุกรุกไดสูงสุดโดยปริมาณเช้ือที่เขาสูเซลลลดลงถึง 100 เทา จากเช้ือตั้งตน 1.65 
± 0.19X108 เขาเซลลเพียง 1.36 ± 0.01X106 ดังน้ันความเขมขนของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําที่
มากขึ้นนอกจากมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเช้ือไดมากขึ้น ยังมีฤทธิ์ยับยั้งการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเช้ือ 
H. pylori ไดมากขึ้นดวยโดยที่ไมมีผลตอเซลลHEp-2  เน่ืองจากการสองดูกลองจุลทรรศนพบวาลักษณะของ
เซลล HEp-2 ไมมีการเปล่ียนแปลงรูปราง 

 
  

 



 
 
 

 
13 

0

20

40

60

80

100

120

Control 8.00 16.00 32.00 64.00 128.00

concentration(ug/ml)

%
 o

f c
on

tro
l

t

 
รูปที่ 7 การทดสอบการบุกรุกเขาสูเซลล HEp-2 ของเช้ือ H. pylori ในสภาวะที่มีและไมสารสกัดเอทิลอะซิเตด
จากกระชายดําที่ความเขมขนระหวาง 8-128 µg/ml ที่เวลาบม 3 ชม ผลแสดงเปนอัตราสวนของเช้ือที่บุกรุกเขา
สูเซลลเทียบกับหลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัด อัตราสวนของเช้ือที่บุกรุกเขาสูเซลลคํานวณจากปริมาณเช้ือที่เขาสู
เซลลหารดวยปริมาณเช้ือตั้งตน 

 
7.  การทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-
2 ของเชื้อ H. pylori สายพันธุตางๆ 

เน่ืองจาก H.pylori สายพันธุที่มียีน cagA จะมีความรุนแรงในการกอโรค ขณะที่สายพันธุที่ไมมียีน cagA จะ
ไมกอใหเกิดพยาธิสภาพของโรค ดังน้ันผูวิจัยจึงสนใจที่จะศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา
ตอความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเช้ือ H. pylori สายพันธุที่มียีนcagA เปรียบเทียบกับสายพันธุที่
ไมมียีน cagA วามีความแตกตางกันหรือไมอยางไร โดยจะทําการจําแนกสายพันธุของเช้ือ H. pylori วามียีน 
cagA หรือไมดวยปฏิกิริยา PCR โดยผลผลิต PCR ของยีน cagA มีขนาดเทากับ 394 คูเบส ผลที่ไดดังรูปที่ 8 
และ 9 พบวาเช้ือ H. pylori สายพันธุมาตรฐานทั้งหมด 4 สายพันธุมีเพียง 1 สายพันธุที่ไมมียีน cagA คือ  
ATCC 51932 (รูปที่ 6 แถวที่ 4) สายพันธุที่แยกไดจากคนไข 20 สายพันธุมีเพียง 1 สายพันธุที่ไมมียีน cagA 
คือ  292 (รูปที่ 7 แถวที่ 8)  สวนสายพันธุที่ไดจากกรมวิทยาศาสตรการแพทย 2 สายพันธุ DMST20165 (รปูที่ 
6 แถวที่ 6)  และ DMST20885 (รูปที่ 6 แถวที่ 7)  ทั้งคูไมมียีน cagA  

 
 

 
 
 
 
 

รูปที ่8 แสดงผลผลิต PCR ยีน cagA ของเช้ือ H. pylori บนวุนอะกาโรส 2 % แถวที ่1 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 
100 คูเบส, แถวที่ 2-5 H. pylori ATCC 43504, ATCC 43526, ATCC 51932, ATCC 51110 แถวที6่-7 H. 
pylori DMST 20165 และ DMST 20885,แถวที ่8 Negative control  
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รูปที ่9 ผลผลิต PCR ยีน cagA ของเช้ือ H. pylori สายพันธุที่แยกไดจากคนไขทั้งหมด 20 สายพันธุบนวุนอะกา
โรส 2 %; แถวที ่1 และ 23 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คูเบส, แถวที่ 2-21 เช้ือ H. pylori สายพันธุ FM2, C7, 
C37, C42, C53, C54, 292, 742, 749, 818, 820, 849, 851, 861, 867, 912, 920, 928, 949 และ 955, แถวที ่
22 Negative control  

 
ทําการเลือกเช้ือ H. pylori  ที่มียีน cagA คือสายพันธุ ATCC 43504, ATCC 43526 และ 820  และทีไ่มมียีน 
cagA คือ สายพันธุ ATCC 51932 และ DMST 20165 มาทดสอบความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 โดย
ในการทดสอบครั้งแรกจะใชเวลาบมที่ 6 ช่ัวโมง และความเขมขนของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําที ่64 
µg/ml เน่ืองจากผลยับยั้งการเจริญของเช้ือที่เวลา 6 ช่ัวโมงมีคาสูงกวาที ่ 3 ช่ัวโมง ในขณะที่เวลา 12 และ 24 
ช่ัวโมง มีผลยับยั้งการเจริญของเช้ือมากเกินไปจนทําใหปริมาณเช้ือตั้งตนนอยกวาปริมาณเช้ือตั้งตนที่เหมาะสม
ตอการบุกรุกเซลลมาก และใชความเขมขนของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําที ่64 µg/ml เน่ืองจากเปน
ความเขมขนที่สามารถลดการบุกรุกเซลลไดสูง และไมมีผลยับยั้งการเจริญของเช้ือมากเกินไป เม่ือเทียบกับ
ความเขมขนที ่128 µg/ml ผล พบวาการบมเช้ือกับสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา 64 µg/ml เปนเวลา 6 
ชม ไมพบการเจริญของเช้ือ H. pylori ทําใหสภาวะดังกลาวไมเหมาะสมในการศึกษาและเปรียบเทียบการบุกรุก
เซลล HEp-2 ของเช้ือ H. pylori จึงไดลดเวลาการทดลองลงเหลือเพียง 3 ช่ัวโมง ผลเปนดังรูปที่ 10 พบวาเช้ือที่
มียีน cag A บุกรุกเขาสูเซลลไดดีกวาเช้ือที่ไมมียีน cag A แตอยางไรก็ตามสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชาย
ดํามีผลยับยั้งการบุกรุกเขาสูเซลลไดทั้งสองกลุมไมแตกตางกัน (P>0.05) โดยอัตราสวนของเช้ือที่บุกรุกเขาสู
เซลลมีปริมาณ 24.41, 12.78, 15.27, 7.75, 15.79 สําหรับเช้ือ H. pylori ATCC51932, DMST20165, ATCC 
43504, ATCC 43526 และ สายพันธุ820ที่แยกไดจากคนไข  ตามลําดับ เม่ือเทียบกับหลุมควบคุมที่ไมมีสาร
สกัด 
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รูปที่ 10 การทดสอบการบุกรุกเขาสูเซลล HEp-2 ของเช้ือ H. pylori สายพันธุตางๆในสภาวะที่มีและไมสารสกัด
เอทิลอะซิเตดจากกระชายดําที่ความเขมขน 64 µg/ml ที่เวลาบม 3 ชม ผลแสดงเปนอัตราสวนของเช้ือที่บุกรุก
เขาสูเซลลเทียบกับหลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัด อัตราสวนของเช้ือที่บุกรุกเขาสูเซลลคํานวณจากปริมาณเช้ือที่
เขาสูเซลลหารดวยปริมาณเช้ือตั้งตน 
 
8. การทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอความสามารถในการเกาะติดเซลล
HEp-2 ของเชื้อ H. pylori สายพันธุที่มีและไมมียีน cagA 

เพ่ือเปรียบเทียบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอความสามารถในการเกาะติดเซลลHEp-2 
ของเช้ือ H. pylori สายพันธุที่มีและไมมียีนcagA โดยจะบมสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํากับเช้ือ H. 
pylori  2 กลุม คือ กลุมที่มียีน cagA คือสายพันธุ ATCC 43504, ATCC 43526 และ 820  และกลุมที่ไมมียีน 
cagA คือ สายพันธุ ATCC 51932 และ DMST 20165 กับ เซลล HEp-2 ซ่ึงจะใชเวลาในการบมที ่ 3 ช่ัวโมง 
และความเขมขนของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา เทากับ 64 µg/ml ผลดังตารางที ่ 5 พบวาในกลุม
ควบคุมที่ไมมีสารสกัดกระชายดํา มีคา % adhesion ของเช้ือ H. pylori สายพันธุ  ATCC 51932, DMST 
20165, ATCC 43504, ATCC 43526 และ 820 เทากับ 1.66±0.55, 1.56±0.32, 1.70±0.09, 1.84±0.74 และ 
2.07±0.08 ตามลําดับ สวนคา % adhesion ของสภาวะที่มีสารสกัดของเช้ือ H. pylori  สายพันธุ  ATCC 
51932, DMST 20165, ATCC 43504, ATCC 43526 และ 820 เทากับ 1.48±0.54, 1.33±0.25, 0.25±0.10, 
0.64±0.17 และ 0.57±0.09 ตามลําดับ เม่ือนําคา % adhesion ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอเช้ือ 
H. pylori กลุมที่มีและไมมียีน cagA มาเปรียบเทียบความแตกตางทางสถิติดวย one-way anova พบวา คา % 
internalization แบงเปน 2 กลุม คือ กลุมที่มีคาเหมือนกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิต(ิP > 0.05) 3 สายพันธุ คือ 
ATCC 51932, ATCC 43504 และ ATCC 43526 และกลุมที่มีคาตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิต(ิP < 0.05) 2 
สายพันธุ คือ DMST 20165 และ 820  
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ตารางที ่5 % adhesion ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอการเกาะติดเซลลHEp-2 ของเช้ือ H. pylori 
สายพันธุตางๆกันที่เวลาบม 3 ช่ัวโมง และความเขมขน 64 µg/ml 

 
กลุมควบคุม กลุมทดลอง สายพันธุของ

เช้ือ H. pylori 
ปริมาณเช้ือ H. 

pylori  
ตั้งตน* 

(CFU/ml) 

 
(เช้ือ+ สมุนไพร) 
ปริมาณเช้ือที่นับ
ได* (CFU/ml) 

(เช้ือ + เซลล) 
% adhesion* 

(เช้ือ + เซลล 
+ สมุนไพร) 

% adhesion* 

คา P-
value 

 

ATCC 51932 1.09±0.71× 108 1.73±0.05× 107 1.84±0.74 0.64±0.17 0.157 

DMST 20165 6.75±0.35× 107 1.24±0.01× 107 2.07±0.08 0.57±0.09 0.003 

ATCC 43504 8.65±3.46× 107 1.59±0.08× 107 1.66±0.55 
 

1.48±0.54 0.772 

ATCC 43526 1.16±0.09× 108 1.82±0.04× 107 1.56±0.32 1.33±0.25 0.513 

820 1.49±0.04× 107 2.52±0.17× 106 1.70±0.09 0.25±0.10 

 
0.002 

 
9. การวัดระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการเกาะติด และบุกรุกเซลลของเชื้อ H. pylori 
ดวยวิธี RT PCR  

เน่ืองจากกลไกการเกาะติดและบุกรุกเซลลของเช้ือ H. pylori จะเก่ียวของกับโปรตีนหลายชนิด ไดแก alpA, 
alpB, babA, oipA, hopZ, hsp60และ hsp70 ดังน้ันการที่สารสกัดเอทลิอะซิเตดจากกระชายดําสามารถยับยั้ง
ความสามารถของเช้ือ H. pylori ในการเกาะติดและบุกรุกเซลล HEp-2 น้ันมีกลไกอยางไร เก่ียวของกับยีนที่มี
บทบาทสําคัญในการเกาะติดและบุกรุกเซลลหรือไม โดยจะทําการศึกษาผลของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจาก
กระชายดําตอการแสดงออกของยีนที่สําคัญทีเ่ก่ียวของกับการเกาะติด และบุกรุกเซลลของเช้ือ H. pylori คือ ยีน 
alpA และยีน babA ดวยวิธี RT PCR และทําการเปรียบเทียบสัดสวนการแสดงออกของยีน (Relative ratio) 
เทียบกับยีน 16s ribosomal RNA เลือกสภาวะการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอ
ความสามารถในการบุกรุกเซลลHEp-2 ของเช้ือ H. pylori สายพันธุที่มีและไมมียีน cagA ที่มีการบมเช้ือ และ
เซลลHEp-2 กับเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา นาน 3 ช่ัวโมง ที่ความเขมขน 64 µg/ml โดยศึกษาผลของเช้ือ H. 
pylori สายพันธุมาตรฐาน 3 สายพันธุ คือ ATCC 43504, ATCC 43526 และ ATCC 51932 ผลดังรูปที่ 11 
แสดงใหเห็นผลผลิตของยีน16s ribosomal (รูปที่ 11a แถวที่ 2-7) ขนาดเทากับ 204 คูเบส และผลผลิตของยีน
alpA (รูปที่ 11b แถวที่ 9-14) ขนาดเทากับ 168 คูเบส, และรูปที ่12 แสดงใหเห็นผลผลิตของยีน16s ribosomal 
(รูปที่ 12a แถวที่ 2-7) ขนาดเทากับ 204 คูเบส และผลผลิตของยีน babA (รูปที่ 12b แถวที่ 9-14) ขนาดเทากับ 
158 คูเบส เม่ือนําภาพที่ถายไดมาทําการวิเคราะหความเขมของแถบผลผลิต PCR ดวยโปรแกรม 
AlphaImager 2200 จะไดผลดังตารางที ่ 6 พบวาอัตราสวนความเขมของยีน alpA/16s ribosomal ของกลุม
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ควบคุมที่ไมมีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําของเช้ือ H. pylori สายพันธุ  ATCC 43504, ATCC 43526 
และ ATCC 51932 เทากับ 0.62±0.07, 0.63±0.08 และ 0.55±0.23 ตามลําดับ สวนในกลุมทดลองที่มีการบม
เช้ือ และเซลล กับสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา เทากับ 0.56±0.03, 0.60±0.08 และ 0.62±0.05 
ตามลําดับ จากการเปรียบเทียบความแตกตางทางสถิต ิพบวาการแสดงออกของยีน alpA ในกลุมควบคุมที่ไมมี
สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําและกลุมทดลองที่มีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําเหมือนกัน (P > 
0.05) แสดงวาสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําไมมีผลตอการแสดงออกของยีน alpA ของเช้ือ H. pylori 
เม่ือพิจารณาในยีน babA พบวาอัตราสวนความเขมของยีน babA/16s ribosomal ของกลุมควบคุมที่ไมมีสาร
สกัดของเช้ือ H. pylori สายพันธุ  ATCC 43504, ATCC 43526 และ ATCC 51932 เทากับ 0.66±0.06, 
0.77±0.08 และ 0.74±0.05 ตามลําดับ สวนในกลุมทดลองที่มีการบมเช้ือ และเซลล กับสารสกัดเอทิลอะซิเตด
จากกระชายดํา เทากับ 0.60±0.08, 0.68±0.07 และ 0.68±0.06 ตามลําดับ จากการเปรียบเทียบความแตกตาง
ทางสถิต ิพบวาการแสดงออกของยีน babA ในกลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําและกลุม
ทดลองที่มีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําเหมือนกัน(P>0.05) แสดงวาสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชาย
ดําไมมีผลตอการแสดงออกของยีน babA ของเช้ือ H. pylori จึงสรุปไดวา สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา
ไมมีผลตอการแสดงออกของยีน alaA และยีน babA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที ่11 a และ b แสดงผลผลิต RT-PCR ยีน 16s ribosomal และยีน alpA  ของเช้ือ H. pylori บน2 % วุนอะกา
โรส; แถวที ่1 และ 16 แสดงดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คูเบส, แถวที่ 2-7 ยีน 16s ribosomal ของเช้ือ H. pylori 
สายพันธุ ATCC 43504, ATCC 43526 กลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา และกลุม
ทดลองที่มีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตามลําดับ, แถวที่ 8 Negative control 16s ribosomal : แถวที่ 
9-14 ยีน alpA  ของเช้ือ H. pylori สายพันธุ ATCC 43504, ATCC 43526 กลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัดเอทิลอะซิ
เตดจากกระชายดํา และกลุมทดลองที่มีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตามลําดับ ตามลําดับ, แถวที่ 15  
Negative control ยีน alpA  
 
 
 

200 bp
100 bp

1      2       3     4     5      6      7      8     9     10  11    12    13   14     15    16

กลุมควบคุม

เชื้อ+เซลล

กลุมทดลอง

เชื้อ+เซลล+สมุนไพร

กลุมควบคุม

เชื้อ+เซลล

กลุมทดลอง

เชื้อ+เซลล+สมุนไพร

200 bp
100 bp

1      2       3     4     5      6      7      8     9     10  11    12    13   14     15    16

200 bp
100 bp

1      2       3     4     5      6      7      8     9     10  11    12    13   14     15    16

กลุมควบคุม

เชื้อ+เซลล

กลุมทดลอง

เชื้อ+เซลล+สมุนไพร

กลุมควบคุม

เชื้อ+เซลล

กลุมทดลอง

เชื้อ+เซลล+สมุนไพร

a) 

200 bp
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1      2       3     4     5      6      7      8     9     10  11    12    13   14     15    16

กลุมควบคุม

เชื้อ+เซลล

กลุมทดลอง

เชื้อ+เซลล+สมุนไพร

กลุมควบคุม

เชื้อ+เซลล

กลุมทดลอง

เชื้อ+เซลล+สมุนไพร
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กลุมควบคุม

เชื้อ+เซลล

กลุมทดลอง

เชื้อ+เซลล+สมุนไพร

กลุมควบคุม

เชื้อ+เซลล

กลุมทดลอง

เชื้อ+เซลล+สมุนไพร

b) 
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รูปที ่12 a และ b แสดงผลผลิต RT-PCR ยีน 16s ribosomal และยีน babA  ของเช้ือ H. pylori บน2 % วุนอะ
กาโรส; แถวที ่1 และ 16 แสดงดเีอ็นเอมาตรฐาน 100 คูเบส, แถวที่ 2-7 ยีน 16s ribosomal ของเช้ือ H. pylori 
สายพันธุ ATCC 43504, ATCC 43526 กลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา และกลุม
ทดลองที่มีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตามลําดับ, แถวที่ 8 Negative control ยีน 16s ribosomal, 
แถวที่ 9-14 ยีน babA  ของเช้ือ H. pylori สายพันธุ ATCC 43504, ATCC 43526 กลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัด
เอทิลอะซิเตดจากกระชายดํา และกลุมทดลองที่มีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตามลําดับ, แถวที่ 15  
Negative control ยีน babA  

 
ตารางที ่6 แสดงอัตราสวนความเขมของยีน alaAตอยีน 16s rRNA ของการวัดระดับการแสดงออกของยีนดวย
วิธี RT PCR  
 

 
 

กลุมควบคุม 
เช้ือ H. pylori + เซลล HEp-2 

กลุมทดลอง 
เช้ือ H. pylori + เซลล HEp-2 
+สารสกัดเอทิลอะซิเตด สายพันธุของเช้ือ 

H. pylori 
ratio of IDV* (alpA/16s) 

ratio of IDV* (alpA/16s) 
คา P-value 

ATCC 43504 0.62±0.07 0.62±0.05 
ATCC 43526 0.63±0.08 0.60±0.08 
ATCC 51932 0.55±0.23 0.56±0.03 

0.216 
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เช้ือ+เซลล+สมุนไพร
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เช้ือ+เซลล+สมุนไพร

กลุมควบคุม

เช้ือ+เซลล

กลุมทดลอง

เช้ือ+เซลล+สมุนไพร

a) 
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เช้ือ+เซลล+สมุนไพร
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เช้ือ+เซลล

กลุมทดลอง

เช้ือ+เซลล+สมุนไพร

b) 
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ตารางที ่7 แสดงอัตราสวนความเขมของยีน babA ตอยีน 16s rRNA ของการวัดระดับการแสดงออกของยีน
ดวยวิธี RT PCR  
 

กลุมควบคุม 
เช้ือ H. pylori + เซลล HEp-2 

กลุมทดลอง 
เช้ือ H. pylori + เซลล HEp-2 
+สารสกัดเอทิลอะซิเตด สายพันธุของเช้ือ 

H. pylori 
ratio of IDV* (babA/16s) 

ratio of IDV* (babA/16s) 
คา P-value 

ATCC 43504 0.74±0.05 0.68±0.06 
ATCC 43526 0.77±0.08 0.68±0.07 
ATCC 51932 0.66±0.06 0.60±0.08 

0.131 
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สรุปและอภิปรายผล 
 การเกาะติดและการบุกรุกเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหารของเช้ือ H. pylori มีบทบาทที่สําคัญตอ
การเกิดพยาธิสภาพ เช้ือ H. pylori สามารถอาศัยอยูในเซลลทําใหเช้ือสามารถคงอยูในกระเพาะอาหาร
ไดเปนเวลานาน ทําใหการติดเช้ือเรือ้รัง และ ยังทําใหเช้ือสามารถหลบหลีกจากยาปฏิชีวนะและระบบ
ภูมิคุมกันของรางกาย ใหการรักษาไมประสบผลสําเร็จ(13)  เช้ือที่อยูภายในเซลลยังสามารถกลับ
ออกมาเจริญภายนอกเซลลได(14) ประจวบกับในปจจุบันเช้ือมีการดื้อยาเพ่ิมมากขึ้น ทําใหการรักษา
ดวยยาปฏิชีวนะมีประสิทธิภาพลดลง(15) จากการศึกษาพบวาเช้ือ H. pylori ที่อยูภายในเซลลดื้อตอ
ยาปฏิชีวนะที่ออกฤทธิ์นอกเซลล เชน  amoxicillin และ gentamicin(16) แตถึงแมวายาปฏิชีวนะที่ออก
ฤทธิ์ภายในเซลล เชน Clarithromycin จะมีประสิทธิภาพในการรักษาแตพบวาอัตราการดื้อยาน้ีสูงขึ้น
เรื่อยๆ ดังน้ัน triple therapyที่ใชยา clarithromycin ในปจจุบันจึงไมจัดเปนยาหลักอีกตอไป(17) ดังน้ัน
การตานการเกาะและบุกรุกเซลลของเช้ือนาจะเปนแนวทางใหมในการปองกันและรักษาการติดเช้ือน้ี
ได และการใชสารสกัดจากพืชยังเปนอีกทางเลือกหน่ึงแทนการใชยาปฏิชีวนะ เน่ืองจากเปนแหลงของ
สารออกฤทธิท์างชีวภาพที่สําคัญหลายชนิด สารที่พบในพืชไดแก phenols, quinines, flavones, 
tannins, terpenoids, and alkaloids(18). ในการศึกษาครั้งน้ีพบวาสมุนไพรที่มีคา MIC ดีที่สุด 2 
อันดับแรก คือ ขม้ินชัน และกระชายดํา ซ่ึงมีคาMIC เทากับ 32  และ64 µg/ml ตามลําดับ แตจาก
การศึกษาของ Bhamarapravati และคณะ(9) พบวาคาMIC ของกระชายดํามีคาเทากับ 25 µg/ml และ
ในการศึกษาของ Goel และคณะ(19) พบวาคา MIC ของกลวยอยูในชวงระหวาง 0.32-1000 µg/ml ใน
การศึกษาของ Mahady และคณะ(20) พบวาคา MIC ของขม้ินชันอยูในชวงระหวาง 6.25-50 µg/ml 
ในการศึกษาของ Sivam และคณะ(21) พบวาคา MIC กระเทียม มีคาเทากับ 40 µg/ml จะเห็นวา
การศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดสมุนไพรตอการยับยั้งการเจริญของเช้ือ H. pylori จากแตละงานวิจัยมีคา 
MIC ทั้งที่ใกลเคียงและแตกตางกันบาง เน่ืองจากหลายปจจัยดวยกัน เชน สถานที่ปลูกสมุนไพร, วิธีใน
การเตรียมสารสกัด,ตัวทําละลายที่ใชในการเตรียมสารสกัด และ วิธีเก็บรักษาสารสกัดจากสมุนไพร มี
การศึกษาถึงฤทธิข์องสมุนไพรในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ H. pylori เปนจํานวนมากในหลายๆ
ประเทศ เปนตนวา การศึกษาพืชที่ใชในการปรุงอาหารของประเทศอังกฤษ พบวา columbo weed, 
ดีปลี, ผักชีฝรั่ง, tarragon, ลูกจัทนเทศ, yellow-berried nightshade, threadstem carpetweed, sage 
และ อบเชย สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ H. pylori ได(22) การศึกษาเครื่องเทศและพืชทีใ่ชเปน
อาหารของคนไทย พบวา ดอกจันทนเทศ, ใบตนจิก, เปราะหอม และ กานพลู สามารถยับยั้งการเจริญ
ของเช้ือ H. pylori MICอยูในชวง 12.5-100 µg/ml(9) การศึกษาความสามารถในการยับยั้งการเจริญ
ของเช้ือแบคทีเรียของสมุนไพรสมอไทยพบวาสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ H. pylori ไดที่ความ
เขมขน 1-2.5 mg/ml(23) การศึกษาความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ H. pylori ของ
กระเทียมพบวาสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ H. pylori ไดที่ความเขมขน 8-32 µg/ml(24) สวน
นํ้ามันหอมระเหยจากกระเทียมสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ H. pylori ไดที่ความเขมขน 250-500 
µg/ml, การศึกษาความสามารถในการยับยั้งการเจริญของของเช้ือ H. pylori ในสายพันธุที่มียีน cagA 
ของขิงพบวาสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ H. pylori ไดที่ความเขมขน 6.25-50 µg/ml(25) 

จากการศึกษาที่ผานมาพบวาการดื้อยาของเช้ือ H. pylori มีความสัมพันธกับปริมาณที่บุกรุก
เขาสูเซลล เน่ืองจากเช้ือสามารถหลบหลีกจากยาได(26) ในการทดสอบฤทธิ์ของสมุนไพร 4 ชนิด คือ 
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ขม้ินชัน, กระชายดํา, กระเทียม และ กลวยตอความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเช้ือ H. 
pylori พบวาสมุนไพรทั้ง 4 ชนิดมีความสามารถในการลดการบุกรุกเซลล HEp-2 ไมแตกตางกัน แต
เน่ืองจากกระเทียมและกลวยไมมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ ดังน้ันเม่ือพิจารณาที่ความเขมขน
ที่ใช พบวา ขม้ินชัน และกระชายดํา ใชความเขมขนที่ต่ํากวา กระเทียม และ กลวย มาก ซ่ึงความ
เขมขนของสมุนไพรที่สูงมากอาจมีความเปนพิษกับเซลลได นอกจากน้ันปริมาณตัวทําละลาย DMSO 
ที่อยูในสารสกัดจะมากตามไปดวย ซ่ึงจะมีผลกระทบกับเซลล เน่ืองจากหาก %DMSO > 1% จะทําให
เซลลเปนพิษ ความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเช้ือ H. pylori แปรผันตรงกับระยะเวลาใน
การบม ทีร่ะยะเวลาบมที่นานขึ้นจะทําใหเช้ือ H. pylori  สามารถบุกรุกเซลล HEp-2 ไดมากขึ้น แต
อยางไรก็ตาม กระชายดํา กระเทียม และกลวย สามารถลดการบุกรุกเซลล HEp-2 ไดทั้งที่เวลา 3, 6, 
12 และ 24 ช่ัวโมง ขณะที่ขม้ินชันกลับมีฤทธิ์ในการกระตุนการบุกรุกเซลล HEp-2 เม่ือใชเวลาบมนาน
ขึ้น  จากการศึกษาที่ผานมาพบวาสารออกฤทธิ์ในขม้ินชันช่ือวา Curcumin สามารถปองกันการเกิด
มะเร็งของกระเพาะอาหารและลําไสของหนูได(27) และยงัพบวามีฤทธิ์ในการปองกันการกระตุน 
NFκB และ กระตุนการตอบสนองของเซลลเยื่อบุที่มีการติดเช้ือได(28) อยางไรก็ตามในการนํา
ขม้ินชันไปใชประโยชนในดานตางๆ ไมวาจะเปนทางเภสัชวิทยา ตานการอักเสบ ตานการกลายพันธุ 
หรือใชในการฆาเช้ือจุลชีพตางๆ จําเปนตองคํานึงถึงฤทธิ์ของขม้ินชันในการกระตุนการบุกรุกเซลล
ของเช้ือดวย สวนการบริโภคกระเทียมพบวาสามารถลดความเสี่ยงในการเกิดมะเร็งกระเพาะอาหาร
และลําไสได(21, 29) กลวยถึงแมวาไมมีฤทธิ์ในการฆาเช้ือแตพบวามีฤทธิ์ในการปองกันมะเร็ง
กระเพาะอาหารและสมานแผล มีฤทธิต์านสารอนุมูลอิสระ(19, 30) กระชายดําพบวาสามารถตานการ
เกิดการอักเสบในกระเพาะอาหารได(10) มีการศึกษาในการใชกระชายดําในการชวยรักษาโรคมะเร็ง
ของเซลลมะเร็งชนิดที่มีโปรตีนที่ดื้อตอยา (multi drug resistance associated-proteins ,MRP)(31)  
และจากการศึกษาในสัตวทดลองพบวาการรับประทานกระชายดําติดตอกันเปนระยะเวลานานไมพบ
การเกิดความเปนพิษจากกระชายดํา(12)  

ดังน้ันเม่ือเปรียบเทียบสมุนไพรทั้ง 4 ชนิด กระชายดําจึงเปนสมุนไพรที่นาสนใจที่สุด 
เน่ืองจากมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเช้ือ H. pylori และลดความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 ไดดี
ที่สุด กระชายดํามีช่ือวิทยาศาสตรวา Kaempferia parviflora เปนสมุนไพรไทยที่ใชรักษาโรคกระเพาะ
อาหารและความผิดปกติในลําไส(32) จากการนํากระชายดํามาสกัดแยกดวยตัวทําละลายชนิดตางๆ 
คือ นํ้า ไดเปนนํ้ามันหอมระเหย เฮกเซน เอทิลอะซีเตด และ เมทานอล ซ่ึงจะทําใหไดสารสกัดชนิด
ตางๆตามคุณสมบัติการมีขั้วที่แตกตางกัน พบวาสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํามีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งการเจริญของเช้ือไดดีที่สุด มีคา MIC เทากับ 32 µg/ml, รองลงมา คือ สารสกัดเฮกเซนจาก
กระชายดํา และสารสกัดเมทานอลจากกระชายดํา มีคา MIC เทากับ 64 µg/ml ขณะที่นํ้ามันหอม
ระเหยจากกระชายดํา ไมมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ จากการศึกษาผลการยับยั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียชนิดอื่นของสารสกัดกระชายดําในตัวทําละลายหลายๆชนิด ไดแก การศึกษานํ้ามันหอม
ระเหยจากกระชายดํา(11) ในการยับยั้งการเจริญของจุลชีพ 7 ชนิดคือ E. coli, S. aureus, P. 
aeruginosa, B. subtilis, S. faecalis, C. albicans และ M. gypseum พบวานํ้ามันหอมระเหยจาก
กระชายดําสามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli, S. aureus, P. aeruginosa และ B. subtilis ได 
การศึกษาสารสกัดเอทานอลจากกระชายดําในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ H. pylori(9) พบวามีคาMIC 
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เทากับ 25 µg/ml ยังไมมีการศึกษาการยับยั้งการเจริญของเช้ือ H. pylori ในสารสกัดกระชายดําจาก
เอทิลอะซิเตด และ เฮกเซน มากอน 

ในการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดกระชายดําตอความสามารถในบุกรุกเซลล HEp-2 ของเช้ือ 
H. pylori พบวานํ้ามันหอมระเหยจากกระชายดํามีผลกระทบตอเซลล HEp-2 โดยจะทําใหเซลลเสีย
คุณสมบัติไป มีรูปรางลักษณะผิดปกติเซลลจะเปล่ียนรูปรางจากเซลลที่มีลักษณะแผเกาะติดกับจาน
เพาะเล้ียงเซลล กลายเปนเซลลที่มีลักษณะกลม นอกจากน้ันยังเสียคุณสมบัติในการเกาะกับพ้ืนผิว ทํา
ใหไมสามารถทดสอบความสามารถในการบุกรุกเซลล HEp-2 เช้ือ H. pylori ตอไปได สารสกัดเอทิลอะ
ซิเตดจากกระชายดํามีฤทธิ์ยับยั้งการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเช้ือ H. pylori ไดดีที่สุด และยังพบวา
ปริมาณการบุกรุกเซลล HEp-2 ของเช้ือ H. pylori แปรผันตามเวลาในการบมเช้ือกับเซลล ยิ่งเวลานาน
มากขึ้นเช้ือ H. pylori เขาสูเซลลไดมากขึ้นดวย ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Bjorkholm และคณะ
(13) พบวาเม่ือเวลาผานไป 3 ช่ัวโมงเช้ือ H. pylori  สามารถบุกรุกเซลล HEp-2 ไดประมาณ 0.5% 
ของเช้ือทั้งหมดที่ใช และเม่ือเวลาผานไป 6 ช่ัวโมงเช้ือ H. pylori  สามารถบุกรุกเซลล HEp-2 ได
ประมาณ 1-2%  การบุกรุกเซลล HEp-2 ของเช้ือ H. pylori ยังขึ้นกับความเขมขนของสารสกัดโดย
พบวาความเขมขนของสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําสูงขึ้นจะมีผลในการลดความสามารถใน
การบุกรุกเซลลHEp-2 ของเช้ือไดมากขึ้น  ผลการศึกษาน้ีสอดคลองกับการศึกษากอนหนาซ่ึงพบวา
ปริมาณการบุกรุกเซลลของเช้ือ H. pylori ขึ้นกับปริมาณเช้ือตั้งตนและระยะเวลาที่เช้ือสัมผัสกับเซลล
(33) นอกจากน้ันยังพบวาสารสกัดมีผลในการยับยั้งการเกาะติดและบุกรุกเซลลของเช้ือ H. pylori ได
ทั้งสายพันธุที่มียีนและไมมียีน cagA ไมแตกตางกัน และ จากการทดสอบเบ้ืองตนพบวาสารสกัด
เอทิลอะซิเตดจากกระชายดํามีสารกลุม flavoniod เปนสวนประกอบหลัก สาร flavonoid ประกอบดวย
สารตางๆคือ 5-hydroxy-3,7-dimethoxyflavone, 5-hydroxy-7-methoxyflavone, 5-3,7,4’-
trimethoxyflavone, 5-hydroxy-7,4’-dimethoxyflavone, 5-hydroxy-3,7,3’4’-tetramethoxyflavone, 
3,5,7-trimethoxyflavone, 3,5,7,4’-tetramethoxyflavone, 5,7,4’-trimethoxyflavone and 5,7,3’4’-
tetramethoxyflavone (32) จากการศึกษาที่ผานมาพบวากระชายดํามีฤทธิ์ตานเช้ือแบคทีเรียและเช้ือ 
พลาสโมเดียม(32) ตานภูมิแพ(34) ตานการเกิดกระเพาะอาหารอักเสบ(10) และ ตานเอมไซมโปรตี
เอสของไวรัส(35) การทดสอบในหนู โดยใหกระชายดําในปริมาณ 30, 60 and 120 mg/kg สามารถ
ยับยั้งการเกิดมะเร็งกระเพาะอาหารได(10) มีการศึกษาฤทธิ์ของสมุนไพรบางชนิดในการตานการ
เกาะติดของเช้ือตอเซลล เปนตนวา นํ้าcranberry ยับยั้งการเกาะติดของเช้ือ H. pylori ตอเซลล
กระเพาะอาหาร AGS ไดที่ความเขมขน 0.2 mg/ml(8) สาร acidic polysaccharide จากชาเขียวตาน
การเกาะของเช้ือกอโรคบางชนิด เชน H. pylori propionibacterium acnes และ Staphylococcus 
aureus(36) สารสกัดจากราก Pelargonium sidoides (EPs 7630) ยับยั้งการเกาะของเช้ือ H. pylori 
กับเซลลเยื่อบุกระเพาะอาหารได(37)  

การวัดระดับการแสดงออกของยีนสําคัญที่เก่ียวของกับการเกาะติดและบุกรุกเซลลของเช้ือ H. 
pylori ดวยวิธี RT PCR คือ ยีนalpA และยีนbabA โดยมียีน 16s ribosomal RNA เปนinternal 
control ยีนalpA และbabA เปนยีนที่มีบทบาทเปน outer membrane protein ของเช้ือ H. pylori มี
การศึกษาวิจัยยีนทั้ง 2 ในดานเกาะติด และการบุกรุกเซลลของเช้ือ H. pylori เชน การศึกษาผลของยีน 
alpA ในสัตวทดลอง(38) พบวาเช้ือ H. pylori ที่ขาดยีนดังกลาวจะทําใหเช้ือสูญเสียความสามารถใน



 
 
 

 
23 

การเกาะติด และบุกรุกเซลลกระเพาะอาหาร, ในการศึกษาหนาที่ของยีน alpA ในเช้ือสายพันธุโลกฝง
ตะวันตก และสายพันธุโลกฝงตะวันออก(39) พบวายีน alpA มีหนาที่สําคัญในการเกาะติดเซลล
กระเพาะอาหารในเช้ือ H. pylori สายพันธุโลกฝงตะวันตก แตในเช้ือ H. pylori สายพันธุโลกฝง
ตะวันออก พบวาเม่ือดัดแปลงเช้ือใหไมมียีน alpA การเกาะติดของเช้ือสายพันธุโลกฝงตะวันออกน้ีไมมี
การลดลง สําหรับในการศึกษายีน babA หลายๆการศึกษา(40) พบวายีน babA มีหนาที่สําคัญในการ
เกาะติดเซลลกระเพาะอาหาร โดยจับกับ Lewis b antigen ของโฮสตเซลล นอกจากน้ียังพบวาเช้ือ H. 
pylori ที่มียีนน้ีจะมีความสามารถในการบุกรุกเซลลกระเพาะอาหารที่สูง แตในการศึกษาน้ีพบวาการ
แสดงออกของยีน alpA และ babA ในกลุมควบคุมที่ไมมีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําและกลุม
ทดลองที่มีสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําไมแตกตางกัน ดังน้ันคาดวากลไกการออกฤทธิ์ของ
สารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดําตอการยับยั้งการบุกรุกเซลลไมเก่ียวของกับยีน alpA และ babA 
แตอาจเก่ียงของกับยีนอื่น ซ่ึงตองทําการศึกษาเพ่ิมเติมตอไป 
 
ขอเสนอแนะ 

สมุนไพรกระชายดําสามารถออกฤทธิ์ตอการเกาะติด และบุกรุกเซลลHEp-2 ของเช้ือ H. 
pylori ได โดยสารที่ออกฤทธิ์น้ันอยูในสวนของตัวทําละลายเอทิลอะซิเตด ดังน้ันในการศึกษาตอไป 
ควรนําสารสกัดเอทิลอะซิเตดจากกระชายดํามาทําการศึกษาวาประกอบดวยสารตางๆไดแกอะไรบาง 
ทําการแยกสารเหลาน้ันออกมาใหเปนสารที่จําเพาะแตละชนิด โดยวิธีตางๆ เชน ดวยวิธ ี high 
performance liquid chromatography; HPLC หรือ gas chromatography; GC  เปนตน แลวนําสารที่
ไดแตละชนิดมาทําการทดสอบฤทธิ์ตอการบุกรุก และเกาะติดเซลลHEp-2 ของเช้ือ H. pylori อีกครั้ง 
จะทําใหทราบวาสารใดเปนสารทีก่อใหเกิดการลดลงของการบุกรุก และเกาะติดเซลล HEp-2 ของเช้ือ 
H. pylori ที่แทจริง จากน้ันนําสารที่มีฤทธิ์ที่ดีที่สุดที่ไดมาศึกษาโครงสราง และรูปรางของสาร เพ่ือให
งายตอการศึกษาตอไปวากลไกที่เกิดขึ้นระหวางสารสกัดที่ไดกับตัวเช้ือ H. pylori เปนอยางไร 
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Abstract 
Helicobacter pylori, an etiological agent of active chronic gastritis and peptic ulcer disease, is 
now considered to be as invasive enteropathogen. Anti-adhesion and anti-internalization are 
new strategies for prevention and treatment of bacterial infection including the alternative of 
medicinal plants. In this study, four parts of Kaempferia parviflora’s extracts composing of 
volatile oil, hexane, ethyl acetate and methanol were evaluated for their antibacterial and anti-
internalization activities of Helicobacter pylori against HEp-2 cells. All extracts except volatile 
oil showed significant antibacterial activity and had a minimum inhibitory concentration (MIC) 
ranging from 32-64 µg/ml. The most active extract of ethyl acetate exhibited significant anti-
internalization activity which corresponded to dose and time of treatment. Moreover, 
Kaempferia parviflora’s ethyl acetate extract could significantly inhibit the invasion of both H. 
pylori virulent strains (cagA+ ) and non-virulent strains (cagA-)  in HEp-2 cells. Thus, 
Kaempferia parviflora is one of the effective herbs for potential prevention and treatment of H. 
pylori infection. 
 
Keywords: Helicobacter pylori; Kaempferia parviflora; HEp-2 cells; Anti-internalization activity 

Introduction 
Helicobacter pylori is a causative agent in 
gastroduodenal diseases such as chronic 
gastritis, peptic ulceration, gastric 
adenocarcinoma and mucosa-associated 
lymphoid tissue lymphoma (MALT) (Graham, 
1997; Raus et al., 1987; Wotherspoon et al., 
1993). Its colonization most likely occurs 
during childhood and affects about half of the 
world’s population by majority of fecal-oral 
transmission (Blaser, 1999; Covacci et al., 
1999). The H. pylori infection is successfully 
treated by a combination of a proton pump 
inhibitor (PPI) and two antibiotics of 
clarithromycin, amoxicillin, or metronidazole.  
However, the incidence of antibiotic resistance 
has increased, causing the disease eradication 
failed. According to previous reports, H. pylori 
has been considered an intracellular 
microorganism which may be responsible for 
the chronic infection and the development of 
gastric cancer (Anderson and Holck, 1990; 
Evans et al., 1992; Wilkinson et al., 1998). The 
adherence and invasion of H. pylori in gastric 

epithelial cells triggers the process of immune 
response and virulence properties including 
secretion of pro-inflammatory cytokines, cell 
proliferation, and apoptosis (Day et al., 2004; 
Ledig et al., 2004; Karabay et al., 2006). 
Therefore, a non-antibiotic agent, capable of 
inhibiting the growth of H. pylori and the 
invasion to the target cells may be an effective 
way for preventing or treating the infections. 
Medicinal plants are useful alternative source 
of novel drugs containing various 
pharmacological activities such as 
antimicrobial activities, anti-inflammatory and 
anti-ulcerogenic effects. Kaempferia parviflora 
Wall. Ex Baker or Krachai Dam belonging to 
the Zingiberaceae family is one of the 
attractive plants for the reasons of its anti-
gastric ulcer activity (Rujjanawate et al., 2005). 
It has long been used in Thai traditional 
medicine for rectifying male impotence, body 
pains, relief symptoms of colic and 
gastrointestinal upset. The extract could reduce 

Manuscript in submission to Phytomedicine 



 
 
 

 
31 

 
 

  

the time in the first 10 minutes of rat courtship 
behavior with no toxicity (Sudwan et al., 
2006). Furthermore, the extracts and flavone 
derivatives from the rhizome of K. parviflora 
could suppress function of multidrug resistance 
associated-proteins (MRP), in addition to P-
glycoprotein, in cancer cells, (Patanasethanont 
et al., 2006; Patanasethanont et al., 2007).  
In this study the anti-Helicobacter pylori 
activity of extracts from K. parviflora were 
investigated. In addition, internalization ability 
of H. pylori against HEp-2 cells was compared 
between the presence and absence of extracts 
using gentamicin internalization assay. 
 

Materials and Methods 
 
Plant materials and extraction 

Kaempferia parviflora Wall. Ex Baker 
were bought from a Thai traditional drug store 
at Pak Klong market in Bangkok, Thailand. 
One kilogram of roughly ground air-dried plant 
material was extracted for 3 h by 
hydrodistillation method and volatile oil was 
collected. The residue was further extracted 
twice for 48 h with 200 ml of hexane at room 
temperature. The combined extracts were 
filtered and concentrated by evaporation at 
40°C until dryness. The residue was dissolved 
in 200 ml of ethyl acetate and extracted twice 
for 48 h at room temperature. The filtrate was 
evaporated to dryness as described. The 
remaining residue was finally extracted twice 
for 48 h at room temperature with 200 ml of 
methanol. After filtration, the extract was 
evaporated similarly to dryness. The yield 
obtained under each extraction type was 
0.129% for volatile oil, 0.046% for hexane, 
0.721% for ethyl acetate and 1.27% for 
methanol. Each extract was dissolved at 0.25 
g/ml with dimethyl sulfoxide (DMSO) except 
for hexane extract at 0.125 g/ml. These stock 
solutions were filtrated through 0.2 µm 
Millipore and stored at -20°C before use.  

 
Bacterial strains and culture condition 

Three reference strains of H. pylori 
(ATCC 43504 ATCC 43526 and ATCC 
51932) were purchased from the American 
Type Culture Collection (Rockville, MD).  
Nine clinical isolated were a kind gift from Dr.  

Ratha-korn Vilaichone, Division of 
Gastroenterology, Department of Medicine, 
Thammasat University Hospital  (C7, C53, 
742, 818, 820, 849, 867, 912 and 949)  and 2 
clinical isolates were purchased from 
Department of medicinal sciences, Ministry of 
Public Health, Thailand (DMST 20165 and 
DMST 20885). The bacteria were grown on 
brain heart infusion agar containing 5% sheep 
blood and were incubated at 37°C under 
microaerophilic conditions (N2, 85%; O2, 5 %; 
CO2, 10%) using gas generating kit (Oxoid, 
UK) for 3-5 days. 
 
Minimum inhibitory concentrations 
 Minimum inhibitory concentrations 
(MIC) were determined, in duplicate, by an 
agar dilution method following the National 
Committee for Clinical Laboratory Standards 
guidelines using Mueller-Hinton agar with 5% 
sheep blood. The concentrations of the extracts 
were ranging from 16-512 µg/ml using two-
fold serial dilutions. A 72-h bacterial colony of 
H. pylori strains were suspended in 0.85% 
NaCl to a turbidity of McFarland standard 2 
(107-108 CFU/ml). Subsequently, three 
microliters of each inoculum was spotted on 
each plate and incubated as described for 3 
days. The MIC was defined as the lowest 
concentration of each extract at which no 
visible growth was observed. 
 
Culture of HEp-2 cells 
 HEp-2 cells from a patent with human 
larynx carcinoma were obtained from the 
American Type Culture Collection (ATCC 
CCL 23) and were grown on tissue culture 
plasticware in Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium (DMEM; Life Technologies Inc., 
Rockville, Md) supplemented with 10% fetal 
bovine serum and 1% antibiotic-antimycotic 
solution (Gibco BRL Laboratories, Grand 
Island, N.Y.) at 37°C in 5% CO2 with 80% 
humidity. 
 
Gentamicin internalization assay  
 HEp-2 cells were washed two times 
with Hank’s balanced salt solution (HBSS) 
treated with trypsin, and counted. 
Approximately 1X106 cells were seeded on six 
wells tissue culture plates and incubated 
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overnight to obtain 80% confluency. Each well 
was washed twice with HBSS and added with 
DMEM containing no antibiotics. H. pylori 
was harvested, resuspended into HBSS (about 
108 CFU/ml). One hundred microliter of 
bacterial suspension was added to each well in 
the absence or presence of the extracts and 
incubated for 3 h. After incubation, the cells 
were gently washed two times with HBSS, and 
treated with HBSS containing 100 µg/ml 
gentamicin and incubated for one hour to kill 
extracellular bacteria. HEp-2 monolayers were 
then washed three times with HBSS and 
treated with distilled water for 10 minutes to 
release intracellular bacteria. Serial 10-fold 
dilutions of the lysed monolayer were placed 
on brain heart infusion agar supplemented with 
5% sheep blood, incubated as previously for 3-
5 days to determine the number of viable 
intracellular bacteria.  
 
Statistical analysis 
 All experiments were carried out 
independently in duplicate experiments. The 
inhibition of internalization by various K. 
parviflora’s extracts and various 
concentrations of K. parviflora ethyl acetate 
extract were evaluated by one way analysis of 
variance (ANOVA).  While, the effect of K. 
parviflora’s extracts on internalization 
activities of each H. pylori strains and the 
effect of treatment time were compared under 
treated and untreated condition using the 
student’s t test. Statistical significance was 
accepted at the P = 0.05 level. 
 
Results and discussion 
 H. pylori colonization of the human 
stomach leads to a chronic infection associated 
with duodenal and gastric ulcers (Logan., 
1994; Forman., 1996). In view of the rapid 
increase of bacterial resistance to antibiotic, 
medicinal plants are now more explored for 
their bioactivity. Here, we demonstrated the 
anti-Helicobacter pylori activity of Kaempferia 
parviflora, a Thai traditional herb for treatment 
of colic disorder and gastric ulcer (Yenjai et al., 
2004). Four parts of K. parviflora’s extracts, 
volatile oil, hexane, ethyl acetate and 
methanol, were screened in vitro for the anti-
Helicobacter pylori actions.  As summarized in 

Table 1, the strongest growth inhibitions 
against all thirteen test strains of H. pylori was 
ethyl acetate extract (MICs: 32 µg/ml). The 
MICs of the extracts from hexane and 
methanol were 64 µg/ml. While, volatile oil 
exhibited lowest inhibitory action (MICs: 
1,024 µg/ml). Only the ethanol extract had 
been previously shown significant anti-
Helicobacter pylori activity (Bhamarapravati et 
al, 2003). K. parviflora had been reported to 
possess antibacterial, antiplasmodial (Yenjai et 
al, 2004), anti-allergic activities (Tewtrakul 
and Subhadhirasakul, 2007; Tewtrakul et al., 
2008), anti-peptic ulcer (Rujjanawate et al., 
2005) and antiviral proteases (Sookkongwaree 
et al., 2006). It was suggested that some 
bioactive flavonoids containing in the rhizome 
of K. parviflora was the major active 
compound comprising of 5-hydroxy-3,7-  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
dimethoxyflavone, 5-hydroxy-7-methoxy- 
flavone, 5-3,7,4’-trimethoxyflavone, 5-
hydroxy-7,4’-dimethoxyflavone, 5-hydroxy-
3,7,3’4’-tetramethoxyflavone, 3,5,7-trimethoxy 
flavone, 3,5,7,4’- tetramethoxy flavone, 5,7,4’-
trimethoxyflavone and 5,7,3’4’tetramethoxy 
flavone (Yenjai et al., 2004). Some flavonoids 
derivatives and their metabolite, i.e., genistein, 
hesperitin, ponciretin, irisolidone, cabreuvin, 
displayed anti-Helicobacter pylori activity 
(Bae et al., 1999). 
H. pylori has been proven an intracellular 
organism in both cell lines and human gastric 
biopsies (Bjorkholm et al., 2000). Therefore, 
anti-invasion agents may open a new avenue 
for effective prevention and treating infections. 
All K. parviflora’s extracts exhibited anti-
internalization activities at the concentration 

Table 1. Minimum inhibitory concentrations 
(MICs: µg/ml) of Kaempferia parviflora’s 
extracts against 13 Helicobacter pylori 
strains  
 

Extracts MIC (µg/ml) 
Volatile oil 
Hexane extract 
Ethylacetate extract 
Methanol extract 

1,024 
64 
32 
64 

 



 
 
 

 
33 

 
of MIC except volatile oil (Fig. 1). It was 
found that volatile oil affected the cellular 
structure and adherence ability of HEp-2 cells. 
HEp-2 cells were deformity and detached from 
the culture well. Moreover, volatile oil 
inhibited the growth of H. pylori, no viable 
bacteria was detected when incubated the 
volatile oil with H. pylori for 3 h.  However, 
the inhibition activities of internalization were 
not significantly different between hexane, 
ethyl acetate and methanol extracts (Fig. 1; P > 
0.05). Consequently, only ethyl acetate extract 
with the highest MIC was subjected to further 
studies.  
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Fig. 1. Internalization assay of H. pylori-infected HEp-2 
cells in the absence or presence of K. parviflora’s 
extracts at 3 h of incubation. The extracts were added at 
the concentration of the MIC. Results are presented as 
the proportion of internalized bacteria versus control.  
The proportion of internalized bacteria was calculated as 
the rate of the number of internalized bacteria divided by 
the bacterial inoculum. Data are presented as mean±SD 
of separate duplicate experiments with two wells per 
experiment and duplicate plate counts from each well. 
The significant difference from control without the 
extract was set at * p<0.05.  
 
The anti-internalization ability of H. pylori 
against HEp-2 cells displayed in dose and time 
dependent manner. The result was summarized 
in Fig. 2 a, Fig 2 b and Fig. 3. The bacterial 
conferred higher capability to enter into the 
cells at the extended incubation times. This 
correlated with the previous study which found 
that HEp-2 cells penetration frequencies were 
inoculum dependent and accelerated with time 
(Wilkinson et al., 1998). However, ethyl 
acetate extract of K. parviflora still maintained 
effective anti-internalization activity upon H. 
pylori during the longer treatment period. The 
number of treated intracellular H. pylori was 
 

significantly lower than the untreated (Fig 2a; 
P < 0.05). The bacterial viability was also 
investigated in order to determine the effect of 
K. parviflora’s ethyl acetate extract on growth 
of H. pylori. The number of viable bacteria was 
decreased slightly at 3 and 6 h and markly 
decreased at 12 and 24 h of treatment (Fig. 2b). 
To examine the anti-internalization effect of K. 
parviflora, the optimum incubation time at 3 h 
or 6 h was utilized according to low effect of 
growth inhibition. The invasion efficiency had 
been shown to response to the concentrations 
of K. parviflora’s ethyl acetate extract in the 
range from 8 to 128 µg/ml (Fig. 3). The 
proportions of intracellular bacteria were 
significantly different from the control without 
the extract (59.28 %, 42.96 %, 32.34 %, 11.63 
% and 8.47%; P < 0.05). However, K. 
parviflora’s ethyl acetate extract of 128 µg/ml 
effected the growth of H. pylori, the number of 
viable bacteria dramatically reduced about 100 
fold (1.36 ± 0.01X106) from the initial 
inoculum (1.65 ± 0.19X108). The anti-
internalization activities of K. parviflora 
implicated one possible mechanism for anti-
peptic ulcer of this plant. Oral administration 
of K. parviflora at 30, 60 and 120 mg/kg 
significantly inhibited gastric ulcer formation 
in rats. Its gastroprotective potential was 
suggested to be related partly to preservation of 
gastric mucus secretion (Rujjanawate et al., 
2005). No report of anti-internalization activity 
of medicinal plants against H. pylori has been 
documented before. While, the anti-adhesion 
effect against H. pylori have been investigated 
recently in some plants.  A high-molecular-
weight, nondialysable material (NDM) of 
cranberry juice at 0.2 mg/ml inhibited the 
adhesion of H. pylori to the gastric cells 
(Shmuely et al., 2004). An acidic 
polysaccharide from Camellia sinensis, green 
tea, possessed anti-adhesive effect against 
certain pathogenic bacteria including 
Helicobacter pylori, Propionibacterium acnes, 
and Staphylococcus aureus (Lee et al., 2006). 
Root extract from Pelargonium sidoides (EPs 
7630) could inhibit adherence of H. pylori to 
human stomach and gastric epithelial cells in a 
dose dependent manner (Wittschier et al.,  
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2007; Beil and Kilian, 2007). However, it was 
found that the antibiotic resistance in H. pylori 
was associated with higher internalization 
activity due to the ability to escape from 
antibiotic treatment. The close relationship 
between the elevated invading efficiency and 
clarithromycin resistance was investigated (Lai 
et al., 2006). So, blocking the H. pylori invasion 
by K. parviflora was suggested to enhance the 
curing rate of H. pylori and could synergize the 
conventional antibiotic treatment. 
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Fig. 2a. Quantitative internalization assay in HEp-2 cells 
incubated with H. pylori ATCC 43504 with and without 
ethyl acetate extract of K. parviflora at 3, 6, 12 and 24 h. 
The concentration of K. parviflora’ s ethyl acetate extract 
was used at 32 µg/ml. The number of internalized H. 
pylori was assessed by log CFU/ml. Data are presented as 
mean±SD of separate duplicate experiments with two 
wells per experiment and duplicate plate counts from each 
well. The significant difference from each control was set 
at * p<0.05. 
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   Fig 2b. The number of viable H. pylori after treating with 

32 µg/ml of K. parviflora’s ethyl acetate extract at 3, 6, 
12 and 24 h. Data are presented as mean±SD of separate 
duplicate experiments  

 
   Due to H. pylori harboring cagA is more 

virulence. So all H. pylori strains were screened 
for cagA gene using the PCR method. Only H. 
pylori ATCC 51932 and DMST 20165 did not 
possess cagA gene (data not shown).   
Comparison of the effect of K. parviflora’s 
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Fig. 3. The effect of various concentrations of K. 
parviflora’s ethyl acetate extracts on H. pylori ATCC 
43504 internalization of HEp-2 cells at 3 h of 
incubation. The Data are presented as mean±SD of 
independent duplicate experiments with two wells per 
experiment and duplicate plate counts from each well. 
The significant difference from control without the 
extract was set at * p<0.05.  
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Fig 4. The effect of K. parviflora’s ethyl acetate extracts 
on internalization of different strains of H. pylori into 
HEp-2 cells. HEp-2 cells were co-cultured with H. 
pylori in the absence and presence of 64 µg/ml of the 
extract for 3 h. Data are presented as mean±SD of 
independent duplicate experiments with two wells per 
experiment and duplicate plate counts from each well. 
The significant difference from each control without the 
extract was set at * p<0.05. 
 
ethyl acetate extract between five H. pylori 
strains (3 cagA positive strains of ATCC 
43504, ATCC 43526 and clinical isolated no. 
820 and 2 cagA negative strains of ATCC 
51932 and DMST 20165) for the anti-
internalization activity against HEp-2 cells 
were performed. From preliminary study, using 
64 µg/ml of K. parviflora’s ethyl acetate 
extract and 6 h of incubation, no growth of H. 
pylori was detected. Thus, the most effective 
treatment condition was optimized at 64 µg/ml 
of the extract and 3 h of incubation. The result  
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was demonstrated in Fig. 4. In consistent with 
our results, the invasion frequency and the 
association of adhering bacteria were found to 
be greater in the type I strains (VacA and cagA 
positive) than in type II strains (VacA and 
cagA negative) (Data not shown) (Petersen et  
al., 2000). Interaction between bacterial factors 
such as CagA and host signal transduction 
pathways was suggested to be critical for 
mediating cell transformation, cell 
proliferation, invasion, apoptosis/anti-
apoptosis, and angiogenesis (Su et al., 1999). 
However, the extract significantly inhibited the 
invasion of individual H. pylori strains (P < 
0.05). The bacterial invasion activities were 
reduced more than 75 %. Although, the 
superior invasion activities were contributed in 
the virulence H. pylori strains (cagA positive) 
than the non-virulence strains (cagA negative), 
  
References 
Andersen, L.P., Holck, S., 1990. Possible 

evidence of invasiveness of Helicobacter 
pylori. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 9, 
135-138. 

Bae, E.A., Han, M.J., Kim, D.H., 1999. In vitro 
anti-Helicobacter pylori activities of some 
flavonoids and their metabolites. Planta 
Med. 65, 442-443. 

Bhamarapravati, S., Pendland, S.L., Mahady, 
G.B., 2003. Extracts of spice and food 
plants from Thai traditional medicine 
inhibit the growth of the human carcinogen 
Helicobacter pylori. In Vivo. 17, 541-544.  

Beil, W., Kilian, P., 2007. EPs 7630, an extract 
from Pelargonium sidoides roots inhibits 
adherence of Helicobacter pylori to gastric 
epithelial cells. Phytomed. 14, 5-8.  

Björkholm, B., Zhukhovitsky, V., Löfman, C., 
Hultén, K., Enroth, H., Block, M., Rigo, R., 
Falk, P., Engstrand, L., 2000. Helicobacter 
pylori entry into human gastric epithelial 
cells: A potential determinant of virulence, 
persistence, and treatment failures. 
Helicobacter. 5, 148-154. 

Blaser, M.J., 1999. Hypothesis: the changing 
relationships of Helicobacter pylori and 
humans: implications for health and 
disease. J Infect Dis. 179, 1523-1530. 

Covacci, A., Telford, J.L., Del Giudice G., 
Parsonnet, J., Rappuoli, R., 1999. 
Helicobacter pylori virulence and genetic  

the extract exhibited similar antiinvasion 
activities against H. pylori in both groups. 
However, the antiinvasion mechanism of the  
K. parviflora’s extract has to be further 
elucidated by both biochemical and genetically 
studies. In conclusion to achieve the therapy 
against H. pylori, both extracellular and 
intracellular organism have to be eliminated. In 
this regard, K. parviflora may be considered in 
addition to current antimicrobial therapy for H. 
pylori eradication due to the potent anti-H. 
pylori activity and anti-internalization activity.  
 
Acknowledgement 
This work was supported by grants from 
Thailand research fund and “90 years 
Chulalongkorn University Grant” from 
Ratchadaphiseksomphot Endowment Fund. 
 
 

geography. Science. 284, 1328-1333. 
Day, A.S., Su, B., Ceponis, P.J., Jones, N.L., 

Yau, E., Sieveking, D., Sherman, P.M., 
2004. Helicobacter pylori infection induces 
interleukin-18 production in gastric 
epithelial (AGS) cells. Dig Dis Sci. 49, 
1830-1835. 

Evans, D.G., Evans, D.J. Jr., Graham, D.Y., 
1992. Adherence and internalization of 
Helicobacter pylori by HEp-2 cells. 
Gastroenterology. 102, 1557-1567. 

Graham, D.Y., 1997. Helicobacter pylori 
infection in the pathogenesis of duodenal 
ulcer and gastric cancer: a model. 
Gastroenterology. 113, 1983-1991. 

Karabay, G., Nacar, A., Can, F., Demirbilek, 
M., Bacanli, D., Take, G., Yazici, A.C., 
2006.  Apoptosis and proliferation in 
gastric epithelium due to Helicobacter 
pylori: an immunohistochemical and 
ultrastructural study. Acta Gastroenterol 
Belg. 69, 191-196.  

Lai,.C.H., Kuo, C.H., Chen, P.Y., Poon, S.K., 
Chang, C.S., Wang, W.C., 2006. 
Association of antibiotic resistance and 
higher internalization activity in resistant 
Helicobacter pylori isolates. J Antimicrob 
Chemother.  57, 466-471.  

Ledig, S., Wagner, S., Manns, M.P., Beil, W., 
Athmann, C., 2004. Role of the receptor-
mediated apoptosis in Helicobacter pylori  



 
 
 

 
36 

in gastric epithelial Digestion 70, 178-186. 
Lee, J.H., Shim, J.S., Lee, J.S., Kim, J.K., 

Yang, I.S., Chung, M.S., Kim, K.H., 2006. 
Inhibition of pathogenic bacterial adhesion 
by acidic polysaccharide from green tea 
(Camellia sinensis). J Agric Food Chem. 
54, 8717-8723.  

Logan, R.P., 1994. Helicobacter pylori and 
gastric cancer. Lancet. 344, 1078-1079.  

Patanasethanont, D., Nagai, J., Yumoto, R., 
Murakami, T., Sutthanut, K., 
Sripanidkulchai, B.O., Yenjai, C., Takano, 
M., 2006. Effects of Kaempferia parviflora 
extracts and their flavone constituents on 
P-glycoprotein function. J Pharm Sci. 96, 
223-233. 

Patanasethanont, D., Nagai, J., Matsuura, C., 
Fukui, K., Sutthanut, K., Sripanidkulchai, 
B.O., Yumoto, R., Takano, M., 2007. 
Modulation of function of multidrug 
resistance associated-proteins by 
Kaempferia parviflora extracts and their 
components. Eur J Pharmacol. 566, 67-74.  

Petersen, A.M., Blom, J., Andersen, L.P., 
Krogfelt, K.A., 2000. Role of strain type, 
AGS cells and fetal calf serum in 
Helicobacter pylori adhesion and invasion 
assays. FEMS Immunol Med Microbiol. 
29, 59-67. 

Raus, E.A., Langenberg, W., Houthoff, H.J., 
Tytgut, G. N., 1987. Campylobacter 
pyloridis-associated chronic active antral 
gastritis. A prospective study of its 
prevalence and the effects of antibacterial 
and antiulcer treatment. Gastroenterology. 
94, 33-40. 

Rujjanawate, C., Kanjanapothi, D, 
Amornlerdpison, D., Pojanagaroon, S., 
2005. Anti-gastric ulcer effect of 
Kaempferia parviflora. J Ethnopharmacol. 
102, 120-122. 

Shmuely, H., Burger, O., Neeman, I., Yahav, 
J., Samra, Z., Niv, Y., Sharon, N., Weiss, 
E., Athamna, A., Tabak, M., Ofek, I., 2004. 
Susceptibility of Helicobacter pylori 
isolates to the antiadhesion activity of a 
high-molecular-weight constituent of 
cranberry. Diagn Microbiol Infect. 50, 231-
235. 

 

Sookkongwaree K, Geitmann M, 
Roengsumran S, Petsom A, Danielson UH., 
2006. Inhibition of viral proteases by 
Zingiberaceae extracts and flavones 
isolated from Kaempferia parviflora. 
Pharmazie. 61, 717-721. 

Su, B., Johansson, S., Fällman, M., Patarroyo, 
M., Granström, M., Normark, S., 1999. 
Signal transduction-mediated adherence 
and entry of Helicobacter pylori into 
cultured cells. Gastroenterology. 117, 595-
604. 

Sudwan, P., Saenphet, K., Saenphet, S., 
Suwansirikul, S., 2006. Effect of 
Kaempferia parviflora Wall. ex. Baker on 
sexual activity of male rats and its toxicity. 
Southeast Asian J Trop Med Public Health. 
37, 210-215. 

Tewtrakul, S., Subhadhirasakul, S., 2007. Anti-
allergic activity of some selected plants in 
the Zingiberaceae family. J 
Ethnopharmacol. 109, 535-538. 

Tewtrakul, S., Subhadhirasakul, S., Kummee, 
S., 2008 Anti-allergic activity of 
compounds from Kaempferia parviflora. J 
Ethnopharmacol. 116, 191-193.  

Wittschier, N., Faller, G., Hensel, A., 2007.An 
extract of Pelargonium sidoides (EPs 7630) 
inhibits in situ adhesion of Helicobacter 
pylori to human stomach. Phytomedicine. 
14, 285-288.  

Wilkinson, S.M., Uhl, J.R., Kline, B.C., 
Cockerill, F.R. 3rd.,  1998. Assessment of 
invasion frequencies of cultured HEp-2 
cells by clinical isolates of Helicobacter 
pylori using an acridine orange assay. J 
Clin Pathol. 51, 127-133.  

Wotherspoon, A.C., Diss, T.C., Pan L., 
Isaacson, P.G., Doglioni, C., Moschini, A., 
de Boni, M., 1993. Regression of primary 
low-grade B-cell gastric lymphoma of 
mucosa-associated lymphoid tissue type 
after eradication of Helicobacter pylori. 
Lancet 342, 575-577. 

Yenjai, C., Prasanphen, K., Daodee, S., 
Wongpanich, V., Kittakoop, P., 2004. 
Bioactive flavonoids from Kaempferia 
parviflora. Fitoterapia 75, 89-92. 

 
 



 37 

Manuscript in submission to Diagnostic Microbiology 
 

Anti-Helicobacter pylori and anti-internalization activities of Thai 
folk remedies used to treat gastric ailments. 

 
Nuntaree Chaichanawongsaroja*, Sumet Amornyingjareana, Rathakorn Vilaichoneb, Yong 

Poovorawanc. 
 

aDepartment of Transfusion Medicine, Faculty of Allied Health Sciences, Chulalongkorn University, Thailand 
10300. 

. 
bDivision of Gastroenterology, Department of Medicine, Thammasat University, Thailand 12120. 

 

cCenter of Excellence in Viral Hepatitis Research unit, Faculty of Medicine, Chulalongkorn University, 
Bangkok, Thailand. 

 
 
Abstract 

Helicobacter pylori, an etiological agent of active chronic gastritis and peptic ulcer disease, is now 
considered to be as invasive enteropathogen. Invasion of gastric epithelium cells contribute to persistence 
infection and eradication failure due to the bacteria could escape from antibiotic treatment and immune defense 
mechanism.  The aims of this study were to investigate the anti- Helicobacter pylori and anti-internalization 
activities of nine Thai plant extracts used for gastric ailments in traditional medicine including Kaempferia 
parviflora, Allium sativum, Musa sapientum, Curcuma longa, Cymbopogon citratus, Centella asiatica, 
Andrographis paniculata, Aloe vera and Ocimum basilicum. The minimum inhibitory concentrations against 11 
clinical isolates and 2 reference strains of H. pylori were examined using an agar dilution method. The level of 
internalization against HEp-2 cells was determined by a conventional gentamicin internalization assay. Only the 
methanolic extracts of Curcuma longa and Kaempferia parviflora exhibited significant antibacterial activities at 
MIC of 32 µg/ml and 64 µg/ml, respectively. Four common medicinal plants including Curcuma longa, 
Kaempferia parviflora, Allium sativum and Musa sapientum were further tested for their anti-internalization 
activities against H. pylori ATCC 43504 at 3, 6 and 12 h of incubation using the concentration equal to their 
MIC. All four plant extracts showed inhibitory effects on the invasion of H. pylori to HEp-2 cells except 
Curcuma longa enhanced the invasion at 6 and 12 h. Although, Allium sativum and Musa sapientum 
demonstrated marked anti-internalization activities, the high concentrations of the extracts may have cytotoxic 
effects. However, the use of medicinal plants still have potential benefit in H. pylori eradication and could be a 
useful choice to avoid the antibiotic resistance. Moreover, the anti-internalization activities may be a new 
strategy to prevent H. pylori infection and improve the therapy. 

 
Keywords: Helicobacter pylori, medicinal plants, anti-internalization 
 
 
 



 38 

Introduction 
 Helicobacter pylori infection represents the 
major cause of peptic ulcer disease and gastric cancer 
(National Institutes of Health, 1994). It was classified 
by the World Health Organization as a group I, or 
definite, human carcinogen. Approximately 50% of the 
world’s population is estimated to be infected with H. 
pylori. Transmission occurs via human-to-human 
contacts, fecal-oral route and intrafamilial transmission 
from mother to her offspring (Magalhaes Queiroz and 
Luzza, 2006). The recommended eradication therapy 
continues to be triple therapy with a proton pump 
inhibitor (PPI) and two antibiotics of clarithromycin, 
amoxicillin, or metronidazole for 7 days (Cavallaro et 
al., 2006). However, the eradication rate achieves only 
60-80% in clinical practice. The treatment failure 
resulted from an increasing of antibiotic resistance 
(Vilaichone et al., 2006) and reducing treatment 
efficacy due to intracellular survival (Anderson and 
Holck, 1990; Evans et al., 1992). A minor H. pylori 
population which localized inside gastric mucosal cells 
could not be entirely killed even a long-time 
administration of pertinent antibiotics (Korman et al., 
1997). This leads to the relapses of gastric ulcers. Some 
other disadvantages of long antibiotic treatment 
attributed to drug resistance development and drug side-
effects. Therefore, the alternative approaches of herbal 
medicines become more prominent and extensively 
studied worldwide in order to find new anti-
Helicobacter pylori and ant-invasion agents. (Stamatis 
et al., 2003; Ndip et al., 2007; Shih et al., 2007). A 
number of natural products have been shown to have 
anti-Helicobacter pylori activity such as garlic extracts, 
cinnamon extracts, tea catechins, wasabi and honey 
(Mabe et al., 1999; Ohta et al., 1999; Osato et al., 1999; 
Tabak et al., 1999; Shin et al., 2004). Some spice and 
food plants used in Thai traditional medicine for the 
treatment of gastrointestinal diseases had been proven 
to exhibited growth-inhibitory effects against H. pylori 
including Myristica fragrans (aril), Barringtonia 
acutangula (leaf), Kaempferia galanga (rhizome), 
Cassia grandis (leaf), Cleome viscosa (leaf), Myristica 
fragrans (leaf), Syzygium aromaticum (leaf), Pouzolzia 
pentandra (leaf), Cycas siamensis (leaf), Litsea elliptica 
(leaf) and Melaleuca quinquenervia (leaf) 
(Bhamarapravati et al., 2003). However, no report on 
anti-invasion action of medicinal plants against H. 
pylori has been documented before. This study aimed to 
screen the anti-Helicobacter pylori and anti-
internalization of nine Thai folk remedies which have 
been frequently prescribed for treating gastric ailments. 
 
2. Materials and Methods 
 
2.1. Plant materials and extraction 

The plant materials were purchased from 
supermarket and Thai traditional drug store at Pak 
Klong market in Bangkok, Thailand. Five hundred 
grams of roughly ground air-dried plant materials were 
extracted twice with methanol.  The extracts were 

filtered and concentrated by evaporation at 40°C until 
dryness. Each sample was dissolved at 0.25-1 g/ml with 
dimethyl sulfoxide (DMSO). These stock solutions 
were filtrated through 0.2 µm Millipore and stored at -
20°C before use.  
 
2.2. Bacterial strains and culture condition 

The H. pylori strains used in this study were 
two standard strains (ATCC 43504 and ATCC 43526) 
and eleven clinical isolates obtained from Division of 
Gastroenterology, Department of Medicine, Thammasat 
University Hospital and from Department of medicinal 
sciences, Ministry of Public Health. The bacteria were 
grown on brain heart infusion agar containing 7% sheep 
blood and were incubated at 37°C for 3-5 days under 
microaerophilic conditions (N2, 85%; O2, 5%; CO2, 
10%) using gas generating kit (Oxoid, UK). 

   
2.3 Minimum inhibitory concentrations 

Minimum inhibitory concentrations (MIC) 
were determined, in duplicate, by an agar dilution 
method following the National Committee for Clinical 
Laboratory Standards guidelines. Briefly, 1 ml of each 
diluted plant extract was mixed with 24 ml of 
unsolidified Mueller-Hinton agar supplemented with 
5% sheep blood and poured into sterile petri dishes.   
Final concentrations of each plant extract were set to be 
16, 32, 64, 128, 256 and 512 µg/ml. A 72-h H. pylori 
strains were suspended in 0.85% NaCl to a turbidity of 
McFarland standard 2 (107-108 CFU/ml). Subsequently, 
three microliters of each inoculum was spotted on each 
plate and incubated as described for 3 days. The MIC 
was defined as the lowest concentration of each extract 
at which no visible growth was observed. 

 
2.4 Culture of HEp-2 cells 
 HEp-2 cells from a patent with human larynx 
carcinoma were obtained from the American Type 
Culture Collection (ATCC CCL 23) and were cultured 
in a medium consisting of Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium (DMEM; Life Technologies Inc., Rockville, 
Md), 10% fetal bovine serum and 1% antibiotic-
antimycotic solution (Gibco BRL Laboratories, Grand 
Island, N.Y.) at 37°C in 5% CO2 with 80% humidity.  
 
2.5 Gentamicin internalization assay  
 HEp-2 cells were washed two times with 
Hank’s balanced salt solution (HBSS) treated with 
trypsin, and seeded on six wells tissue culture plates at 
a density of 1X106 cells/ml. After seeding, the cells 
were allowed to attach overnight in the same 
atmosphere as described above to obtain 80% 
confluency. After washing twice with HBSS, 900 µl of 
DMEM containing no antibiotics and 100 µl of H. 
pylori suspension (about 108 CFU/ml) was added to 
each well in the absence or presence of the extracts and 
incubated for 3 h. Then, the cells were gently washed 
two times with HBSS, and treated with HBSS 
containing 100 µg/ml gentamicin and incubated for one 
hour to kill extracellular bacteria. HEp-2 monolayers 
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were then washed three times with HBSS and lysed in 
distilled water for 10 minutes to release intracellular 
bacteria. The cell lysate was diluted in HBSS in 10-fold 
dilutions and 100 µl were plated onto brain heart 
infusion agar supplemented with 5% sheep blood, 
incubated as previously for 3-5 days to determine the 
number of viable intracellular bacteria. The proportion 
of internalized bacteria was calculated as the rate of the 
number of internalized bacteria divided by the bacterial 
inoculum.  
2.6 Statistical analysis 
 All experiments were carried out 
independently in duplicate experiments. The inhibitions 
of internalization by various extracts at various time 
intervals were evaluated by one way analysis of 
variance (ANOVA).  Statistical significance was 
accepted at the P = 0.05 level. 
 
3. Results  
3.1 Effects on growth of H. pylori 

Methanol extracts of 9 herbal medicines used 
traditionally for gastric ailments and also as food 
ingredients were screened in vitro for the anti-
Helicobacter pylori activities. The minimum inhibitory 
concentrations (MIC) against all the13 test strains of H. 
pylori were shown in Table 1. Curcuma longa exhibited 
the strongest growth inhibition with a MIC of 32 µg/ml. 
Also significant anti-Helicobacter pylori actions with 
MIC of 64 µg/ml belonged to Kaempferia parviflora. 
While, no growth inhibiton against H. pylori was found 
in Allium sativum, Musa sapientum, Cymbopogon 
citratus, Centella asiatica, Andrographis paniculata, 
Aloe vera and Ocimum basilicum (MIC> 512 µg/ml).  

 
Table 1 Minimum inhibitory concentrations (MICs: µg/ml) of 9 plant 
extracts against   11 clinical isolates and 2 reference strains of 
Helicobacter pylori. 

 Parts MIC (µg/ml) 
Curcuma longa  
Kaempferia parviflora  
Musa sapientum  
Aloe barbadensis  
Centella asiatica  
Allium sativum  
Andrographis  paniculata  
Ocimum sanctum  
Cymbopogon citratus 

Rhizome 
Rhizome 
Fruit 
Gel in leaf 
Leaf 
Capita 
Whole plant 
Leaf 
Stem 

32 
64 
> 512 
> 512 
> 512 
> 512 
> 512 
> 512 
> 512 

 
3.2 Effects on anti-internalization of H. pylori against 
HEp-2 cells 
 Curcuma longa and Kaempferia parviflora 
which possessed the significant anti-Helicobacter pylori 
activities was investigated for the inhibitory action 
against H. pylori invasion into HEp-2 cells. The effects 
against H. pylori invasion were also tested with Allium 
sativum and Musa sapientum. Although, Allium sativum 
was weakly active against H. pylori, consumption of 
Allium vegetables reduced the risk of the intestinal 
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Fig. 1. Internalization assay of H. pylori-infected HEp-2 cells in the 
absence or presence of plant extracts at 3 h of incubation. The 
extracts were added at the concentration of the MIC. Results are 
presented as the proportion of internalized bacteria versus control.  
Data are presented as mean±SD of separate duplicate experiments 
with two wells per experiment and duplicate plate counts from each 
well. The significant difference from control without the extract was 
set at * p<0.05.  
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Fig. 2. Internalization assay of H. pylori-infected HEp-2 cells in the 
absence or presence of plant extracts at 6 h of incubation. The 
extracts were added at the concentration of the MIC. Results are 
presented as the proportion of internalized bacteria versus control.  
Data are presented as mean±SD of separate duplicate experiments 
with two wells per experiment and duplicate plate counts from each 
well. The significant difference from control without the extract was 
set at * p<0.05.  
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Fig. 3. Internalization assay of H. pylori-infected HEp-2 cells in the 
absence or presence of plant extracts at 12 h of incubation. The 
extracts were added at the concentration of the MIC. Results are 
presented as the proportion of internalized bacteria versus control.  
Data are presented as mean±SD of separate duplicate experiments 
with two wells per experiment and duplicate plate counts from each 
well. The significant difference from control without the extract was 
set at * p<0.05.  
 
stomach cancer (Sivam, 2001; Gonzalez and Riboli, 
2006). Musa sapientum had been indicated for gastric 
ulcer protection and healing activities through its 
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prominent effects on mucosal glycoprotein, cell 
proliferation, free radicals and antioxidant systems 
(Mukhopadhyaya et al., 1987; Goel et al., 2001; Mohan 
Kumar et al., 2006). The concentrations of Curcuma 
longa, Kaempferia parviflora, Allium sativum and Musa 
sapientum used for the anti-internalization assay were 
32 µg/ml, 64 µg/ml, 5 mg/ml and 25 mg/ml, 
respectively. All the test extracts showed significant 
inhibition of internalization at 3 h of treatment (Fig. 1). 
However, Curcuma longa exhibited the opposite effects 
during 6 and 12 h of incubation (Fig. 2 and Fig. 3). The 
prominent activities conferred to Musa sapientum and 
Allium sativum, respectively. 
 
4. Discussion 

Adhesion and invasion to the gastric epithelial 
take the crucial role in the pathogenesis of H. pylori 
infection. The intracellular habitat of H. pylori 
established the persistent infection in the human gastric 
cells and caused the major problem for eradication 
failure (Bjorkholm et al., 2000).  The intracellular H. 
pylori provided the repopulation in the extracellular 
environment (Amieva et al., 2002). Accompany with 
the increase of microbial resistance strains reduced the 
effectiveness of antibiotic treatments (Levy, 2002). In 
vitro studies have shown that the intracellular bacteria 
are resistant to extracellular antibiotics, such as 
amoxicillin and gentamicin (Molyneux and Harris, 
1993). Although, the intracellular antibiotic such as 
clarithromycin, significantly increased the efficacy of 
therapy, the prevalence of resistance strains to such 
agent still appeared with the rate about 20%. So, 
clarithromycin-containing triple therapies are no longer 
acceptable as empiric therapy (Graham and Shiotani., 
2008). Plant extracts are the alternative source of 
antimicrobial agents with multiple organic components 
including phenols, quinines, flavones, tannins, 
terpenoids, and alkaloids (Cowan., 1999). For centuries, 
numerous folk medicines have been used for curing the 
gastrointestinal disorders in many countries all over the 
world. Most studies have been focused to their anti-
Helicobacter pylori activities (Bae et al., 1998; Yesilada 
et al., 1999; Stamatis et al., 2003; Ndip et al., 2007; 
Zaidi et al., 2009). In Thailand, some spice and food 
plants including Myristica fragrans, Barringtonia 
acutangula, Kaempferia galanga, Cassia grandis, 
Cleome viscosa, Syzygium aromaticum had been shown 
to exhibit the growth inhibition against H. pylori 
(Bhamarapravati et al., 2003). In this study, Curcuma 
longa and Kaempferia parviflora was shown to have 
significant anti-Helicobacter pylori activities. The MIC 
of Curcuma longa was related to the previous data 
(Mahady et al., 2002).  Curcumin (diferuloylmethane), 
the major constituent derived from the rhizomes of 
Curcuma longa (Turmeric), has been shown to prevent 
gastric and colon cancers in rats (Ikezaki et al., 2001). 
Moreover, it was able to block the NF-κB activation 
and cellular motogenic response of epithelial cells 
induced by H. pylori infection (Foryst-Ludwig et al., 
2004). Kaempferia parviflora is a Zingiberaceous plant, 

possessed anti-gastric ulcer activity which was 
suggested to be related partly to preservation of gastric 
mucus secretion (Rujjanawate et al., 2005). The anti-
internalization activities of some medicinal plants were 
firstly reported in our study. Musa sapientum has 
shown the strongest inhibition against H. pylori 
invasion to HEp-2 cells. However, in the test condition 
for gentamicin internalization assay, we used the 
concentration of each extracts at the level of MIC. The 
superior anti-Helicobacter pylori activities of Musa 
sapientum and Allium sativum should be considered 
towards adverse effects due to the high quantity of the 
extracts. Curcuma longa conferred the inhibitory action 
against H. pylori invasion to HEp-2 cells only in the 
beginning period (3 h) but it enhanced the 
internalization ability in the extended times (6 and 12 
h). The inducement of cell invasion should be seriously 
concerned apart from its benefit such as 
pharmacological effects, anti-inflammatory, 
antimutagen, antibacterial, antiviral and antioxidant 
effects (Araújo and Leon, 2001). Kaempferia parviflora 
was the attractive plants carrying both the anti-
Helicobacter pylori activity and anti-internalization 
activity. It has been reported to possess anti-allergic, 
antibacterial (Tewtrakul and Subhadhirasakul, 2007), 
antiplasmodial activities (Yenjai et al., 2004) as well as 
anti-peptic ulcer effects (Rujjanawate et al., 2005).  
 In conclusion, we reported the potential in 
vitro anti-Helicobacter pylori activity and anti-
internalization activity of some Thai medicinal plants 
used in traditional treatment of gastrointestinal 
disorders. Further studies are needed to be carried out to 
investigate their mechanism and effects in vivo. This 
finding may be useful in the future drug development in 
combination with antibiotics for effective treatment and 
prevention of H. pylori-associated gastric cancer. 
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