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Abstract  

Project Code : MRG5080111  

Project Title : Anti-microbial effects of black pepper extracts and piperine analogues 

Investigator : Assistant Professor Kanokwan Kittiniyom  
Department of Clinical Microbiology and Applied Technology, 
Faculty of Medical Technology, Mahidol University 

E-mail Address : kkittiniyom@yahoo.com 

Project Period : 1 December 2007 - 31 August  2012 

Based on folkloric use, black pepper (Piper nigrum) and its major compound, 
piperine, are attractive sources to be explored for new antimicrobial substances during 
drug resistance era. To study antimicrobial effects against bacteria (S. aureus, E. 
faecalis, B. cereus, E. coli, Salmonella spp., Vibrio spp. and P. aeruginosa), yeasts (C. 
neoformans and C.albicans), malaria (P. falciparum K1), intestinal protozoa (B. hominis) 
and HBs antigen expressed cell line (PLC/PRF/5), 16 compounds including black pepper 
extracts, piperine and piperine analogues by alter side chain and vary the number of 
double bond were determined. These compounds showed the tendency against malaria 
and HBs antigen expressed cell line. The methanol extract (AB-14) and piperine 
analogue (AB-8) showed the highest % inhibition of malaria growth (79.5% and 78.5%, 
respectively) at 50 μg/ml drug concentration and have IC50 of 0.41 and 0.29 μg/ml, 
respectively. The effective compounds for malaria inhibition were medium in polar and 
contained amide group with double bond which were different from the effective 
compounds for ß-haematin formation inhibition; the water extract (AB-13, high polar) and 
piperine analogue (AB-7, carboxylic acid group). In addition, AB-14 (water extract) and 
AB-17 (CH2Cl2 extract) also showed the potential inhibition of HBs antigen expression on 
PLC/PRF/5. Although no antibacterial, anti-yeast and anti-intestinal protozoa effects have 
been observed, but the combination of ciprofloxacin with piperine was effective in 
reducing two folds of MIC for only S. aureus. Further studies focused on active structure, 
mechanism of action and drug combination may increase the potential of black pepper 
and its compounds for infectious disease treatment and reducing of drug resistance. 

Keywords : Piperine, black pepper, antimicrobial, antimalarial 
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บทคัดยอ  

รหัสโครงการ : MRG5080111  

ชื่อโครงการ ฤทธิต์านเชื้อจุลชีพของสารสกัดจากพริกไทยดําและอนุพันธของพิเพอรีน 

ชื่อนักวิจัย : ผูชวยศาสตราจารยกนกวรรณ กิตตินิยม        
ภาควิชาจุลชวีวทิยาคลินิกและเทคโนโลยีประยุกต คณะเทคนิคการแพทย 
มหาวิทยาลัยมหิดล 

E-mail Address : kkittiniyom@yahoo.com 

ระยะเวลาโครงการ : 1 ธันวาคม 2549 – 31 สิงหาคม 2555 

พริกไทยดํา (P. nigrum) และองคประกอบหลักพิเพอรีน จัดเปนสมุนไพรที่ใชกันใน
ครัวเรือนและมีสรรพคุณมากมายตามตํารับยาโบราณ นับเปนตนแบบที่นาสนใจในการพัฒนา
เปนยาตานจุลชีพในยุคที่พบปญหาการด้ือยามากขึ้น ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีจุดประสงคเพ่ือศึกษา
ฤทธิข์องสารสกัดจากพริกไทยดํา พิเพอรีน และอนุพันธของพิเพอรีนที่ไดจากการสังเคราะหโดย
มีการปรับเปลีย่นโครงสรางที่ side chain และความยาวของพันธะคูจํานวน 16 ชนิด ในการ
ยับยั้งการเจรญิเติบโตของแบคทีเรีย (S. aureus, E. faecalis, B. cereus, E. coli, Salmonella 
spp., Vibrio spp. และ P. aeruginosa) ยีสต (C. albicans และ C. neoformans) มาลาเรีย (P. 
falciparum K1) โปรโตซัวในลําไส (B. homonis) และไวรัสผานการหลั่งแอนติเจนบนผิวไวรัสตับ
อักเสบบีของเซลลติดเชื้อไวรัส PLC/PRF/5 จากการทดลองพบวาสารสมุนไพรเหลาน้ีมีแนวโนม
ที่จะออกฤทธิไ์ดดีตอมาลาเรียและเซลลตดิเชื้อไวรัส ซึง่สารสกัดพริกไทยดําดวยเมธานอล (AB-
14) และ อนุพันธของพิเพอรีน AB-8 ที่ความเขมขน 50 μg/ml สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ
มาเลเรียฟลซิปารัมไดสูงสุดถึงรอยละ 79.5 และ 78.5 ตามลําดับ ดวยคา IC50 เทากับ 0.41 และ 
0.29 μg/ml ตามลําดับ สารที่ออกฤทธิ์นีจั้ดเปนสารที่มีขั้วปานกลางและเปนหมูเอไมดที่มีพันธะคู 
ตางจากสารทีอ่อกฤทธิ์ไดดีในการยับยั้งการสราง ß-haematin ของมาเลเรียซึ่งเปนสารที่มีขั้วสงู
และมีหมูคารบอกซิลิกแอซิด คือสารสกัดพริกไทยดําดวยน้ํา (AB-13) และ อนุพันธ AB-7  
นอกจากนี้สารสกัดพริกไทยดําดวยเมธานอล (AB-14) และดวย CH2Cl2 (AB-17) มีแนวโนมที่จะ
ใหผลดีในการยับย้ังการหลัง่แอนติเจนบนผิวไวรัสตบัอักเสบบีของเซลลติดเชื้อไวรัส แมวาจะไม
พบฤทธิ์การยับย้ังแบคทเีรยี ยีสตและโปรโตซัวในลาํไส แตเม่ือทดสอบการใชยารวมกันกลับ
พบวาพิเพอรนีสามารถเสริมฤทธิ์ยา ciprofloxacin โดยลดคา MIC ของ S. aureus ลงสองเทา 
ดังนั้นนอกจากการศึกษาในเชิงโครงสรางและกลไกการออกฤทธิ์ยับยั้งจุลชีพแลว การพัฒนาสาร
สมุนไพรเพ่ือใชเสริมฤทธิ์กับยารักษาในปจจุบันอาจชวยลดปญหาการด้ือยาอีกทางหนึ่ง 

คําหลัก : พิเพอรีน  พริกไทยดํา  สารตานจุลชีพ  สารตานมาลาเรีย 
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เน้ือหางานวจิัย 

บทนํา  

โรคติดเชื้อเปนปญหาสําคัญทางดานสาธารณสุขของประเทศไทย ซึ่งสงผลกระทบถึง
เศรษฐกิจ การทองเท่ียว และชีวติความเปนอยูของคนในชาติ ดวยเทคโนโลยทีี่ทันสมัยในการ
ติดตอและการคมนาคมแบบไรพรมแดนในปจจุบัน จึงทําใหการกระจายของเชือ้และโรคเปนไป
อยางไมจํากัดเชนกัน ปญหาโรคติดเชื้อเริ่มมีความหลากหลายและทวีความรุนแรงขึ้นในยุคของ
การระบาดของโรคเอดส เกิดเชื้อกอโรคฉวยโอกาสและโรคอุบัติใหมขึ้นมากมาย รวมทั้งการด้ือ
ยาตานจุลชีพหลายชนิด (multidrug resistance) พบสูงมากขึ้น ทั้งในแบคทีเรยี เชื้อรา ไวรัส 
มาลาเรีย และโปรโตซัว การคิดคนหายาใหมหรือสารทดแทนเพ่ือใชปองกันและรักษาโรคติดเชื้อ
จึงเปนสิ่งจําเปน ดังนั้นการศึกษาและพัฒนาสมุนไพรไทยซึ่งเปนภูมิปญญาชาวบานที่มีอยูแลว
เพ่ือการนี้จึงเปนสิ่งที่นาสนใจ ในปจจุบันมีรายงานการศึกษาสมุนไพรหลากหลายชนิด ซึ่ง
พริกไทยดําจัดเปนสมุนไพรชนิดหนึ่งที่มีสรรพคุณมากมาย 
 พริกไทยดําเปนเครื่องเทศที่ใชกันแพรหลายมาเปนเวลานาน มีแหลงกําเนิดอยูบริเวณ 
เทือกเขาทางภาคตะวันออกเฉียงใตของประเทศอินเดีย ปจจุบันเปนพืชเศรษฐกิจของประเทศที่มี
อากาศรอน เชน บราซิล อินเดีย อินโดนีเซีย มาเลเซีย ไทย   พริกไทยมีชื่อวิทยาศาสตรวา 
Piper nigrum Linn ชื่อภาษาอังกฤษ black pepper อยูในวงศ piperaceae   ลักษณะลําตนเปน
เถาเลื้อย เม่ือนําพริกไทยมาสกัดดวยตวัทําละลาย จะพบสารจําพวกอัลคาลอยดที่สําคัญคือ  
พิเพอรีน (piperine) ซึ่งสารน้ีจะพบไดในดีปลี (Piper longum) ไดดวย พิเพอรีนเปนองคประกอบ
สําคัญที่ทําใหกลิ่นฉุนและรสเผ็ด พริกไทยดํามีสรรพคุณตามตํารับยาไทยคือ ใชเปนยาขับลม แก
ทองอืดเฟอ บํารุงธาตุเจริญอาหาร ขับเหงื่อ ขับปสสาวะและกระตุนประสาท ชาวจีนใชพริกไทย
ระงับอาการปวดทอง แกไขมาลาเรีย แกอหิวาตกโรค (1) 

ในปจจุบันมีการศึกษาคุณสมบัติและฤทธิข์องพริกไทยดําและอนุพันธพิเพอรีนที่พบมาก
ในพริกไทยดํา และสนับสนุนสรรพคุณเบื้องตนเชน ฤทธิต์านการอักเสบ ฤทธิต์านมะเร็งและการ
แพรกระจาย (2) ฤทธิ์ antioxidant แกลมบาหมู (Antiepileptic) ชวยควบคุมอุณหภูมิ และชวย
เพ่ิมการดูดซึมสารของลําไส (3) ยับยั้งการทํางานของ drug metabolizing enzymes ในยา/สาร
บางชนิด เชน rifampicin (anti-tuberculosis), propranolol, theophylline, coenzyme Q10 และ 
beta-carotene ทําใหมียาในซีรัมสูงและอยูนาน (4,5) นอกจากคุณสมบัติในการรักษาโรคแลว 
พริกไทยดําและอนุพันธพิเพอรีนยังมีฤทธิ์ในการฆาลูกนํ้ายุงและแมลงดวย (6) สวนฤทธิต์านเชือ้
จุลชีพแมวาจะมีรายงานไมมากนัก แตก็พบวาเม่ือใหพิเพอรีนรวมกับยาตานจุลชีพในหน ู rat จะ
เห็นผลการเสริมฤทธิ์กับยาในกลุม beta lactam, amoxycillin trihydrate และ cefotaxime 
sodium โดยกลไกการเสริมฤทธิ์นี้ยังไมทราบแนชัด (7) นอกจากนี้ Khan และคณะยังพบวาคา 
MIC ของ Ciprofloxacin ลดลง เม่ือผสมยากับพิเพอรีนในการทดลองกับ S. aureus ทั้งชนิด 
MSSA และ MRSA ซึ่งเชื่อวาพิเพอรีนอาจยับยั้ง efflux pump ของเชื้อ (8)  ในกลุมเชื้อราพบวา
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อนุพันธอัลคาลอยดจาก Piper longum มีฤทธิต์านเชือ้รากลุม Phytopathogenic fungi (9)  สวน
โปรโตซัว มีรายงานการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดอัลคาลอยดพิเพอรีน จากพืชตระกูล Piper spp. 
พบวามีฤทธิต์อโปรโตซัว โดยสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของระยะ promastigote และ 
amastigote ของ Leishmania donovani ซึ่งเปน intracellular protozoa ที่กอใหเกิดโรค visceral 
leishmaniasis ได (10,11). Ribeiro และคณะพบวาอัลคาลอยดพิเพอรีนที่สกัดจาก Piper 
nigrum มีฤทธิ์เปนพิษตอระยะ epimastigote และ amastigote ของ Trypanosoma cruzi ซ่ึงเปน
โปรโตซัวกอโรค Chagas’s disease ที่คา IC50 = 7.36 μm เม่ือเทียบกับ benznidazole ซึ่งเปน
ยามาตรฐานที่ใชในการรักษาโรค (IC50 = 2.20 μm) (12) Tripathai และคณะ ไดทําการศึกษา
ฤทธิข์องอัลคาลอยดพิเพอรีน  ตอโปรโตซัวในลําไสพบวาสารสกัด ethanol จาก P. longum 
(ดีปลี) ที่ 125 μg/ml มีฤทธิ์ในการยบัยั้งการเจริญงของ Giardia lamblia ในหนูได 100% (13) 
ในประเทศไทย Sawangaroen และคณะ รายงานวาสารสกัดดวย methanol จาก P. longum มี
ฤทธิใ์นการกําจัด Entamoeba histolytica ในหนู โดยมี cure rate เทากับ 100% เม่ือใหสารสกัด
ในขนาด 1,000 μg/kg/day ติดตอกัน 5 วัน ซ่ึงเทียบเทากับ metronidazole 125 μg/kg/day และ
เม่ือลดขนาดลงเหลือ 500 μg/kg/day   cure rate ยังคงสูงถึง 93% (14)    นอกจากนี้ยังมี
รายงานวาสารสกัดดวยเฮกเซนจาก P. longum มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ 
Blastocystis hominis ในหลอดทดลองอีกดวย (15) อยางไรก็ตามกลไกในการออกฤทธิข์องอัล
คาลอยดพิเพอรีนตอโปรโตซัวยังไมเปนท่ีทราบแนชัดในปจจุบัน B. hominis และ Trichomonas 
hominis เปนโปรโตซัวในลาํไส แมโดยปกติไมกอใหเกิดโรค แตในปจจุบันมีรายงานการพบ B. 
hominis ในปริมาณมาก หรือการพบรวมกับโปรโตซัวชนิดอ่ืนซ่ึงมีความสัมพันธกับอาการ
ผิดปกติทางลาํไส โดยเฉพาะอยางยิ่งในผูปวยที่มีภาวะภูมิคุมกันบกพรอง (16,17)   เน่ืองจาก B. 
hominis และ T. hominis เจริญเติบโตและเพิ่มจํานวนไดดีในสภาพแวดลอมที่มีแบคทีเรียเปน
อาหาร การแยกเชื้อเพ่ือการเพาะเลีย้งในหลอดทดลองสามารถทําไดงายในอาหารเลี้ยงเชื้อที่
ประกอบดวยยีสตและซีรัม ในปจจุบันโปรโตซัวทั้งสองชนิดยังไมมีรายงานการด้ือตอการรักษา
ดวยยา metronidazole ดวยคุณสมบตัดัิงกลาวจึงเหมาะสมที่จะนํามาใชเปนโปรโตซัวตนแบบใน
การศึกษาการออกฤทธิ์ของสารอัลคาลอยดพิเพอรีนตอโปรโตซัวในลาํไสตอไปได สวนโปรโตซัว
ในเลือดอยางมาเลเรียฟลซิปปารัมที่พบเปนปญหามากในประเทศไทย ที่มีทั้งความชุกโดยเฉพาะ
บริเวณชายแดนไทย-กัมพูชาและชายแดนไทย-พมา ความรุนแรงของโรคและการดื้อยาที่เพ่ิมขึ้น 
(18) จากรายงานพบวาพิเพอรีนมีผลตอ choline and Rb+ transport ในเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อ
มาเลเรียฟลซิปารัม (19) 

จากการออกฤทธิท์ี่มีความหลากหลายของสมุนไพรพริกไทยดํา พิเพอรีน และอนุพันธพิ
เพอรีน ทําใหมีความจําเปนอยางยิ่งที่จะศึกษาหาสวนประกอบหรือโครงสรางสารที่มีฤทธิ์สําคญั
และจําเพาะในการใชงาน หรือสังเคราะหปรับปรุงโครงสรางของยา เพ่ือปรับใชในการรักษาใหมี
ประสิทธิภาพสูงสุด ใหยามีคุณภาพคงที่และลดผลขางเคียงของสมุนไพร ที่อาจมีผลมาจากความ
แตกตางของการสกัดและแหลงที่มาของสมุนไพร และสามารถตอยอดเพ่ือนําไปพัฒนาและผลิต
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เปนยาในอุตสาหกรรม อาจใชเปนทางเลือกในการรักษารวมกับยาแผนปจจุบัน หรือใชเปนยา
เสริมในการรกัษาและปองกันโรคติดเชื้อตอไป  

วัตถุประสงค  

1. ศึกษาการออกฤทธิใ์นการทาํลายและ/หรือยับยั้งการเจรญิเติบโตของแบคทีเรีย ไวรสั ยีสต 
มาลาเรีย และโปรโตซัวในลาํไส ของสารสกัดพริกไทยดํา (P. nigrum)  พิเพอรีน และ
อนุพันธของพิเพอรีนที่ไดจากการสังเคราะหโดยมีการปรับเปลี่ยนโครงสราง 

2. เปรยีบเทียบโครงสรางของสารสกัดจากพริกไทยดําและอนุพันธของพิเพอรีนกับฤทธิ์
ตานจุลชีพตางๆ 

วิธีทดลอง  

1. สารสมุนไพรและสารเคมีทดสอบ 
สารสกัดของพริกไทยดําและอนุพันธของพิเพอรีนจํานวน 16 ชนิด (ตารางที่ 1) ไดรับความ

อนุเคราะหจาก รศ. ดร. นันทกา โกรานา ภาควิชาเภสัชเคมีและเภสัชเวท คณะเภสัชศาสตร 
มหาวิทยาลัยนเรศวร ซึ่งประกอบ ดวยสารสกัดจากพริกไทยดํา ที่ไดจากการสกัดดวยตวัทําละลาย
ชนิดตางๆ (น้ํา เมธานอล เฮกเซน และ CH2Cl2) และอนุพันธพิเพอรีนชนิดตางๆ ที่ไดจากการ
สังเคราะหและบางตัวสามารถส่ังซ้ือไดจากบริษัท โดยการปรับเปลี่ยนโครงสรางที่ side chain ทั้งที่
เปนคารบอกซิลิกแอซิด เอสเธอรและเอไมด และปรับความยาวของพันธะคูใหแตกตางกัน ดังรูปที่ 1 

สารเคมีสังเคราะหหรือยา (ตารางที ่ 1) ที่ใชในการทดสอบควบคูในการทดลองเพ่ือ
เปรียบเทียบและเปนตัวควบคุมคือพิเพอรีน (Piperine) เปนสารหลักของสมุนไพรกลุมพริกไทย
ดํา  Ciprofloxacin เปนยาตานแบคทีเรยี  Amphotericin B เปนยาตานเชื้อรา  Choloquine 
diphosphate และ Artesunate เปนยาตานมาลาเรียและ Metronidazole เปนยาตานโปรโตซัวในลําไส 

 

 Piperine analogues      Piperine 

 
รูปที่ 1   รูปโครงสรางของอนุพันธของพิเพอรีน (piperine analogues) และพเิพอรนี (piperine): 

โดยอนุพันธของพิเพอรีนไดจากการสังเคราะหโดยการปรับเปลีย่นโครงสรางที่ 
side chain ทั้งทีเ่ปนคารบอกซิลิกแอซิด เอสเธอรและเอไมด และปรับความยาว
ของพันธะคูใหแตกตางกัน 
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ตารางที่ 1   List of black pepper extracts, piperine analogues and chemical reagents 
Type Code Compound MW Solvent 

AB-1 H3CO

HO

OH

O

 
168 DMSO 

AB-2 O

O

OH

O

 
166 DMSO 

AB-3 O

O

OH

O

 
192 DMSO 

AB-5 O

O

O

NH2

 
217 DMSO 

AB-6 
H3CO

O

NH2

O

C2H5O O  

239 DMSO 

AB-7 O

O

O

OH

 
218 DMSO 

AB-8 O

O

O

N
H

 
231 DMSO 

AB-9 O

O

O

O

 

 
232 

DMSO 

AB-10 O

O

O

O

 

 
246 

DMSO 

AB-20 O

O

N

O

 
259 DMSO 

Piperine 
analogues 

AB-53 H3CO

HO

OH

O

 
194 DMSO 
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ตารางที่ 1  List of black pepper extracts, piperine analogues and chemical reagents (ตอ) 
Type Code Compound MW Solvent 

AB-13 สารสกัดพริกไทยจากนํ้า  DMSO 
AB-14 สารสกัดพริกไทยจาก Methanol  DMSO 
AB-15 สารสกัดพริกไทยจาก Hexane  DMSO 

Black 
pepper 
extracts 

AB-17 สารสกัดพริกไทยจาก CH2Cl2  DMSO 

Piperine 

From Fluka 

O

O

O

N

 

285.34 DMSO 

Ciprofloxacin from US Biological 285 Water 
Amphotericin B   Water 

Choloquine 
diphosphate 

from Sigma 
515.87 DMSO 

Artesunate 
from Guilin No. 2 pharmaceutical 
factory, China 

 DMSO 

Chemical 
agents 

Metronidazole From Fluka  
Acetic 
acid 

DMSO = Dimethyl sulfoxide 

2. เชื้อทดสอบและการเตรยีมเช้ือ 
2. 1 แบคทเีรีย 

Gram positive bacteria ไดแก Staphylococcus aureus และEnterococcus faecalis            
Gram negative bacteria ไดแก Escherichia coli, Salmonella spp., Vibrio spp., และ           

            Pseudomonas aeruginosa 
เปนเชื้อที่แยกไดจากผูปวยและจากกรมวทิยาศาสตรการแพทย โดยทําการทดสอบ

ยืนยันเชื้อดวย biochemical tests ในจํานวนนี้มีเชื้อด้ือยาชนิด  MRSA และ fluoroquinolone 
resistance รวมดวย โดยเชื้อที่ทําการทดสอบมีจํานวน 10 isolates ตอชนิดของเชื้อ ยกเวน 
Bacillus cereus มีจํานวน 2 isolates เม่ือทดสอบการปรับคาความขุนเชื้อแบคทีเรียที่ 0.5 
McFarland standard (1-2 x 108 CFU/ml) โดยใชเคร่ือง spectrophotometer ที่ OD625 nm 
พบวาเชื้อแตละ genus ใหคา OD625 nm ที่แตกตางกันโดยอยูในชวง 0.07-0.10 ในการปรับ
ปริมาณเชื้อทั้งแบคทีเรียและยีสตจะทําการนับโคโลนี (colony count) ดวยวธิี 6× 6 drop plate 
(20) เพ่ือยืนยันทุกคร้ัง 
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เชื้อมาตรฐานที่ใชเปนเชื้อควบคุม ไดแก S. aureus ATCC 29213, E. faecalis ATCC 
29212, E. coli ATCC 25922 และ P. aeruginosa ATCC 27853   

2. 2 ยีสต   
Candida albicans และ Cryptococcus neoformans ซึ่งเปนเชื้อที่แยกไดจากผูปวย โดย

เชื้อที่ทําการทดสอบมีจํานวน 10 isolates ตอชนิดของเชื้อ เชื้อมาตรฐานที่ใชเปนเชื้อควบคุมคือ 
Candida albicans ATCC 90028           ทําการทดสอบยืนยันเชือ้โดยวิธี germ tube สําหรับ 
C. albicans และยอมดวย Indian ink สําหรับ C. neoformans  เพาะเลี้ยงยีสตบน Sabouraud 
Dextrose Agar (SDA) และบมเพาะที่ 35-37�C  

2. 3 มาลาเรีย  
เชื้อมาเลเรียฟลซิปารัม (Plasmodium falciparum) สายพันธ K1 ซึ่งเปนสายพันธุที่ด้ือ

ตอยา Chloroquine เพาะเลี้ยงดวยวิธี Trager and Jensen (21) ที่อุณหภูมิ 37oC 0.5oC ใน
สภาวะ 5% CO2, 5% O2 และ 90% N2 โดยทําการเปลีย่นอาหารเลี้ยงเชื้อใหมทุก 24 ชั่วโมง 

2. 4 โปรโตซวัในลําไส  
ทําการเลี้ยง Blastocystis hominis ที่แยกไดจากตัวอยางอุจจาระ ดวยวธิีการเลีย้งเชื้อใน

สภาวะที่มีแบคทีเรีย (xenic culture) ในหลอดทดลอง        โดยนําอุจจาระที่ตรวจพบโปรโตซัว 
 B. hominis ดวยวธิี simple smear ภายใตกลองจุลทรรศนธรรมดา มาเพาะเลีย้งในอาหารเลี้ยง
เชื้อ Jones’ medium (22) ที่มีสวนผสมของ 20% human serum ในหลอดแกวสะอาด ปด และ
เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลานาน 24 ชั่วโมง แลวนํา sediment มาตรวจดูดวยกลอง
จุลทรรศนธรรมดา ในการทดลองตอไปจะใชเชื้อในระยะ G0 คือการเพาะเชื้อโดยใชเชื้อเริ่มตน
จากอุจจาระสด 

2. 5 ไวรัส (Hepatitis B virus)  
ทําการทดสอบโดยใชเซลล PLC/PRF/5 (Alexander cell) ซึ่งเปน cell line ที่สรางจาก

เซลลตับที่ไดจากผูปวย chronic hepatitis ที่พบวาชิ้นสวนของ Hepatitis B virus ได integrate 
เขาไปใน chromosome ของเซลล และสามารถผลิต HBs antigen ออกมาได ทําการเพาะเลี้ยง
ใน Minimal Essential Medium (MEM, GIBCO BRL)  และบมเพาะที่ 37°C, 5% CO2 

3. การทดสอบความสามารถในการละลายของสารสมุนไพรในตวัทําละลายชนิดตางๆ 
ทําการทดสอบการละลายของสารสมุนไพร ดวยตวัทําละลายตางๆ คือ DMSO 

(Dimethyl sulfoxide, Fluka), Methanol และ 95% alcohol นอกจากน้ียังทําการทดสอบการ
ละลายเม่ือทําการเจือจางใน broth ที่มีและไมมี Tween-80 
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4. ทดสอบความเปนพิษของตวัทําละลาย 

4.1 ตอเชื้อแบคทีเรียและยีสต 
ทดสอบความเปนพิษของตวัทําละลาย (DMSO, Methanol และ Tween-80) ที่ความ

เขมขนตางๆ (1-50%) ตอเชื้อแบคทเีรียและยีสต โดยใชวิธ ีbroth microdilution ดัง condition ใน
ตารางที่ 2 อางอิงตามคําแนะนําของ Clinical and Laboratory Standards Institute อานคาความขุน 
โดยทีค่วามเขมขนนอยที่สุดที่ไมพบเชื้อขึน้เปนคา MIC (Minimum Inhibitory Concentration) 
จากนั้นนําทุก dilution ที่ไมพบเชื้อมาลงบน Mueller Hinton Agar (MHA) เพ่ือหาคาความเขมขน
นอยที่สุดทีฆ่าแบคทเีรียไดเปน คา MBC (Minimal Bactericidal Concentration) แตละตวัอยางจะ
ทําการทดลองอยางละ 3 คร้ัง (triplicate) 

ตารางที่ 2  Conditions for broth microdilution method 

เชื้อทดสอบ ปริมาณเชื้อ
(CFU/ml/well)

อาหารทดสอบ  
(media) 

เวลาบมเพาะที่ 
35°C (ชั่วโมง) 

ยาทดสอบอางอิง 

Bacteria 5-8 x 105 CAMHB 16-20  Ciprofloxacin 
C. albicans 0.5-2.5 x 103 RPMI with MOPS 46-50  Amphotericin B 
C. neoformans 0.5-2.5 x 103 YNB 70-74  Amphotericin B 

CAMHB = Cation adjusted Mueller Hinton Broth MOPS = 3-(N-morpholino) propanesulfonic acid 
RPMI = Roswell Park Memorial Institute medium  YNB = Yeast nitrogen broth 

4.2 ตอมาลาเรีย 
นําเชื้อมาลาเรีย P. falciparum สายพันธุ K1 ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

RPMI-1640 ดวยวธิี Trager and Jensen (21) ซึ่งมีปริมาณเชื้อมากกวา 2% Parasitemia และ
เปนระยะ ring form มากกวารอยละ 90 มาเจือจางดวยเม็ดเลือดแดงหมูโอที่ปราศจากเชื้อใหมี
ปริมาณรอยละ 0.5 ถึง 1 ใสใน 96-well plate หลุมละ 190 μl จากน้ันเติม complete media 
RPMI 1640, complete media RPMI 1640 ที่มี 40% DMSO (final concentration 2%) และ 
complete media RPMI 1640 ที่มี methanol หลุมละ 10 μl นําไปเพาะเลีย้งในตูอบอุณหภูมิ 
37°C นาน 72 ชั่วโมง จากนั้นนําเม็ดเลือดแดงที่ติดเชื้อมาลาเรียจากกนหลุมมาทําฟลมชนิดบาง 
fix ดวย methanol ยอมดวยสี Geimsa ตรวจนับปริมาณเชื้อของแตละหลุมโดยใชกลอง
จุลทรรศนชนิด light microscope ที่กําลงัขยาย 1,000 เทา คํานวณเปนรอยละ parasitemia และ
นับซ้ํา 2 คร้ังในแตละหลุม 

4.3 ตอโปรโตซวัในลําไส 

การทดสอบความเปนพิษของตัวทําละลายจะทําควบคูไปกับทุกการทดลองในฐานะ 
reagent control ในการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้ง B. hominis ในหลอดทดลอง โดยใชตวัทําละลายของ 
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piperine คือ DMSO ที่ความเขมขน 2.5%, 7.5% และ 12.5% ทําควบคูกับการทดสอบฤทธิ์การยับยั้ง
ของสมุนไพรที่ความเขมขน 1, 3 และ 5 mg/ml ตามลําดับ และใชตัวทําละลายของยา metronidazole 
คือ acetic acid ที่ความเขมขน 0.05%, 0.25% และ 0.5% ทําควบคูกับการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งของ
ยาที่ความเขมขน 0.1, 0.5 และ 1 mg/ml ตามลําดับ และนับจํานวนเซลลที่มีชีวติรอดซ่ึงจะไมติดส ี
eosin-brilliant cresyl blue ดวย haemocytometer 

4.4 ตอเซลลเพาะเลีย้ง PLC/PRF/5  (ไวรัส) 

ตัวทําละลายของสารสมุนไพรที่ใชในการทดสอบฤทธิ์ของสารสมุนไพรในการยับยั้งการหลั่ง HBs 
Antigen ของไวรัสในหลอดทดลองคือ 1% DMSO ใน maintenance media (M-MEM) ซึ่งไดทดสอบความ
เปนพิษของตวัทําละลายที่ความเขมขนนี้ควบคูไปกับทุกการทดลองในฐานะ reagent control 

5. ทดสอบฤทธิข์องสารสมุนไพรในการยับยั้งแบคทเีรีย 

ทดสอบความไวของแบคทีเรียตอสารสกัดจากพริกไทยดํา (AB-13, AB-14, AB-15 และ 
AB-17) อนุพันธของพิเพอรีน (AB-2, AB-5, AB-6, AB-8, AB-20 และ AB-53) และ piperine 
(ตารางที่ 1) ที่ความเขมขนตางๆ สูงสดุถึง 500 μg/ml โดยกําหนดใหมีตัวทําละลายไมเกิน 1% 
DMSO และ 5% Tween-80  ทดสอบดวยวิธี broth microdilution (รูปที่ 2) โดยใชอาหาร 
Cation-adjusted Mueller Hinton Broth (CAMHB) ตามคําแนะนําของ Clinical and Laboratory 
Standards Institute (CLSI) ในตารางที่ 2 อานคาความขุน โดยที่ความเขมขนนอยที่สุดที่ไมพบ
เชื้อขึ้นเปนคา MIC (Minimum Inhibitory Concentration) จากน้ันนําทุก dilution ที่ไมพบเชื้อขึน้ 
มาลงบน Mueller Hinton agar (MHA) เพ่ือหาคาความเขมขนนอยที่สุดที่ฆาแบคทีเรียไดเปน 
คา MBC (Minimum Bactericidal Concentration) ทําการทดสอบเทียบกับยา Ciprofloxacin แต
ละตวัอยางจะทําการทดลองอยางละ 3 คร้ัง (triplicate) โดยแตละคร้ังที่ทดลองจะทดสอบไป
พรอมกับเชื้อควบคุม (quality control strains) ดังตารางที่ 3 

 

ตารางที่ 3   ชื่อเชื้อแบคทีเรียควบคุมสําหรับทํา Control และคาความเขมขนที่เปน 
acceptable range รวมถึงคาความเขมขนที่ใชในการทดลอง 

Organism ATCC Acceptable range of CIP 
(μg/ml) 

Range of CIP concentration 
(μg/ml) 

S. aureus 29213 0.12-0.5 0.009-2 
E. faecalis 29212 0.25-2 0.0625-8 
E. coli 25922 0.004-0.015 0.009-1 
P. aeruginosa 27853 0.25-1 0.125-16 

ATCC = American Type Culture Collection     CIP = Ciprofloxacin 
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รูปที่ 2   แสดงข้ันตอนการทดสอบฤทธิ์ของสารสมุนไพรในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียดวย
วิธี Broth microdilution รวมถึงการอานผล Minimum inhibitory 
concentration (MIC) และ Minimum bactericidal concentration (MBC)  

6. ทดสอบการใชสารสมุนไพรรวมกับ ciprofloxacin เพ่ือเสริม/ตานฤทธิ์การยับย้ังแบคทีเรีย 

ทําการทดสอบคุณสมบัตขิอง piperine, สารสกัดจากพริกไทยดํา (AB-14) และอนุพันธ
ของพิเพอรีน (AB-8) ในการเสริม/ตานฤทธิ์ของ ciprofloxacin ในการยับยั้งแบคทเีรีย S. aureus, 
E. faecalis, E. coli, P. aeruginosa, Salmonella spp. และ Vibrio spp. ดวยวิธี checkerboard 
titration assay (รูปที่ 3) ปริมาณรวมทั้งหมดในแตละหลุมเทากับ 100 μl โดยแตละหลมุมี
สวนผสมของพิเพอรีนใน 1% DMSO กับ 5% Tween-80 จํานวน 25 μl, ciprofloxacin  25 μl 
และเชื้อ (1x106 CFU/ml) จํานวน 50 μl (final concentration 5x105 CFU/ml) ในการทดสอบจะ
มี reagent control (หลุม A1) ซึ่งประกอบดวยสารทีน่ํามาทดสอบผสมกับ CAMHB และสําหรับ 
growth control (หลุม H12) จะประกอบดวย CAMHB กับเชื้อแบคทีเรีย ในสวนของความเขมขน
ของสารที่ใช ในแตละหลุมมีสัดสวนผสมของ ciprofloxacin และพิเพอรีนตางๆโดยใส 
ciprofloxacin ความเขมขน 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 และ0 μg/ml ใน 
column ที่ 1 ถึง 12 ตามลําดับ และใส piperine ความเขมขน 100, 50, 25, 12.5, 6.125, 3.625, 
1.56 และ 0 μg/ml ในแถวที่ A ถึง H ตามลําดับ ดังรูปที่ 4 หลังจากใสเชื้อเรียบรอยแลวจึงนําไป
เพาะบมที่อุณหภูมิ 35°C เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาเพาะบมจะทําการอานคา MIC  
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รูปที่ 3 แสดงผังการทดสอบการเสริม/ตานฤทธ์ิของ piperine ตอ ciprofloxacin ในการ
ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย โดยวธีิ Checkerboard titration assay  

7. ทดสอบฤทธิข์องสารสมุนไพรในการยับยั้งยีสต 

ทดสอบความไวตอสารสกัดจากพริกไทยดํา (AB-13, AB-14, AB-15 และ AB-17) และ
อนุพันธของพิเพอรีน (AB-2, AB-8, AB-20 และ AB-53) ที่ความเขมขน 500 μg/ml และ 
piperine ที่ความเขมขน 1,000 μg/ml โดยใชวธิี broth microdilution (รูปที่ 4)  โดยใชอาหาร 
RPMI-1640 ผสม MOPS สําหรับ C. albicans และ Yeast nitrogen broth (YNB) สําหรับ C. 
neoformans และเพาะบมที่ 35-37°C นาน 48-50 ชั่วโมง และ 70-72 ชั่วโมง สําหรับ C. 
albicans และสําหรับ C. neoformans ตามลําดับ ตามคําแนะนําของ CLSI ในตารางที่ 2  อานคา
ความขุน โดยที่ความเขมขนนอยที่สุดที่ไมพบเชื้อขึน้เปนคา MIC (Minimum Inhibitory 
Concentration) จากหลุมที่ไมขุน จะนํามาหยอดลง MHA อยางละ 10 μl แลวนําไปเพาะบมที่
อุณหภูมิ 35-37°C เปนเวลา 48-50 ชั่วโมงเม่ือครบเวลาก็จะนํามาอานคา MBC ทําการทดสอบ
เทียบกับยา Amphotericin B แตละตวัอยางจะทําการทดลองอยางละ 3 คร้ัง (triplicate) โดยมี
การทําเชื้อควบคุม C. albicans ATCC 90028 ไปดวยทุกครั้ง ซึง่ใหคาที่ยอมรับไดตาม CLSI 
สําหรับ Amphotericin B คือ 0.5-2.0 μg/ml 
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รูปที่ 4    แสดงข้ันตอนการทดสอบฤทธิ์ของสารสมุนไพรในการยับยั้งเชื้อยีสตดวยวิธี 
Broth microdilution 

 

8. ทดสอบการใชพิเพอรนีรวมกับ Amphotericin B เพื่อเสรมิ/ตานฤทธ์ิการยับยัง้ยีสต C. albicans 

ทําการทดสอบการเสริม/ตานฤทธิ์การยบัยั้งยีสตดวยวิธี Checkerboard titration assay 
(รูปที่ 5) ปริมาณรวมทั้งหมดในแตละหลมุเทากับ 100 μl โดยแตละหลุมมีสวนผสมของพิเพอรีน
ใน 1% DMSO ผสม 5% Tween-80 จํานวน 25 μl, Amphotericin B  25 μl และเชื้อ (1-5x103 
CFU/ml) จํานวน 50 μl (final concentration 0.5-2.5x103 CFU/ml) ในการทดสอบจะมี reagent 
control (หลุม A1) ซึ่งประกอบดวยสารที่นํามาทดสอบผสมกับ RPMI-1640 ผสม MOPS และ
สําหรับ growth control (หลุม H12) จะประกอบดวย RPMI-1640 ผสม MOPS กับเชือ้ C. albicans 
ในสวนของความเขมขนของสารทีใ่ช ในแตละหลุมมีสัดสวนผสมของ Amphotericin B และพิเพอรีน
ตางๆโดยใส Amphotericin B ความเขมขน 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 และ 0 
μg/ml ใน column ที่ 1 ถึง 10 ตามลําดับ และใส piperine ความเขมขน 500, 250, 200, 100, 
50, 25, 12.5 และ 0 μg/ml ในแถวที่ A ถึง H ตามลําดับ ดังรูปที่ 5 หลังจากใสเชือ้เรียบรอยแลว
จึงนําไปเพาะบมที่อุณหภูมิ 35°C เปนเวลา 48-50 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาจะทําการอานคา MIC  
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รูปที่ 5 แสดงผังการทดสอบการเสริม/ตานฤทธ์ิของ piperine ตอ Amphotericin B ใน

การยับยั้งเชือ้ยีสต C. albicans โดยวิธี Checkerboard titration assay  

9. ทดสอบฤทธิข์องสารสมุนไพรในการยับยั้งมาลาเรีย P. falciparum  

นําเชื้อมาลาเรีย P. falciparum สายพันธุ K1 ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
RPMI-1640 ดวยวธิี Trager and Jensen (21) ซึ่งมีปริมาณเชื้อมากกวา 2% Parasitemia และ
เปนระยะ ring form มากกวารอยละ 90 มาเจือจางดวยเม็ดเลือดแดงหมูโอที่ปราศจากเชื้อใหมี
ปริมาณรอยละ 0.5 ถึง 1 ใสใน 96-well plate หลุมละ 190 μl จากน้ันเติมสารสกัดจากพริกไทย
ดํา (AB-13, AB-14, AB-15 และ AB-17) อนุพันธของพิเพอรีน (AB-1, AB-2, AB-3, AB-6, AB-
7, AB-8 และ AB-9) และ piperine ในระดับความเขมขน 1 mg/ml หลุมละ 10 μl (final 
concentration 50 μg/ml) สําหรับหลุมควบคุมจะใช 40% DMSO (final concentration 2%) 
แทนสารทดสอบ นําไปเพาะเลี้ยงในตูอบอุณหภูมิ 37°C นาน 72 ชั่วโมง (รูปที ่6) จากน้ันนําเม็ด
เลือดแดงที่ตดิเชื้อมาลาเรียจากกนหลุมมาทําฟลมชนิดบาง fix ดวย methanol ยอมดวยสี 
Geimsa ตรวจนับปริมาณเม็ดเลือดแดงท่ีติดเชื้อมาลาเรียของแตละหลุม ตอการนับเม็ดเลือดแดง 
5,000 เซลล โดยใชกลองจุลทรรศนชนิด light microscope ที่กําลังขยาย 1,000 เทา (รูปที่ 7 A) 
คํานวณเปนรอยละ parasitemia และนับซํ้า 2 คร้ังในแตละหลุม นําคา parasitemia ที่ไดมาคดิ
เฉลี่ยเปน Geometric mean และคํานวณคา % growth inhibition ตามสูตรดังนี้  

 

% Growth inhibition = Parasitemia control – Parasitemia test  x100 
                    Parasitemia control 
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ถาสารสกัดจากพริกไทยดําหรืออนุพันธของพิเพอรีนชนิดใดสามารถยับยั้งการเจริญ 
เติบโตของ P. falciparum ไดมากกวา piperine จะนํามาทดสอบตอเพื่อหาความเขมขนของสารที่
สามารถยับยัง้การเจริญเตบิโตของมาลาเรียไดรอยละ 50 (IC50) โดยนําเชื้อมาลาเรียมาทดสอบ
กับสารสกัดจากพริกไทยดําที่ความเขมขน 0.1, 0.2, 1, 2, 10, 20, 100, 200, 1000, 2000, 
10000 และ 20000 mg/ml  อนุพันธของพิเพอรีนที่ความเขมขน 0.1, 0.2, 1, 2, 10, 20, 100, 
200, 1000, 2000, 5000, 20000 mg/ml และ piperine ที่ความเขมขน 0.2, 2, 20, 200, 2000 
และ 20000 mg/ml โดยเปรียบเทียบกับ reference drugs คือ Chloroquine ที่ความเขมขน 625, 
1250, 2500, 5000, 10000,   20000 mM และ Artemisinin ที่ความเขมขน 19.6, 78, 312.5, 
1250, 5000 และ 20000 ng/ml ตามวิธทีี่กลาวขางตน และวิเคราะหคา IC50 ดวยวิธี Log probit 
analysis โดยโปรแกรม Graph Pad Prism 4 ซึ่งกําหนดใหแกน X เปน log ของความเขมขน  
แกน Y เปน probit 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 6    แสดงผังการทดสอบฤทธ์ิของสารสมุนไพรในการยับยั้งการเจริญของมาลาเรีย 
P. falciparum โดยวิธี Trager and Jensen  
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10. ทดสอบฤทธิข์องสารสมุนไพรในการยับยั้ง ß-haematin ในมาลาเรีย (in vitro 
inhibition of ß- haematin formation)  

เติมสารสกัดจากพริกไทยดํา (AB-13, AB-14, AB-15 และ AB-17) อนุพันธของพิเพอรีน 
(AB-1, AB-2, AB-3, AB-5, AB-6, AB-7, AB-8, AB-9, AB-10, AB-20 และ AB-53), piperine 
และ chloroquine ในระดับความเขมขน 400 μg/ml หลุมละ 50 μl (final concentration 100 
μg/ml) ใน 96-well plate จากนั้นเติม Hemin chloride (200 μM) หลุมละ 50 μl และ Tween-20 
(0.024 g/l) หลุมละ 100 μl สวนหลุมควบคุม (A control) ใหเติมน้ํากลั่น 150 μl และ Hemin 
chloride 50 μl  หลุมควบคุมที่มีคาการดูดกลืนแสงนอยที่สุด (A min)  ใหเติมนํ้ากลั่น 50 μl, 
Hemin chloride 50 μl และ Tween-20 ปริมาณ 100 μl จากน้ันบมทีอุ่ณหภูมิ 37°C จนครบ 250 
นาที แลวนําไปวัดคา OD ที่ 405 และ 620 nm ดวยเคร่ือง microplate reader (รูปที่ 7 B)    
คํานวณ % ß-haematin inhibition ตามสูตรดังนี้ 

  % ß-haematin inhibition    =   A test – A min    x 100 

              A control – A min 

 
รูปที่ 7    แสดงผังการทดสอฤทธิ์ของสารสมุนไพรในการยับยั้งมาลาเรีย P. falciparum.  

  A) Growth inhibition assay B) in vitro inhibition of ß- haematin formation 

11. ทดสอบฤทธิข์องพิเพอรีนในการยับยั้งโปรโตซวัในลําไส B. hominis  

เพาะเลี้ยงโปรโตซัว B. hominis ที่ไดจากอุจจาระสดเพ่ือใหไดระยะ G0 จํานวนเริ่มตน 
3x103 cell/ml ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Jones’ medium ทีมี่สวนผสมของ 20% human serum โดย
แตละหลอดมีสวนผสมของ piperine ทีค่วามเขมขน 1, 3 และ 5 mg/ml ทําควบคูกับ reagent 
control คือ DMSO ที่ความเขมขน 2.5%, 7.5% และ 12.5% ตามลําดับ ซึ่งมีความเขมขนของตวัทํา
ละลายเทากับที่มีในสารทดสอบตามความเขมขนที่ใช  สวน metronidazole ซึ่งใชเปน reference 
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drug จะทดสอบที่ความเขมขน 0.1, 0.5 และ 1 mg/ml โดยทําควบคูกับ reagent control คือ acetic 
acid ที่ความเขมขน 0.05%, 0.25% และ 0.5% ตามลาํดับ โดยมีน้ําเปนหลอดควบคุม (negative 
control) ในแตละความเขมขนทําการทดลองซ้ําความเขมขนละ 2 หลอด หลังจากการเพาะเลีย้ง
ที่ระยะเวลา 18 และ 72 ชั่วโมง จะทําการนับจํานวนเซลลที่มีชีวติรอดอยูซึ่งจะไมติดสี eosin-
brilliant cresyl blue ดวย haemocytometer ทําการนับจากตัวอยางจํานวน 2 คร้ังในแตละหลอด 
นําคาที่ไดมาหาคาเฉลี่ยเปรียบเทียบจํานวนเซลลเฉลีย่ในแตละหลมุกับหลอดควบคุม (negative 
control) และ reagent control  

12. ทดสอบความเปนพิษของสารสมุนไพรตอเซลลเพาะเลีย้ง PLC/PRF/5 

ทําการทดสอบ cytotoxicity ดวยวธิี MTT assay ที่วัดปริมาณ cell proliferation และ cell 
viability โดยดูการ cleavage ของเกลือ tetrazolium WST-1 เปลี่ยนเปน fromazan โดยอาศัย
เอนไซม mitochondrial dehydrogenase ในเซลลที่มีชวีติ เริ่มโดยเตรียมเซลลเพาะเลี้ยง 
PLC/PRF/5 (Alexander cell) ใน Minimal Essential Medium (MEM, GIBCO BRL) ที่ความ
เขมขน 1x105 cell/ml เพาะเลี้ยงใน 96-well plate โดยใสเซลลหลุมละ 100 μl บมที่ 37oC, 5% 
CO2 นาน 48 ชั่วโมง แทนที่ supernatant ดวยสารสกัดจากพริกไทยดํา (AB-14 และ AB-17) 
อนุพันธของพิเพอรีน (AB-1, AB-2, AB-3 และ AB-53) และ piperine ที่ความเขมขน 250, 100 
และ 10 μg/ml หลุมละ 100 μl โดยแตละความเขมขนจะทํา 3 หลุม (triplicate)  สวนหลุม blank จะ
มีเฉพาะ maintenance media (M-MEM) อยางเดียว     หลุม reagent control ประกอบดวยเซลลใน 
maintenance media ที่มีตวัทําละลายของสมุนไพรคือ 1% DMSO และ cell control จะมีเฉพาะเซลล
ใน maintenance media นําไปบมที่ 37oC, 5% CO2 นาน 48 ชั่วโมง เม่ือครบกําหนดจะแทนที่ 
supernatant ดวย maintenance media หลุมละ 200 μl  บมที่ 37oC, 5% CO2 นาน 24 ชั่วโมง 
แทนที่ supernatant ดวย 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, 
Sigma) ความเขมขน 5 mg/ml ที่เจือจางดวย maintenance media ในอัตราสวน 1:10 หลุมละ 20 μl 
กันจากการโดนแสงและบมที่ 37oC, 5% CO2 นาน 4 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาเติม DMSO หลุมละ 100 
μl วัดคา OD ดวยเครื่อง microplate reader  และคํานวณ % Viability  ตามสูตรดังนี้ 

% Viability =     (OD test – OD blank)     x 100 

    (OD control – OD blank)  

13. ทดสอบฤทธ์ิของสารสมุนไพรในการยับย้ังการหลั่ง HBs Antigen ของไวรัสในหลอด
ทดลอง 

เตรียมเซลลเพาะเลี้ยง PLC/PRF/5 (Alexander cell) ใน MEM media ที่ความเขมขน 
1x105 cell/ml ใน 96-well plate บม 37oC, 5% CO2 นาน 24 ชั่วโมง แทนที่ supernatant ดวย
สารสกัดจากพริกไทยดํา (AB-14 และ AB-17) อนุพันธของพิเพอรีน (AB-1, AB-2, AB-3 และ 
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AB-53) และ piperine ที่ความเขมขน 10 μg/ml หลุมละ 100 μl โดยแตละความเขมขนจะทํา 3 
หลุม (triplicate)  สวนหลุม blank จะมีเฉพาะ maintenance media (M-MEM) อยางเดียว หลมุ 
reagent control ประกอบดวยเซลลใน maintenance media ที่มี 1% DMSO และ cell control จะมี
เฉพาะเซลลใน maintenance media นําไปบมที่ 37oC, 5% CO2 นาน 48 ชั่วโมง เม่ือครบกําหนด
จะแทนที ่supernatant ดวย maintenance media หลุมละ 200 μl  บมที่ 37oC, 5% CO2 นาน 24 
ชั่วโมง นํา supernatant ที่ไดอยางละ 100 μl ไปวัดปริมาณ HBs Antigen ที่เซลลผลิตออกมา
ดวยวธิี ELISA โดยใชชุดทดสอบ MONOLISA® HBs Ag ULTRA (Bio-Rad) ดําเนินการทดสอบ
ตามคําแนะนาํของชุดทดสอบ วัดคา OD ของสีที่เกิดดวยเคร่ือง microplate reader  ที่ความยาว
คลื่น 450 nm และคํานวณการยับยั้งการหลั่ง HBs Antigen เปนอัตราสวน (ratio) ระหวางคา OD 
ของ test ตอคา OD ของ cell control 

ผลการทดลอง  

1. ความสามารถในการละลายของสารสมุนไพรในตัวทําละลายชนิดตางๆ 

เน่ืองจากสารสกัดจากพริกไทยดํา  พิเพอรีน และอนุพันธของพิเพอรีน มีคุณสมบัติการ
ละลายน้ําไดไมดี จึงทําการทดสอบการละลายของสารสมุนไพรดวยตวัทําละลายตางๆ เชน 
DMSO, Methanol, 95% alcohol และ Tween-80 ผลปรากฏวา สารสมุนไพรทุกตวัอยางที่ใช
ทดลองนี้สามารถละลายไดใน DMSO สวน Methanol และ 95% alcohol ทําใหสารละลายไดเปน
สวนใหญ แตเม่ือทําการเจือจางสารใน broth มากขึ้น พบวาทําใหสารละลายขุนขึน้มาได ในกรณี
นี้พบวาเม่ือผสม Tween-80 ลงไปในสารละลายที่เจือจางจะชวยใหการละลายกลบัดีขึ้น ดังนั้นจึง
เลือกใช DMSO ผสม Tween-80 เปนตวัทําละลายของสมุนไพรที่ใชทดสอบ 

2. ความเปนพิษของตัวทําละลายตอเชือ้แบคทีเรีย ยีสต มาลาเรีย โปรโตซวัในลําไส
และเซลลเพาะเลีย้ง PLC/PRF/5 

เม่ือทดสอบความเปนพิษตอเชื้อแบคทีเรยีและยีสตของตัวทําละลาย DMSO, Methanol 
และ Tween-80 พบวา DMSO และ Methanol ออกฤทธิ์ยบัยั้งแบบ bacteriostatic กับเชื้อ
แบคทีเรีย ดวยคา MIC และ MBC ของ DMSO อยูในชวง 6 ถึง 20 และ 12 ถึงมากกวา 40 
ตามลําดับ สวนคา MIC และ MBC ของ Methanol อยูในชวง นอยกวา 5 ถึง 16 และ นอยกวา 6 
ถึงมากกวา 40 ตามลําดับ  แต DMSO และ Methanol ออกฤทธิ์ยบัยั้งแบบ fungicidal ตอยีสต  
ดวยคา MIC และ MBC ของ DMSO อยูในชวง 8 ถึง 10 และ 8 ถึง 12 ตามลําดับ สวนคา MIC 
และ MBC ของ Methanol อยูในชวงเดียวกันคือ 10 ถึง 15 นอกจากน้ียังพบความแตกตางของ
คา MIC ในแตละ isolate ของเชื้อชนิดเดียวกันที่ใชทดสอบ (strain variation) ดังผลในตารางที่ 4 
และพบวา Tween-80 ไมเปนพิษตอแบคทีเรียจนถึงความเขมขน 25% ดังนั้นจึงเลือกใชสวนผสม
ของ 1% DMSO กับ 1-5% Tween-80 เปนตัวทําละลายในการทดสอบสําหรับแบคทีเรียและยีสต
ตอไป โดยทํา reagent control ควบคูไปดวยทุกครั้ง 
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เม่ือทดสอบความเปนพิษตอเชื้อมาลาเรียของตัวทําละลาย DMSO และ Methanol 
พบวาปริมาณของเชื้อ (parasitemia) ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ RPMI-1640, DMSO และ 
Methanol มีคาเทากับรอยละ 3.33, 2.86 และ 2.66 ตามลําดับ (ตารางที่ 5) เม่ือคํานวณคาทาง
สถิติพบวา % parasitemia ใน media ทั้ง 3 ชนิด ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p-value > 0.05) และในการทดสอบตอไปไดทํา reagent control ควบคูไปดวยทุกครั้ง 

ตารางที่ 4   สรุปผลการทดสอบความเปนพิษของตวัทําละลายตอเชื้อแบคทีเรียและยสีต 

DMSO  
(% v/v) 

Methanol     
(% v/v) 

Tween-80 
(% v/v) 

Type of 
microorganism 

microorganism 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC 
S. aureus 14 - 20 >40 11 - 12 30 >25 ND Gram positive 

bacteria E. faecalis 12 - 13 >35 10 - 15 >40 ND ND 
E. coli 11 - 14 25 - 40 <11 - 16 13 - >26 >25 ND 
Salmonella spp. 12 - 13 12 - 35 11 - 13 >15 ND ND 
Vibrio spp. <10 14 - 15 <6 - 7 <6 - 10 ND ND 

Gram negative 
bacteria 

P. aeruginosa 6 - 12 13 - 25 <5 - 6 9 - >25 >25 ND 
C. albicans* 8 - 10 10 - 12 10 - 15 10 - 15 ND ND Yeast 
C. neoformans* 8 - 10 8 - 10 ND ND ND ND 

* สําหรับยีสตจะผสม 1% Tween-80 ไปในการทดสอบรวมกับ DMSO และ Methanol 
MIC = Minimal Inhibitory Concentration      MBC = Minimal Bacteriocidal Concentration 
ND = Not done 

ตารางที ่5    ฤทธ์ิของตัวทําละลายตอการเจริญเตบิโตของเชื้อมาลาเรีย P. falciparum 

ตัวทําละลาย % Parasitemia 95% Confident interval 
RPMI-1640  3.33 2.01-3.52 
2% DMSO in RPMI-1640  2.86 2.20-3.71 
2% Methanol in RPMI-1640  2.66 2.69-4.12 

เม่ือทดสอบความเปนพิษตอเชื้อ B. hominis ของตวัทําละลาย DMSO (ความเขมขน 
2.5%, 7.5% และ 12.5%) และ acetic acid (ความเขมขน 0.05%, 0.25% และ 0.5%) ซึ่งใชเปน
ตัวทําละลายของสารสมุนไพรและยา Metronidazole ตามลําดับ ในสวนผสมที่ความเขมขนตางๆ
พบวา DMSO มีผลตอการลดปริมาณของเชื้อขึ้นกับความเขมขนของตัวทําละลายและความไวใน
การตอบสนองของแตละสายพันธุ คือ สายพันธุ B23 ที่มีการตอบสนองชา พบวาความเขมขน
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ของตัวทําละลายมีผลตอการลดปริมาณเชื้อลง 40% คือ DMSO 12.5% ที่ 18 ชั่วโมง และความ
เขมขนตั้งแต 7.5% ที่ 72 ชั่วโมง สวนสายพันธุ B24 ที่มีการตอบสนองเร็วพบการลดปริมาณเชือ้
ลง 40% ที่ DMSO ความเขมขนตั้งแต 2.5% ที่ 18 ชั่วโมง และ ไมมีผลตอการลดปริมาณเชือ้ที่ 
72 ชั่วโมง  สวน acetic acid ที่ความเขมขน 0.25% มีผลตอการลดปริมาณเชื้อลงประมาณ 35% 
และ 54% ที่ 18 และ 72 ชั่วโมงตามลําดับ และที่ความเขมขน 0.5% มีความเปนพิษตอเซลลเกือบ
ทั้งหมด ดังนัน้ในการทดสอบตอไปจึงทํา reagent control ควบคูไปดวยทุกครั้ง 

เม่ือทดสอบ cytotoxicity ตอเซลล  PLC/PRF/5 ของ 1% DMSO ใน maintenance 
media ซึ่งใชเปนตัวทําละลายของสารทดสอบพบวามี % viability เทากับ 99.87% ซึ่งใกลเคยีง
กับ cell control (100%) ดังนั้นความเขมขนของตัวทาํละลายที่ใชจึงไมมีผลในการทําลายเซลล
และในการทดสอบตอไปไดทํา reagent control ควบคูไปดวยทุกครั้ง 

3. ทดสอบฤทธิข์องสารสมุนไพรในการยบัยั้งแบคทเีรีย 

จากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียของสารสกัดจากพริกไทยดํา (AB-13, AB-14, AB-
15 และ AB-17) อนุพันธของพิเพอรีน (AB-2, AB-5, AB-6, AB-8, AB-20 และ AB-53) และ 
piperine โดยใชวธิี broth microdilution ทดสอบกับเชื้อแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบรวม 
6 ชนิด คือ S. aureus, E. faecalis, E. coli, Salmonella spp., Vibrio spp. และ P. aeruginosa 
พบวาทีค่วามเขมขนสูงถึง 500 μg/ml สารทดสอบสมุนไพรเหลาน้ีไมสามารถยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียได แตจากการทดลองเบื้องตนที่ความเขมขนสูงถึง 1,024 μg/ml พบวาสารสกัดจาก
พริกไทยดําแสดงฤทธิ์ยบัยัง้เชื้อ Vibrio spp. ในบางสายพันธุได (data not shown) อยางไรก็
ตามที่ความเขมขนสูงจะมีอุปสรรคเร่ืองการละลายของสารสมุนไพร 

4. ทดสอบการใชสมุนไพรรวมกับ ciprofloxacin เพ่ือเสริม/ตานฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย 

เม่ือทดสอบการใชยารวมกนัระหวาง piperine และ ciprofloxacin ในการยับยั้งแบคทีเรยี 
พบวาเชื้อ S. aureus (2/5 isolates) ซึ่งเปนแบคทีเรียกลุมแกรมบวกมีคา MIC ของ 
ciprofloxacin ลดลง 2 เทา เม่ือใชรวมกบั piperine ทีค่วามเขมขน 50, 12.5 และ 3.125 μg/ml 
(ตารางที่ 6)  สวนแบคทีเรยีกลุมแกรมลบ คือ E. coli (2/3 isolates) และ P. aeruginosa (1/3 
isolates) จะพบคา MIC ของ ciprofloxacin เพ่ิมขึน้ 2 เทา เม่ือใชรวมกับ piperine ที่ความ
เขมขน 1.56 μg/ml ดังในตารางที่ 7 และ 8 ตามลําดับ  จึงสรุปไดวา piperine อาจชวยเสริมฤทธิ ์
ciprofloxacin ในการยับยั้ง S. aureus ได          สวนแบคทีเรียกลุมแกรมลบเชน E. coli และ 
P. aeruginosa มีแนวโนมในเชิงตานฤทธิ ์ สวนเชื้อ E. faecalis, Salmonella spp. และ Vibrio spp. 
ไมพบการเสรมิ/ตานฤทธิข์อง ciprofloxacin เม่ือทดสอบรวมกับ piperine, สารสกัดจากพริกไทย
ดํา (AB-14) หรืออนุพันธของพิเพอรีน (AB-8) (data not shown)  
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ตารางที่ 6 แสดงคา MIC ของ ciprofloxacin ตอเชือ้ S. aureus เม่ือใชรวมกับ piperine 

MIC of ciprofloxacin (μg/ml) Piperine 
concentration 

(μg/ml) 
SA-ATCC 

29213 
SA-1  

(CIP-S) 
SA-3 

(MRSA) 
SA-5 

(MRSA) 
SA-6 

(MRSA) 
100 0.125 0.25 32 128 32 
50 0.125 0.25 32 128 32 
25 0.25 0.25 32 128 32 

12.5 0.25 0.25 32 128 32 
6.25 0.25 0.25 64 128 32 
3.125 0.25 0.25 64 128 32 
1.56 0.25 0.5 64 128 32 

0 0.25 0.5 64 128 32 

SA = Staphylococcus aureus,    CIP-S = Ciprofloxacin susceptible,                                  
MRSA = Methicillin Resistance S. aureus 

 

ตารางที่ 7 แสดงคา MIC ของ ciprofloxacin ตอเชือ้ E. coli เม่ือใชรวมกับ piperine 

MIC of ciprofloxacin (μg/ml) Piperine 
concentration 

(μg/ml) 
Esc-ATCC 25922 

(CIP-S) 
Esc -1   
(CIP-R) 

Esc -17 
 (ESBL) 

100 0.015 256 64 
50 0.015 256 64 
25 0.015 256 64 

12.5 0.015 256 64 
6.25 0.015 256 64 
3.125 0.015 256 64 
1.56 0.015 256 64 

0 0.015 128 32 

Esc = Escherichia coli   ESBL = Extended-spectrum beta-lactamase 
CIP-S = Ciprofloxacin susceptible      CIP-R = Ciprofloxacin resistant 
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ตารางที่ 8 แสดงคา MIC ของ ciprofloxacin ตอเชื้อ P. aeruginosa เม่ือใชรวมกับ piperine 

MIC of ciprofloxacin (μg/ml) Piperine 
concentration 

(μg/ml) 
PsA-ATCC 27853 

(CIP-S) 
PsA -4   
(CIP-R) 

PsA -8  
(CIP-R) 

100 1 16 256 
50 1 16 256 
25 1 16 256 

12.5 1 16 256 
6.25 1 16 256 
3.125 1 16 256 
1.56 1 16 256 

0 0.5 16 256 

PsA = Pseudomonas aeruginosa CIP-S = Ciprofloxacin susceptible   CIP-R = Ciprofloxacin resistant 

 
5. ทดสอบฤทธิข์องสารสมุนไพรในการยับยั้งยีสต 

จากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งยีสตของสารสมุนไพรโดยวิธี broth microdilution พบวา  
piperine และสารสกัดจากพริกไทยดํา (AB-13, AB-14, AB-15 และ AB-17) ซึ่งทดสอบกับ      
C. albicans และ C. neoformans และอนุพันธของพิเพอรีน (AB-2, AB-6, AB-8, AB-10, AB-20 
และ AB-53) ซึ่งทดสอบกับ C. albicans ไมมีสารทดสอบสมุนไพรใดที่สามารถยับยั้งยีสตทั้งสอง
ชนิดไดแมใชความเขมขนของสารสูงถึง 500 μg/ml  

6. ทดสอบการใชพิเพอรนีรวมกับ Amphotericin B เพื่อเสรมิ/ตานฤทธ์ิการยับยัง้ยีสต C. albicans 

เม่ือทําการทดสอบความสามารถในการเสรมิหรือตานฤทธิ์ของพิเพอรีน ตอ Amphotericin B 
ในการยับยั้งเชื้อ C. albicans  โดยวิธี checkerboard titration assay พบวา piperine มีฤทธิต์าน 
Amphotericin B เม่ือความเขมขนของ piperine อยูระหวาง 12.5-250 μg/ml ซึ่งพบคา MIC ของ 
ciprofloxacin เพ่ิมขึ้น 2 เทา แตที่ความเขมขน 500 μg/ml ของ piperine กลับทําใหคา MIC 
ของ Amphotericin B ลดลงเทากับที่ไมมี piperine (0 μg/ml) ดังตารางที่ 9 
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ตารางที ่9   แสดงคา MIC ของ Amphotericin B ที่ piperine ความเขมขนตางๆ เม่ือ
ทดสอบกับ C. albicans (CA-2) 

Piperine concentration (μg/ml) MIC of Amphotericin B (μg/ml) 
500 8 
250 16 
200 16 
100 16 
50 16 
25 16 

12.5 16 
0 8 

 

7. ทดสอบฤทธิข์องสารสมุนไพรในการยับยั้งมาลาเรีย P. falciparum  

จากการทดสอบสารสกัดพริกไทยดํา พิเพอรีน และอนุพันธของพิเพอรีน จํานวน 12 
ตัวอยาง พบวาสารสมุนไพรที่ความเขมขน 50 μg/ml สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ
มาลาเรียฟลซิปารัม สายพันธุ K1 ไดแตกตางกัน โดยคา % Growth inhibition อยูระหวางรอย
ละ 35.19-79.53 (ตารางที่ 10)   สารสมุนไพรที่ใหคา % growth inhibition มากกวา 50% คือ 
AB-3, AB-7, AB-8, AB-14 และ piperine (รูปที่ 8)   โดยอนุพันธของพิเพอรีน AB-8 และสาร
สกัดพริกไทยดํา AB-14 สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อไดสูงสุดถึง 79.53% และ 
78.48% ตามลําดับซึ่งมากกวา Piperine (65%)  

จากผลการทดสอบขางตน เม่ือนําอนุพันธของพิเพอรีน AB-8 และสารสกัดพริกไทยดํา 
AB-14 ที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อไดสูงสุด มาทําการทดสอบเพ่ือหาคาความ
เขมขนที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อมาลาเรียฟลซิปารัมไดรอยละ 50 (Inhibitory 
Concentration, IC50) โดยเปรียบเทียบกับยาอางอิง (Chloroquine และ Artesunate) พบวา IC50 
ของ AB-8, AB-14, Piperine, Chloroquine และ Artesunate เทากับ 0.29, 0.41, 0.34, 34.58 
และ 0.008 μg/ml ตามลําดับ (ตารางที่ 11)  
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ตารางที่ 10    ผลการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชือ้มาลาเรียฟลซิปารัม สายพันธุ K1 ของ
สารสกัดพริกไทยดํา พิเพอรีน อนุพันธของพิเพอรีนและยาอางอิง ที่ความ
เขมขน 50 μg/ml  
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รูปที่ 8    ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของ P. falciparum ดวยสารสกัดพริกไทยดํา          
พิเพอรีน และอนุพันธของพิเพอรีนทีค่วามเขมขน 50 μg/ml 

 

ชนิดของสาร % Growth inhibition 
AB-1 47.29 
AB-2 41.89 
AB-3 52.78 
AB-6 47.85 
AB-7 52.22 
AB-8 79.53 
AB-9 35.19 
AB-13 39.63 
AB-14 78.48 
AB-15 41.05 
AB-17 49.34 

Piperine 65.00 
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ตารางที่ 11  คา IC50 ของสารสกัดพริกไทยดํา พิเพอรีน อนุพันธพิเพอรรีน และยาอางอิง 

ชนิดของสาร IC50 (μg/ml) 95% Confident interval 

AB-8 0.29 0.20-0.44 

AB-14 0.41 0.16-1.06 

Piperine 0.34 0.10-1.23 

Chloroquine 34.58 33.76-35.42 

Artesunate 0.008 0.0058-0.0111 
IC = Inhibition Concentration 

8. ทดสอบฤทธิข์องสารสมุนไพรในการยับยั้งฤทธ์ิ ß-haematin ในมาลาเรีย (in vitro 
inhibition of ß- haematin formation)  

เพ่ือศึกษากลไกการออกฤทธิ์ตอมาลาเรียของสารสกัดพริกไทยดํา พิเพอรีน และอนุพันธ
ของพิเพอรีน จึงทําการทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการสราง ß-haematin ในหลอดทดลอง 
โดยเปรียบเทียบกับ Chloroquine พบวาสารสกัดพริกไทยดําและอนุพันธของพิเพอรีน สามารถ
ยับยั้งการสราง ß-haematin ไดระหวางรอยละ 0 - 91.63 โดย AB-13, AB-7, AB-53, และ AB-5 
สามารถยับยัง้การสราง ß-haematin ไดรอยละ 91.63, 89.13, 69.39 และ 67.93 ซึ่งมากกวา 
Chloroquine (62.28%)  สวน Piperine ยับยั้งการสราง ß-haematin ไดรอยละ 34.33% ซึ่งนอย
กวา Chloroquine (62.28%)  แต AB-6, AB-14, AB-15 และAB-17 ไมสามารถยับยั้งการสราง 
ß-haematin ได (ตารางที่ 12) 
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ตารางที่ 12   ผลการยับยัง้การสราง ß-haematin ในหลอดทดลองดวยสารสกัด
พริกไทยดํา  พิเพอรีนและอนุพันธของพิเพอรีน 

ชนิดของสาร %  ß-haematin inhibition 
AB-1 30.4 
AB-2 32.72 
AB-3 33.99 
AB-5 67.93 
AB-6 0 
AB-7 89.13 
AB-8 65.63 
AB-9 30.03 
AB-10 1.11 
AB-13 91.63 
AB-14 0 
AB-15 0 
AB-17 0 
AB-20 22.57 
AB-53 69.39 

Piperine 34.33 
Chloroquine 62.28 

 

9. ทดสอบฤทธิข์องพิเพอรีนในการยับยั้งโปรโตซวัในลําไส B. hominis  

จากการทดสอบฤทธิ์เบื้องตนของพิเพอรีนในการยับยัง้ B. hominis จํานวน 2 สายพันธุ
คือ B23 (รูปที่ 9 A, B) และ B24 (รูปที่ 9 C, D) ทีเ่วลา 18 และ 72 ชั่วโมง พบวา piperine ที่
ความเขมขน 3 และ 5 mg/ml เริ่มมีผลออกฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อสายพันธุ B24 (18 ชั่วโมง, รูปที่ 
9 C) เร็วกวาสายพันธุ B23 (72 ชั่วโมง, รูปที ่ 9 B)  โดยสายพันธุ B23 มีปริมาณเชื้อลดลง 
18.17% ที่เวลา 72 ชั่วโมง เม่ือใช piperine ความเขมขน 3 mg/ml  

สวนยา metronidazole ซึ่งเปนยาที่ใชรักษาโรคติดเชื้อ B. hominis พบวา 
metronidazole มีผลตอการยับยั้งการเจรญิเติบโตของ B. hominis ที่ความเขมขน 0.1 และ 0.5 
mg/ml ทั้งที่ 18 และ 72 ชั่วโมง สวนที่ความเขมขน 1 mg/ml พบวาฆาหรือยับยั้งเชื้อได 100 %  
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อีกนัยหนึ่งปริมาณเชื้อที่ลดลงมากนี้อาจเปนผลมาจากความเขมขนที่มากของ acetic acid 
(0.5%) ที่ใชเปนตัวทําละลาย เม่ือเปรียบเทียบที่ระยะเวลาการใหยาจะพบวา metronidazole ที่
ความเขมขน 0.1 mg/ml  B. hominis  สายพันธุ B20 มีปริมาณเชื้อเม่ือเทียบกับหลอดควบคุม
ลดลง 37.55% ที่เวลา 18 ชั่วโมง (รูปที่ 10 A) และลดลงมากขึ้นเปน 54.4% ที่เวลา 72 ชั่วโมง 
(รูปที่ 10 B) 
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รูปที่ 9  แผนภูมิแทงแสดงผลของ piperine ที่ความเขมขน 1, 3, 5 mg/ml ตอเชื้อ B. 
hominis สายพันธุ B23 (A, B) และสายพันธุ B24 (C, D) ที่เวลา 18 ชั่วโมง (A, C) 
และ 72 ชั่วโมง (B, D)  โดยแกน y แสดงปริมาณของเชื้อ B. hominis หนวยเปน 
103 cells/ml และแกน x แสดงความเขมขนของ piperine (mg/ml) และตวัทํา
ละลาย DMSO (%) 
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รูปที่ 10  แผนภูมิแทงแสดงผลของ metronidazole ที่ความเขมขน 0.1, 0.5 และ 1 mg/ml 

ตอเชื้อ B. hominis สายพันธุ B20 ที่เวลา 18 ชั่วโมง (A) และ 72 ชั่วโมง (B)  แกน 
y แสดงปริมาณของเชื้อ B. hominis หนวยเปน x 103 cells/ml และแกน x แสดง
ความเขมขนของ metronidazole (mg/ml) และตัวทาํละลาย Acetic acid (%) 

10. ความเปนพิษของสารสมุนไพรตอเซลลเพาะเลี้ยง PLC/PRF/5 

ผลการทดสอบความเปนพิษ (Cytotoxicity) ตอเซลล  PLC/PRF/5 ของ piperine ที่ความ
เขมขน 10, 100 และ 250 μg/ml พบวามีคา % viability เทากับ 94.59, 54.62 และ 25.14 ตามลําดับ 
(ตารางที่ 13)  อนุพันธของพิเพอรีนทั้ง 4 ตัวอยางที่ใชในการทดสอบ มี % viability มากกวา 80% 
ในทั้งสามความเขมขน (ตารางที่ 13)  สวนสารสกัดจากพริกไทยดํา AB-14 (Methanol) และ AB-17 
(CH2Cl2) ที่ความเขมขน 10 μg/ml มี % viability มากกวา 80% และลดลงเหลือประมาณ 20% ที่
ความเขมขน 100 และ 250 μg/ml ซึ่งลดลงเร็วกวาการทดสอบดวย piperine  เม่ือเปรียบเทียบความ
เปนพิษตอเซลลของสารสมนุไพร จะพบวา piperine และสวนสารสกัดจากพริกไทยดํา AB-14 
(Methanol) และ AB-17 (CH2Cl2) มีความเปนพิษตอเซลล PLC/PRF/5 มากกวาอนุพันธของพิเพอรีน 
โดยมีคา ID50 ที่ประมาณ  120, 50 และ 40 μg/ml ตามลําดับ 
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ตารางที่ 13 เปรียบเทียบความเปนพิษของสารสมุนไพรที่ความเขมขนตางๆตอเซลล  PLC/PRF/5 

% viability ในแตละความเขมขน (μg/ml) 
ชนิดของสาร สารทีใ่ชทดสอบ 

250 100 10 
Chemical reagent Piperine  25.14 54.62 94.59 

AB-14 (Methanol) 20.28 18.48 95.33 Crude extracts 
AB-17 (CH2Cl2) 18.88 19.95 79.56 

AB-1 97.54 103.96 102.22 
AB-2 110.34 92.26 103.04 
AB-3 89.69 87.35 106.24 

Piperine analogues 

AB-53 104.36 101.41 122.78 
Cell control Media only 100 100 100 
Reagent control DMSO 99.87 99.87 99.87 

DMSO = Dimethyl sulfoxide 

 

 

11. ทดสอบฤทธิข์องสารสมุนไพรในการยับยั้งการแสดงออกของ HBs Antigen ของ
ไวรัสในหลอดทดลอง 

จากการวัดปริมาณ HBs antigen ที่หลั่งจากเซลล PLC/PRF/5 ดวยวิธี ELISA หลังการ
ทดสอบดวยสารสมุนไพร ที่ความเขมขน 10 μg/ml ซึ่งไมเปนพิษตอเซลล พบวามีเพียงสารสกัด
จากพริกไทยดํา AB-14 (Methanol) และ AB-17 (CH2Cl2) ที่ใหคา ratio ต่ํากวา 1 คือ 0.68 และ 
0.34 ตามลําดับ แสดงวาสารสกัดจากพริกไทยดําทั้ง 2 ชนิดน้ีอาจมีฤทธิ์ยบัยัง้การหลั่ง HBs 
antigen ของเซลล PLC/PRF/5 สวนอนุพันธของพิเพอรีนไมสามารถยับยั้งการหลั่ง HBs 
antigen เม่ือเทียบกับ cell control โดยมีคา ratio ใกลเคียง 1 และในทางกลับกันคา ratio ของ 
piperine มีคามากกวา 1 คือ 1.44  (ตารางที่ 14)  แสดงวา piperine อาจเกี่ยวของกับการกระตุน
การหลั่ง HBs antigen ของเซลลได  
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ตารางที ่ 14  ผลการวัดปริมาณ HBs antigen จากเซลล PLC/PRF/5 โดยวิธี ELISA หลัง
ทดสอบดวยสารสมุนไพร 10 μg/ml 

ชนิดของสาร สารทีใ่ชทดสอบ HBs antigen ratio 
Chemical reagent piperine 1.44 

AB-14 (Methanol) 0.68 Crude extracts 
AB-17 (CH2Cl2) 0.34 

AB-1 0.99 
AB-2 1.06 
AB-3 1.10 
AB-4 1.02 

Piperine analogues 

AB-53 0.98 
Cell control Media only 1.00 
HBs antigen ratio = OD test / OD control 

12. เปรียบเทียบโครงสรางสารสกัดจากพริกไทยดํา พิเพอรีน และอนุพันธพิเพอรีนกับ
ฤทธ์ิตานจุลชีพตางๆ  

จากการทดสอบฤทธิ์ตานจุลชีพทั้งแบคทเีรีย ยีสต มาลาเรีย โปรโตซัวในลําไส และการ
ยับยั้งการหลัง่ของ HBs Antigen ของไวรัสนั้น พบวาสารสกัดจากพริกไทยดํา พิเพอรีน และ
อนุพันธของพิเพอรีนบางชนิดมีแนวโนมที่จะออกฤทธิย์ับยั้งการเจรญิของเชื้อมาลาเรียฟาซิปารัม 
และยับยั้งการหลั่งของ HBs Antigen ของไวรัสจากเซลล PLC/PRF/5 ที่เคยติดเชื้อไวรัสตับ
อักเสบบี เม่ือเปรียบเทียบโครงสรางของสารทดสอบทีอ่อกฤทธิ์ไดดี พบวาอนุพันธของพิเพอรีนที่
สามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อมาลาเรียฟาซิปารัมดวย % growth inhibition มากกวา 50 ไดแก
สาร AB-3, AB-7, AB-8, piperine และสารสกัดจากพริกไทยดําดวยเมธานอล ในจํานวนสารสกัด
ของพริกไทยดําที่ใชทดสอบน้ันสารสกัดจากเมธานอลออกฤทธิ์ไดดีกวาสารสกัดจากตัวทําละลาย
ที่มีขั้วสูง เชน น้ํา และสารสกัดจากตัวทําละลายที่มีขั้วต่ําเชน Hexane และ  CH2Cl2 ดังนั้นสารที่
ออกฤทธิ์ในการฆาเชื้อนาจะเปนสารที่มีขัว้ปานกลาง ซึ่งจากผลที่ไดสอดคลองกับผลจาก
การศึกษาของอนุพันธของพิเพอรีน เม่ือพิจารณาจากโครงสรางจะเห็นไดวาหมูที่ออกฤทธิ์ในการ
ยับยั้งการเจรญิของเชื้อมาลาเรียฟาซิปารัมมีโครงสรางที่บริเวณ side chain เปนหมู carboxylic 
acid (AB-3 และ AB-7) และเปนหมู amide (AB-8 และ piperine)  โดยจะเห็นไดวาโครงสราง
ของอนุพันธที่เปน amide มีคา % growth inhibition สูงกวาหมูอนุพันธ carboxylic acid 
โดยเฉพาะสาร AB-8 ซึ่งมีคา % growth inhibition และ IC50 ดีที่สุดในการทดลองนี้ แตอยางไรก็
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ตามอนุพันธของ carboxylic acid ที่มีจํานวน  double bond ที่เทากัน (AB-7) ก็ออกฤทธิ์ไดดี  
การลดจํานวน double bond ในอนุพันธของ carboxylic acid ในสาร AB-3 ไมมีผลตอการออก
ฤทธิ์ แตถาตดัสวนของ double bond ในโครงสรางออกไปเลย (AB-2) จะทําใหผลในการออก
ฤทธิล์ดลง  สวนผลของ double bond ตอโครงสรางที่เปน amide ยังไมสามารถสรุปไดจากการ
ทดลองนี้ ซึ่งควรทําการทดสอบเพ่ิมเตมิกับสาร AB-20 ตอไป 

สวนผลตอฤทธิ์ยับยั้งการสราง ß-haematin ในเชื้อมาลาเรียฟาซิปารัม พบวาสาร 
piperine เองมีฤทธิค์อนขางต่ํา แตอนุพันธ amide (AB-5 และ AB-8) และหมู carboxylic acid 
(AB-7 และ AB-53) ใหคา %  ß-haematin inhibition มากกวา 60 ซึ่งผลที่ไดมีคาใกลเคียงกบัยา
อางอิง Choloquine และบางสารมีผลสูงกวาอยางเห็นไดชัด  อนุพันธพิเพอรีน AB-7 และ AB-8 
เปนอนุพันธทีน่าสนใจที่มีฤทธิ์ดีในยบัยั้งการเจริญของเชื้อมาลาเรียฟาซิปารัมดวยกลไกการ
ยับยั้งการสราง ß-haematin  นอกจากนี้สารสกัดจากพริกไทยดํา AB-13 (water extract) มีฤทธิ์
ยับยั้งการสราง ß-haematin ในเชื้อมาลาเรียฟาซิปารัมที่ดีมากดวย (91% inhibition) สวนสาร
สกัดจากพริกไทยดํา AB-14 (methanol extract) มีฤทธิ์ยับยั้งไดดีทัง้เชื้อมาลาเรียฟาซิปารัมและ
การหลั่งของ HBs Antigen ของไวรัส และสารสกัดจากพริกไทยดํา AB-17 (CH2CL2 extract) มี
ฤทธิย์ับยั้งการหลั่งของ HBs Antigen ของไวรัสจากเซลล PLC/PRF/5 ไดดีกวา 60% แมจะเปน
พิษตอเซลลมากกวาสารอ่ืน  

สรุปและวิจารณผลการทดลอง  

จากการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดจากพริกไทยดํา พิเพอรีน และอนุพันธของพิเพอรีน ใน
การยับยั้งแบคทีเรียทั้งชนิดแกรมบวกและแกรมลบ (S. aureus, E. faecalis, E. coli, 
Salmonella spp., Vibrio spp. และ P. aeruginosa) และยสีต (C. albicans และ C. 
neoformans)  โดยวิธี broth microdilution พบวาที่ความเขมขนสูงถึง 500 μg/ml สารทดสอบ
สมุนไพรเหลาน้ีไมสามารถยับย้ังแบคทีเรียและยีสตได อาจเนื่องจากสารเหลาน้ีไมมีคุณสมบัตใิน
การยับยั้งแบคทีเรียและยีสตโดยตรง หรือตองการยาในปริมาณที่สูง ซึ่งปริมาณยาที่สูงนั้นอาจมี
ผลขางเคียงไดมากเชนกัน นอกจากนี้ในการทดลองยังมีขอจํากัดเร่ืองการละลายของสาร ซึ่งพิ
เพอรีนจัดเปนสารที่มีองคประกอบสวนใหญอยูในกลุมไขมัน (lipid) ทําใหละลายไดไมดีในตัวทํา
ละลายที่มีขั้วสูงเชนนํ้า แตสามารถละลายไดในสารละลายอ่ืน เชน Petroleum ether, 
chloroform, ethanol และ methanol (1, 23)  ในการทดลองน้ีแมจะใช DMSO เปนตัวทําละลาย
ไดในการเตรียมความเขมขนสารตั้งตน แตในการทดสอบที่ใชอาหารเลีย้งเชื้อซ่ึงมีน้ําเปน
องคประกอบหลัก ทําใหสารทดสอบสมุนไพรบางชนิดเกิดการตกตะกอนได 

เม่ือไมพบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรียและยสีตโดยตรงของสารสกัดจากพริกไทยดํา พิเพอ
รีน และอนุพันธของพิเพอรีน จึงทําการทดสอบดูวาสารสมุนไพรเหลาน้ีสามารถใชรวมกับยาตาน
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จุลชีพปจจุบันเพื่อชวยเสริมฤทธิข์องยาไดหรือไม เพ่ือประโยชนในการลดปริมาณการใชยาลง
และลดโอกาสการด้ือยา เม่ือทดสอบการใชยารวมกันระหวาง piperine และ ciprofloxacin ในการ
ยับยั้งแบคทีเรีย พบวาเชือ้ S. aureus ซึ่งเปนแบคทีเรียกลุมแกรมบวกมีคา MIC ของ 
ciprofloxacin ลดลง 2 เทา สวนแบคทีเรยีกลุมแกรมลบ คือ E. coli และ P. aeruginosa จะพบคา 
MIC ของ ciprofloxacin เพ่ิมขึ้น 2 เทา จึงสรุปไดวา piperine อาจชวยเสริมฤทธิ ์ ciprofloxacin 
ในการยับยั้ง S. aureus ได   สวนแบคทีเรียกลุมแกรมลบเชน E. coli และ P. aeruginosa มี
แนวโนมในเชงิตานฤทธิ์  ผลที่แตกตางกันของเชื้อสองกลุมน้ีอาจสืบเนื่องมาจากความแตกตาง
ขององคประกอบของเซลล กลไกการนําสารเขาเซลลหรือขับสารออก (efflux pump)  และ
เปาหมายการออกฤทธิ์ของสาร  แนวโนมที่แสดงการเสริมฤทธิข์อง piperine ตอ ciprofloxacin 
ในการทดสอบกับเชื้อ S. aureus ในการทดลองน้ีใหผลสอดคลองเชนเดียวกับรายงานของ Khan 
IA และคณะ (8, 24) นอกจากน้ียังพบวาผลการเสริมฤทธิ์ของ piperine ตอ ciprofloxacin และคา
ความเขมขนของ piperine ที่มีผลตอการลดลงของคา MIC ของ ciprofloxacin มีความแตกตาง
กันขึ้นกับสายพันธุของเชื้อทดสอบ เชน เชื้อ MRSA ที่มีการแสดงออกของปม NorA มาก (NorA 
efflux pump hyperexpressing strain) จะตอบสนองไดดีตอการเสริมฤทธิข์อง piperine มากกวา 
MSSA และ MRSA อ่ืนๆ (25)  มีหลายรายงานที่สนับสนุนบทบาทของ piperine และอนุพันธ
ของพิเพอรีนในการทําหนาที่เปนสารยับยั้งการปมยาออก (efflux pump inhibitor; EPI) เชน 
ยับยั้ง NorA efflux pump ตอยา ciprofloxacin (25, 24) และ MdeA efflux pump ตอยา 
mupirocin (26) ในเชื้อ S. aureus   ยับยั้ง Rv1258c (putative efflux pump) ตอยา rifampicin 
ในเชื้อ Mycobacterium tuberculosis (27) และยับยัง้การปม ethidium bromide ออกในเช้ือ 
Mycobacterium smegmatis (28). 

จากการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดจากพริกไทยดํา พิเพอรีน และอนุพันธของพิเพอรีน ใน
การยับยั้งการเจริญเติบโตของ Plasmodium falciparum K1 strain ซึ่งเปนสายพันธุที่ด้ือตอยา 
Chloroquine ในหลอดทดลองดวยวธิี Growth inhibition assay พบวา อนุพันธของพิเพอรีน 
AB-8 และสารสกัดจากพริกไทยดําดวยเมธานอล AB-14 สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ P. 
falciparum มากกวา Chloroquine แตนอยกวา Artesunate ซึ่งเปนยาตานมาลาเรียที่ใชใน
ปจจุบัน เม่ือเปรียบเทียบโครงสรางของสารทดสอบทีอ่อกฤทธิ์ยับยัง้การเจริญไดดี พบวานาจะ
เปนสารที่มีขัว้ปานกลาง และโครงสรางของอนุพันธที่เปน amide (AB-8) มีแนวโนมที่จะยับยั้ง
การเจริญไดมากกวาหมูอนุพันธ carboxylic acid  การลดจํานวน double bond ในอนุพันธของ 
carboxylic acid  จะไมมีผลตอการออกฤทธิ์ แตถาตัดสวนของ double bond ในโครงสราง
ออกไปเลย จะทําใหผลในการออกฤทธิ์ลดลง 

นอกจากน้ียังไดทําการศึกษากลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดจากพริกไทยดํา และ
อนุพันธของพิเพอรีน ดวยวิธี In vitro inhibition of ß-haematin formation โดยเปรียบเทียบกับ 
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Chloroquine ที่ความเขมขนเทากัน พบวาสารสกัดจากพริกไทยดําดวยนํ้า AB-13 และอนุพันธ
ของพิเพอรีน AB-7 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการสราง ß-haematin มากกวา Chloroquine 
และสารทดสอบอ่ืน เม่ือเปรียบเทียบโครงสรางของสารทดสอบท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งการสราง ß-
haematin ไดดี พบวานาจะเปนสารที่มีขั้วสูง และโครงสรางของอนุพันธที่เปน carboxylic acid 
(AB-7) มีแนวโนมที่จะยับยั้งการสรางไดมากกวาหมูอนุพันธ  amide ซึ่งตรงขามกับโครงสรางที่
เหมาะตอการยับย้ังการเจริญของมาลาเรีย 

จากรายงานการวิจัยของ Rasoanaivo และคณะในป ค.ศ.1999 (29) พบวาสารสมุนไพร
ที่ควรนําไปศึกษาตอเพ่ือหาสารตานมาลาเรียจะตองมีคา IC50 นอยกวา 5 μg/ml แมวาสารสกัด
พริกไทยดําจากเมธานอล AB-14 (IC50 = 0.41 μg/ml) สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ P. 
falciparum ไดดีแตมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการสราง ß-haematinไดนอย แสดงวาสารสําคัญ
ที่ออกฤทธิ์ตอ P. falciparum ในพริกไทยดําสามารถสกัดไดดวยเมธานอลและสารนั้นไมไดออก
ฤทธิ์ผานกลไกการยับยั้งขบวนการ Biocrystallization ใน P. falciparum ดังน้ันจึงควรศึกษาหา
กลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดจากพริกไทยดําดวยเมธานอล AB-14 ในการยับยั้ง P. 
falciparum ตอไป สวนอนุพันธพิเพอรีน AB-7 และ AB-8 (IC50 = 0.29 μg/ml) เปนอนุพันธที่
นาสนใจที่มีฤทธิ์ในยับยั้งการเจริญของเชื้อมาลาเรียฟาซิปารัมดวยกลไกการยับยั้งการสราง ß-
haematin  ดีกวา Chloroquine จึงนาสนใจท่ีจะนําไปศึกษาเชิงลึกดานโครงสราง กลไกการออก
ฤทธิ์ พิษวิทยาและเภสัชวิทยาเพื่อพัฒนาใชในการรักษาโรคมาลาเรียตอไป แมสารสกัดจาก
พริกไทยดําดวยนํ้า AB-13 จะมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อมาลาเรียฟาซิปารัมไดไมดี แตมี
ประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งการสราง ß-haematin ซึ่งกลไกการยับยั้งการสราง ß-haematin 
นับเปนกลไกหลักของยาตานมาลาเรียหลายชนิด เชน Quinoline (Chloroquine), Azoles, 
Isonitriles, Xanthone, Methylene blue, Porphyrins and metalloporphyrin complexes (30)  
กลไกการสราง ß-haematin นอกจากจะพบในเชื้อมาลาเรียแลว ยังพบไดใน Rhodnius prolixus 
(the kissing bug), Schistosoma mansoni, Echinostoma trivolvis และ Haemoproteus 
columbae ได (31) ดังน้ันสารน้ีอาจนําไปศึกษาตอในเชื้อกลุมอ่ืนที่มีกลไกการสราง ß-haematin 
เชนกัน 

สารสกัดจากพริกไทยดํา และอนุพันธของพิเพอรีนบางชนิด นอกจากจะมีแนวโนมในการ
พัฒนาเปนยาตานมาลาเรียแลว ยังนาสนใจที่จะศึกษาความสามารถในการเปนสารเสริมฤทธิ์กับ
ยาอ่ืน ดังรายงานที่แสดงผลการเพิ่มการดูดซึม (bioavailability) ของ curcumin เม่ือใชรวมกับ 
piperine (32) และผลการศึกษาการใชยารวมระหวาง Artemisinin, cucumin และ piperine (33, 34) 

การทดสอบฤทธิ์ของพิเพอรีนในการยับยัง้ B. hominis คร้ังนี้นับเปนเพียงการทดสอบ
เบื้องตน โดยเพาะเลี้ยงเชื้อจํานวน 2 สายพันธุ โดยวธิี xenic culture และทดสอบเฉพาะพิเพอ
รีน เน่ืองจากในการเพาะเลีย้งตองใชอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาณมาก จึงตองการสารทดสอบปริมาณ
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มากเชนกัน แตปริมาณสารทดสอบท่ีมีอยูมีจํากัด อีกทั้งสารพิเพอรีนมีความสามารถในการ
ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อซ่ึงมีน้ําเปนองคประกอบไดไมดี จึงจําเปนตองใชตวัทาํละลาย DMSO 
ในเปอรเซ็นตที่สูงเพ่ือใหการละลายสมบูรณขึ้น ทําใหผลการยับยั้ง B. hominis ที่ไดสวนหนึ่งเปน
ผลจาก DMSO ดังนั้นการอานผลจึงเทียบกับ DMSO control ซึ่งเห็นผลการยับยั้งของพิเพอรีน
ดีกวา DMSO control เพียงเล็กนอย นอกจากนี้ผลการตอบสนองยังขึ้นกับสายพนัธุของเชื้อ เม่ือ
เปรียบเทียบผลการยับยั้งเชือ้ของพิเพอรีนกับยา metronidazone ยังพบวาตองใชพิเพอรีน (3 
mg/ml) ที่ความเขมขนสูงกวา metronidazone (0.1 mg/ml) ถึง 30 เทา นับเปนปริมาณที่มาก  
ซึ่งตางจากการศึกษาในหนทูดลองโดยใชสารสกัดจากพลู พริกไทยดําและดีปลี ซึ่งมีพิเพอรีนเปน
องคประกอบที่สําคัญ พบวาที่ความเขมขน 0.1 mg/ml สามารถยับยั้ง G. intestinalis, E. 
histolytica และ B. hominis ได (14) ผลที่แตกตางอาจมีหลายปจจัยที่เก่ียวของ เชน การศึกษา
ในหนูทดลองเปนแบบ in vivo ที่อาจมีปจจัยของโฮสตและการ metabolite ของสาร และสารที่ใช
ทดสอบเปนสารสกัดที่อาจมีสารอ่ืนเจือปนที่ทําหนาที่เสริมฤทธิ์กันได การเพาะเลี้ยงเชื้อแบบ 
xenic culture ที่ใชในการทดลองนี้ เปนการเพาะเลี้ยง B. hominis ปนไปกับแบคทเีรียที่ปนเปอน
ในอุจจาระ โดยเติมยาปฏชิีวนะเพื่อกดการเจริญของแบคทีเรีย แมวาการเพาะเลี้ยงวธิีนี้จะงาย
และใกลเคียงสภาพความเปนจริงในการเจริญของ B. hominis แตมีขอจํากัดในกรณีการ
เพาะเลี้ยงในระยะยาว แบคทีเรียอาจเจริญมากจนรบกวนการเจริญของ B. hominis ทั้งแยง
อาหารและสรางสารพิษและอาจมีผลตอการทดสอบยา การเพาะเลีย้งแบบ axenic culture ที่
ปลอดแบคทีเรียเปนอีกวิธทีี่นาจะลดปญหาเหลาน้ี แตการทํายุงยากและมีคาใชจายสูง (35,36) 

การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดจากพริกไทยดํา พิเพอรีน และอนุพันธของพิเพอรีน ในการ
ยับยั้งการหลั่งของ HBs Antigen ของไวรัสในหลอดทดลอง โดยทดสอบกับเซลล PLC/PRF/5 ที่
สรางจากฌซลลตับของผูปวย chronic hepatitis  ที่ติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี การทดสอบคร้ังน้ี
นับเปนเพียงการทดสอบเบื้องตน จากการทดลองพบวาที่ความเขมขน 10 μg/ml สกัดจาก
พริกไทยดํา AB-14 (Methanol) และ AB-17 (CH2Cl2) มีแนวโนมที่จะใหผลดีในการยับยั้งการหลั่ง 
HBs Antigen ของไวรัสบนเซลล PLC/PRF/5 สวนพิเพอรีนและอนุพันธของพิเพอรีนไมสามารถ
ยับยั้งการหลั่ง HBs antigen เม่ือเทียบกับ cell control ดังน้ันพิเพอรีนเองอาจไมมีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งหรือตองการสารเสริมฤทธิ์ที่พบไดในสารที่สกัดดวยเมธานอลและ CH2Cl2  ซึ่งควร
ทําการศึกษาตอไป  

สรุปจากการทดสอบฤทธิ์ตานจุลชีพทั้งแบคทีเรีย ยีสต มาลาเรีย โปรโตซัวในลําไส และ
การยับยั้งการหลั่งของ HBs Antigen ของไวรัสนั้น พบวาสารสกัดจากพริกไทยดํา พิเพอรีน และ
อนุพันธของพิเพอรีนบางชนิดมีแนวโนมที่จะออกฤทธิย์ับยั้งการเจริญของเชื้อมาลาเรียฟาซิปารัม 
(AB-8 และ AB-14)  ยับยั้งการสราง ß-haematin ของเชื้อมาลาเรียฟาซิปารัม (AB-7 และ AB-
13)  และยับยัง้การหลั่งของ HBs Antigen ของไวรัสจากเซลล PLC/PRF/5 (AB-14 และ AB-17)  
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ซึ่งนาสนใจในการศึกษาและพัฒนาตอยอด ทั้งในเชิงโครงสรางสําคัญในการออกฤทธิ ์ กลไกการ
ออกฤทธิ์ และการใชเปนสารเสริมฤทธิ์รวมกับยาอ่ืน รวมทั้งทดสอบในเชื้อทีใ่ชกลไกใกลเคียงกัน
และเชื้อด้ือยาตางๆ นอกจากน้ีควรศกึษาและพัฒนาเร่ืองการละลายของสารควบคูไปกับ
มาตรฐานการผลิตและการเก็บรักษายาจากสมุนไพร  เพ่ือจะยังประโยชนในการใชภูมิปญญา
ทองถิ่นอยางคุมคา มีประสิทธิภาพและพอเพียง 

และขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคต 

ควรทําการศึกษาและพัฒนาตอยอดสารสกัดจากพริกไทยดําและอนพัุนธของพิเพอรีนที่มี
แนวโนมที่จะออกฤทธิ์ดีในการยับยั้งการเจริญของเชื้อมาลาเรียฟาซิปารัม (AB-8 และ AB-14)  
ยับยั้งการสราง ß-haematin ของเชื้อมาลาเรียฟาซิปารัม (AB-7 และ AB-13)  และยับยั้งการหลั่ง
ของ HBs Antigen ของไวรัสจากเซลล PLC/PRF/5 (AB-14 และ AB-17)  ทั้งในเชิงโครงสราง
สําคัญในการออกฤทธิ์ กลไกการออกฤทธิ์ และการใชเปนสารเสรมิฤทธิ์รวมกับยาอ่ืน รวมทั้ง
ทดสอบในเชือ้ที่ใชกลไกใกลเคียงกันและเชื้อด้ือยาตางๆ นอกจากน้ีควรศกึษาและพัฒนาเรือ่ง
การละลายของสารควบคูไปกับมาตรฐานการผลิตและการเก็บรักษายาจากสมุนไพร 
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