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บทที่ 1 
บทนํา 

 

 แอกติโนมัยซิสเปนแบคทีเรียที่มีการสรางเสนใย มีเซลสเปนชนิดโพรคาริโอต เนื่องจากไม

มีเย่ือหุมนิวเคลียส มีสวนประกอบของผนงัเซลสเชนเดียวกับแบคทเีรียแกรมบวก สามารถ

ตานทานสารปฏิชีวนะที่ออกฤทธิ์ทําลายรา แตไวตอสารปฏิชีวนะที่ทาํลายแบคทีเรยี ดีเอนเอของ

แอกติโนมัยซิสมีปริมาณของเบสกวานีน และไซโตซนี (%G+C) สูงกวาดีเอนเอของแบคทีเรียทั่วไป 

ลักษณะเสนใยของแอกติโนมัยซิสจะมีขนาดเสนผานศนูยกลางเล็กกวาเสนใยของรา (Skyes และ 

Skinner, 1973) แอกตโินมัยซิสสืบพันธุโดยการสรางสปอร (sporangiospore) ที่บรรจุอยู

ภายในอัปสปอร (sporangium) อาจแปนสปอรเดี่ยว สปอรคู หรือมีลักษณะเปนสาย โคโลนีของ

แอกติโนมัยซิสมีหลากหลายสี ประกอบดวยสายใยอาหาร (substrate mycelium) และ สายใย

อากาศ (aerial mycelium) (Holt และคณะ, 1994) 

แอกติโนมัยซิสอาศัยอยูทั่วไปในดนิ และสามารถพบไดในสิ่งแวดลอมอื่นๆ  ไดแก น้ํา 

โคลน เนื้อเย่ือพืช และอากาศ แอกติโนมัยซิสมีบทบาทเปนผูยอยสลาย (saprophyte) ใชแหลง

พลังงาน แหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจนจากสารอินทรียในส่ิงแวดลอม โดยเฉพาะสารอินทรีย

ที่มีโครงสรางโมเลกุลซับซอน เชน ลิกโนเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ไคตนิ และเพคตนิ เปนตน 

มากกวา 50 เปอรเซน็ต ของแอกติโนมัยซสิทั้งหมดที่สามารถยับย้ังราได คือ Streptomyces  spp.   

(Lee และ Hwang, 2002) 

 แอกติโนมัยซิสสามารถผลิตสารเมแทบอไลตทตุิยภูมิ (secondary metabolite)ได โดย

หลายชนิดเปนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive metabolite) ไดแก สารปฏิชีวนะ (antibiotic)           

Kieser และคณะ (2002) ไดรายงานวาสารเมแทบอไลตทตุิยภูมิสวนใหญผลิตไดจากจุลินทรียใน

กลุมแอกติโนมัยซิส โดยผลิตได 61 % ของสารเมแทบอไลตทุติยภูมิทั้งหมดที่ผลิตจากจุลินทรีย 

ในขณะที่แบคทีเรียผลิตได 11 % และ ราผลิตได 28%        ยุวดี มหาศักดิศ์ริ ิ (2003) แยก        

แอกติโนมัยซิสจากดินรงัปลวกในประเทศไทย ที่สามารถสรางสารปฏิชีวนะทําลายแบคทีเรียแกรม

บวก แบคทีเรยีแกรมลบ และราที่กอใหเกิดโรคพืช      Igarashi (2003) รายงานวา แอกติโนมัยซิส

ที่เจรญิในใบพืช     (endophytic actinomycetes) สรางสารที่ชวยในการเจรญิ และการอยูรอด

ของพืช โดยมีสมบัตเิปนสารเรงการเจรญิเติบโต และยังชวยใหพืชตานทานตอโรคพืช นอกจากนี ้

สารปฏิชีวนะจากแอกติโนมยัซิสบางชนิดไดถูกนํามาใชประโยชนในดานการเกษตร เชน 

fungichomin ที่ผลิตโดย Streptomyces padanus ใชควบคุมโรคเนาคอดินในกระหล่ําปลี ทีม่ี

สาเหตุมาจากเชื้อรา     Rhizotonia solani (Shih และคณะ, 2003)  
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สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแอกติโนมัยซิสที่สําคญั นอกจากสารปฏิชีวนะแลว ไดมีการ

คนหาสารออกฤทธิ์ยับย้ังการเจรญิของเซลลมะเรง็ (antitumor) จากแอกติโนมัยซิส ซึ่งไดมีบทบาท

สําคัญในการพัฒนาเปนตัวยารักษาโรคมะเรง็ในชวง 5 ปที่ผานมา (Mayer และ Gustafson, 

2006) ทะเลเปนแหลงทีน่าสนใจในหาคนหาแอกติโนมัยซิส ทีม่ีความสามารถสรางสารยับย้ัง

เซลลมะเร็ง Burkhard (2003) ไดรายงานสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแหลงตางๆในทะเล ที่ไดรบั

การพัฒนาเปนยารักษาโรค รวมถึงสารที่ไดรับการพัฒนาเปนยารักษาโรคมะเรง็ดวย 

ดังนัน้การแยกหาแอกติโนมยัซิสจากบริเวณชายหาด และปาชายเลน ซึง่เปนบริเวณที่มี

ความหลากหลายทางชีวภาพสูง จึงจะเปนโอกาสที่สามารถคนพบแอกติโนมยัซิสสายพันธุที่มี

ความสามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดสูง รวมถึงการคนพบแอกติโนมัยซิสชนดิใหม      

อันเปนประโยชนในการพัฒนาเทคโนโลยีทางชีวภาพ เพื่อใชในอุตสาหกรรมยาตอไป ทัง้ยังเปน

ประโยชนในการพัฒนาความรูดานความหลากหลายทางชีวภาพของแอกติโนมัยซิส ในประเทศ

ไทยอีกประการหนึง่ 

 
วัตถุประสงค 

เพื่อแยกแอกติโนมัยซิสจากดิน และทรายบริเวณชายหาด และปาชายเลนที่สามารถสราง

สารปฏิชีวนะยับย้ังการเจรญิของจุลนิทรีย และสารยับย้ังการเจริญของเซลสมะเรง็ จําแนกชนิด

ของแอกติโนมยัซิสที่คดัเลือก ผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ สกัดแยก และพิสูจนเอกลักษณของ

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพนั้น 

 
ขั้นตอนการวจิัย 

1. เก็บตัวอยางดิน และทราย และแยกแอกติโนมัยซิสจากดิน และทรายตวัอยาง 

2. ทดสอบการสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพเบื้องตน 

3. จําแนกสกุล และชนดิของแอกติโนมัยซิส 

4. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 

5. ผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

6. สกัด และพิสูจนเอกลักษณของสารที่เชื้อสราง 

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
 คนพบแอกติโนมัยซิสที่สามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ และพิสูจนเอกลักษณสาร

นั้นเพ่ือใชเปนประโยชนในอตุสาหกรรมยา ทัง้ยงัเปนขอมูลในการสํารวจหาแอกติโนมัยซิสชนดิ

ใหมในประเทศไทยตอไป 
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บทที่ 2 
 

เอกสาร และงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
2.1) ลักษณะท่ัวไป และแหลงท่ีอยูของแอกติโนมัยซิส 
 
 แอกติโนมัยซิสจัดเปนแบคทีเรียแกรมบวก ที่มีการสรางเสนใย โดยมเีปอรเซน็ตเบสกวานีน 

(guanine) และไซโตซนี (cytocine) สูงกวาแบคทีเรียแกรมบวกทั่วไป (Kieser และคณะ, 2000) 

แมวาแอกติโนมัยซิสจะสามารถสรางเสนใยไดคลายกับรา แตมีลักษณะตางๆที่แตกตางจากราคือ     

แอกติโนมัยซิสไมมีเย่ือหุมนวิเคลียส และไมโทคอนเดรยี (Cross และ Goodfellow, 1973) ผนัง

เซลลของแอกติโนมัยซิสประกอบดวยสารจําพวก 2, 6 diaminopimelic acid alanine glycine 

glutamic acid และ mucopeptide (N- acetyl glucosamine เชื่อมกับ N- acetyl muramic 

acid) (David, 1959) ซึ่งตางจากผนังเซลลรา เสนใยของแอกติโนมยัซิสมีขนาดเลก็กวารา  คือมี

เสนผานศูนยกลาง         0.5 – 2.0 ไมโครเมตร สายใยของแอกติโนมัยซิสประกอบดวยสายใย

อาหาร (substrate mycelium) และสายใยอากาศ (aerial mycelium) สืบพันธุโดยการสรางสปอร 

โดยมีลักษณะเปนสปอรเดี่ยว สปอรคู สายสปอร หรืออาจมกีารสรางสปอรภายในอับสปอร 

(sporangium)  

 แอกติโนมัยซิสพบไดทั่วไปในสิ่งแวดลอม ไดแก ดนิ น้ํา อากาศ โคลน มูลสัตว และ

สามารถพบแอกติโนมัยซิส อาศัยอยูรวมกันกับพืช Grigorevski-Lima และคณะ (2006) รายงาน

ปริมาณแอกตโินมัยซิสในอากาศ ภายในอาคาร ในกรงุรโิอเดอรจานิโร ประเทศบราซิส มีปริมาณ

เฉลี่ย 11 CFU/ m3 โดยบรเิวณที่มมีากที่สุด พบปริมาณแอกติโนมัยซิส 127 CFU/m3 แอกติโนมัย-

ซิสบางชนดิสามารถดํารงชวีิตอยูในเนื้อเย่ือพืช (endophytic actinomycete) Cao และคณะ 

(2005) สามารถแยก endophytic streptomycete ไดจากรากกลวย โดยวิธีฆาเชื้อที่พื้นผิว 

(surface sterilization) โดยเชื้อสวนใหญจัดอยูใน genus Streptomyces นอกจากนี้ แอกติโนมยั-

ซิสยังสามารถแยกไดจากสัตวทะเล Sponga และคณะ (1999) ไดสํารวจจุลินทรียในทะเล โดยเก็บ

ตัวอยางจากฟองน้ํา และโคลนใตทะเล พบวา ประมาณครึง่หนึง่ของจุลินทรียทัง้หมดเปน         

แอกติโนมัยซิส และอยูในสกุล Streptomyces  โดยพบในฟองน้ํา 31% และพบในโคลนใตทะเล 

50% นอกจากนี้ยังสามารถพบแอกติโนมัยซิสไดจากไลเคนส ทั้งในเขตอบอุน และเขตหนาว 

(Ignacio และคณะ, 2005) แอกติโนมัยซิสบางชนดิสามารถดํารงชีวิตอยูรวมกับรากพืชโดยจะ

อาศัยในปมรากพืช (nodule) ทําหนาที่ชวยตรึงไนโตรเจนในอากาศ โดยเฉพาะสกุล Frankia 
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2.2) สัณฐานวิทยาของแอกติโนมัยซิส 
 

2.2.1) ลักษณะโคโลนีของแอกติโนมัยซิส และการเพาะเลี้ยง 

การสรางโคโลนีเริ่มตั้งแตการงอกเปนเสนใยแทรกตัวลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ หรือวัสดุยึด

เกาะ พัฒนาเปนสายใยอาหาร จากนั้นเสนใยที่หนาแนนไดเกิดการรวมตัวเปนโคโลนีของเชือ้ 

โคโลนีแอกติโนมัยซิสในระยะแรกอาจมีแตสายใยอาหารเทานั้น หลังจากนั้นจะพัฒนาสายใย

อากาศ หรืออาจมีการสรางสายใยอาหาร และสายใยอากาศพรอมกัน สายใยอากาศของแอกติโน-

มัยซิสจะมีลักษณะชูข้ึนไปบนอากาศทําหนาที่ในการสรางสปอร 

โคโลนีของแอกติโนมัยซิสที่ประกอบดวยสายใยอาหาร และสายใยอากาศ รวมตัวกัน

หนาแนนดังแสดงในรูปที ่ 2.1 ลักษณะโคโลนีของแตละสปชีส มีความแตกตางกันไป ขนาดเสน

ผานศนูยกลางโคโลนมีีขนาดตั้งแต ประมาณ 1 มิลลิเมตร จนถึง 2 – 3 เซนติเมตร ลักษณะอาจฟู 

มีผิวคลายผงแปง หรือแบนเรียบตดิกับอาหาร หรือมีลักษณะผิวโคโลนคีลายหนัง มีสหีลากหลาย 

เชน ขาว เหลอืง เขียว สม แดง มวง เปนตน เชน Streptomyces มีทั้งสายใยอาหาร และสายใย

อากาศ โคโลนีอาจฟู ผิวโคโลนคีลายผงแปง สวน Micromonospora และ Actinoplanes ไมมี

สายใยอากาศ และ Sporichthya มีสายใยอากาศสั้น  

โครงสรางภายในเสนใย ประกอบดวย ผนังเซลลซึ่งหนาประมาณ 10 -20 นาโนเมตร 

ภายในเยื่อหุมเซลล ประกอบดวนสวยของไซโตพลาสซึม ซึ่งมีบรเิวณของสายดีเอ็นเอ ไรโบโซม 

และสารตางๆที่สะสมในเซลล ไดแก พอลิฟอสเฟต ไขมัน และ พอลิแซกคารไรด ในเสนใยมีผนังกัน้ 

(Vobis, 1997) รูปที่ 2.2 แสดงโครงสรางภายในเสนใยของแอกติโนมัยซิส 

 

 
รูปที ่2.1 การเจรญิของแอกติโนมัยซิส (A) การงอกของสปอร (B) การสรางสายใยอาหาร 

(C) ขอบเขตการสรางสายใยอากาศ และการสรางสปอร 
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รูปที ่2.2 องคประกอบภายในสายใยของแอกติโนมัยซิสประกอบดวยไซโตพลาสซึม 

(cp; cytoplasm) เย่ือหุมเซลล (pm; plasmamembrane) ผนังเซลล (cw; cell wall)  

ผนังกั้นภายในเสนใย (se; septum) ไรโบโซม (ri; ribosome) สารที่เก็บไวในเซลล  

(re; reserve material) และ ดีเอ็นเอ (DNA)  

 

การเพาะเลี้ยงแอกติโนมัยซิสเพ่ือศึกษาโคโลนีมีเทคนคิหลากหลาย แลวแตวัตถุประสงค 

และการนําไปใช เชน เทคนคิการทําสไลดโดยการเลี้ยงแอกติโนมัยซิสในช้ินวุนทีต่ดัไว จะทําให

สามารถศึกษาเปรียบเทียบลักษณะของสายใยอาหาร กับสายใยอากาศ ดังแสดงในรูปที ่ 2.3 

เทคนคิการทําสไลดแบบเสียบแผนกระจกลงในอาหาร เปนวิธีทีน่ิยมใชในการศึกษาโครงสรางของ

สายใยอากาศที่ตอยูกับสายสปอร มักใชศกึษาโครงสรางสปอรของ Streptomyces ดังแสดงในรูป

ที่ 2.4 (Cross, 1994) 

 

 
รูปที ่2.3 เทคนิคการทําสไลด (slide culture) โดยเลี้ยงแอกติโนมัยซิสในชิ้นวุนทีต่ดัไว แลวปดทับ

ดวยแผนกระจก cover slip ที่ปราศจากเชื้อ หลงัจากเชื้อเจรญิแลว สังเกต (A) สายใยอากาศ (B) 

สายใยอาหารภายในเนื้อวุน 
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รูปที ่ 2.4 เทคนคิการทําสไลด โดยการเสียบแผนกระจก cover slip ลงในชิ้นวุน หลังจากที่เชือ้

เจรญิบนแผนกระจกแลว นําแผนกระจกดานที่มีเชื้อเจรญิอยูวางคว่ําลงบนแผนสไลดที่มหียดสี

ยอม แลวสังเกตลักษณะเสนใยดวยกลองจุลทรรศน 

 

 

2.2.2) สปอรของแอกติโนมัยซิส 

 

 สปอรของแอกติโนมัยซิสมีหนาที่ในการสืบพันธุ เกิดจากการแบงออกเปนสวนของสายใย 

(Fragmentation) โดยอาจมีการสรางเปนสปอรเดี่ยว สปอรสายส้ัน (รูปที่ 2.5) หรอืสปอรสายยาว 

(รูปที่ 2.6) สปอรมรีูปรางที่หลากหลาย (รูปที่ 2.7) บางชนดิมีแฟลกเจลลาชวยในการเคลื่อนที่ 

สปอรที่สามารถเคลื่อนที่ไดเรียกวา planospores หรือ zoospores ดังแสดงในรูปที่ 2.7 G – L  

 
รูปที ่2.5 การสรางสปอรเดีย่ว (Monosporous) A – D, สปอรคู (Disporous) E และ สปอรสายส้ัน 

(Oligosporous) F – G  
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รูปที ่2.6 การสรางสปอรสายยาว A – D ไดแก กลุมสเตรปโตมัยซิส และ E ไดแก  

กลุมนอคาดิออฟซิส (A) Rectiflexibiles type (B) Retinaculiaperti type (C) Spira type  

(D) Verticillati type (E) fragmenting branched aerial hypha 

 

 
รูปที ่2.7 รูปรางสปอรของแอกติโนมัยซิส (A – F) สปอรผิวเรียบ, (G – L) สปอรที่สามารถเคลื่อนที่

ได, (M – P) สปอรผิวขรุขระ และ (Q – T) สปอรทีม่ีหนาม 
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แอกติโนมัยซิสสามารถสรางสปอรบนกานชูสปอร (sporophores) หรือสรางสปอรภายใน

อับสปอร (sporangium) ซึ่งพัฒนามาจากสายใยที่ใชในการสืบพันธุ (Hawksworth และคณะ, 

1983) โดยอาจจะเปนสวนหนึ่งของสายใยอาหาร หรือสายใยอากาศก็ได สายใยที่พัฒนาเปนกาน

ชูสปอรจะประกอบดวย แกนหลัก (main axis) และ บริเวณสรางสปอร (spore-forming part)  

แอกติโนมัยซิสบางชนดิมีกานชูสปอรที่แตกสาขาออกเปนสวนตาง เรียกวา verticil เปนบริเวณที่มี

การแตกชอออกรอบๆแกน side branch  เปนก่ิงที่แตกแขนงออกดานขางและ terminal umbel 

เปนสวนปลายของชอสปอร ดงัแสดงในรปูที่ 2.8 การสรางสปอรทีอ่ยูภายในอับสปอรมรีูปรางที่

หลากหลาย ดังแสดงในรูปที ่2.9 

 

 
รูปที ่2.8 อับสปอร และกานชูสปอรของแอกติโนมัยซิส  

(A) กานชูสปอรแบบแตกกิ่งของ Microteraspora สรางสปอรบริเวณปลาย side branch 

(B) กานชูสปอรแบบชอสปอร เรียงตัวแนวเดียว (umbellate monoverticillate sporophore) ของ 

Streptoverticillum ma = main axis, ve = verticil, sb = side branch, tu = terminal umbel  

(C) กานชูสปอรของ Planomonospora venezuelensis ประกอบดวยกิ่งสั้นๆ และมีอับสปอรเดีย่ว

เปนรูปใบปาลม 

(D) กานชูสปอรแบบไมแตกก่ิงของ Actinoplanes 
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รูปที ่2.9 การสรางสปอรภายในอับสปอร แบงเปน 

(A) Actinoplanes: (1) globose (2) cylindrical (3) lobate (4) subglobose (5) irregular 

(B) Pilimelia: (6) ovoid (7) campnulate (8) cylindrical 

(C) Dactylosporangium: oligosporous claviform 

เปนสปอรที่สรางภายในสายใยอาหาร  

(D) Planomonospora: clavate (E) Planobispora: disporaous cylindrical  

(F) Planoteraspora: tetrasporous cylindrical (G) Planopolyspora: polysporous tubular 

 (H) Spirillospora: polysporous globose (l) Streptosporangium: polysporous spherical 

เปนสปอรที่สรางภายในสายใยอากาศ 
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2.3) วงชวีิตของแอกติโนมัยซิส 
 

วงชีวิตของแอกติโนมัยซิสเริม่จากสปอรงอกกลายเปนสายใย สายใยเริ่มแรกเปนสายใย

อาหาร โดยแทรกตัวเขาไปในพื้นผิวของอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นมกีารสรางสายใยอากาศ และ

พัฒนาสายใยอากาศเพื่อสรางสปอรตอไป Chater (1997) ไดศึกษายีนที่เก่ียวของกับการ

เจรญิเติบโตในระยะตางๆของ Streptomyces coelicolor A3(2) ซึ่งเปนแอกติโนมยัซิสสายพันธุที่

เปนทีรู่จัก และมีขอมูลการศึกษาการทํางานในระดับพันธุศาสตรมากในระดับหนึง่ ซึ่งมียีนที่

เก่ียวของกับการเจรญิในระยะตาง เชน ยีนกลุม bld เก่ียวของกับการเจรญิของสายใยอากาศ กลุม

ยีน whi ทําหนาทีเ่ก่ียวกับการพัฒนาสายใยอากาศเพื่อสรางสปอร โดยที่ยีน whiG และ whiJ 

ควบคุมการขดเปนเกลียวบริเวณปลายสายใยอากาศ ยีน whiA whiB whiH และ whiI ควบคมุการ

เริ่มสรางสปอรโดยการสรางผนังกั้นภายในสายใยที่บิดเปนเกลียว จากนั้น ยีน SigF whiD และ 

whiE จะมีหนาที่ควบคมุการพัฒนาของสปอร (spore maturation) เชนควบคมุสีสปอร เปนตน 

เมื่อสปอรที่แกเต็มที่หลุดออกจากสายสปอร และไปตกในบริเวณที่เหมาะสม สปอรก็จะงอกเปน

สายใยของแอกติโนมัยซิส เปนการเริ่มตนวงชีวิตตอไป 

การเจริญเตบิโตในระยะตางๆของ Streptomyces coelicolor A3(2) และยีนบางสวนที่

เก่ียวของ แสดงดงัรูปที ่2.10 

 

 
รูปที ่2.10 วงชีวิตของ Streptomyces coeliocolor A3(2) 
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2.4) การจัดจําแนกแอกติโนมัยซิส 
 

การจําแนกแอกติโนมัยซิสตามคูมือ Bergey’s manual of determinative bacteriology 

นั้น สามารถจําแนกไดตามการสรางเสนใย ลักษณะสปอร องคประกอบของผนังเซลล การใชแหลง

พลังงาน และที่อยูอาศัย โดยสามารถจัดจําแนกไดเปน 8 กลุม คือ 

1. นอคารดโิอฟอรมแอกติโนมัยซีทิส (Nocardioform actinomycetes) 

แอกติโนมัยซิสกลุมนี้เปนกลุมที่มคีวามหลากหลาย สวนใหญจะสรางสายใยที่เปนทอน

ส้ันๆ บางกลุมสรางสายใยอากาศ และสรางสปอรเปนสาย การจัดจําแนกสกุล (Genus) ของกลุม

นอคารดโิอฟอรม จําแนกตามองคประกอบทางเคมีของผนังเซลล การมีกรดไมโคลิก (mycolic 

acid) และลักษณะอ่ืนๆ ซึง่สามารถแบงไดเปน 4 กลุมยอย ไดแก 

1.1 แบคทีเรียที่มีกรดไมโคลกิ (Mycolic acid-containing bacteria) 

1.2 สกุลซูโดรนอคารเดีย และสกุลใกลเคียง (Pseudonocardia and related 

genera) 

1.3 สกุลนอคารดิโอดิส และเทอราแบคเตอร (Nocardiodes and Terrabacter) 

1.4 สกุลโปรไมโครโมโนสปอรา และสกุลใกลเคียง (Promicromonospora and 

related genara) 

2. สกุลที่มีมัลติโลคูลารสปอรแรงเกีย (Genera with multilocular sporangia) 

เปนกลุมที่มีการสรางสายใยซึ่งแบงโดยมีผนังกั้นตามยาว (Longitudinal septa) และตาม

ขวาง (Transverse septa) สรางสปอรเม็ดกลม สามารถเคลื่อนที่ได ไดแกกลุมเดอรมาโตฟลลัส 

(Dermatophilus) และ จีโอเดอรมาโตฟลลสั (Geodermatophilus) สวนกลุมแฟรงเกลีย (Frankia) 

สปอรไมสามารถเคลื่อนที่ได 

3. แอกติโนแพลนิทิส (Actinoplanetes) 

เปนกลุมที่มีสายใยอากาศนอย หรืออาจไมมีเลย ม ี meso-DAP และไกลซีนเปน

องคประกอบในผนงัเซลล นอกจากนี้ยังพบอาราบิโนส และไซโลสภายในเซลล แบงออกเปนกลุมที่

สรางสปอรที่เคลื่อนที่ไดภายในอับสปอร ไดแก แอกติโนแพลนิส (Actinoplanes) แอมพูลาเลลา 

(Ampullariella) แดกทิลโลสปอรแรงเจียม (Dactylosporangium) และฟลิมิเลีย (Pilimelia) กลุมที่

สรางสปอรที่ไมีเคลื่อนที ่ ไดแก ไมโครโมโนสปอรา (Micromonospora) สรางสปอรเดี่ยว และ     

แคเทลลาโทสปอรา (Catellatospora) สรางสปอรเปนสาย  

4. สเตรปโตมัยซสิ และสกุลใกลเคียง (Streptomycetes and related genera) 

แอกติโนมัยซิสกลุมนี้เปนกลุมที่มคีวามหลากหลาย โดยทั้งหมดมี L-DAP และไกลซีนเปน

องคประกอบของผนังเซลล แบงออกเปน กลุมที่สรางสายใยอากาศ และสายสปอรยาว ไดแก 
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สเตรปโตมัยซสิ (Streptomyces) และ สเตรปโตเวอรติซิลลัม (Streptoverticillum) สําหรับกลุม

อ่ืนๆ ซึง่สรางสายใยอากาศนอย หรือไมสราง จะมรีูปแบบการสรางสปอรทีห่ลากหลาย ไดแก 

อินทราสปอแรงเจียม (Intrasporangium) ไคนิโอสปอเรีย (Kineosporia) และสปอริสยา 

(Sporichthya) 

5. กลุมแมดูโลมยัซิส (Maduromycetes) 

จะสรางสายใยอากาศไดในปริมาณตางๆ ซึ่งสามารถสรางสปอรได ผนงัเซลล

ประกอบดวย meso-DAP และมี แมดูโรส เปนองคประกอบภายในเซลล แบงออกเปน 2 กลุมยอย 

ไดแก สเตรปโตสปอแรงเจยีม และสกุลใกลเคียง (Streptosporangium and related genera) 

และ แอกติโนแมดรูา (Actinomadura) 

กลุมที่สรางอาโทรสปอรสายส้ัน ที่ไมเคล่ือนที่ ไดแก ไมโครไบสปอรา (Microbispora)    

ไมโครเตตราสปอรา (Microtetraspora) และ แอกติโนแมดรูา (Actinomadura) สําหรับกลุมอื่นๆ 

ไดแก แพลนโนไบสปอรา (Planobispora) แพลนโนโมโนสปอรา (Planomonospora) สไปริลโร-

สปอรา (Spirillospora) จะสรางสปอรที่เคล่ือนทีภ่ายในอบัสปอร และกลุมที่สรางสปอรที่ไม

เคล่ือนที่ภายในอับสปอร ไดแก สเตรปโตสปอแรงเจียม (Streptosporangium)  

6. เทอรโมโมโนสปอรา และสกุลใกลเคียง (Thermomonospora and related genera) 

สามารถสรางสายใยอากาศ และสรางสปอร ผนงัเซลลประกอบดวย meso-DAP แตไมมี

กรดอะมโิน หรือ น้ําตาลที่ใชตรวจสอบในเซลลที่ถูกยอย แบงออกเปน กลุมที่สรางสปอรเดี่ยว 

ไดแก เทอรโมโมโนสปอรา (Thermomonospora) กลุมที่สรางสายสปอร ไดแก แอกติโนซนินมีา 

(Actinosynnema) และ สเตรปโตออโลทิคสั (Streptoalloteichus)  

7. เทอรโมแอกติโนมัยซิส (Thermoactinomycetes) 

แอกติโนมัยซิสกลุมนี้มีเพียงสกุลเดียว คอื เทอรโมแอกติโนมัยซิส (Thermoactinomyces) 

สามารถสรางสายใยอากาศได สรางสปอรเดี่ยวแบบเอนโดสปอร (endospores) ทั้งภายในสายใย

อาหาร และสายใยอากาศ ทุกชนดิเจริญในอุณหภูมิสงู ผนังเซลลประกอบดวย meso- DAP แตไม

พบกรดอะมิโนหรีอน้ําตาลที่ใชตรวจสอบในเซลล 

8. กลุมอื่นๆ 

เปนกลุมที่ไมสามารถจัดอยูในกลุมอื่นๆได โดยทุกชนดิ สามารถสรางสายใยอากาศ และ

สรางสปอรเปนสายแบงออกเปนสกุล Kitasatosporia Glycomyces Kibdelosporangium และ 

Saccharothix 

 นอกจากการวิเคราะหทางสณัฐานวิทยา และองคประกอบทางเคมแีลว ยังสามารถใช

วิธีการทางอณูพันธศุาสตร โดยวิเคราะหลําดับยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ในการจําแนกแอกติ-

โนมัยซิส อยางไรก็ตาม วิธทีางอณูพันธศุาสตร อาจใหผลที่แตกตางกับวิธีการจําแนกแบบดั้งเดมิ
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ถึงระดับวงศ (family) ดังแสดงในรูปที ่ 2.11 Thermoactinomyces ซึ่งจัดเปนแอกติโนมัยซิส 

เนื่องจากมีการสรางเสนใย และสปอรสําหรับสืบพันธุ กลับมีความใกลชิดกันทางพันธุศาสตรกับ

แอกติโนมัยซิสกลุมอื่นๆนอยกวา Micrococcus ซึ่งเปนแบคทีเรียไมสรางเสนใย 

Actinomadura กับ Thermomonospora ซึ่งถูกจัดใหอยูคนละกลุมใน Bergey’s manual 

เนื่องจากมีลักษณะโครงสรางสปอรตางกัน กลับมีความใกลชิดกันทางพนัธศุาสตรมากเมื่อ

เปรียบเทียบความคลายกันของลําดับนิวคลิโอไทด 

วิธีทางอณูพันธุศาสตรโดยวิธีพีซีอาร (Polymerase Chain Reaction; PCR) เปนวิธีหนึ่งที่

สามารถใชจําแนกความแตกตางของแบคทีเรียถึงระดับสกุล นอกจากนี้ยังมีประสทิธิภาพในการ

จําแนกแบคทีเรียไดอยางรวดเร็วกวาวิธีดั้งเดิม Rintala และคณะ (2001) ไดพัฒนา primer 3 ตัว 

ที่ใชในการเพิ่มจํานวนดเีอ็นเอ ดวยวิธีพีซีอาร บริเวณตาํแหนงที่จําเพาะเจาะจงกับยีนประมวลรหัส 

16S rRNA เพื่อใชในการตรวจสอบ Streptomyces  

Lanoot และคณะ (2005) สามารถตรวจสอบความแตกตางของดีเอน็เอภายในกลุม 

streptomycetes และจัดเปนกลุมตางๆ 59 กลุม จากเชื้อทั้งหมด 463 ตัว โดยใชเทคนคิ RFLP ซึ่ง

จําแนกความแตกตางจากลายพิมพดีเอ็นเอในบริเวณตําแหนง 16S-ITS (16S-ITS RFLP finger 

printing) ทําใหสามารถตรวจสอบความแตกตางของ streptomycetes ชนดิตางๆไดรวดเร็วย่ิงขึ้น 
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รูปที ่ 2.11 แผนภาพระดับความสัมพันธกันทางพันธศุาสตรของแอกติโนมัยซิส และแบคทีเรียกลุม

อ่ืน โดยการวิเคราะหความเหมือนของยีนประมวลรหัส 16S rRNA (ทีม่า Atlas of Actinomycetes 

หนา 198) 
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2.5) การคัดแยก และการคัดเลือกแอกติโนมัยซิส 
 

แอกติโนมัยซิสสวนใหญอาศัยอยูในดิน มักมีบทบาทเปนผูยอยสลายอินทรียสารใน

ธรรมชาต ิ สามารถยอยสลายสารที่มีโครงสรางโมเลกุลซับซอน จงึเจริญไดชากวาแบคทีเรียอื่นๆ 

การคัดแยกแอกติโนมัยซิสจากธรรมชาติจงึตองมีวิธีการจําเพาะที่เหมาะสม ในการแยกเชื้อจาก

แหลงที่ตางกัน การแยกแอกติโนมัยซิสจากธรรมชาต ิ แบงเปน 2 ข้ันตอนหลัก คือ การ 

Pretreatment เพื่อกําจัดจุลินทรียอื่นๆ โดยการอบหรือบมดวยความรอน การใชสารเคม ี หรือการ

ใชไวรัสเพื่อลดจํานวนจุลนิทรียบางชนิด (Kurtboke และคณะ, 1992) และการใชอาหารที่จําเพาะ

ตอการเจรญิของแอกติโนมัยซิสแตละชนิด (selective media) เชน การเติมไคตนิในอาหารเลี้ยง

เชื้อเพื่อกระตุนการเจรญิของแอกติโนมัยซสิ (Gryndler และคณะ, 2003) หรือการเติมสาร

ปฏิชีวนะในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อยับย้ังจุลินทรียชนดิอืน่ๆ การแยกแอกติโนมัยซิสกลุมตางๆมีวิธีการ

แยกที่แตกตางกัน ข้ึนอยูกับชนิดของแอกติโนมัยซิสที่ตองการแยก และแหลงที่มาของเชื้อดัง

ตัวอยางรายงานตอไปนี ้

 Suzuki และคณะ (2000) แยกแอกติโนมยัซิสสกุล Actinobispora จากดิน โดยการอบดิน

ที่อุณหภูม ิ110 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาที เพ่ือกําจัดแบคทีเรียอื่นๆ จากนั้นละลาย และเจือ

จางดินตัวอยางในสารละลาย 0.85% NaCl เกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Humic acid-vitamin 

gellan gum (HGV) ที่เติมสารปฏิชีวนะ leucomycin 1 μg/ml nivobiocin 1 μg/ml tunicamycin 

0.5 μg/ml cyclohexamide 50 μg/ml และ nystatin 50 μg/ml ซึ่งวิธนีี้สามารถแยกสกุล 

Actinobispora ได 18% ของจุลินทรียทั้งหมด 

 Hayakawa และคณะ (1996) แยกแอกติโนมัยซิสสกุล Microtetraspora และสกุล

ใกลเคียง โดยการนําดินตัวอยางมาอบที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาท ีจากนั้น

นําดนิที่อบแลวมาเจือจางในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ ดดูสารละลายดนิที่มรีะดับการเจือจาง 10-1 

ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมลงในฟอสเฟตบัพเพอร (5 mmol/l, pH 7.0) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ทีเ่ตมิ 

bezethonium 0.05% บมทีอุ่ณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาท ีจากนัน้ดดูสารละลาย 

0.2 มิลลิลิตร เกล่ียลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LSV-SE agar ที่เตมิสารปฏชิีวนะ kanamycin 20 mg/l 

norfloxacin 20 mg/l และ nalidixic acid 10 mg/l 

 Hallmann และคณะ (1997) แยกแอกติโนมัยซิสทีอ่าศัยอยูภายในพืช (endophytic 

actinomycete) โดยการฆาเชื้อที่พื้นผิวดวยเอทิลแอลกอฮอล และโซเดยีมไฮโปคลอไรด จากนั้น

ลางใหสะอาดและบดดวยโกรงที่ปราศจากเชื้อ นําสวนที่ไดจากการบดมากรองผานสําลี แลวเจือ

จางดวยบัพเพอร และเกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่จําเพาะ 
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 Boudjella และคณะ (2006) แยก Stretosporangium สายพันธุ Sg10 จากดินในประเทศ

แอลจีเรีย โดยนําดินตัวอยาง 1 กรัม ละลายในน้ํากล่ันปราศจากเชื้อ 9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน

และเจือจางดวยน้ํากล่ัน นํามาเกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ chitin-B vitamins medium ซึ่ง

ประกอบดวย ไคตนิ K2HPO4 KH2PO4 MgSO4·7H2O NaCl CaCO3 FeSO4·7H2O ZnSO4·7H2O 

MnCl2·4H2O และวุน ปรบั pH เปน 7.2 แลวนึ่งฆาเชื้อ ในสวนของวิตามินบ ี ซึ่งประกอบดวย 

thiamine-HCl riboflavin niacin pyrodoxin-HCl inositol Ca-pantothenate p-aminobenzoic 

acid และ biotin เตมิหลังจากที่นึ่งฆาเชือ้อาหารแลว นอกจากนี้ยังเติมยาปฏิชีวนะ kanamycin 

และ cycloheximide ความเขมขน 25 และ 50 mg/ml ตามลําดับ บมไวที่อุณหภูมิ 30           

องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 สัปดาห 

Lee และ Hwang (2002) ไดมีการศึกษาความหลากหลายของแอกติโนมัยซิสทีส่ามารถ

ยับย้ังราได จากทางตะวันตกของประเทศเกาหลี พบวาจากแอกติโนมยัซิสไดทั้งหมด 1,510 สาย

พันธุ สวนใหญจะพบ Streptomyces มากที่สุด ในทุกดินตัวอยาง และ Streptomyces ที่แยกได 

มากกวา 50% สามารถยับย้ังราได ในดินบนภูเขา ที่มคีวามสูง 3,000 – 3,900 เมตรจาก

ระดับน้ําทะเลในมณฑลยูนาน ประเทศจีน นอกจากนี้ไดมีการสํารวจความหลากหลายของ แอกติ-

โนมัยซิส โดยพบวาเปน Streptomyces 99% ของแอกติโนมัยซิสทัง้หมด (Xu และคณะ, 1996) 

เนื่องจากสามารถพบ Streptomyces เปนประชากรหลักในดนิ Lazzarini (2000) ไดจัด

แอกติโนมัยซิสที่ไมไดอยูในสกุล Streptomyces เปนแอกติโนมัยซิสทีห่ายาก (rare 

actinomycete) เชน สกุล Actinomadura Actinoplanes Micromonospora Microbispora    

เปนตน แอกติโนมัยซิสที่ไมใช Streptomyces จึงเปนจุลินทรียอีกแหลงหนึง่ที่นาสนใจ ในการหา

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม 

  
2.6) การประยุกตใชแอกติโนมัยซิส 
 
 คณุประโยชนที่สําคญัของแอกติโนมัยซิส คือประโยชนทางการแพทยโดยการใชผลิตสาร

ปฏิชีวนะ และสารยับย้ังเซลลมะเร็ง ซึ่งจะนําไปสูการพัฒนายารักษาโรคชนดิใหมๆตอไป 

นอกจากนี้ แอกติโนมัยซิสยังสามารถนําไปใชประโยชนไดอีกหลากหลาย ครอบคลุมดาน

อุตสาหกรรม การเกษตร และส่ิงแวดลอม ดังตัวอยางงานวิจัยตางๆ ดงันี้ 

Oliveira และคณะ (2005) ใช Frankia spp. ซึ่งเปนแอกติโนไรซา (actinorhiza) จัดเปน

แอกติโนมัยซิสที่สามารถอาศัยอยูในรากพืช และตรงึไนโตรเจนได นํามาตดิเชื้อรวมกับรา           

ไมคอไรซา (mycorrhiza) Glomus intraradices สงผลทําใหพืช Alnus glutinosa ลดสภาวะ

ความเครียดในดนิที่มคีวามเปนดางสูง และเปนการเพ่ิมอัตราการเจรญิเติบโต โดยที่พืชที่มีการใส
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เชื้อสองชนดินีร้วมกันจะมีพ้ืนผิวใบมากขึ้น รากยาวขึ้น และมีมวลมากกวาพืชที่ไมมีการใสเชื้อ หรือ

ใสเชื้อเพียงชนิดใดชนดิหนึง่ งานวิจัยชิ้นนี้จงึมีประโยชนในการชวยฟนฟูสภาพพืชในดินที่เปนดาง

สูง 

El-tarabily และ Sivasithamparam (2006) ไดศึกษา และรวบรวมเอกสารที่เก่ียวของกับ

แอกติโนมัยซิสที่ไมใชสกุล Streptomyces (Non- streptomycete actinomycetes) ที่สามารถ

สรางสารปฏิชวีนะตอเชื้อราในดนิที่กอโรคพืช เพ่ือเปนการควบคมุทางชีวภาพ (biocontrol) อีกทั้ง

ยังเปนการกระตุนการเจรญิเติบโตของพืช (plant growth promoter) 

 Stamford และคณะ (2002) แยก Streptosporangium sp. ซึ่งเปน endophytic 

actinomycete อาศัยในใบของตนขาวโพด โดยเชื้อนี้สามารถผลิตเอนไซม glucoamylase ที่ทน

รอนได ซึง่มีประโยชนในอตุสาหกรรมทีต่องมีการยอยแปง ใหเปลี่ยนเปนน้ําตาลกลูโคส 

 Sharma และคณะ (2005) ไดศึกษาการผลิตเอนไซม Inulinase ซึ่งเปนเอนไซมที่ใชในการ

ทําฟรักโตสไซรัป จาก Streptomyces sp. โดยใชผงกระเทียมเปนสารตัง้ตน และไดหาสภาวะที่

เหมาะสมในการผลิต Inulinase ที่สามารถใหประสทิธิภาพการผลิตเทียบเทาการผลิตในระดบั

อุตสาหกรรมขนาดใหญ 

 Goshev และคณะ (2005) แยกเอนไซมทนรอน 2 ตวั ที่มีคณุสมบัติในการยอยโปรตีน 

คอลลาเจนไดจากแอกติโนมัยซิส 2 ชนิด คอื Microbispora และ Thermoactinomyces เมื่อศึกษา

สมบัติของเอนไซมที่แยกไดเปรียบเทียบกับ Clostidiopeptidase A พบวา เปนเอนไซมทีม่ีสมบตัิ

คลาย collagenase (collagenase-like enzyme) ซึ่งเปนเอนไซมทีม่ีประโยชนในอุตสาหกรรมการ

ผลิตเครื่องหนงั และขนสตัว โดยทําใหขน และหนงัออนนุมลง 

 Castillo และคณะ (2006) คดัแยก streptomycetes จากดินทั้งในพ้ืนที่เกษตรกรรม และ

ไมใชพื้นที่เกษตรกรรม เพือ่ตรวจสอบความสามารถในการยอยสลายสารปราบวัชพืช diuron     

[3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea] ซึ่งจดัเปนสารกอมะเรง็ (carcinogen) และยอย

สลายไดยาก เนื่องจากไมละลายน้ํา พบวา streptomycetes เปนจลุินทรียกลุมทีม่ีการยอยสลาย 

diuron ไดดี เหมาะสําหรบัการบําบัดดินที่มีการปนเปอน diuron และ streptomycetes ที่แยกได

จากพื้นที่เกษตรกรรมมคีวามสามารถในการยอยสลาย diuron ไดดีกวาจากที่ไมใชพื้นที่

เกษตรกรรม 

 Benimeli และคณะ (2007) คัดแยก Streptomyces sp. สายพันธุ M7 จากโคลนในแหลง

น้ําเสีย ซึ่งมคีวามสามารถในการยอยสลาย lindane (γ- hexachlorocyclohexane) ได lindane 

เปนสารฆาแมลงที่มคีวามสามารถในการละลายน้ําต่ํา จึงมักตกคาง และสะสมในธรรมชาต ิ เชน 

ในดนิ น้ํา อากาศ พืช สตัว อาหาร รวมถึงในเนื้อเย่ือไขมันของมนุษย งานวิจัยชิ้นนีเ้ปนฉบับแรกที่
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รายงานการยอยสลาย lindane ของจลุินทรีย โดยไมตองสะสมไวในเซลล หรือตองเปลี่ยน

โครงสรางใหเปนสารอื่นกอนการยอยสลาย 

จากรายงานดังกลาวขางตนจะเหน็ไดวา แอกติโนมัยซิสเปนจุลินทรียทีน่าสนใจใน

การศึกษา และประยุกตใชถาเกิดประโยชนในดานตางๆ อีกกลุมหนึ่ง 

   
2.7) สารปฏชิีวนะ 
 
 สารปฏิชีวนะเปนสารประกอบอินทรีย ทีไ่ดจากจุลินทรยี ซึ่งสวนมากจะเปนสารเมทา-

บอไลททตุิยภูมิ (secondary metabolite) เปนสารที่มีมวลโมเลกุลต่ํา และสามารถยับย้ังการเจริญ

ของจุลินทรีย หรือฆาจุลนิทรียไดโดยใชความเขมขนต่ํา (Dermain, 1999) นอกจากจุลินทรียแลว 

อาจจะสามารถพบไดจากแหลงอืน่ๆในธรรมชาต ิ เชน พืช สัตว หรือไดจากการสังเคราะหใน

หองปฏิบตัิการ ลักษณะของสารปฏิชีวนะที่เหมาะสมในการใชเปนยารักษาโรค จะตองมคีุณสมบตัิ

ตางๆดงันี้ (นงลักษณ และ ปรีชา, 2544)  

1. สามารถทําลาย หรือยับย้ังการเจรญิของจลุินทรียไดหลายชนิด หรือเรยีกวามีขอบขายการ

ออกฤทธิ์กวาง (broad-spectrum antibiotics) 

2. ไมทําใหเชื้อโรคเกิดการดื้อยา หรือผาเหลา (mutation) 

3. ไมทําใหเกิดผลขางเคียงที่ไมพึงประสงคกับผูปวย เชนไมกอใหเกิดอาการแพ หรอืรบกวน

ระบบการทํางานในรางกาย 

4. ไมทําลายจุลินทรียประจําถ่ิน (normal flora) ในรางกายผูปวย เพราะอาจจะทําใหเกิดการ

เสียสมดุลธรรมชาติ ทําใหเกิดการติดเชื้อจากจุลินทรียอ่ืนๆ 

การทํางานของสารปฏิชีวนะแบงออกเปน 2 แบบ คือ การยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย 

(microbistatic) เพื่อใหระบบภูมิคุมกันของรางกายกําจัดจุลนิทรียแปลกปลอม โดยกระบวนการ 

ฟาโกไซโตซิส การผลิตแอนติบอดี ้ การผลิต interferon หรือกลไกการปฏิเสธส่ิงแปลกปลอมของ

ลําไส เชนอาการทองเสีย หรืออาเจียน สําหรับการทํางานแบบฆาจุลินทรีย (microbicidal) จะทํา

ใหเซลลของจลุินทรียแตก แตไมสามารถยับย้ังผลจากสารพิษที่จุลินทรียสรางได (Edward, 1980) 

กลไกการทํางานของสารปฏิชีวนะ แบงออกเปน 5 แบบ คือ (นงลักษณ และ ปรีชา, 2544)  

1. กลุมที่ยับย้ังการสังเคราะหผนังเซลล ไดแก เพนนิซิลลิน (penicillin) เซฟาโลสปอริน 

(cephalosporin) ไซโคลเซอรีน (cycloserine) แวนโคไมซิน (vancomycin) และบาซิตรา

ซิน (bacitracin) 

2. กลุมที่มีผลตอเย่ือหุมเซลล ไดแก โพลิมกิซิน (polymixin) แกรมิซดิิน (gramicidins)       

ไทโรซิดนิ (tyrocidin) นิสเตติน (nystatin) และแอมโฟเทอริซนิ (amphotericin) 
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3. กลุมที่ยับย้ังการสรางโปรตนี ไดแก สเตรปโตไมซิน (streptomycin) กานาไมซิน 

(kanamycin) นีโอไมซิน (neomycin) เตตราไซคลิน (tetracycline) ออริโอไมซิน 

(aureomycin) เทอราไมซนิ (terramycin) คลอแรมเฟนิคอล (chloramphenicol)            

อิริโธรไมซนิ (erythromycin) 

4. กลุมที่ยับย้ังการทํางานของกรดนิวคลิอิก ไดแก ไรแฟมพิซิน (rifampicin) แอคติโนมัยซิน 

(actinomycin) ไมโตไมซนิ (mitomycin) กรีสซิโอฟูลวิน (griseofluvin) 

5. กลุมที่ยับย้ังระบบเอนไซมทีจ่ําเพาะ ไดแก ซัลโฟนาไมด 

 
2.8) สารปฏชิีวนะที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซิส 
 

สารปฏิชีวนะสวนใหญในปจจุบันผลติจากแอกติโนมัยซิส ซึ่งแตละชนดิมีกลไกในการทํางาน

แตกตางกัน โดยอาจจะสงผลตอการสรางผนงัเซลล รบกวนการทํางานของเยื่อหุมเซลล หรือ

ขัดขวางการสรางดีเอ็นเอ เปนตน Sneader (2005) ไดจดัจําแนกสารปฏิชีวนะที่สรางจาก         

แอกติโนมัยซิสเปนกลุมตางๆ ดงันี ้

1. กลุม Streptomycin และ Aminoglycoside กลุมอ่ืนๆ ไดแก streptomycin neomycin  

kanamycin lincomycin gentamycin เปนตน สตูรโครงสรางพ้ืนฐาน ประกอบดวย amino sugar 

ที่เช่ือมกันแบบ glycoside linkage ออกฤทธิ์แบบ bacteriocide โดยรบกวนการแปลรหัสของ 

mRNA ในไรโบโซมทําใหยับย้ังสังเคราะหโปรตนี โครงสรางโมเลกุลของ streptomycin และ 

neomycin B แสดงดังรูปที่ 2.12 และ 2.13 ตามลําดับ 

 

   
    รูปที่ 2.12 Streptomycin   รูปที ่2.13 Neomycin B 
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2. กลุม Chloramphenicol โครงสรางพื้นฐานของโมเลกุลประกอบดวยวงอะโรมาตกิ (I) สวน

ไฮโดรคารบอนที่มีการขยายได (II) และ หมู acyl (III) แสดงดังรูปที่ 2.14 ออกฤทธิ์แบบ 

bacteriostatic โดยยับย้ังการสังเคราะหโปรตีน 

 

 
รูปที ่2.14 Chloramphenicol 

  

3. กลุม Tetracycline ไดแก aureomycin (chlortetracycline) (รูปที่ 2.15) oxytetracycline 

(รูปที่ 2.16) เปนตน โมเลกุลพื้นฐานมีวงอะโรมาติกตอกัน 4 วง ออกฤทธิ์แบบ bacteriostatic กับ 

จุลินทรียไดกวาง เมื่อใชความเขมขนสูงจะมีฤทธิ์ bacteriocide กลไกการทํางานของสารกลุมนี้จะ

ยับย้ังโปรตนีโดยการไปจับกับไรโบโซม และ mRNA  

 

  
รูปที ่2.15 Tetracyclin (R = H), chlortetracycline (R = Cl) 

 

 

 
รูปที ่2.16 Oxytetracyclin 
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4. กลุม Macrolide ไดแก erythromycin (รูปที่ 2.17) และ lincomycin (รูปที่ 2.18) เปนตน 

 
รูปที ่2.17 Erythromycin    รูปที ่2.18 Lincomycin 

โมเลกุลมีขนาดใหญประกอบดวยคารบอนมากกวา 20 อะตอม มี macrocyclic lactone 

ring เปนองคประกอบหลัก ออกฤทธิ์แบบ bacteriostatic โดยจับกับ 70S subunit ของไรโบโซม 

เพื่อยับย้ังการสังเคราะหโปรตีน 

 

5. กลุม Rifamycin ไดแก Rifamycin B และ Rifamycin SV เปนตน สารปฏิชีวนะกลุมนี้ พบ

ครั้งแรกจาก Streptomyces ออกฤทธิ์ยับย้ังแบคทเีรียแกรมลบ และ Mycobacterium 

tuberculosis Rifamycin B เปนยาปฏิชีวนะตัวแรกในกลุมนี้ที่ใชกับสัตวซึ่งมฤีทธิ์ไมสูงมากนัก จึง

มีการพัฒนา Rifamycin SV ที่ออกฤทธิ์เปนวงกวางออกมา สามารถยับย้ังแบคทีเรยีทั้งแกรมบวก 

แกรมลบ รวมถึง Mycobacterium tuberculosis และ M. lepae โครงสรางโมเลกุลของ 

Rifamycin B และ Rifamycin SV แสดงดงัรูปที ่2.19 และ 2.20 ตามลาํดับ 

  
 รูปที ่2.19 Rifamycin B           รูปที ่2.20 Rifamycin SV 

 

6. กลุม Polyene ไดแก nystatin และ amphotericin B เปนตน โครงสรางโมเลกุลมีขนาด

ใหญ ประกอบดวยสวน hydrophobic และ hydrophilic ออกฤทธิ์ยับย้ังการเจริญของรา และยสีต 

(antifungal) โดยกลไกการทํางานมีผลตอ selective permeability ของเยื่อหุมเซลล โครงสราง

โมเลกุลของ Nystatin แสดงดังรูปที่ 2.21 
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รูปที ่2.21 Nystatin 

7. กลุม Azomycin พบครัง้แรกจาก Streptomyces ในป 1953 และไดรับการพัฒนาจน

สามารถสังเคราะหขึ้นเองไดในป 1965 มีลักษณะโครงสรางเปนแบบ trichomonicidal ดงัแสดง

โครงสรางโมเลกุลดังรูปที ่ 2.22 มคีวามเปนพิษสูงมาก จึงมีการพัฒนาสารอะนาล็อค (analogue) 

ไดเปน metronidazole ใชเปนสารฆาโปรโตซัว และแบคทเีรีย 

 
           รูปที ่2.22 Azomycin 

 

8. กลุม Vancomycin และ Teicoplanin  

Vancomycin (รูปที่ 2.23) พบครัง้แรกจาก Streptomyces orientalis ออกฤทธิ์ยับย้ัง

แบคทีเรียแกรมบวก ทั้งทีเ่ปนแอโรบิก และแอนแอโรบิก รวมถึงเชื้อ Staphylococcus ทีด่ื้อยาดวย 

โดยมีกลไกรบกวนการสรางผนังเซลลของจุลินทรีย vancomycin ที่บริสุทธิ์ใชเปนยารักษาโรคทาง

ชองปาก และทางเดนิอาหาร สําหรับ vancimycin ที่ไมบริสุทธิ์จะทําใหเกิดผลขางเคียง (side 

effect) มาก  

Teicoplanin (รูปที่ 2.24) เปนสารโมเลกุลเชิงซอน แยกไดจาก Actinoplanes 

teichomtcetius ออกฤทธิ์เหมือนกับ vancomycin แตมีอายุการคงอยูในรางกาย (half-life) ได

นานกวา และมีการระคายเคืองนอยกวา vancomycin สามารถฉีดเขาสูกลามเนื้อ หรือเสนเลือดได

โดยตรง 
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                             รูปที ่2.23 Vancomycin 

 

              รูปที ่2.24 Teicoplanin A2 -3  

 

9. กลุม Thienamycin เปนสารกลุม Carbapenem ซึ่งแยกไดจาก Streptomyces กวา 40 

ชนดิ ในป 1990 มีความสามารถในการแทรกซึมเขาสูเซลลของแบคทีเรียไดสูง สารที่ออกฤทธิ์ไดดี

ที่สุดในกลุมนี ้คือ Thienamycin (รูปที ่2.25) คนพบไดครั้งแรกจาก Streptomyces cattleya ในป 

1976 มีฤทธิยั์บย้ังการสรางเปปทโิดไกลแคน มีคณุสมบัตทินตอเอนไซม β-lactamase สามารถ

ยับย้ังแบคทีเรยีแกรมลบได 
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        รปูที ่2.25 Thienamycin 

 

10. กลุม Clavulanic acid เนื่องจากเชื้อที่สามารถสรางเอนไซม β-lactamase ได จะสามารถ

ดื้อตอยาปฏิชีวนะ penicillin และ cephalosporin ได จึงมีการคนหายาที่สามารถยับย้ังเอนไซม  

β-lactamase ได โดย Clavulanic acid (รูปที่ 2.26) แมจะมีฤทธิ์ยับย้ังแบคทีเรียไดต่ํา แตสามารถ

ยับย้ังเอนไซม β-lactamase ได จึงไดมกีารใช Clavulanic acid รวมกับยาปฏิชีวนะตัวอ่ืน เชน 

amoxicillin ซึ่งการใชตัวยารวมกัน (combination) ของ Clavulanic acid กับยาชนิดอื่นนัน้ ไดรับ

การพัฒนาเปนยาที่ขายในทองตลาด และทางการแพทยไดแลว โดยใชรักษาโรคตดิเชื้อในทางเดนิ

หายใจ และทางเดนิปสสาวะ 

 

 
           รูปที ่2.26 Clavulanic acid 
 

สารปฏิชีวนะที่ไดจากแอกติโนมัยซิสสวนใหญผลิตจากสกุล Streptomyces และไดมี

การศึกษา และพัฒนาโมเลกุลของสารไปในระดับหนึ่ง สําหรับแอกติโนมัยซิสกลุมอื่นๆ ที่ไมไดอยู

ในสกุล Streptomyces (non-streptomycete actinomycete) ที่สามารถสรางสารปฏิชีวนะได ใน

ปจจุบันไดรับความสนใจมากขึ้นในการคนหาสารปฏิชีวนะชนิดใหมๆ El-tarabily และ 

Sivasithamparam (2006) ไดรวบรวมเอกสารงานวิจัยที่เก่ียวของกับการคนหาสารปฏิชีวนะชนิด

ใหมจากแอกติโนมัย-ซิสที่ไมใชสกุล Streptomyces ดงัแสดงในตารางที ่2.1 
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ตารางที่ 2.1 สารปฏิชีวนะทีส่รางจากแอกติโนมัยซิสที่ไมจัดอยูในสกุล Streptomyces  

(El-tarabily และ Sivasithamparam, 2006) 

 

แอกติโนมัยซิส   สารปฏิชีวนะ   อางอิง 

 

Actinoplanes sp.  Xanthone  Cooper และคณะ (1992) 

Actinoplanes sp.  Sch 54445  Min และคณะ (1997) 

A. brasiliensis   A/672   Palleroni (1989) 

A. caeruleus   Heptaene  Palleroni (1989) 

A. deccanensis  Lipiarmycin  Palleroni (1989) 

A. ferrugineus   L-azetidine-2-  Palleroni (1989) 

carboxylic acid 

A. ianthinogenes  Naphthoquinone Palleroni (1989) 

A. missouriensis  5-azacytidine  Palleroni (1989) 

A. philippinensis  Macrocyclic lactone Palleroni (1989) 

A. teichomyceticus  Lipoglycopeptide Carelli และคณะ (1995) 

    Complex 

A. utahensis   Echinocandin  Boeck และคณะ (1989) 

Actinomadura   Simaomicin  Maiese และคณะ (1990) 

madurae 

Actinomadura hibisca  Pradimicin FA-1 Sawada และคณะ (1990) 

Microbispora sp.  SCH 31828  Petel และคณะ (1988) 

Microbispora sp.  Glucosylquestiomycin Igarashi และคณะ (1998) 

Micromonospora sp.  Spartanamicins Nair และคณะ (1992) 

Micromonospora sp.   Rustmicin  Sigmund และ Hirsch (1998) 

Micromonospora sp.  Micromonosporin Thawai และคณะ (2004) 

M. cabonacea   Everninomycin  Kawamoto (1989) 

M. coerulea   Glutarimide  BeomSeok และคณะ (1999) 

M. echinospora  Gentamicin  Kawamoto (1989) 

M. echinospora  Hazimicins  Marquez และคณะ (1983) 

M. halophytica   Halomicin  Kawamoto (1989) 
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ตารางที่ 2.1 (ตอ) สารปฏิชวีนะที่สรางจากแอกติโนมัยซิสที่ไมจดัอยูในสกุล Streptomyces  

(El-tarabily และ Sivasithamparam, 2006) 

 

แอกติโนมัยซิส   สารปฏิชีวนะ   อางอิง 

 

M. inositola   XK-41   Kawamoto (1989) 

M. olivasterospora  Fortimicin  Kawamoto (1989) 

Microteraspora sp.  SCH 42282  Hegde และคณะ (1998) 

Saccharathrix sp.  Formamicin  Igarashi และคณะ (1997) 

Spirillospora sp.  HM17   Haoene และคณะ (1994) 

Spirillospora sp.  H107   Haoene และคณะ (1994) 

Streotosporangium  Aculeximycin  Ikemoto และคณะ (1983) 

albidum 

Streptosporangium   AH7   Haoene และคณะ (1998) 

roseum 

S. album   Quinaklopeptin  Toda และคณะ (1990) 

S. cinnamoneum  HA-94   Paradkar และคณะ (1998) 

 
 
2.9) การพบสารปฏิชีวนะชนิดใหมจากแอกติโนมัยซิส 
 
 แมวาจะมีการคนพบสารปฏชิีวนะยบัย้ังการเจรญิของจุลนิทรียกอโรคเพื่อ ใชทําเปนยา

รักษาโรคมาเปนเวลานานแลว และไดรบัการพัฒนาเรื่อยมา ไมวาจะเปนการหาตัวทําละลายที่

เหมาะสมในการสกัด ดดัแปลงโมเลกุลสาร หรือการใชเทคนคิทางพันธุวิศวกรรมในการปรับปรุง

สายพันธุของเชื้อที่ผลิตสารปฏิชีวนะ แตการคนหาสารปฏิชีวนะจากธรรมชาติก็ยังมีความสําคัญ 

และมีงานวิจัยเก่ียวกับการหาแหลงของสารปฏิชีวนะชนดิใหมมาโดยตลอด เนื่องจากปจจัยตางๆ

หลายประการ เชนการพัฒนาสายพันธุของเชื้อกอโรคทีด่ือ้ตอยาปฏิชีวนะ การแพรกระจายของเชื้อ

จากแหลงหนึง่สูอีกแหลงที่ไมเคยมีเชื้อโรคนั้นระบาดมากอน หรือแมแตการหาแหลงใหมทีม่ี

ความสามารถในการผลิตสารปฏิชีวนะในปริมาณ (Yield) ที่สูงขึ้น (Pettit และคณะ, 1999) ซึ่ง

แหลงของสารปฏิชีวนะชนดิใหมที่สําคญัทีสุ่ดก็คือจุลินทรีย โดยเฉพาะอยางยิ่งในกลุมแอกติโนมัย-

ซิส ดงัรายงานตอไปนี ้
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Ben Ameur Mehdi และคณะ (2006) ไดรายงานการแยก และตรวจสอบโครงสรางสาร

ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ จาก Streptomyces sp. สายพันธุ TN97 ซึ่งแยกไดจากดินในโอเอซสิ 

ประเทศตนูีเซยี พบวาสายพันธุที่แยกไดมรีะดับความเหมือนของยีนประมวลรหสั 16S rRNA 

คลายกับ Streptonyces lipmanii 96% และสามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ คือ สาร

อนุพันธของ diketopiperazine ไดแก cis-cyclo (L- phenyl, L-prolyl) (รูปที่ 2.27A) และ cis-

cyclo (Leucyl -  Prolyl) (รูปที่ 2.27D) สารอนุพันธของ isocoumarin (6,8- dihydroxy-3-

methylisocoumarin)  (รูปที่ 2.27B) และ N-acetyl-tyramine (รูปที ่2.27C) ซึ่งสารตางๆเหลานี้มี

ฤทธิ์ยับย้ังการเจรญิของ M.luteus สายพันธุ LB 14110 E.coli สายพันธุ ATCC 8793 และ         

V. dahliae 

 
 

รูปที ่2.27 สารปฏิชีวนะที่สรางจาก Streptonyces lipmanii สายพันธุ TN97 

 

 Sujatha และคณะ (2004) แยกและศึกษา streptomycete จากโคลนใตทะเลในอาว     

เบงกอล ประเทศอินเดีย พบสารปฏิชีวนะกลุม polyketide ที่ผลติโดย Streptomyces  

psammoticus สายพันธุ BT-408  ออกฤทธิ์ยับย้ังไดทั้งแบคทีเรียแกรมบวก  แกรมลบ  รา  และ

สามารถยับย้ัง  Staphylococcus  aureus  ที่ดื้อยา methicillin ได 

 Boudjella และคณะ (2006) แยก Streptosporangium sp. สายพันธุ Sg10 จากดินใน

ประเทศแอลจีเรีย เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลิโอไทดพบวา มีความคลายกับ Streptomyces 

carneum  96.3 – 97.8% สามารถสรางสารปฏิชีวนะนีส้ามารถยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวกไดดีแตมี

ฤทธิ์นอยกับแบคทเีรียแกรมลบ ยีสต และรา สารปฏิชีวนะที่คนพบนี้ มี 2 ตัวคือ sibiromycin และ 

sinefungins ที่เปนสารกลุม glycosylated aromatics ซึ่งตางจากที ่ Michel และYao ที่เคย
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รายงานไวในป 1994 วา Streptomyces carneum สรางสารกลุม lipoglycopeptide (Michel 

และ Yao, 1994) 

 Zheng และคณะ (2000) คนหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่สามารถยับย้ังทั้งการเจรญิของ

จุลินทรีย และเซลลมะเรง็จากแอกติโนมยัซิส ที่แยกไดจากสิ่งมีชีวิตในทะเลโดยใชตัวอยางจาก

เนื้อเย่ือพืชในทะเล ดอกไมทะเล รวมถึงลําไสของปลาฉลาม พบวา Micromonospora เปนสกุลที่

มีเปอรเซน็ตการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดดทีี่สุด คือมี 5 สายพันธุ จากที่แยกไดทั้งหมด 68 

สายพันธุ หรือคดิเปน 7.35% ในขณะที่สกุล Streptomyces มี 2.44% และสกุลอื่นๆไมมีการสราง

เลย อยางไรก็ตาม Streptomyces เปนกลุมที่มีเปอรเซน็ตการสรางสารปฏิชีวนะมากที่สุด 

 Fourati-Ben Fguira และคณะ (2005) แยกแอกติโนมยัซิสสายพันธุใหม US80 ที่สามารถ

สรางสารปฏิชวีนะยับย้ังแบคทเีรียแกรมบวก แกรมลบ รา และยีสตได เมื่อจําแนกชนิดของเชื้อที่

แยกไดโดยวิเคราะหความเหมือนของลําดับเบสยีนประมวลรหัส 16S rRNA พบวา มีความ

เหมือนกับ Streptomyces roseoflavus 98% สายพันธุที่แยกไดนี้ สรางสารปฏิชีวนะ flavomycin 

ซ่ึงเปนสารกลุม aminoglycoside โครงสรางโมเลกุลของสารปฏิชีวนะที่แยกไดแสดงดังรูปที่ 2.28 

 
รูปที ่2.28 สารปฏิชีวนะกลุม flavomycin ที่สรางจาก 

 Streptomyces roseoflavus สายพันธุ US80 
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2.10) สารออกฤทธิย์ับยั้งเซลลมะเร็ง 
 
 ฤทธิ์ในการยับย้ังเซลลมะเร็งเปนอีกคุณสมบัติหนึ่งของการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ซึ่งใน

ปจจุบันไดมีการตรวจสอบหาสารที่ออกฤทธิ์ยับย้ังเซลลมะเรง็มากขึ้น เนื่องจากการเพิ่มข้ึนของ

ผูปวยมะเร็ง โดยเฉพาะอยางยิ่งในทวีปเอเชีย รวมถึงในประเทศไทย จากขอมูลทะเบียนมะเรง็ของ

สถาบันมะเรง็แหงชาต ิ พบวามีผูชายเปนมะเรง็มากถึง 35,539 คน และผูหญงิ 38,467 คน 

โดยเฉพาะอยางยิ่งมะเรง็ตบัในผูชาย และมะเร็งปากมดลูกในผูหญงิ มีสถิติจํานวนผูเปนมะเร็ง

มากเปนอันดบัหนึง่ในป 1996 ดังนั้นจงึมีการคนหาวิธีการรักษามะเร็งหลากหลายวิธี ซึ่งสารออก

ฤทธิ์ยับย้ังเซลลมะเรง็ก็เปนอีกหนึ่งหนทางในการเยียวยารักษาผูปวยมะเรง็ อีกทั้งยังเปนวิธีทีม่ี

ขอดีคือ สามารถยับย้ังมะเรง็ไดแบบจําเพาะเจาะจง โดยทําลาย หรือสงผลขางเคียงตอเนื้อเย่ืออ่ืน

นอย สารออกฤทธิ์ยับย้ังเซลลมะเรง็สามารถพบไดจากธรรมชาตทิั้งในพืช สัตว และจุลินทรีย Pettit 

(1999) พบสารออกฤทธิ์ยับย้ังเซลลมะเร็ง montanastatin และ vatinomycin ที่ผลิตจากแอกติโน-

มัยซิสที่แยกไดจากเปลือกไม และมูลสตัว เปนสารตอตานการเกิดเนื้องอกได (Antineoplastic) 

Tanawan และคณะ (2005) ไดทําการสกัดสมนุไพรไทย 3 ชนดิ ไดแก ขอบชะนาง พระขรรไชยศรี 

และขันทองพยาบาท ดวยตัวทําละลายชนิดตางๆ และทดสอบฤทธิ์ยับย้ังการเพ่ิมจํานวนของ

เซลลมะเร็ง (Antiprolifrative activity) ดวยวิธี MTT พบวาการสกัดดวยเมทานอล ไดสารทีม่ีฤทธิ์

ยับย้ังการเพิ่มจํานวนของเซลลมะเรง็ไดมากที่สุด นอกจากนี้ยังสามารถหาสารออกฤทธิ์ยับย้ัง

เซลลมะเร็งจากแหลงตางๆจากธรรมชาติไดอยางหลากหลาย ซึ่งแตละชนดิก็มีฤทธิ์ในการยับย้ัง

เซลลมะเร็งตางชนดิกัน Georgopapadakou (1995) ไดจัดจําแนกสารออกฤทธิ์ยับย้ังเซลลมะเร็ง

ออกเปนกลุมตางๆ ตามโครงสรางโมเลกุลของสาร ไดดงันี ้

 1. Alkylating Agent สารกลุมนี้ปลอยประจุบวกเขาจับกับดีเอ็นเอของเซลลมะเรง็ทําให

เกิดการเปลี่ยนโครงรูป (conformation) ของโมเลกุลดีเอ็นเอ ไดแก melphalan ใชรกัษา myeloma 

และ solid tumour cyclophosphamide ใชรักษามะเร็งเตานม และมะเรง็ชนดิอืน่  

2. Platinum Complexes สารกลุมนี้จะจับกับเบสในสายดีเอ็นเอ และอารเอนเอ ดวย

พันธะโควาเลนท ทําใหโครงรูปเปลี่ยนไป ไดแก cisplatin และ carboplatin ใชรักษามะเร็งใน

อัณฑะ กระเพาะปสสาวะ และปอด เปนตน 

 3. Antimetabolites สารกลุมนี ้ เปนสารทีม่ีโครงสรางคลาย (structural analog) กับสาร

ตั้งตนในการสงัเคราะหดเีอ็นเอ และอารเอนเอ เชน methotrexate จับกับเอนไซม dihydrofolate 

reductase ทาํใหเกิดการยับย้ังการสังเคราะห เบส purine และมีผลในการยับย้ังการสังเคราะห   

ดีเอ็นเอ 
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 4. Vinca Alkaloids and Taxol สารกลุมนี้ยับย้ังการรวมตัวกันของไมโครทูบูล ในการแบง

เซลลแบบไมโทซิสในยูคารีโอต 

 5. Dactinomycin  และ  Anthracyclin  สารสองกลุมนีส้รางจาก Streptomyes  มกีลไก

โดยแทรกเขาไปตรงตําแหนงเฉพาะในเกลียวของดีเอ็นเอสายคู เปนผลใหเกิดการยับย้ังการ

สังเคราะหดเีอน็เอ และอารเอนเอ  สารกลุม anthracyclin  มีกลไกโดยแทรกเขาไปตรงระหวางคู

เบสในสายดีเอ็นเอ และจบักับเอนไซม topoisomerase ll  เปนผลใหสายดีเอ็นเอแตกหักออก 

สงผลใหเซลลตาย 

 6. Epipodophyllotoxins และ Amsacrine สารกลุมนี้มีกลไกในการรบกวนการทํางาน

ของเอ็นไซม topoisomerase ll ในปฏิกิริยา DNA-resealing และ แทรกเขาไปในสาย ดีเอ็นเอ ทํา

ใหเกิดการแตกหักของดีเอ็นเอ 

สารออกฤทธิ์ยับย้ังเซลลมะเร็งที่พบจากธรรมชาตมิีมากมายหลากหลายชนิด ซึ่งมี

คณุสมบตัิแตกตางกันออกไป บางชนิดมคีณุสมบตัิเปนสารปฏิชีวนะดวย (Gorajana, 2006) สาร

ออกฤทธิ์ยับย้ังเซลลมะเรง็ทีไ่ดรับการพัฒนาเปนตัวยารักษาโรคมะเรง็มีกลไกในการทํางานได

อยางหลากหลาย ดังแสดงในตารางที ่2.2 

 

ตารางที ่2.2 กลไกการทํางานของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากทะเลที่ไดรับการพัฒนาเปนยา

รักษาโรคมะเรง็ (Burkhard, 2003) 

 
ชื่อสาร   แหลง   กลุมของสาร  บริษัทที่ผลิต 
 
กลุมที่มีผลตอเอนไซม 
ยับย้ังเอนไซม Methionine aminopeptidase 

LAF389  ฟองน้ํา   อนุพันธของกรดอะมิโน Novatis 

ยับย้ังโปรตนี kinase 

Bryostatin-1  ไบรโอซัว  โพลิคิไทด  GPC Biotech 
กลุมที่ยับยั้งไมโครทูบูล 
Dolastatin-10  ทากทะเล  เปปไทด   NCI/ Knoll 

ILX651   ทากทะเล  เปปไทด   Ilex Oncology 

Cemadotin  ทากทะเล  เปปไทด   Knoll 

Discodermolide ฟองน้ํา   โพลิคิไทด  Novatis 

HTI26   ฟองน้ํา   ไตรเปปไทด  Wyeth 
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ตารางที ่2.2 (ตอ) กลไกการทํางานของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากทะเลที่ไดรับการพัฒนาเปนยา

รักษาโรคมะเรง็ (Burkhard, 2003) 

 
ชื่อสาร   แหลง   กลุมของสาร  บริษัทที่ผลิต 
 
กลุมที่จับกับดีเอ็นเอ 
YondelisTM  ทะเล   ไอโซควิโนโลน  PharmaMar/  

Johnson&Johnson 
กลุมที่กระตุนปฏิกริิยา Oxidative 
AplidinTM  ทะเล   cyclic depsipeptide PharmaMar 
กลุมที่มีผลตอไลโซโซม 
Kahalamide F  ทากทะเล/ สาหราย cyclic depsipeptide PharmaMar 
กลุมที่กระตุนระบบภูมิคุมกัน 

KRN7000  ฟองน้ํา   α-galactosylceramide Kirin 
กลุมที่ยับยั้งการจับของแคลเซียม 
Squalamine lactate ปลาฉลาม  อะมิโนสเตียรอยด Genaera 

 

 
 2.11) การพบสารออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งใหมจากแอกติโนมัยซิส 
 
 แมวาการรักษาโรคมะเร็งจะมีวิธีการที่หลากหลาย เชน การผาตัด การใชเคมีบําบัด การ

ฉายรังสี หรือการใช stem cell เปนตน แตการใชยาที่มีคณุสมบตัิจําเพาะเจาะจงในการยับย้ัง

เซลลมะเร็งก็ยังมคีวามจําเปนในการรักษาผูปวยมะเร็ง เนื่องจากสามารถใชรักษาอาการปวยได

ตรงเปาหมาย โดยไมไปทําลาย หรือสงผลกระทบตอเซลลอื่นนอยที่สุด ดงันั้นการพัฒนาตัวยาที่ใช

รักษาผูปวยมะเรง็จึงมีความสําคัญ และการคนหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหมๆจาก

ธรรมชาติไดมบีทบาทอยางยิ่งตอการพัฒนาเปนตัวยารักษามะเร็ง แอกติโนมัยซิสเปนอีกแหลง

หนึง่ทีน่าสนใจในการคนหาสารยับย้ังเซลลมะเร็ง ดงัรายงานตอไปนี ้

 Gorajana และคณะ (2006) ไดมีการคนพบสาร resistoflavine จาก Streptomyces 

chibaensis AUBN1/7 ที่แยกไดจากโคลนใตทะเลในบริเวณอางเบงกอลประเทศอนิเดีย มีฤทธิ์ใน

การยับย้ังเซลลมะเรง็กระเพาะอาหาร และมะเร็งตับ อกีทั้งสามารถยับย้ังแบคทีเรียไดเล็กนอย ทัง้

แกรมบวก และลบ โครงสรางโมเลกุลของ resistoflavin แสดงดังรูปที่ 2.29 
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                      รูปที ่2.29 resistoflavin 

 

 Zheng และคณะ (2000) แยกแอกติโนมัยซิสจากสิ่งมีชีวิตในทะเลทั้งพืช และสตัว เพื่อ

ทดสอบฤทธิ์การยับย้ังเซลลมะเรง็ โดยใชน้ําเลี้ยงเชื้อที่ความเขมขน 1: 320 เทา ทดสอบกับ

เซลลมะเร็งเมด็เลือดขาวของหนู (P388) และเซลลมะเรง็ของมนุษย 3 ชนิด ไดแก เซลลKB, เซลล

HLF และเซลลCNE ดวยวิธี MTT พบวามีเชื้อ 74 และ67 สายพันธุ ทีส่ามารถยับย้ังอัตราการเจรญิ

ของเซลล P388 และ KB ได จากเชื้อทั้งหมด 360 สายพันธุ คิดเปน 20.6% และ 18.6% 

ตามลําดับ 

 Igarashi (2007) พบสารกลุม anthraquinone ชนิดใหม 2 ชนิด คือ lupinacidin A และ 

lupinacidin B จาก Micromonospora lupine สายพันธุใหม ซึ่งเปน endophytic actinomycete 

สารทั้ง 2 ชนดินี้มีฤทธิ์ในการยับย้ังการแพรกระจายของเซลลมะเรง็ลําไสใหญของหนู (26-L5 

carcinoma cell) โดยไมไดมีการยับย้ังอัตราการเจรญิของเซลล โครงสรางโมเลกุลของ 

lupinacidin A และ lupinacidin B แสดงดงัรูปที่ 2.30 

 
รูปที ่2.30 โครงสรางโมเลกุลของ lupinacidin A (1) และ B (2) 
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2.12) แอกติโนมัยซิสจากทะเลที่สรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
 
 ทะเลเปนแหลงที่สําคญัในการคนหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหมๆ  เนื่องจากในทะเล

มีพ้ืนที่มากถึง 70 % ของพื้นทีท่ั้งหมดของโลก นอกจากนี้ ทะเลยังเปนแหลงที่มคีวามหลากหลาย

ทางชีวภาพสูง Burkhard (2003) คาดคะเนถึงความหลากหลายทางชีวภาพในทะเลบางบริเวณ 

เชน ในพ้ืนดนิใตทะเล และในบริเวณเขตปะการัง วามีความหลากหลายทางชีวภาพสูงกวาในปา

ฝนเขตรอน อกีทั้งในปจจุบนัอัตราการคนพบสารใหมจากบนบกนอยลง เนื่องจากมีการแยกสารซ้ํา

มากขึ้น ในขณะที่ไดมีการคนพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหมจากทะเลในอัตราที่สูงขึน้ การ

คนหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากทะเลจึงมีโอกาสที่จะพบเชื้อ หรือสารที่นาสนใจชนดิใหมสงู  

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแอกติโนมัยซิสในทะเลมคีณุสมบตัิทางชวีภาพที่หลากหลาย 

ไดแก สมบัตกิารเปนสารปฏิชีวนะ สารออกฤทธิ์ยับย้ังเซลลมะเร็ง สารกดภูมิคุมกัน และเอนไซม 

ดังแสดงในตารางที ่ 2.3 โครงสรางโมเลกุลของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหมจากทะเล แสดง

ดังรูปที่ 2.31 (Lam, 2006) 

 

ตารางที่ 2.3 สารชนดิใหมทีผ่ลิตจากแอกติโนมัยซิสในทะเลระหวางป 2003 ถึง 2005  

 

      สาร         แหลง    สมบัต ิ

 

Abyssomicins   Verrucosispora sp.  antibacterial 

Aureoverticillactam  Streptomyces    anticancer 

  aureoverticillatus  

Bonactin   Streptomyces sp.  antibacterial, antifungal 

Caprolactones   Streptomyces sp.  anticancer 

Chandrananimycins  Actinomadura sp.  antialagl, antibacterial, 

        antifungal, anticancer 

Chinikomycins   Streptomyces sp.  anticancer 

Chloro-dihydroquinones Novel actinomycete  antibacterial, anticancer 

Diazepinomicin (ECO-4601) Micromonospora sp.  antibacterial, anticancer 

        anti-inflamatory 

3,6-disubstituted indoles Streptomyces sp.  anticancer 

Frigocyclinone   Streptomyces griseus  antibacterial 
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ตารางที่ 2.3 (ตอ) สารชนดิใหมที่ผลิตจากแอกติโนมัยซิสในทะเลระหวางป 2003 ถึง 2005 

 

      สาร         แหลง    สมบัต ิ

 

Glaciapyrroles   Streptomyces sp.  antibacterial 

Gutingimycin   Streptomyces sp.  antibacterial 

Helquinoline   Janibacter limosus  antibacterial 

Himalomycins   Streptomyces sp.  antibacterial 

IB-00208   Actinomadura sp.  anticancer 

Komodoquinone A  Streptomyces sp.  neuritogenic activity 

Lajollamycin   Streptomyces nodosus  antibacterial 

Marinomycins   Marinispora   antibacterial, anticancer 

Mechercharmycins  Thermoactinomyces sp. anticancer 

MKN-349A   Nocardiopsis sp.  unknown biological activity 

Salinosporamide A (NPI-0052) Salinispora tropica  anticancer 

Sporolides   Salinispora tropica  unknown biological activity 

Trioxacarcins   Streptomyces sp.  antibacterial, anticancer 

        antimalarail 
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รูปที ่2.31 โครงสรางสารที่พบจากแอกติโนมัยซิสในทะเล  

(a) Abyssomicin C, (b) Diazepinomicin (ECO-4601),  

(c) Salinosporamide A (NPI-0052), (d) Sporalide A, (e) Sporolide B  

 

แอกติโนมัยซิสจากทะเลจึงเปนแหลงใหมที่นาสนใน ซึ่งแอกติโนมัยซิสจากทะเลสามารถ

แยกไดจากดิน ทราย โคลน น้ําทะเล พืช และสัตวจากทะเล ดังรายงานตอไปนี ้

Selvin และคณะ (2004) แยกแอกติโนมยัซิสจากฟองน้ําในทะเล Dendrilla nigra โดยใช

อาหารเลี้ยงเชือ้ Sponge agar ซึ่งเปนอาหารเลี้ยงเชื้อเฉพาะ สามารถแยก Streptomyces sp. 

สายพันธุ BTL7 ซึ่งเปนสายพันธุที่สามารถสรางสารยับย้ังแบคทีเรียได โดยมีคา MIC เทากับ      

88 μg protein/ ml และสามารถยับย้ัง Micrococcus luteus ไดโดยมีคา MIC เทากับ 44 μg 

protein/ ml พบวาอัตราการเจริญ และอัตราการสรางสารปฏิชีวนะเพิ่มข้ึนเมื่อเติมสารสกัดจาก

ฟองน้ําเปนอาหารเสริม 

Hardt และคณะ (2000) พบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทั้งสารปฏิชวีนะ และสารออกฤทธิ์

ยับย้ังเซลลมะเร็ง 5 ชนดิ จากโคลนใตบึง Batiquitos บริเวณตอนเหนือของเมืองซานดิเอโก

ประเทศสหรัฐอเมริกา เมื่อสกัดสารออกจากน้ําเลี้ยงเช้ือดวยเอทิลอะซิเตต และแยกสารดวยซิลิกา

คอลัมน และ HPLC จากนั้นตรวจสอบสารดวยเทคนคิ NMR MS UV และ IR แลว พบวา          

สาร 5 ชนิด ไดแก neomarinone marinone isomarinone hydroxydebromomarinone และ 
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methoxydebromomarinone มีสูตรโครงสารโมเลกุลแสดงดงัรูปที่ 2.32 สารดงักลาวจัดเปนสาร

ปฏิชีวนะในกลุม naphthoquinone เมื่อทดสอบฤทธิ์การยับย้ังเซลลมะเร็งแลว พบวาสามารถ

ยับย้ังการเจรญิของมะเร็งได 60 ชนดิ โดยมีคา IC50 เฉลี่ย 10 μM 

 

 

 
รูปที ่ 2.32 โครงสรางโมเลกุลของ neomarinone และอนุพันธของสารกลุม marinone 

neomarinone (1) marinone (2) isomarinone (3) hydroxydebromomarinone (4) และ 

methoxydebromomarinone (5) 

 

จากรายงานวิจัยดังกลาวขางตน เหน็ไดวาการแยกแอกติโนมัยซิสจากทะเลจะสามารถมี

โอกาสในการคนพบแอกติโนมัยซิสชนดิใหม หรือสารออกฤทธิท์างชีวภาพชนิดใหมๆไดสูง 

โดยเฉพาะอยางยิ่งทะเลในประเทศไทย ซึง่เปนเขตรอนชื้น เปนบริเวณที่มคีวามหลากหลายทาง

ชีวภาพสูง อกีทั้งงานวิจัยการแยกแอกติโนมัยซิสจากบริเวณชายหาด และปาชายเลนในประเทศ

ไทยยังมีอยูนอยในปจจุบัน ดงันัน้การแยกแอกติโนมัยซิสจากทะเลในประเทศไทยจึงมคีวาม

นาสนใจในการคนหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม และมีประโยชนตอการพัฒนาเปนยารักษา

โรค ทั้งโรคจากเชื้อจุลินทรีย และโรคมะเรง็ในอนาคต 
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บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1) อุปกรณ 
 

1. ตูควบคุมอณุหภูมิ (incubator) Memmert รุน BE600 บริษัท Jebsen and Jessen 

2. ตูควบคุมอณุหภูมิภายใตบรรยากาศคารบอนไดออกไซด (CO2 incubator) Hepa 

Class100 รุน 311 บริษัท Thermo electron corporation 

3. ตูถายเชื้อ (laminar flow) CLEAN รุน H1 บริษัท Lab Service Ltd, Part. 

4. หมอนึง่ความดัน (autoclave) TOMY รุน SS-325 บริษัท Tomy Seiko Co., Ltd. Tokyo, 

Japan 

5. ตูอบความรอนแหง (hot air oven) Memmert รุน UE600 บริษัท Jebsen and Jessen 

6. ตูอบแหงภายใตสุญญากาศ (vacuum oven) Hotpack บริษัท Hotpact Corporation, 

USA. 

7. เครื่องชัง่น้ําหนัก (digital scale) รุน PB3002 บริษัท Mettler Toledo 

8. กลองจุลทรรศน (microscope) Olmpus รุน BX51 บริษัท Olypus Optical Co., Ltd. 

Japan 

9. กลองจุลทรรศนหัวกลับ (inverted microscope) Olmpus รุน CK2 บริษัท Olypus 

Optical Co., Ltd. Japan 

10. กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (scanning electron microscope, SEM) 

JEOL รุน JSM-5410 LV, Japan  

11. เครื่องเขยา (shaker) New Brunswick Scientific บริษัท New Brunswick Scientific 

Co., Inc. Edison, USA 

12. เครื่องระเหยแหงสญุญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporator) Eyela รุน N-1000 

บริษัท Tokyo Rikakikai Co., Ltd. Japan 

13. เครื่องระเหยน้าํที่อุณหภูมิต่าํ (lyophilizer) รุน FD-1 ย่ีหอ EYELA บรษัิท Tokyo 

Rikakikai Co., Ltd. Japan 

14. เครื่องปนเหว่ียง (centrifuge) Hettich รุน Rotofix32 บริษัท Becthai, Germany 

15. เครื่องวัดคาความเปนกรดเบส (pH meter) รุน S20-K ย่ีหอ Mettler Toledo 

16. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (water bath) รุน WB-710M บริษัท Optima, Japan 
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17. ฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer) ขนาด 0.0025 mm2 ย่ีหอ Loptik Labor 

18. เคื่องอานคาความดูดกลืนแสง (microplate reader) รุน ELX800 บริษัท Bio-Tek 

Instruments, Inc. 

19. เครื่องพีซีอาร (Authorized thermal cycler) Takara รุน TP600 บริษัท Takara Bio, Inc. 

Japan 

20. เครื่อง Electrophoresis chamber set รุน Mupid-ex บริษัท Advance 

21. เครื่องถายรูปเจล (Gel Doc) ย่ีหอ Vilber Lourmat 

22. เครื่องปนเหว่ียงขนาดเล็ก (micro centrifuge)รุน CM-610T บริษัท Hslangtai 

23. เครื่องปนเหว่ียงควบคุมอณุหภูมิ (micro refrigerated centrifuge) Kubota รุน 3700 

บริษัท Kubota Corporation, Tokyo Japan 

24. เครื่องไมโครเวฟ (microwave oven) Turbora รุน MW-2020 

25. เครื่องแปลงไฟ (Power supply) My Power300 รุน AE-8130 บริษัท ATTO 

26. ตูเย็น 4 °C (refrigerator) Mitsubishi รุน Tiara บริษัท Mitsubishi electric 

27. ตูเย็น -20 °C ย่ีหอ Sharp 

28. ตูเย็น -80 °C รุน 8620 บริษัท Thermo Electron Corperation 

29. เครื่อง UV-Transilluminator รุน TM-10E บริษัท UVP 

30. เครื่อง Vortex mixer รุน VX-100 บริษัท Labnet International, Inc. 

31. เครื่อง shaker-3D (Notating mixer) รุน Gyromini บริษัท Labnet International, Inc. 

32. โกรงบดยา (motar) 

33. ไมโครปเปต (automatic adjustable micropipette) บรษัิท Gilson P2 (0.1-2 

ไมโครลิตร), P10 (0.5-10 ไมโครลติร), P20 (5-20 ไมโครลิตร), P200 (20-200 

ไมโครลิตร), P1000 (0.1- 1 มิลลิลิตร) 

34. ปเปตตทิป (pipette tip) บรษัิท Axygen Scientific, Inc. USA 

35. หลอดไมโครเซนติฟวส (micro centrifuge tubes) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร บริษัท Axygen 

Scientific, Inc. USA 

36. หลอดพีซีอาร (PCR tubes) ขนาด 200 ไมโครลติร บริษัท Axygen Scientific, Inc. USA 

37. พาราฟลม 

38. บีกเกอร (beaker) 

39. ขวดแกว (bottle) 

40. กระบอกตวง (cylinder) 

41. ขดลวด (spring coil) 
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42. ลูป (loop) 

43. เข็มเขี่ยเชื้อ (needle) 

44. ที่เจาะอาหารวุน (cork borer) 

45. จานเลี้ยงเชื้อพลาสติก (petridish) 

46. จานเลี้ยงเซลลแบบ 96 หลมุ (96 wells plate) 

47. ขวดเลี้ยงเซลล ย่ีหอ Corningบริษัท Corning Incorporated, USA 

48. หลอดเก็บเซลล 
49. หลอดเซนติฟวสขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร ย่ีหอ Corning บริษัท Corning 

Incorporated, USA 

50. ปเปตแกว ขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร 

51. เครื่องดดูจากปเปต (pipette aid) ย่ีหอ Drummond 

52. หัวกรองอาหารเลี้ยงเซลล ขนาด 0.22 ไมโครเมตร ย่ีหอ Corning บริษัท Corning 

Incorporated, USA 

53. ที่ขูดเซลล (cell lifter) 

54. เครื่องกวนโดยใชแมเหล็ก (magnetic stirrer) ย่ีหอ Clifton Ceraplate 

55. ถังไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen tank) รุน 34 HC ย่ีหอ Taylor-Wharton Cryogenics 

บริษัท Harsco Corporation, USA 

56. TLC aluminium sheet รุน Silica gel60 F254 บริษัท Merck, Germany 

57. คอลัมนแกวสําหรับแยกสาร  
58. ขวดแกวกนกลม 

59. ขวดแกวสําหรับเก็บสาร 
60. เครื่อง Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Varian รุน Mercury 400 

61. เครื่อง Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT- IR) บริษัท Nicolet Impect 

model 410 

62. เครื่อง Fison Instruments Mass Spectrometer model Trio2000 บริษัท Frisons 

Instruments, England 

63. เครื่อง DNA sequencing รุน 3100XL ย่ีหอ ABI บริษัท Applied Biosystem 

Incorporated 
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3.2) สารเคมี 
 

1. Agar  

2. Ammonium sulfate ((NH4)2SO4) 

3. L- Arabinose บริษัท Sigma chemical, USA 

4. L- Arginine บริษัท Sigma chemical, USA 

5. L- Asparagine บริษัท Sigma chemical, USA 

6. Bacto peptone 

7. Bacto tryptone  

8. Bacto soytone 

9. Beef extract 

10. Dextran บริษัท Sigma chemical, USA 

11. Ferric chloride (FeCl3) 

12. D- Fructose บริษัท Merck, Germany 

13. D- Galactose บริษัท Merck, Germany 

14. Glucose 

15. Glycerol 

16. L- Histidine บริษัท Sigma chemical, USA 

17. meso- Inositol บริษัท Sigma chemical, USA 

18. D- Lactose บริษัท Merck, Germany 

19. Malt extract 

20. D- Mannitol บริษัท Difco Laboratories 

21. D- Mannose บริษัท Sigma chemical, USA 

22. Magnesium chloride (MgCl2) 

23. Magnesium sulfate (MgSO4) 

24. L- Methionine บริษัท Sigma chemical, USA 

25. L- Phenylalanine บริษัท Sigma chemical, USA 

26. L- Proline บรษัิท Sigma chemical, USA 

27. L- Rhamnose บริษัท Sigma chemical, USA 

28. di-Potassium hydrogen sulfate (K2HPO4) 

29. Potassium nitrate บริษัท Merck, Germany 
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30. L- Serine บรษัิท Sigma chemical, USA 

31. Sodium acetate บริษัท Merck, Germany 

32. Sodium caseinate 

33. Sodium chloride (NaCl) 

34. Sodium citrate บริษัท Merck, Germany 

35. Sodium malonate บริษัท Merck, Germany 

36. Soluble Starch 

37. Starch 

38. Sucrose บริษัท Merck, Germany 

39. Sulfuric acid 

40. L- Theonine บริษัท Sigma chemical, USA 

41. L- Valine บริษัท Sigma chemical, USA 

42. Xylose บริษัท Sigma chemical, USA 

43. Yeast extract 

44. DMSO (Dimethylsulfoxide) steried บรษัิท Sigma, USA 

45. Fetal Bovine Serum (FBS) ย่ีหอ Hyclone บริษัท PERBIO 

46. Hoechst 33342  

47. MTT (3-(4,5- dimethylthiazolyl-2-) 2,5- diphenylterazolium bromide) บริษัท Sigma, 

USA. 

48. RPMI ย่ีหอ Hyclone บริษัท PERBIO 

49. Thyphan blue 

50. Trypsin-EDTA  steried filtered ย่ีหอ Hyclone บริษัท PERBIO 

51. Vanillin 

52. ตัวทําละลาย ไดแก hexane, ethyl acetate, chloroform, methanol และ ethanol  

53. Silica 60 (No 9385) ขนาดอนุภาค 0.040 – 0.063 mm (230 – 400 ASTM) บริษัท E. 

Merck, Germany 

54. Polyvinylpyrolidone บริษัท Serva 

55. Ascobic acid บริษัท Serva 

56. 2-Mecaptoethanol บริษัท Sigma 

57. Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) บริษัท Serva 

58. Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) บริษัท Scharlau 
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59. Isoamyl alcohol บริษัท Carlo erba 

60. RNase 

61. Polyethylene glycol (PEG) บริษัท Serva 

62. Taq DNA polymerase บรษัิท Fermentas 

63. Loading dye 

64. Primer ไดแก pA (5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’) 

pH (5’ AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 3’) 

StrepB (5’ ACAAGCCCTGGAAACGGGGT 3’) 

StrepE ( 5’ CACCAGGAATTCCGATCT 3’) 

StrepF (5’ ACGTGTGCAGCCCAAGACA 3’) 

65. Bovine serum albumin (BSA) 

66. dNTP 

67. Boric acid 

68. Tris- (hydroxymethyl)-amino methane (Tris base) บริษัท Scharlau 

69. Agarose molecular biology grade บริษัท ISC Bio Express 

70. Ethidium bromide 

71. 100bp + 1.5 kb DNA ladder บริษัท SibEnzyme 

 
3.3) ตัวอยางดิน และทราย 
 
 เก็บตัวอยางดิน และทรายจากบริเวณชายหาด และปาชายเลนในประเทศไทย โดยเก็บ

จากจังหวัดตางๆ ไดแก จนัทบุรี ระนอง ประจวบคริีขันธ และ เพชรบรุ ีตัวอยางละประมาณ 50 ถึง 

100 กรัม บันทึกสถานที่เก็บ ลักษณะ และสีของดนิ วัดคา pH (ภาคผนวก ง หมายเลข 1) ใส

ถุงพลาสติกที่ปดมดิชดิ ตดิฉลากใหชัดเจน เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
3.4) การแยกแอกติโนมัยซิสจากดินตัวอยาง 
 
 นําดนิ และทรายตัวอยาง 5 กรัม ละลายใน 0.85% NaCl ที่ปราศจากเชื้อ ปริมาตร 45 

มิลลิลิตร จะไดสารละลายดนิที่มรีะดับการเจือจาง 10-1 นําไปบมโดยการเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ

ตอนาท ีอณุหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน เพื่อลดจํานวนจุลินทรียที่เจรญิอยางรวดเรว็ 

จากนั้น นาํสารละลายดินไปเจือจางในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ ดวยวิธีอันดับการเจือจางลดลง      
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สิบเทา (serial ten fold dilution) ดูดสารละลายดินทีร่ะดับความเขมขนตางๆ เกลี่ย (spread) ลง

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Starch Casein Agar ที่เติมยาปฏิชีวนะ cyclohexamide 50 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร และ nystatin 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ก หมายเลข 1)  บมที่อณุหภูม ิ30 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 7-14 วัน จากนั้นคดัเลือกโคโลนีของแอกตโินมัยซิสที่มีลกัษณะแตกตาง

กันมาขีด (streak) ลงบนอาหาร sodium caseinate agar (SCA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 9) เพื่อ

แยกใหเปนโคโลนีเดี่ยว เก็บเชื้อบริสุทธิ์บนอาหารผิวเอียง Nutrient agar (NA) (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 11) ที่อณุหภูม ิ4 องศา-เซลเซียส 

 
3.5) การเก็บรักษาแอกตโินมัยซิส 
 
 ขีดแอกติโนมยัซิสลงบนอาหารผิวเอียง Nutrient Agar (NA) เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4    

องศาเซลเซียส ไดเปนเวลา 1-3 สัปดาห สําหรับการเก็บรักษาเปนเวลานานทําโดยการขีด           

แอกติโนมัยซิสลงบนอาหารผิวเอียง Oat Meal Agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 19) นําไปบมที่

อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 7-14 วัน เพื่อใหเชื้อสรางสปอร จากนัน้เติมสารละลาย      

20 % Glycerol ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใชลูป (loop) ขูดสปอรใหหลดุ เก็บรักษาในหลอดเก็บเชือ้ที่

อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส 

 
3.6) การทดสอบการสรางสารปฏิชวีนะของแอกติโนมัยซิส 
 
3.6.1) จุลินทรียที่ใชในการทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะ ไดแก 

 Pseudomonas aeruginosa  ATCC9027 

 Escherichia coli   ATCC25922 

 Bacillus cereus   ATCC1729 

 Staphylococcus aureus  ATCC25923 

 Candida albicans   ATCC 70014 

 Saccharomyces cerevisiae  TISTR 5169 

 Aspergillus niger   ATCC6275 

 

3.6.2) อาหารเลี้ยงเช้ือ 

Nutrient agar (NA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 11)  สําหรับเลี้ยงแบคทเีรีย 

Malt extract agar (MEA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 13) สําหรับเลี้ยงรา และยีสต 



 44 

3.6.3) ทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะโดยวิธี agar cross streak method (Waksman, 1940) 

 ขีดแอกติโนมยัซิสลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อทีต่องการทดสอบเปนแนวยาว บริเวณกลางจาน

อาหารเลี้ยงเชือ้ จากนั้นบมที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 -5 วัน เมื่อแอกติโนมัยซิส

เจรญิแลว ขีดจุลนิทรียที่ใชทดสอบตามขวางตั้งฉากกับแอกติโนมัยซิส บมที่อณุหภูมิเดียวกันเปน

เวลา 1 -2 วัน จากนั้นวัดความกวางของบริเวณยับย้ัง (Inhibition zone) ของจุลินทรียทดสอบ 

คดัเลือกแอกติโนมัยซิสที่สรางสารปฏิชีวนะยับย้ังการเจรญิของจุลนิทรยีทดสอบ โดยพิจารณาจาก

ความกวางของบริเวณยับย้ัง 

 
3.7) การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเซลลมะเร็งของสารสกัดจากแอกติโนมัยซิส 
 
3.7.1) การสกัดสารจากแอกติโนมัยซิส 

 เล้ียงแอกติโนมัยซิสในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Nutrient Broth (NB) (ภาคผนวก ก หมายเลข 

12) โดยการเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาท ีบมทีอุ่ณหภูมหิอง เปนเวลา 14 วัน จากนั้นสกัด

สารออกจากอาหาร และเสนใยของแอกติโนมัยซิสดวยเอทิลอะซิเตต โดยการเขยาเปนเวลา 1 วัน 

นําสวนเอทิลอะซิเตตมาระเหยแหงดวยเครื่องระเหยแหงสุญญากาศ สารสกัดที่ไดละลายใน 95%          

เอทานอล เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อนํามาทดสอบตอไป 

 

3.7.2) เซลลมะเรง็ที่ใชในการทดสอบ ไดแก 

 KatoIII (HTB- 103) เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (Human gastric carcinoma)   

 HepG2 (HB- 8065) เซลลมะเร็งตบั (Human liver hapatoblastoma) 

 SW620 (CCL- 227) เซลลมะเร็งลําไสใหญ (Human colorectal adenocarcinoma) 

 BT474 (HTB- 20) เซลลมะเร็งเตานม (Human ductal carcinoma) 

 Jurkat (TIB- 152) เซลลมะเร็งเมด็เลือดขาว (Human acute T-cell leukemia) 

 ซึ่งไดรับการอนุเคราะหจาก ผศ.ดร. ธนาภัทร ปาลกะ หองวิจัย 403 อาคารแถบ นีละนิธ ิ

ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวทิยาศาสตร จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 

3.7.3) การเพาะเลี้ยงเซลลมะเรง็ 

 นําเซลลมะเร็งที่เก็บรักษาไวในไนโตรเจนเหลว มาลางในสารละลาย 1X Phosphate 

Buffer Saline (1x PBS) (ภาคผนวก ข หมายเลข 4) เพื่อกําจัด Dimethylsulfoxide (DMSO) ออก 

ใชปเปตดดูขึ้นลงใหเขากัน จากนั้นปนเซลลใหตกตะกอน ดวยความเร็ว 1,000 รอบตอนาที เปน

เวลา 5 นาที นําสวนน้ําใสทิ้ง แลวเติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI1640 (ภาคผนวก ข หมายเลข 2) 
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ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั้นดดูสารละลายเซลลใสขวดเลี้ยงเซลล บมที่อุณหภูมิ 37 องศา-

เซลเซียส ภายใตบรรยากาศทีม่ีกาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 1 – 4 วัน จนกวาเซลลจะ

เจรญิเต็มผิวขวดเลี้ยงเซลล 

 สําหรับการเปล่ียนอาหารใหเซลล ทําโดยการดดูอาหารเลี้ยงเซลลเกาออกจนหมด ลาง

เซลลดวยสารละลาย 1x PBS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลวดูดออก จากนั้นเติม 0.025% trypsin– 

EDTA ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3– 5 นาที เพื่อทําใหเซลลหลุดออกจาก

ขวดเลี้ยงเซลล จากนั้นดดูเซลล ปรมิาตร 0.5- 1 มิลลิลิตร ใสลงในอาหารเลี้ยงเซลลใหม 

 ในกรณทีี่จะนาํเซลลไปใชในการทดสอบในจานเลี้ยงเซลลแบบ 96 หลุม ใหนําเซลลที่อยู

ในสารละลาย 0.025% trypsin– EDTA ใสลงใน 1x PBS ดูดขึ้นลงใหเขากัน และปนเซลลให

ตกตะกอนดวยความเร็ว 1,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที นําสวนน้ําใสทิง้ แลวเติมอาหารเลีย้ง

เซลล RPMI1640 กระจายเซลลใหเขากันทั่ว นับจาํนวนเซลลที่มชีีวิต โดยยอมเซลลดวยสี 

thyphan blue และนับเซลลดวยดวยฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer) เพื่อใหไดจํานวนเซลล 

5 x 105 เซลลตอมิลลิลติร ดดูสารละลายเซลลใสลงในจานเลี้ยงเซลลแบบ 96 หลุม หลุมละ 100 

ไมโครลิตร ซึง่จะมีจํานวนเซลล 5 x 104 เซลลตอหลุม บมที่อณุหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต

บรรยากาศที่มกีาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 1 วัน เพื่อใชในการทดสอบตอไป 

 สําหรับการเก็บรักษาเซลลมะเรง็ ทําโดยการเพาะเลี้ยงเซลลใหเจรญิมากพอ จากนั้นดดู

เซลลใหในอาหาร RPMI1640 ที่เติม DMSO ที่ปลอดเชือ้ ในอัตราสวน (9: 1) และรบีนําไปแชแข็งที่

อุณหภูม ิ -80 องศาเซลเซียสทันท ี เปนเวลา 1 วัน จากนั้น จึงนําเซลลไปเก็บรักษาไวใน

ไนโตรเจนเหลวตอไป 

 

3.7.4) การทดสอบฤทธิ์การยับย้ังเซลลมะเร็งโดยวิธี MTT method (Palaga และคณะ, 1996) 

 ดดูสารสกัดจากแอกติโนมัยซิส ปรมิาตร 5 ไมโครลติร ลงในหลุมเล้ียงเซลล เพ่ือทดสอบ

ฤทธิ์การตอตานเซลลมะเรง็ โดยใช 95% เอทานอล เปนชุดควบคุมลบ และหลุมที่ไมมีเซลลเปนชุด

ควบคุมบวก บมที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใตบรรยากาศที่มกีาซคารบอนไดออกไซด 5% 

เปนเวลา 18- 24 ชั่วโมง จากนั้นยอมเซลลดวยสารละลาย MTT (3-(4,5- dimethylthiazolyl-2-) 

2,5- diphenylterazolium bromide) (ภาคผนวก ข หมายเลข 3) หลุมละ 10 ไมโครลติร บมที่

อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส ภายใตบรรยากาศที่มีกาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 2- 4 

ช่ัวโมง ดดูสารละลาย MTT และอาหารเลี้ยงเซลลออกจากหลุม และเติม 0.004N HCl ใน 

isopropanol (ภาคผนวก ข หมายเลข 5) หลุมละ 100 ไมโครลติร ดูดข้ึนลงใหเขากัน แลวนําไปวัด

การดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 
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3.7.5) การทดสอบการกระตุนใหเซลลตายแบบอะพ็อบโทซิส (Apoptosis test) 

 เล้ียงเซลลใหไดเซลล 1 X 106 เซลลตอมิลลิลิตร ดดูสารละลายเซลลปริมาตร 1 มลิลิลิตร 

เลี้ยงในจานเลีย้งเซลลขนาดเล็กที่มีแผน cover slip ปราศจากเชื้อวางอยู จากนั้นหยดสารที่จะ

ทดสอบลงบน cover slip ใชยา SS ซึ่งเปนยาที่กระตุนการอะพ็อบโทซิสเปนชดุควบคุมบวก บมที่

อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซยีส ภายใตบรรยากาศที่มีกาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 24 

ช่ัวโมง เซลลจะเจรญิโดยเกาะกับแผน cover slip จากนั้นดดูอาหารเลี้ยงเซลลออก และเติม

สารละลาย 1% glutaraldehyde ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในจานเลี้ยงเซลล บมที่อณุหภูมิหอง ในที่

มืด เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นดดู glutaraldehyde ทิ้ง และลางแผน cover slip ดวยสารละลาย 

1x PBS ปริมาตร 30 ไมโครลิตร นําเซลลที่เกาะอยูกับแผน cover slip ตรวจสอบการตายแบบ 

อะพ็อบโทซิส โดยการหยดสารละลาย 1x PBS ปรมิาตร 20 ไมโครลิตร ลงบนแผนสไลด เตมิสี 

Hoechst 33342 ความเขมขน 1 mM ปรมิาตร 2 ไมโครลิตร ใชปากคีบ คีบแผน cover slip ที่มี

เซลลเกาะอยูวางควํ่าลงบนแผนสไลด ตัง้ทิ้งไวในทีม่ืดเปนเวลา 5 นาที เคลือบขอบ cover slip ยา

ทาเล็บ นําไปเซลลตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนแบบฟลูโอเรสเซนต เซลลทีต่ายแบบ              

อะพ็อบโทซิสจะมีการหดตัวของเซลล และนิวเคลียส 

 
3.8) การจาํแนกสายพนัธุแอกติโนมัยซิสที่แยกไดดวยวธิีทางอณูพันธุศาสตร 
 

3.8.1) การสกัดดีเอ็นเอจากแอกติโนมัยซิส แบงออกเปน 3 สวน ไดแก 

สวนที่ 1 การลางเซลล เพ่ือกําจัดสารพอลิแซกคารไรด 

1. เลี้ยงแอกติโนมัยซิสในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว NB ประมาณ 3 – 5 วัน 

2. นําเซลลประมาณ 20 – 50 มิลลิกรัม ไปบดดวยโกรงบดยาเพื่อใหเซลลเขากันเปนเนื้อ

เดียว 

3. เติม washing buffer (ภาคผนวก ค หมายเลข 3) ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ผสมกับ

ตัวอยางที่บด จากนั้นถายลงในหลอดไมโครทิวปขนาด 1.5 มิลลิลติร 

4. นําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 3 นาที แลวดดูสวนน้ําใสทิ้ง 

5. ทําซ้ําขอ 3 และ 4 ประมาณ 2 – 3 ครั้ง จนน้ําใส 

สวนที่ 2 การทาํใหเซลลแตก (Zhou et al., 1999) 

1. เติม 2X CTAB lysis buffer (ภาคผนวก ค หมายเลข 4) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ให

เขากับตะกอนเซลล บมที่อณุหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

2. เติม chloroform : isoamylalcohol ความเขมขน 24 : 1 (ภาคผนวก ค หมายเลข 5)

ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการวอเทกซ 
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3. นําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 8 นาที ที่อณุหภูมิหอง 

4. ถายลงในหลอดไมโครทิวปใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

5. ทําซ้ําขอ 2 – 4 อีก 1 รอบ 

6. เติม isopropanol ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ลงในสวนน้าํใส และเก็บไวในน้ําแข็งเปน

เวลา 30 นาที 

7. นําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาท ีที่อณุหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส  เพื่อตกตะกอนดีเอน็เอ 

8. ดดูสวนน้ําใสทิ้ง และเติม ethanol ความเขมขน 70% ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เพื่อ

ลางตะกอนดีเอ็นเอ 

9. นําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ที่อณุหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส แลวเทสวนน้ําใสทิง้ 

10. ทําใหตะกอนแหงโดยทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง เมื่อแหงแลว ละลายตะกอนดวย TE buffer 

(ภาคผนวก ค หมายเลข 7) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

 

สวนที่ 3 การกําจัดอารเอ็นเอ 

1. เติม RNase ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร แลวบมที่

อุณหภูมหิองเปนเวลา 30 นาที 

2. เติมสารละลาย PEG (ภาคผนวก ค หมายเลข 6) ปริมาตร 60 ไมโครลิตร แลวเก็บไว

ในน้ําแข็งเปนเวลา 20 นาท ี

3. นําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาท ีที่อณุหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส แลวเทสวนน้ําใสทิง้ 

4. ลางตะกอนโดยใช ethanol ความเขมขน 70% ปริมาตร 500 ไมโครลติร 

5. นําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ที่อณุหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส แลวเท ethanol ทิง้ 

6. ทําใหตะกอนแหงโดยทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง เมื่อแหงแลว ละลายตะกอนดวย TE buffer 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

7. เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใช 
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3.8.2) การเพิ่มจํานวนดเีอ็นเอที่ประมวลรหัส 16S rRNA ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรส 

ออกแบบ primer ที่ใช โดยอางอิงจาก Rintala และคณะ (2001) และ Lanoot และคณะ 

(2005) ไดแก 

pA  (5’- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3’) 

pH   (5’- AAGGAGGTGATCCAGCCGCA -3’) 

StrepB   (5’- ACAAGCCCTGGAAACGGGGT -3’) 

StrepE   (5’- CACCAGGAATTCCGATCT -3’) 

StrepF   (5’- ACGTGTGCAGCCCAAGACA -3’)  

จากนั้นทําปฎิกริยาลูกโซพอริเมอเรส (Polymerase chain reaction, PCR) โดยใช

สารละลายดีเอ็นเอจากขั้นตอนที ่ 3.8.1 เปนแมแบบ (template) ซึ่งในสวนผสมทีท่ําให

เกิดปฏิกิริยา ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบดวย  

1. 10x buffer     ปริมาตร 1 ไมโครลติร  

2. 2mM dNTP mix   ปริมาตร 1 ไมโครลติร 

3. 25mM MgCl2   ปริมาตร 0.6 ไมโครลิตร 

4. forward primer (20 μM) ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 

5. reverse primer (20 μM) ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 

6. Taq DNA polymerase (5U) ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตร 

7. น้ํากลั่นปลอดเชื้อ  ปริมาตร 6.3 ไมโครลิตร 

8. DNA template   ปริมาตร 1 ไมโครลติร 

 

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสประกอบดวยขั้นตอน ดงันี ้

 Initial denaturation  95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที 

 Denaturation   95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 

 Annealing   53 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 35 รอบ 

 Extension   72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 

 Final extension   72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี

 Hold    4 องศาเซลเซยีส จนกวาจะนํามาใชงาน 
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3.8.3) การตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอโดยวิธีเจลอิเล็คโทรโฟริซิส 

 ตรวจสอบยีนที่ไดจากการเพิ่มชิ้นสวนดเีอ็นเอโดยการทําเจลอิเล็คโทรโฟริซิส เตรยีมอะกา-

โรสเจล (ภาคผนวก ค หมายเลข 11) หลอม และเทลงในแมพิมพทีม่ีหวี (comb) เสียบอยู แลว

ปลอยใหเจลแข็งตัว ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม (loading dye) ในอัตราสวน 5 : 2 และ

หยอดตัวอยางลงในหลุมอะกาโรสเจล จากนั้นนําไปทําอิเล็คโทรโฟริซสิใน เครื่อง Electrophoresis 

chamber โดยใชความตางศักย 100 โวลต เปนเวลา 30 นาท ีตรวจสอบการเรืองแสงของดีเอน็เอ 

โดยการยอมดวย Ethidium bromide (ภาคผนวก ค หมายเลข 10) สองภายใตรังส ีUV ตรวจสอบ

ขนาดของยีนโดยการเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp + 1.5 kb DNA ladder 

 

3.8.4) วิเคราะหหาลําดับเบสของชิ้นสวนยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA 

 นําผลิตภัณฑของการเพิ่มชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ไดจากการใช primer 3 คู ไดแก StrepB กับ 

StrepE, pA กับ StrepF และ pA กับ pH ตามขั้นตอนที่ 3.8.2 มาวิเคราะหหาลําดับเบสของ

ช้ินสวนยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA โดยวิธี derect sequencing โดยสงไปวิเคราะหหาลําดับเบส

ที่สํานักงานวิจัยคณะแพทยศาสตร โรงพยาบาลรามาธิบด ี
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3.9) การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา และสมบัติทางชวีเคมี 
 
3.9.1) การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศน 

 เตรียม slide culture ของแอกติโนมัยซิส (ภาคผนวก ง หมายเลข 2) โดยการเลี้ยงใน

อาหารเลี้ยงเชือ้แข็ง เพื่อใหเชื้อสรางเสนใย และสปอร จากนั้นยอมเชื้อดวย lacto phenol cotton 

blue นํามาสองดดูวยกลองจุลทรรศน 

 

3.9.2) การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบสองกราด 

 เตรียมตัวอยางแอกติโนมัยซิส โดยเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Sodium Caseinate Agar 

เพื่อใหสรางสปอร จากนัน้นําไปสองดดูวยกลองจุลทรรศนอเิล็คตรอนแบบสองกราด (Scanning 

Electron Microscrope; SEM) ทีศู่นยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย (ภาคผนวก ง หมายเลข 3) 

 

3.9.3) การศึกษาการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP  

ศึกษาการเจรญิบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP (International Streptomycete Project 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 18 - 23) ไดแก 

ISP1- TYEA Tryptone- yeast extract agar 

  ISP2- YMEA Yeast- malt extract agar 

  ISP3- OA Oat meal agar 

  ISP4- ISSA Inorganic salts starch agar 

  ISP5- GAA Glycerol asparagine agar 

 ISP6- PYEA Peptone- yeast extract aga 

 ขีดแอกติโนมยัซิสที่ตองการทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP1- 6 บมที่อุณหภูมิ 30 องศา-

เซลเซียส เปนเวลา 7- 14 วัน บนัทึกการเจรญิ การสรางสปอร สีของสปอร สีของสายใยอาหาร สี

ของสายใยอากาศ และการสรางรงควัตถุที่ละลายน้ําได 

 

3.9.4) การตรวจสอบการสรางรงควัตถุเมลานิน 

 เล้ียงแอกติโนมัยซิสบนอาหาร peptone yeast extract iron agar (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 23) และ tyrosine agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 25) บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

ตรวจดูการสรางรงควัตถุเมลานิน เมื่อเขาสูวันที่ 4 โดยจะเกิดสีดํา หรือสีน้ําตาลเขมในอาหารเลีย้ง

เชื้อ  
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3.9.5) การตรวจสอบการสรางกาซไฮโดนเจนซัลไฟต 

 แทง (stab) แอกติโนมัยซิสลงในอาหารเลี้ยงเช้ือแข็งผิวเอียง peptone yeast extract iron 

agar (ISP6) (ภาคผนวก ก หมายเลข 23) ในหลอดทดลองขนาด 16 x 150 มิลลิเมตร บมที่

อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15-24 ชั่วโมง ตรวจสอบการเกิดกาซไฮโดรเจนซัลไฟตจาก 

การที่อาหารจะมีสีน้ําเงนิดํา (bluish-black color) ควรสังเกตสีของอาหารกอนทีเ่ชื้อจะสรางรงค

วัตถุที่ละลายน้ําลงไปในอาหาร (Tresner และ Danga, 1958) 

 

3.9.6) การตรวจสอบการรดีวิสไนเตรท 

 แทง (stab) แอกติโนมัยซิสในอาหารเลี้ยงเชื้อ nitrate agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 24) 

บมที่อณุหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 14 วัน ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงไนเตรทเปนไนไตรท 

โดยหยดสารละลายเอ (ละลาย sulfanilic acid 0.8 กรัม ใน 5 นอรมอล กรดอะซติิก 100 

มิลลิลิตร) และสารละลายบี (ละลาย alphanaphthylamine 0.5 กรัม ใน 5 นอรมอล กรดอะซติกิ 

100 มิลลิลิตร) ลงในหลอดทดลองซึง่จะเกิดสีแดง แตถาการทดสอบไมเกิดสีแดงเนือ่งจากไนไตรท

เปลี่ยนไปเปนแอมโมเนีย และกาซไนโตรเจน ตองทดสอบขั้นที่สองตอไป โดยการเติมผงสังกะสีลง

ไป ถาเกิดสีแดง แสดงวายังมีไนเตรทอยู (Shirling และ Gottlieb, 1966) 

 

3.9.7) การตรวจสอบการเจรญิที ่pH 4.3 

ขีดแอกติโนมยัซิสลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Bennett’s agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 27) 

คา pH 4.3 บมที่อณุหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 7 – 14 วัน สังเกตการเจรญิของเชื้อ 

 

3.9.8) การตรวจสอบการเจรญิที่อณุหภูมติางๆ 

 ขีดแอกติโนมยัซิสลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ modified Bennett’s agar (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 26) บมที่อณุหภมูิ 37 และ 45 องศาเซลเซียสเปนเวลา 7 และ 14 วัน บมที่อณุหภูม ิ4 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 – 4 สัปดาห สังเกตการเจรญิของเชื้อ 

 

3.9.9) การศึกษาสมบัติการยอยสลายสาร (degradation activity) 

ขีดแอกติโนมยัซิสลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ modified Bennett’s agar ซึ่งประกอบดวย 0.5% 

adenine, 0.5% tyrosine, 0.4% xylan, 0.4% xanthine, 0.1% casein, 0.4% gelatin, และ 0.1% 

starch ตรวจสอบการยอยสลายโดยสังเกตจากการเกิดวงใสรอบโคโลนี (clear zone) ยกเวนการ

ยอย gelatin และแปง ตรวจสอบโดยการสังเกตวงใสหลังจากเททับดวยสารละลาย acidified 

mercuric chloride (HgCl2) และไอโอดนี (iodine) ตามลําดับ 
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3.9.10) การตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจน 

 ตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจนตางๆ ไดแก 0.1% arginine, 0.1% histidine, 0.1% 

methionine, 0.1% potassium nitrate, 0.1% phenylalanine, 0.1% serine, 0.1% theonine 

และ 0.1% valine โดยขีดแอกติโนมัยซิสลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง basal medium agar 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 28) ที่ประกอบดวยแหลงไนโตรเจนแตละชนิด บมที่อณุหภูมิ 30 องศา-

เซลเซียส เปนเวลา 15 วัน ตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจนโดยการเปรียบเทยีบการเจรญิกับชุด

ควบคุมลบ คอื อาหารเลี้ยงเชื้อ basal medium agar ที่ไมเติมแหลงไนโตรเจน และชุดควบคุม

บวก คือ อาหารเลี้ยงเชื้อ basal medium agar ที่ประกอบดวย 0.1% asparagine หรือ 0.1% 

proline 

 

3.9.11) การตรวจสอบการใชแหลงคารบอน 

 ตรวจสอบการใชแหลงคารบอนตางๆ ไดแก 1% L- arabinose, 1% dextran,              

1% D- fructose, 1% D- galactose, 1% meso- inositol, 1% D- lactose, 1% D- manitol,      

1% D- mannose, 1% L- rhamnose, 1% sucrose, 1% Theharose, 1% xylose, 1% sodium 

acetate, 1% sodium citrate และ 1% sodium malonate โดยขีดแอกติโนมัยซิสลงบนอาหาร

เลี้ยงเช้ือแข็ง carbon utilization agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 29) ที่ประกอบดวยแหลงคารบอน

แตละชนิด ตรวจสอบการใชแหลงคารบอน โดยการเปรียบเทียบการเจรญิกับชุดควบคุมลบ คอื

อาหารเลี้ยงเชือ้ carbon utilization agar ที่ไมเติมแหลงคารบอน และชุดควบคมุบวก คืออาหาร

เลี้ยงเช้ือ carbon utilization agar ที่ประกอบดวย 1% glucose บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 5 วัน 

 
3.10) การสกดั และทดสอบฤทธิข์องสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแอกติโนมัยซิส 
 
 แยกสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อ ออกจากสวนเสนใยแอกติโนมัยซิสที่ไดจากการเลี้ยงใน

อาหารเลี้ยงเชือ้เหลวโดยการกรองภายใตสุญญากาศ ผานกระดาษกรองเบอร 5 และนําแตละสวน

มาสกัด โดยมขีั้นตอนดังแสดงในรูปที ่3.1 
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อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว

กรองแยกสวนอาหารเลี้ยงเชื้อกับเสนใยออกจากกัน โดยใชกระดาษกรองเบอร 5 
และปมสุญญากาศ

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว เสนใย

ทําใหแหงดวยเครื่องระเหยแหงสุญญากาศ 
หรือตูอบแหงภายใตสุญญากาศ หรือเครื่อง
ระเหยน้ําท่ีอุณหภูมิตํ่า

อาหารเลี้ยงเชื้อแหง

สกัดดวยเอทิลอะซิเตต

สารสกัดจากเอทิลอะซเิตต สวนที่เหลือ

สกัดดวยเมทานอล

สารสกัดจากเมทานอล สวนที่เหลือ

บดเสนใยในเอทิลอะซเิตต โดยใช
โกรงบดยาเพื่อใหเสนใยแตก และ
แชในเอทิลอะซเิตตทิ้งไว 1 คืน

แยกสวน

สารสกัดจากเอทิลอะซเิตต สวนที่เหลือ

สวนที่เหลือสารสกัดจากเมทานอล

สกัดดวยเมทานอล

 

รูปที ่ 3.1 แผนภาพแสดงขั้นตอนการสกัดสารออกจากอาหารเลี้ยงเชือ้ และเสนใย 

ของแอกติโนมยัซิส โดยใชเอทิลอะซิเตต และเมทานอล 
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3.10.1) การสกัดสารออกฤทธิท์างชีวภาพจากอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 อาหารเลี้ยงเชือ้ที่ผานการกรองแลว นําไปทําใหแหงดวยเครื่องระเหยแหงสญุญากาศ 

(rotary evaporator) ตูอบแหงภายใตสุญญากาศ (vacuum oven) และเครื่องระเหยน้ําที่อุณหภูมิ

ต่ํา (lyophilizer) เพื่อใหอาหารเลี้ยงเชื้อแหง จากนั้นนําไปสกัดดวยเอทิลอะซิเตตในปริมาตร 1: 1 

โดยการเขยาทิ้งไว 1 คืน แยกสวนเอทิลอะซิเตตออกโดยการกรอง ทําซ้ํา 3 ครั้ง หรือจนกวาสวน

เอทิลอะซิเตตจะใส จากนั้นระเหยสวนเอทิลอะซิเตตออกดวยเครื่องระเหยแหงสุญญากาศ จนแหง 

นําสวนที่เหลือจากการสกัด มาสกัดตอดวยเมทานอล แยกสวนเมทานอลออกโดยการกรอง ทําซ้ํา 

3 ครัง้ หรอืจนกวาสวนเมทานอลจะใส จากนั้นระเหยสวนเมทานอลออกดวยเครื่องระเหยแหง

สุญญากาศ จนแหง บนัทึกน้ําหนักของสารสกัดทัง้สองสวน 

 

3.10.2) การสกัดสารออกฤทธิท์างชีวภาพจากเสนใย 

 นําเสนใยที่ไดจากการกรองไปบดในเอทิลอะซิเตตดวยโกรงบดยา เพ่ือใหเสนใยแตก 

จากนั้นแชในเอทิลอะซิเตตเปนเวลา 1 คนื แยกสวนเอทิลอะซิเตตออกโดยการกรอง ทําซ้ํา 3 ครัง้ 

หรือจนกวาสวนเอทิลอะซิเตตจะใส จากนั้นระเหยสวนเอทิลอะซิเตตออกดวยเครื่องระเหยแหง

สุญญากาศ จนแหง นําสวนที่เหลือจากการสกัด มาสกัดตอดวยเมทานอล แยกสวนเมทานอลออก

โดยการกรอง ทําซ้ํา 3 ครัง้ หรือจนกวาสวนเมทานอลจะใส จากนั้นระเหยสวนเมทานอลออกดวย

เครื่องระเหยแหงสญุญากาศ จนแหง บนัทึกน้ําหนักของสารสกัดทั้งสองสวน 

 

3.10.3) การตรวจสอบการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียโดยวิธี Agar well  

(Murray และ Baron, 1999) 

 3.10.3.1) การเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียทดสอบ 

นําแบคทีเรียทดสอบขีดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง NA บมที่อณุหภูม ิ 37 องศา-

เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือแยกใหเปนโคโลนีเดี่ยว ใชลูปเข่ียโคโลนีเดี่ยว 4 – 6 

โคโลน ี ลงในอาหารเลี้ยงเชือ้เหลว Nutrient Broth (NB) 5 มิลลิลิตร บมที่อณุหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส จนกวาอาหารเลี้ยงเช้ือจะขุน ปรับความขุนของแบคทีเรียทดสอบโดยใชน้ํา

กล่ันปราศจากเชื้อ โดยใหมีความขุนเทียบเทา 0.5 McFarland Standard (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 32) จะไดปริมาณเชื้อประมาณ 108 CFU ตอมิลลิลิตร 

 3.10.3.2) การเตรียมหัวเชื้อยีสตทดสอบ 

นํายีสตทดสอบขีดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Sabouraud agar (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 3)  บมที่อณุหภูม ิ30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง เพ่ือแยกใหเปนโคโลนี

เดี่ยว ใชลูปเขี่ยโคโลนีเดี่ยว 4 – 6 โคโลน ีละลายในน้ํากลั่นปลอดเชือ้ ปรับความขุนของ
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ยีสตทดสอบโดยใชน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ โดยใหมีความขุนเทียบเทา 0.5 McFarland 

Standard จะไดเซลลประมาณ 1 x 106 – 3 x 106 CFU ตอมิลลิลติร 

 3.10.3.3) การเตรียมหัวเชื้อราทดสอบ 

นําราทดสอบขีดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง PDA (ภาคผนวก ก หมายเลข 5) บมที่

อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 – 5 วัน เพื่อใหเชื้อสรางสปอร จากนั้นเตมิน้ํากลั่น

ปลอดเชื้อ ใชลูปขูดสปอรใหหลดุเปนสปอรแขวนลอย กรองเอาเสนใยออกดวยสําลีปลอด

เชื้อ ใหเหลือแตสปอร จากนัน้เจือจางสารละลายสปอรดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ ปรับจํานวน

สปอรใหเทากับ 1 x 106 – 3 x 106 สปอรตอมิลลิลิตร โดยนับดวย haemacytometer 

3.10.3.4) การตรวจสอบการยับย้ังการเจรญิของจุลนิทรยีโดยวิธี Agar well  

เตรียมจุลินทรยีทดสอบตามวิธีขอ 3.10.3.1 – 3.10.3.4 จากนั้นทําสําลีพันปลาย

ไมที่ปราศจากเชื้อจุมลงในหลอดหัวเชื้อ บิดสําลีกับขางหลอดใหพอหมาดๆ ปายลงบน

อาหารเลี้ยงเชือ้แข็ง Mueller- Hinton agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 2) สําหรับทดสอบ

แบคทีเรีย และอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Sabouraud agar สําหรับทดสอบยีสต และรา เกล่ีย

เชื้อทดสอบ 6 ชนดิ ไดแก Bacillus subtilis Staphylococcus aureus Pseudomonas 

aeruginosa Escherichia coli Candida albicans Saccharomyces cereviseae และ 

Aspergillus niger  ใหทั่วจานเลี้ยงเชื้อ ทิ้งไวประมาณ 3 – 5 นาทีเพื่อใหอาหารแหง 

จากนั้นใช cork borer เสนผานศนูยกลาง 6 มิลลิเมตรทีป่ราศจากเชื้อเจาะลงในอาหารให

เปนหลมุ แลวใช เข็มเขี่ยเชื้อ เข่ียนําชิ้นวุนที่เจาะไวออก 

นําสารสกัดที่ไดจากอาหารเลี้ยงเชื้อแตละชนดิ ปรมิาตร 40 ไมโครลติร มาหยอด

ลงในหลุมอาหาร ความหนาของอาหารประมาณ 4 มลิลิเมตร เสนผานศนูยกลางหลุม 5 

มิลลิเมตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 – 24 ชั่งโมงสําหรับแบคทีเรีย 

และ อณุหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่งโมง สําหรับยีสต และรา วัดเสนผาน

ศูนยกลางบริเวณยับย้ัง (inhibition zone) ทําการทดสอบ 3 ซ้ํา 

 

3.10.4) การตรวจสอบการยับย้ังเซลลมะเร็ง 

ตรวจสอบการยับย้ังเซลลมะเร็ง โดยการนําสารสกัดจากอาหารเลี้ยง ใสลงในจานเลี้ยง

เซลลแบบ 96 หลุม หลุมละ 5 ไมโครลิตร บมที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ภายใตบรรยากาศที่มี

กาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 1 วัน และตรวจสอบการยับย้ังเซลลมะเร็ง โดยวิธี MTT 

ตามวิธีขอ 3.7.3 
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3.11) การหาอาหารที่เหมาะสมในการผลิตสารออกฤทธิท์างชวีภาพจากแอกติโนมัยซิส 
สายพันธุ J6.2 
 

จากการทดสอบการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเบื้องตน ทัง้การสรางสารปฏิชีวนะ  และ

การสรางสารออกฤทธิ์ยับย้ังเซลลมะเรง็ พบวา สายพันธุ J6.2 เปนสายพันธุที่นาสนใจในการศึกษา

รายละเอียดของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่เชื้อผลติ เนื่องจากเปนสายพันธุที่สามารถสรางสาร

ปฏิชีวนะแบบ broad spectrum คือยับย้ังไดทัง้ แบคทีเรยีแกรมบวก แบคทเีรียแกรมลบ ยีสต และ

รา รวมทั้งสามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับย้ังเซลลมะเร็งจําเพาะเจาะจงกับเซลลมะเรง็ตับ จงึ

คดัเลือกแอกติโนมัยซิส สายพันธุ J6.2 มาใชในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเพื่อศึกษาใน

ข้ันตอนตอไป 

 

3.11.1) การเตรียมหัวเชื้อแอกติโนมัยซิส 

เตรียมหัวเชื้อ J6.2 โดยเลี้ยงบนอาหารแข็ง sodium caseinate agar เปนเวลา 7 วัน 

เพื่อใหเชื้อสรางสปอร ดูดน้าํกลั่นปลอดเชือ้ใสลงในจานเลี้ยงเชื้อ และขูดใหสปอรหลุด จากนั้น

กรองเสนใยออกใหเหลือแตสปอรโดยกรองผานสําลีปลอดเชื้อ ปรับจํานวนสปอรใหได 1 x 107 

สปอรตอมิลลลิิตร โดยเจือจางสารละลายสปอรดวยน้ํากลั่นปลอดเชือ้  

 

3.11.2) การเล้ียงแอกติโนมยัซิสในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

ดดูสารละลายสปอร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร 6 ชนิด ไดแก Nutrient Broth (NB), Malt Extract Broth (MEB) (ภาคผนวก ก หมายเลข 

14), Sodium Caseinate Broth (SCB) (ภาคผนวก ก หมายเลข 10), Glucose Yeast Malt 

Extract (GYM) (ภาคผนวก ก หมายเลข 17), Tryptic Soy Broth (TSB) (ภาคผนวก ก หมายเลข 

7) และ Soluble Starch Broth (SSB) (ภาคผนวก ก หมายเลข 16) ที่มขีดลวด (spring coil) บมที่

อุณหภูมหิอง โดยการเขยาที่ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 7 วัน  

 

3.11.3) การทดสอบฤทธิท์างชีวภาพจากสารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวชนดิตางๆ 

นําอาหารเลี้ยงเชื้อ และเสนใยของเชื้อมาสกัดตามวิธีขอ 3.10.1 และ 3.10.2 และระเหย

ใหแหง ละลายสารสกัดดวย 95 % เอทานอล จากนั้นนําสารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวชนิด

ตางๆมาทดสอบการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียโดยวิธี Agar well ตามวิธีขอ 3.10.3 และทดสอบ

การยับย้ังเซลลมะเรง็โดยวิธี MTT ตามขอ 3.10.4 
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3.12) การแยก และทําสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใหบริสุทธิ ์
 
3.12.1) วิธี Thin Layer Chromatography (TLC) 

 เปนวิธีการแยกสารบนแผน TLC aluminium sheet รุน silica gel 60 F254 โดยการเลือก

ระบบตัวทําละลายที่เหมาะสมเปนตัวชะ ไดแก เมทานอล เอทิลอะซิเตต คลอโรฟอรม และเฮกเซน 

ในอัตราสวนตางๆ หลังจากการดีเวลลอป (develop) แผน TLC สารที่มีสภาพขั้วตางๆกัน จะถูก

แยกออกจากกัน การตรวจสอบตําแหนงของสารตางๆโดยการสองภายใตรังส ีUV ที่ความยาวคลื่น 

254 และ 365 นาโนเมตร หรือจุมลงในสารละลาย vanillin (ภาคผนวก ก หมายเลข 33) และให

ความรอนกับแผน TLC สีของสารจะปรากฏขึ้น จากนั้นนําไปวัดคา Rf  

 

3.12.2) วิธี Preparative Thin Layer Chromatography (Preparative TLC) 

 เปนวิธีแยกสารใหบริสุทธิ์ โดยมีหลักการเชนเดียวกับ TLC แตจะทําการแยกสารใน

ปริมาณมากกวา เพ่ือนําสารที่แยกไดมาใชตอไป โดยใชแผน TLC aluminium sheet รุน silica gel 

60 F254 ขนาด 20 x 20 เซนติเมตร หลงัจากดีเวลลอป (develop) แผน TLC ดวยระบบตัวทํา

ละลายที่เหมาะสมแลว ตรวจสอบตําแหนงของสารตางๆโดยการสองภายใตรังส ี UV ที่ความยาว

คลื่น 254 และ 365 นาโนเมตร จากนั้นขูดซิลิกาเจลที่ปรากฏแถบของสารออกมาสกัด ดวยตัวทํา

ละลายที่เหมาะสม กรองสวนซิลิกาเจลออก นําสวนของสารละลายไประเหยตัวทําละลายออกดวย

เครื่องระเหยแหงภายใตสุญญากาศ ช่ังน้ําหนัก และตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารดวยวิธี TLC 

 

3.12.3) วิธี Column Chromatography 

 เปนวิธีแยกสารใหบริสุทธิท์ี่อาศัยหลักการถูกดูดซับโดยตัวดดูซับ (adsorbent) และการ

ละลายในตัวทาํละลาย โดยใชซิลิกาเจล 60 No. 9385 เปนตัวดดูซับ และใชระบบตวัทําละลายใน

อัตราสวนตางๆ เปนตัวชะ โดยเรียงจากสภาพขั้วนอยไปมาก ไดแก เฮกเซน เฮกเซนผสมกับ

เอทิลอะซิเตต เอทิลอะซิเตต เอทิลอะซิเตตผสมกับเมทานอล และเมทานอล เปนตัวชะคอลัมน เก็บ

สารละลายที่ชะออกมาครั้งละ 20 มิลลิลิตร จากนั้นนาํสารละลายที่แยกไดมาตรวจสอบดวยวิธี 

TLC เพื่อวิเคราะหวาเปนสารทีเ่หมือนกันหรือไม ทําการรวมสวนที่เหมือนกันเขาดวยกัน จากนั้นนํา

สวนที่ไดไปวิเคราะหสมบตัทิางเคมดีวยวิธี NMR 
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3.13) การพิสูจนเอกลักษณของสาร 
 
3.13.1) Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR) 

 บันทึกดวยเครือ่ง Varian รุน Mercury 400 สําหรับหา H และ C nuclear magnetic 

resonance spectra โดยวัดคา chemical shift เปน ppm สารตัวอยางที่ใชวิเคราะห ทําการ

ละลายใน CDCl3 หรือ CD3OD หรือ D2O 

 

3.13.2) Infrared Spectroscopy (IR) 

 บันทึกดวยเครือ่ง Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT- IR) ของบริษัท 

Nicolet Impect model 410 สําหรับวัด Infrared spectra ของสาร เตรียมสารตัวอยางที่ใชวัดโดย

การผสมกับ โปรแตสเซียมโบรไมด (KBr) อัดเปนแผน (pellet) เปนผานศนูยกลาง 1 เซนติเมตร 

หนาประมาณ 1 มิลลิเมตร 

 

3.13.3) Mass Spectrometry (MS) 

 บันทึกดวยเครือ่ง Fison Instruments Mass Spectrometer model Trio2000 ของบริษัท 

Frisons Instruments ประเทศองักฤษ ใช Electron Impact Source (EI) ที่มคีวามตางศักย 70 

อิเล็คตรอนโวลต กระแส 300 ไมโครแอมป อณุหภูม ิ 180 - 300 องศาเซลเซียส สําหรับบนัทึก 

mass spectra 

 
3.14) การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารที่แยกได 
 
3.14.1) การทดสอบความสามารถในการยับย้ังการเจรญิของจุลินทรยี 

 นําแบคทีเรียทดสอบ ไดแก Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli          

Bacillus subtilis และ Staphylococcus aureus เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว TSB ยีสตทดสอบ 

ไดแก Candida albicans และ Saccharomyces cerevisiae เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

Sabouraud Broth (ภาคผนวก ก หมายเลข 4) ปรับความขุนใหไดเทียบเทา 0.5 McFarland ใส

เชื้อทดสอบลงในจานเลี้ยงเชือ้แบบ 96 หลมุ (96 wells plate) หลุมละ 100 ไมโครลิตร  

 นําสวนของสารที่แยกไดที่ละลายใน 95% เอทานอล ใสลงในจานเลี้ยงเชื้อแบบ 96 หลุม 

ปริมาตรหลุมละ 5 ไมโครลิตร ใชยาปฏิชีวนะ Streptomycin ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร เปนชดุควบคุมบวกสําหรับการยับย้ังการเจรญิของแบคทีเรีย และ ใช Nystatin ความ

เขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนชดุควบคุมบวกสําหรับการยับย้ังการเจรญิของยีสต และใช
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เอทานอล 95% ปริมาตร 5 ไมโครลติรเปนชุดควบคุมลบ บมโดยการเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอ

นาที แบคทีเรยีทดสอบบมทีอุ่ณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ยีสตทดสอบบมที่

อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คลื่น 600 นาโนเมตร ทําการทดลอง 3 ซ้ํา 

 

3.14.2) การทดสอบความสามารถในการยับย้ังเซลลมะเร็ง 

นําเซลลมะเร็งตับ (HepG2) จํานวนเซลล 5 x 105 เซลลตอมิลลิลติร ใสลงในจานเลี้ยง

เซลลแบบ 96 หลุม หลมุละ 100 ไมโครลติร จากนั้นนําสารที่แยกไดละลายใน 95% เอทานอล ใส

ลงในจานเลี้ยงเซลลแบบ 96 หลุม (96 wells plate) ใชอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมีเซลลเปนชดุควบคมุ

บวก และใชเอทานอล 95% เปนชดุควบคุมลบ บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต

บรรยากาศที่มกีาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 18 - 24 ชั่วโมง จากนั้นทดสอบการยับย้ัง

เซลลมะเร็งโดยวิธ ีMTT ตามขอ 3.10.4 ทาํการทดลอง 3 ซ้ํา 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง และวิจารณผลการทดลอง 

 
4.1 ลักษณะดิน และทรายตัวอยาง 
 

เก็บตัวอยางดิน และบริเวณจากบริเวณชายหาด และปาชายเลน 4 จังหวัดในประเทศไทย 

ชวงเวลา 10.00 – 13.00 น. ไดแก อาวคุงกระเบน จงัหวัดจนัทบรุี อําเภอปราณบรุี จังหวดัประจวบ

คริีขันธ แหลมผักเบี้ย จังหวดัเพชรบรุี และอําเภอหงาว จังหวดัระนอง จํานวนทัง้สิน้ 34 ตัวอยาง 

ทําการบันทึกลักษณะ เนื้อดิน สี และคาpH ของตัวอยางที่เก็บรวบรวมได ดงัแสดงผลในตารางที่ 

4.1 – 4.4 

 

ตารางที่ 4.1 ลักษณะของดนิ และทราย คา pH และจํานวนแอกติโนมยัซิสที่แยกไดจากอาวคุง

กระเบน จังหวัดจนัทบุร ี

ตัวอยาง ลักษณะของตวัอยาง pH สายพันธุแอกติโนมัยซิส 

ที่แยกได 

J1 ดินขาวถูกไฟไหม 4.48 J1.1, J1.2, J1.3, J1.4, 

J1.5 

J2 ดินทราย ชื้น สีดํา-น้ําตาล 5.92 J2.1, J2.2 

J3 ดินทราย ไมชื้นมาก สีน้ําตาล 7.28 J3.1 

J4 ดินขาว ใตตนเสม็ด บรเิวณใบไมทับถม 6.17 J4.1 

J5 ทรายบริเวณชายหาด ริมทะเล มีเศษเปลือก

หอยปะปน 

8.87 J5.1, J5.3 

J6 ดินใตตนสน รมิทะเลบนบก ขางรานอาหาร 7.15 J6.1, J6.2, J6.3, J6.4 

J8 ดินขาว แหง บริเวณปาเสมด็ 5.89 J8.1, J8.2, J8.3 

J9 ดินทรายสีดํา 6.18 J9.1, J9.2, J9.3, J9.4, 

J9.5 

J10 ทรายบริเวณชายหาด มีผักบุงทะเลขึ้นอยู 7.45 J10.1 

J11 ดินขาว แหง ใตตนเสม็ด ในปายูคาลิปตัส  4.21 J11.1 

J12 ดินทราย สีดํา เปยก ใตตนฝาดดอกแดง 6.97 J12.1, J12.2, J12.3, 

J12.4 
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ตารางที่ 4.1 (ตอ) ลักษณะของดนิ และทราย คา pH และจํานวนแอกติโนมัยซิสที่แยกไดจากอาว

คุงกระเบน จงัหวัดจนัทบรุ ี

ตัวอยาง ลักษณะของตวัอยาง pH สายพันธุแอกติโนมัยซิส 

ที่แยกได 

J13 ดินทราย สีดํา-น้ําตาล ชื้น บริเวณหญา  7.43 J13.1, J13.2, J13.3, 

J13.4, J13.5, J13.6, 

J13.7, J13.8 

J14 ดินทราย สีดํา เปยก 6.50 J14.1, J14.2, J14.3 

J15 ดินทราย สีน้ําตาล ชื้น 8.66 J15.1, J15.4 

J16 ดินทราย สีดํา-น้ําตาล ใตตนโกงกาง 7.82 J16.1, J16.2 

J17 ดินทราย-โคลน ใตตนแสม เปยก 6.37 J17.1 

J19 โคลน สดีํา เปยก 5.97 J19.1, J19.2, J19.3, 

J19.4, J19.5, J19.6 

J20 ดินทราย สีน้ําตาล-ดํา ใตตนโปรงแดง 6.46 J20.1, J20.1 

 

ตารางที่ 4.2 ลักษณะของดนิ และทราย คา pH และจํานวนแอกติโนมยัซิสที่แยกไดจากอําเภอ

ปราณบรุี จังหวัดประจวบครีขัีนธ 

ตัวอยาง ลักษณะของตวัอยาง pH สายพันธุแอกติโนมัยซิส 

ที่แยกได 

P1 ทราย สีน้ําตาลออน แหง บริเวณชายหาด มี

หญาทะเลและผักบุงทะเลขึน้อยู  

8.12 P1.1 

P2 ทราย สีน้ําตาลเขม ชื้น บริเวณผักเบี้ยทะเล 6.59 P2.2 

P3 ทราย ชื้น สีน้ําตาลออน 6.42 P3.3, P3.2 

P4 ดินทราย แหง บริเวณหญาทะเลใตตนโพธิ์

ทะเล 

6.31 P4.1 

P5 ดินทราย สีน้ําตาลออน แหงบริเวณหญาทะเล 6.72 P5.1, P5.2 

P6 ดินและเศษใบไม สีดํา แหง บริเวณใตตนสน

ริมชายหาด 

6.06 P6.2, P6.3 

P7 โคลน สนี้ําตาลเขม เปยก 6.50 P7.1, P7.2, P7.3, P7.5 

P15 ดินทราย สีดํา ชื้น 5.88 P15.1, P15.2 

P16 ดินทราย สีน้ําตาลเขมชื้น 7.14 P16.1 
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ตารางที่ 4.2 (ตอ) ลักษณะของดนิ และทราย คา pH และจํานวนแอกติโนมัยซิสที่แยกไดจาก

อําเภอปราณบุรี จงัหวดัประจวบครีีขันธ 

ตัวอยาง ลักษณะของตวัอยาง pH สายพันธุแอกติโนมัยซิส 

ที่แยกได 

P17 ดินเหนียว สีดาํ ช้ืน ใตตนโกงกางใบเล็ก 6.06 P17.1 

P18 ดินเหนียว สีดาํ ช้ืน ใตตนแสม 6.30 P18.1 

P19 ดินขาวปนทราย สีน้ําตาลออน ชืน้ ใตตนแสม 7.22 P19.1 

 

ตารางที่ 4.3 ลักษณะของดนิ และทราย คา pH และจํานวนแอกติโนมยัซิสที่แยกไดจากอําเภอ 

หงาว จังหวัดระนอง 

ตัวอยาง ลักษณะของตวัอยาง pH สายพันธุแอกติโนมัยซิส 

ที่แยกได 

R1 ดินเหนียว สีน้ําตาลออน เปยก บริเวณแปลง

อนุบาลโกงกาง 

6.14 R1.1, R1.3 

R2 ดินเหนียว สีดาํ ชื้น 3.26 R2.1 

R3 ดินทราย สีน้ําตาลเขม เปยก บริเวณโคนตน

เหงือกปลาหมอ 

5.68 R3.1 

 

ตารางที่ 4.4 ลักษณะของดนิ และทราย คา pH และจํานวนแอกติโนมยัซิสที่แยกไดจากแหลม

ผักเบี้ย จังหวัดเพชรบรุ ี

ตัวอยาง ลักษณะของตวัอยาง pH สายพันธุแอกติโนมัยซิส 

ที่แยกได 

B2 ดินขาว เนื้อละเอียด แหง 7.41 B2.4 

 

 
4.2) แอกติโนมัยซิสจากดิน และทรายตัวอยาง 
 จากการแยกแอกติโนมัยซิสจากดิน และทราย 34 ตัวอยาง โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ starch 

casein agar พบวาสามารถแยกแอกติโนมัยซิส ไดจํานวน 77 สายพันธุ ทําการบันทึกลักษณะ

โคโลนีของแอกติโนมัยซิสทีแ่ยกได ดงัแสดงผลในตารางที ่4.5 
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ตารางที่ 4.5 สายพันธุและลักษณะของแอกติโนมัยซิสทีแ่ยกไดจากตัวอยางดิน และทราย 

แอกติโนมัยซิส 

สายพันธุ 

ลักษณะของโคโลน ี

1)    J1.1 โคโลนีสีขาว แข็ง ดาน และฟู ยอยอาหารใหเปนสีเหลือง 

2)    J1.2 โคโลนีสีขาว แข็ง และฟู 

3)    J1.3 โคโลนีสีขาว บาง แผออก 

4)    J1.4 โคโลนีสีขาว ผิวหนัง 

5)    J1.5 โคโลนีสดีํา กลม 

6)   J2.1 สายใยอาหารสีน้ําตาล สายใยอากาศสีขาว โคโลนีหยัก และใหญ 

7)    J2.2 โคโลนีเหลืองออน นูน มัน มีบริเวณยับย้ังจุลินทรียชนดิอ่ืน 

8)    J3.1 โคโลนีขาว กลม มีบริเวณยับย้ังจุลินทรียชนิดอืน่ 

9)    J4.1 โคโลนีขาว เปนจดุ แผเปนวงกวาง 

10)  J5.1 โคโลนีเหลืองออน กลม มนั และแข็ง 

11)  J5.3 โคโลนีสมเขม กลม เล็ก 

12)  J6.1 โคโลนีสมอิฐ ผิวแปงสีเทา กลม 

13)  J6.2 โคโลนีน้ําตาล กลม แข็ง 

14)  J6.3 โคโลนีกลม บนสีเทา ดานลางสีเหลือง  

15)  J6.4 โคโลนีมวง กลม เล็ก แข็ง มจีุดผิวแปงตรงกลาง 

16)  J8.1 โคโลนีขาว กลม มีบริเวณยับย้ังจุลินทรียชนิดอืน่ 

17)  J8.2 โคโลนีเหลือง ขอบเรียบ ผิวแปง 

18)  J8.3 โคโลนีน้ําตาล ขอบเรียบ แผเปนวงกวาง 

19)  J9.1 โคโลนีสม นิ่ม บนหยัก ขอบหยัก 

20)  J9.2 โคโลนีขาว เหนียว บนหยัก ขอบหยัก มีบรเิวณยับย้ังจุลินทรียชนดิอื่น 

21)  J9.3 โคโลนีขาว ฟู ตรงกลางดํา 

22)  J9.4 โคโลนีแดง กลม 

23)  J9.5 โคโลนีขาว แผออกเปนก่ิงกาน 

24)  J10.1 โคโลนดีํา กลม มีบริเวณยับย้ังจุลินทรียชนิดอ่ืน 

25)  J11.1 โคโลนีน้ําตาลดํา ผิวแปง กลม 

26)  J12.1 โคโลนีขาว กลม 

27)  J12.2 โคโลนีขาว กลม 
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ตารางที่ 4.5 (ตอ) สายพันธุและลักษณะของแอกติโนมัยซิสที่แยกไดจากตัวอยางดิน และทราย 

แอกติโนมัยซิส 

สายพันธุ 

ลักษณะของโคโลน ี

28)  J12.3 โคโลนีเขียว กลม 

29)  J12.4 โคโลนีขาว กลม 

30)  J13.1 โคโลนีกลม สายใยอาหารสีน้ําตาล สายใยอากาศสีขาว  

มีบริเวณยับย้ังจุลินทรียชนดิอื่น 

31)  J13.2 โคโลนีกลม สายใยอาหาร และสายใยอากาศสีขาว ผิวแปง 

32)  J13.3 โคโลนีน้ําตาล หยัก นิ่ม 

33)  J13.4 โคโลนีเหลือง ผิวแปงหนา แผออกเปนวง 

34)  J13.5 โคโลนีน้ําตาลเหลือง กลม ขอบเรียบ ผิวหนาเปนแปงเลก็นอย 

35)  J13.6 โคโลนีเหลืองออน ขอบเรียบตรงกลางหยกั 

37)  J13.8 โคโลนีเทา เสนใยแผออกดานขาง 

38)  J14.1 โคโลนีสม กลม แข็ง 

39)  J14.2 โคโลนีสคีรมี ดานขางแผเปนตนไม นิ่ม 

40)  J14.3 โคโลนีน้ําตาล มีเสนใยแผออกดานขาง 

41)  J15.1 โคโลนีกลม สายใยอาหารสีมวง สายใยอากาศสีขาว 

42)  J15.4 โคโลนีเทา กลม ผิวแปง 

43)  J16.1 โคโลนีสม ดาน ขอบหยักเล็กนอย 

44)  J16.2 โคโลนีสโีอรส นิ่ม ขอบหยักเล็กนอย 

45)  J17.1 โคโลนีเทา บนหยัก ขอบเรียบ กลม มัน แข็ง 

46)  J19.1 โคโลนีแดง ขอบหยัก มัน 

47)  J19.2 โคโลนีเหลืองออน ขอบหยกั มัน 

48)  J19.3 โคโลนีสม ขอบหยัก แข็ง 

49)  J19.4 โคโลนีเหลือง ขอบหยัก มัน มีบริเวณยับย้ังจุลินทรียชนดิอื่น 

50)  J19.5 โคโลนีใส กลม เล็ก มีบริเวณยับย้ังจุลินทรียชนดิอื่น 

51)  J19.6 โคโลนีกลม ลางสีเหลือง ผิวแปงคลุมหนา 

52)  J20.1 โคโลนีเหลือง ดานบน และขอบหยัก นิ่ม 

53)  J20.2 โคโลนีใส แผเปนวง ขอบหยัก นิ่ม 
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ตารางที่ 4.5 (ตอ) สายพันธุและลักษณะของแอกติโนมัยซิสที่แยกไดจากตัวอยางดิน และทราย 

แอกติโนมัยซิส 

สายพันธุ 

ลักษณะของโคโลน ี

54)  P1.1 โคโลนีกลม สายใยอาหารสีน้ําตาล สายใยอากาศสีขาว สปอรขาว 

55)  P2.1 สรางเสนใยแผเปนวงกวาง สีน้ําตาลออน สรางสารละลายเปนหยดบนผิวโคโลน ี

56)  P3.1 โคโลนีกลม ขาว ขอบหยัก ยอยอาหารจนเปนสีเหลือง 

57)  P3.2 สรางเสนใยแผเปนวงกวาง สีน้ําตาลออน สรางสารละลายเปนหยดบนผิวโคโลน ี

58)  P4.1 โคโลนีกลม สายใยอาหารสีแดง สายใยอากาศสีขาว สปอรขาว 

59)  P5.1 สรางเสนใยแผเปนวงกวาง สีน้ําตาลออน สรางสารละลายเปนหยดบนผิวโคโลน ี

60)  P5.2 สรางเสนใยแผเปนวงกวาง สีน้ําตาลออน สรางสารละลายเปนหยดบนผิวโคโลน ี

61)  P6.2 โคโลนีกลม สายใยอาหารสีน้ําตาล สายใยอากาศสีขาว สปอรขาว 

62)  P6.3 โคโลนีกลม สายใยอาหารสีน้ําตาล สายใยอากาศสีขาว สปอรขาว 

63)  P7.1 โคโลนีกลม ขาว สายใยอาหารสีขาว สายใยอากาศสีขาว สปอรขาว 

64)  P7.2 โคโลนีกลม มนั สนี้ําตาล ขอบหยัก 

65)  P7.3 โคโลนีขาว มันเล็กนอย แผออกดานขาง 

66)  P7.5 โคโลนีกลม ขาว, แผออกเปนวงกวางมาก 

68)  P15.2 โคโลนีกลม สขีาว ขอบหยัก เล็ก เสนใยแผออกดานขางเล็กนอย 

69)  P16.1 โคโลนีกลม เทา สปอรเทา อาหารใตโคโลนีมีสีน้ําตาลออน 

70)  P17.1 โคโลนีกลม มนั สีสม 

71)  P18.1 โคโลนีกลม มนั สีสม มีเสนใยแผออกดานขาง 

72)  P19.1 โคโลนีขาว เล็ก กลม ขอบหยัก 

73)  R1.2 โคโลนีกลม สายใยอาหารสีน้ําตาล สายใยอากาศสีขาว สปอรสนี้ําตาลเขม 

74)  R1.3 โคโลนีกลม ขาว สปอรน้ําตาลดํา 

75)  R2.1 โคโลนีขอบหยกั ขาว มันเล็กนอย 

76)  R3.1 โคโลนีกลม เลก็ สีสม ผิวเรียบ มัน 

77)  B2.4 โคโลนีกลม เลก็ สีสม เสนใยสีขาว แผออกดานขาง 
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4.3) การทดสอบการสรางสารปฏิชวีนะเบื้องตน 
 นําแอกติโนมยัซิสทั้งหมดทีแ่ยกได 77 สายพันธุ มาทดสอบดวยวิธี agar cross streak กับ

จุลินทรียทดสอบ 7 ชนิด ไดแก 

  Pseudomonas aeruginosa  ATCC9027 

Escherichia coli   ATCC25922 

Bacillus cereus   ATCC1729 

Staphylococcus aureus  ATCC25923 

Candida albicans   ATCC 70014 

Saccharomyces cerevisiae  TISTR 5169 

Aspergillus niger   ATCC6275 

 เมื่อวัดเสนผานศนูยกลางของบริเวณยับย้ัง โดยวัดจากขอบของจุลินทรียทดสอบที่ถูก

ยับย้ังผานโคโลนีของแอกติโนมัยซิส จนถึงขอบอีกดานหนึง่ของจุลนิทรียทดสอบที่ถูกยับย้ัง พบวา

แอกติโนมัยซิสแตละสายพันธุ สามารถสรางสารปฏิชวีนะยับย้ังจุลินทรียทดสอบ ไดแตกตางกัน 

ดังแสดงในตารางที ่ 4.6 แอกติโนมัยซิสที่สามารถยับย้ังจุลินทรียทดสอบแบบเปนวงกวาง โดย

ยับย้ังทั้งแบคทีเรียแกรมบวก แกรมลบ ราและ ยีสต ไดแก สายพันธุ J2.1 J6.1 J6.2 J15.4 และ 

P1.1 รูปที่ 4.1 และ 4.2 แสดงบริเวณยับย้ังแบคทีเรีย ยีสต และราทดสอบ ของแอกติโนมัยซิสที่

แยกได 

 

 

 

รูปที ่ 4.1 แสดงการยับย้ังแบคทีเรียทดสอบ 

ของแอกติโนมยัซิส สายพันธุ P1.1 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่ 4.2 แสดงการยับย้ังยีสต และราทดสอบ

ของแอกติโนมยัซิส สายพันธุ J6.2 
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ตารางที่ 4.6 ความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะยับย้ังจุลินทรียทดสอบของแอกติโนมัยซิส 

ระดับการยับยั้งจุลินทรียทดสอบ  

สายพันธุ 

แอกติโนมัยซิส 
E.coli 

ATCC9027 

P.aeruginosa 
ATCC25922 

B. cereus 
ATCC1729 

S.aureus 
ATCC25923 

C.albicans 
ATCC 70014 

S.cereviseae 
TISTR 5169 

A.niger 
ATCC6275 

J1.4 - - ++ ++ - + + 

J2.1 ++ + ++ ++ + +++ ++ 

J5.3 - - - - + + - 

J6.1 ++ +++ +++ ++ ++ +++ + 

J6.2 ++ + +++ +++ + ++ ++ 

J6.3 + + + +++ - + + 

J8.1 - - + ++ ++ + + 

J11.1 - - +++ +++ ++ +++ ++ 

J12.3 - - - - + + + 

J15.4 + + + +++ ++ ++ ++ 

J19.2 - - + + - + + 

J19.4 - - - - - + + 

J20.1 - - + + - + + 

J20.2 - - - - + - - 

P1.1 +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ 

P3.2 - - ++ ++ - - + 

P4.1 - - + - +++ + + 

P7.3 - - - - - + - 

 P15.2 - - - - - ++ + 

R3.2 - - + + - - - 

B2.4 - - + - - + - 

หมายเหต ุ +++ = รศัมีของบริเวณยับย้ังมากกวา 15 มิลลิเมตร 

  ++ = รศัมีของบริเวณยับย้ัง 7 – 15 มิลลิเมตร 

  + = รศัมีของบริเวณยับย้ัง 1 – 7 มิลลิเมตร 

  - = ไมยับย้ัง 
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4.4) การทดสอบการสรางสารออกฤทธิ์ยับยัง้เซลลมะเร็งเบ้ืองตน 
 
 นําสารสกัดที่ไดจากแอกติโนมัยซิส (crude extract) ที่แยกได มาทดสอบการยับย้ังการ

เจรญิของเซลลมะเรง็ตางๆ 5 ชนดิ ไดแก เซลลมะเรง็กระเพาะอาหาร KatoIII (HTB-103) 

เซลลมะเร็งตบั HepG2 (HB-8065) เซลลมะเรง็ลําไสใหญ SW620 (CCL-227) เซลลมะเรง็เตานม 

BT474 (HTB-20) และเซลลมะเรง็เมด็เลอืดขาว Jurkat (TIB-152) ตรวจสอบดวยวิธี MTT โดย

การวัดการดูดกลืนแสง เซลลที่มีชีวิตอยูจะตดิส ี หลุมทีม่ีคาความดูดกลืนแสงสูงแสดงวายังมีเซลล

ที่มีชีวิตอยูมาก สวนหลุมทีม่ีคาความดดูกลืนแสงนอยแสดงวา เซลลถูกยับย้ังการเจริญ  

จากนั้นหาคาเปอรเซน็ตการยับย้ังการเจรญิของเซลลมะเรง็ โดยนาํคาความดูดกลืนแสง 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม และคํานวณดงัสูตรตอไปนี ้

( )
⎥
⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
−

×−
−=

)( controlpositivecontrolnegative
controlpositivewelltestedofOD

percentage
100

100  

เปอรเซน็ตการยับย้ังเซลลมะเร็งชนดิตางๆของสารสกัดจากแอกติโนมยัซิสแสดงดงัตารางที่ 4.7 ตัว

เลขที่พิมพตัวหนา หมายถึงการยับย้ังแบบจําเพาะเจาะจง 

 

ตารางที่ 4.7 เปอรเซน็ตการยับย้ังเซลลมะเร็งชนดิตางๆของสารสกัดจากแอกติโนมยัซิส 

 

เปอรเซน็ตการยับย้ังเซลลมะเร็งชนดิตางๆ (%) 
แอกติโนมัยซิส 

สายพันธุ 
KatoIII 

(HTB-103) 

HepG2 

(HB-8065) 

SW620 

(CCL-227) 

BT474 

(HTB-20) 

Jurkat 

(TIB-152) 

P1.1 -6.287 12.097 19.17 63.64 1.278 

P3.1 34.731 45.968 11.77 45.45 -15.91 

P3.2 9.5808 29.032 32.4 -12.7 11.22 

P4.1 55.389 77.419 67.6 98.18 36.51 

P7.2 49.102 87.903 27.58 61.82 -36.93 

P15.1 36.228 84.677 54.93 81.82 29.4 

P16.1 42.814 70.968 43.39 36.36 10.94 

P17.1 12.275 50 36.77 40 29.97 

P18.1 32.934 109.68 67.15 61.82 40.2 

P19.1 57.186 129.84 43.39 38.18 41.62 

J1.1 72.156 125 84.3 34.55 35.65 
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ตารางที่ 4.7 (ตอ) เปอรเซน็ตการยับย้ังเซลลมะเร็งชนดิตางๆของสารสกัดจากแอกติโนมัยซิส 

 

เปอรเซน็ตการยับย้ังเซลลมะเร็งชนดิตางๆ (%) 
แอกติโนมัยซิส 

สายพันธุ 
KatoIII 

(HTB-103) 

HepG2 

(HB-8065) 

SW620 

(CCL-227) 

BT474 

(HTB-20) 

Jurkat 

(TIB-152) 

J1.2 54.79 85.484 56.39 27.27 19.46 

J1.4 96.707 137.1 99.66 87.27 51.85 

J1.5 29.641 104.03 37.22 118.2 42.19 

J2.2 84.731 136.29 85.31 121.8 45.45 

J4.2 45.509 103.23 63.34 92.73 26.99 

J5.3 66.168 92.742 40.13 94.55 13.92 

J6.1 63.473 77.419 10.99 78.18 14.91 

J6.2 16.168 147.58 79.26 61.82 39.63 

J6.3 50.898 100.81 83.52 72.73 35.51 

J6.4 70.659 100.81 80.38 85.45 39.49 

J8.1 55.988 66.935 30.38 40 31.73 

J9.1 -18.56 49.194 43.27 60 38.78 

J9.5 14.072 141.94 49.89 121.8 47.59 

J10.1 79.641 116.13 78.7 130.9 50.99 

J12.1 83.234 142.74 89.69 83.64 44.46 

J12.3 39.521 20.161 24.66 25.45 15.2 

J12.4 81.737 52.419 89.46 14.55 32.53 

J13.3 19.76 116.13 71.86 54.55 48.58 

J13.4 41.317 89.516 69.17 60 38.92 

J13.6 16.168 -14.52 10.99 34.55 6.108 

J14.3 23.952 83.871 56.39 36.36 31.82 

J15.1 19.461 16.129 101.8 80 26.99 

J15.2 -41.62 61.29 44.51 109.1 27.98 

J15.4 -22.75 9.6774 4.596 92.73 24.01 

J16.2 37.126 75.806 32.17 76.36 15.91 
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ตารางที่ 4.7 (ตอ) เปอรเซน็ตการยับย้ังเซลลมะเร็งชนดิตางๆของสารสกัดจากแอกติโนมัยซิส 
 

เปอรเซน็ตการยับย้ังเซลลมะเร็งชนดิตางๆ (%) 
แอกติโนมัยซิส 

สายพันธุ 
KatoIII 

(HTB-103) 

HepG2 

(HB-8065) 

SW620 

(CCL-227) 

BT474 

(HTB-20) 

Jurkat 

(TIB-152) 

J19.2 -42.51 7.2581 3.924 -102 -100 

J20.1 -17.5 -30.19 -1.228 17.07 -37.64 

J20.2 10.36 -18.24 20.47 18.54 -1.563 

R1.3 50.268 69.811 69.53 97.07 38.64 

R3.1 17.928 16.981 30.7 63.41 33.24 

B2.4 11.755 35.22 38.3 47.8 17.76 

R1.2 51.664 46.541 43.45 74.63 33.95 

 
4.5) การจัดกลุมความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชวีภาพของแอกติโนมัยซิส 
 
 จากตารางที ่ 4.6 และ 4.7 สามารถจัดกลุมการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของ         

แอกติโนมัยซิสที่แยกได ดังตารางที่ 4.8 

 

ตารางที่ 4.8 การจัดกลุมการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของแอกติโนมัยซิสที่แยกได 

กลุมของจุลินทรียทดสอบ 

และเซลลมะเรง็ ที่ถูกยับย้ัง 

แอกติโนมัยซิส 

สายพันธุ 

ฤทธิ์การยับย้ัง 

1. แบคทีเรียแกรมบวก R3.2 ยับย้ัง Bacillus cerues และ  

Staphylococcus aureus 

2. ยีสต J5.3 J20.2 

และ P7.3 

J20.3 ยับย้ัง Candida albicans 

P7.3 ยับย้ัง Saccharomyces cereviseiae 

J5.3 ยับย้ังยีสตทัง้สองชนดิ 

3. ยีสต และรา J12.3 J19.4 

และ P15.2 

J19.4 และ J15.2 ยับย้ัง Saccharomyces 

cereviseiae และ Aspergillus niger 

J12.3 ยับย้ังยีสตทัง้สองชนดิ และ  

Aspergillus  niger 
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ตารางที่ 4.8 (ตอ) การจัดกลุมการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของแอกติโนมัยซิสที่แยกได 

 

กลุมของจุลินทรียทดสอบ 

และเซลลมะเรง็ ที่ถูกยับย้ัง 

แอกติโนมัยซิส 

สายพันธุ 

ฤทธิ์การยับย้ัง 

4. แบคทีเรียแกรมบวก และ

ยีสต 

B2.4 ยับย้ัง Bacillus cereus และ Saccharomyces 

cereviseiae 

5. แบคทีเรียแกรมบวก และ

รา 

P3.2 ยับย้ัง Bacillus cerues Staphylococcus aureus 

และ Aspergillus niger 

6. แบคทีเรียแกรมบวก ยีสต 

และรา 

J1.4 J8.1 

J11.1 J19.2 

J20.1 และ 

P4.1 

J1.4 J19.2 และ J20.1 ยับย้ัง Bacillus cerues 

Staphylococcus aureus Saccharomyces 

cereviseiae และ Aspergillus niger 

J8.1 และ J11.1 ยับย้ัง Bacillus cerues 

Staphylococcus aureus Candida albicans 

Saccharomyces cereviseiae และ Aspergillus 

niger 

P4.1 ยับย้ัง Bacillus cerues Candida albicans 

Saccharomyces cereviseiae และ Aspergillus 

niger 

7. แบคทีเรียแกรมบวก  

    แกรมลบ ยีสต และรา 

P1.1 J2.1 

J6.1 J6.2 

J6.3 และ 

J15.4 

ยับย้ัง Bacillus cerues Staphylococcus aureus 

Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa 

Candida albicans Saccharomyces cereviseiae 

และ Aspergillus niger 

8. เซลลมะเร็งตับ J6.2 J12.1 

J13.3 J13.4 

J14.3 

ยับย้ังจําเพาะเจาะจงกับเซลลมะเรง็ตับ HepG2 

9.เซลลมะเร็งเตานม P1.1 J15.2 

และ J15.4 

ยับย้ังจําเพาะเจาะจงกับเซลลมะเรง็เตานม BT474 
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ตารางที่ 4.8 (ตอ) การจัดกลุมการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของแอกติโนมัยซิสที่แยกได 

 

กลุมของจุลินทรียทดสอบ 

และเซลลมะเรง็ ที่ถูกยับย้ัง 

แอกติโนมัยซิส 

สายพันธุ 

ฤทธิ์การยับย้ัง 

10.เซลลมะเรง็ลําไสใหญ J15.1 ยับย้ังจําเพาะเจาะจงกับเซลลมะเรง็ลําไสใหญ 

SW620 

11. แบคทีเรียแกรมบวก  

    แกรมลบ ยีสต และรา        

อีกทั้งยับย้ังเซลลมะเรง็ 

แบบจําเพาะเจาะจง 

P1.1 J6.2 

และ J15.4 

ยับย้ัง Bacillus cerues Staphylococcus aureus 

Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa 

Candida albicans Saccharomyces cereviseiae 

และ Aspergillus niger  อีกทั้งยับย้ังจําเพาะ

เจาะจงกับเซลลมะเรง็ HepG2 BT474 และ SW620 

 

จากการจัดกลุมความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ทัง้ฤทธิก์ารยับย้ังการ

เจรญิของจุลินทรีย และฤทธิ์การยับย้ังเซลลมะเร็ง พบวาแอกติโนมัยซิสแตละสายพันธุมี

ความสามารถในการสรางสารยับย้ังการเจรญิของจุลนิทรีย และเซลลมะเรง็ไดตางกัน จึงไดเลือก

แอกติโนมัยซิส สายพันธุที่มคีวามสามารถในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียทดสอบไดเปนวง

กวาง และยับย้ังการเจริญของเซลลมะเรง็ไดแบบจําเพาะเจาะจง เพื่อใชในการศึกษาตอไป 

 
4.6) สายพันธุที่คัดเลือกได 
 
 จาการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพเบื้องตน โดยใชวิธี Agar cross streak สําหรับทดสอบการ

สรางสารปฏิชวีนะยับย้ังการเจรญิของจุลินทรีย และวิธี MTT สําหรบัทดสอบการสรางสารยับย้ัง

เซลลมะเร็ง พบวา แอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 มีความสามารถในการสราง

สารออกฤทธิ์ยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย (antimicrobial activity) เปนแบบ broad spectrum 

โดยทัง้สามสายพันธุนี้ สามารถยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสต 

และราได  

อีกทั้งยังสามารถสรางสารยับย้ังการเจริญของเซลลมะเรง็ (antitumor activity) แบบ

จําเพาะเจาะจง (specific inhibition) กลาวคือ  

แอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 จําเพาะเจาะจงตอเซลลมะเรง็เตานม (BT474) 

แอกติโนมัยซิส สายพันธุ J6.2 จําเพาะเจาะจงตอเซลลมะเรง็ตับ (HepG2) 

แอกติโนมัยซิส สายพันธุ J15.4 จําเพาะเจาะจงตอเซลลมะเรง็เตานม (BT474) 
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จึงไดคดัเลือกแอกติโนมัยซิสทั้งสามสายพันธุนี้มาจําแนกชนดิ และคดัเลือก สายพันธุ J6.2 มา

ศึกษาการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เนื่องจาก สารที่มคีวามจําเพาะเจาะจงตอเซลลมะเร็งตับ

นั้นยังคนพบไดนอยในปจจุบัน 
 
4.7) การจาํแนกแอกติโนมัยซิสสายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 โดยวิเคราะหลําดับเบส
ของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA 
 
 ทําการสกัด และเพ่ิมจํานวนดีเอน็เอ ของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 

ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เพื่อวิเคราะหหาลําดับเบสของยีนประมวลรหัส 16S rRNA ซึ่งมี

ขนาดประมาณ 1541 คูเบส (base pairs; bp) แตเนื่องจากยีนประมวลรหัส 16S rRNA เปนยีนที่มี

ขนาดใหญ และมีลําดับเบสอนุรักษ (conserved sequence) อยูมาก จึงตองออกแบบไพรเมอรที่

สามารถใชเพ่ิมจํานวนดเีอ็นเอไดหลากหลายขนาด เพื่อสามารถครอบคลุมลําดบัเบสที่มคีวาม

แตกตางกัน (variable region) ในแตละสายพันธุของแอกติโนมัยซิส โดยการตรวจสอบหาลําดับ

เบสที่ซอนทับกัน (over lab) ของ PCR product ที่เพิ่มจํานวนได ในการทดลองนี้จงึไดเลือกใชไพร

เมอรชนดิตางๆ โดยอางอิงขอมูลจาก Rintala และคณะ (2001) และ Lanoot และคณะ (2005) 

ไดแก 

Strep B 5’ – ACAAGCCCTGGAAACGGGGT – 3’  (ตําแหนงที่จับ 139- 158) 

Strep E 5’ – CACCAGGAATTCCGATCT – 3’   (ตําแหนงที่จับ 640- 657) 

Strep F 5’ – ACGTGTGCAGCCCAAGACA – 3’ (ตําแหนงที่จับ 1194- 1212) 

pA 5’ – AGAGTTTGATCCTGGCTCAG – 3’ (ตําแหนงที่จับ 8- 27) 

pH 5’ – AAGGAGGTGATCCAGCCGCA – 3’ (ตําแหนงที่จับ 1541- 1522) 

ทําการตรวจสอบขนาดของ PCR product เบื้องตนดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟริซิส ดังแสดง

ในรูปที่ 4.3 
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รูปที ่4.3 ขนาดของ PCR product เมื่อใชไพรเมอรชนดิตางๆ บนอะกาโรสเจล 

 

จากนั้นสงตัวอยาง PCR product ของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 

ขนาดตางๆ เพ่ือวิเคราะหหาลําดับเบสของยีนประมวลรหัส 16S rRNA ที่สํานักงานวิจัย

คณะแพทยศาสตร โรงพยาบาลรามาธิบดี ผลการวิเคราะหลําดับเบสของชิ้นสวนดีเอน็เอแสดงดัง

รูปที่ 4.4 – 4.6 ซึ่งชิ้นสวนของดีเอน็เอดังกลาวของสายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 มีขนาด 1,124 

1,401 และ 1,105 bp ตามลําดับ 
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....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

          10         20         30         40         50              
GCTTACACAT GCAAGTCGAA CGATGAACCA CTTCGGTGGG GATTAGTGGC  

 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

          60         70         80         90        100             
GAACGGGTGA GTAACACGTG GGCAATCTGC CCTGCACTCT GGGACAAGCC  

 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         110        120        130        140        150         
CTGGAAACGG GGTCTAATAC CGGATACTGA TCCTCGCAGG CATCTGCGAG  

 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         160        170        180        190        200         
GTTCGAAAGC TCCGGCGGTG CAGGATGAGC CCGCGGCCTA TCAGCTAGTT  

 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         210        220        230        240        250         
GGTGAGGTAA CGGCTCACCA AGGCGACGAC GGGTAGCCGG CCTGAGAGGG  

 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         260        270        280        290        300         
CGACCGGCCA CACTGGGACT GAGACACGGC CCAGACTCCT ACGGGAGGCA  

 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         310        320        330        340        350         
GCAGTGGGGA ATATTGCACA ATGGGCGAAA GCCTGATGCA GCGACGCCGC  

 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         360        370        380        390        400         
GTGAGGGATG ACGGCCTTCG GGTTGTAAAC CTCTTTCAGC AGGGAAGAAG  

 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         410        420        430        440        450         
CGAAAGTGAC GGTACCTGCA GAAGAAGCGC CGGCTAACTA CGTGCCAGCA  

 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         460        470        480        490        500         
GCCGCGGTAA TACGTAGGGC GCAAGCGTTG TCCGGAATTA TTGGGCGTAA  

 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        510        520        530        540        550         
AGAGCTCGTA GGCGGCTTGT CACGTCGGTT GTGAAAGCCC GGGGCTTAAC  

 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         560        570        580        590        600         
CCCGGGTCTG CAGTCGATAC GGGCAGGCTA GAGTTCGGTA GGGGAGATCG  
 

 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         610        620        630        640        650         
GAATTCCTGG TGTAGCGGTG AAATGCGCAG ATATCAGGAG GAACACCGGT  

 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         660        670        680        690        700         
GGCGAAGGCG GATCTCTGGG CCGATACTGA CGCTGAGGAG CGAAAGCGTG  

 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  

         710        720        730        740        750         
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GGGAGCGAAC AGGATTAGAT ACCCTGGTAG TCCACGCCGT AAACGGTGGG  
 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
         760        770        780        790        800         

CACTAGGTGT GGGCAACATT CCACGTTGTC CGTGCCGCAG CTAACGCATT  
 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
         810        820        830        840        850         

AAGTGCCCCG CCTGGGGAGT ACGGCCGCAA GGCTAAAACT CAAAGGAATT  
 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
         860        870        880        890        900         

GACGGGGGCC CGCACAAGCG GCGGAGCATG TGGCTTAATT CGACGCAACG  
 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
         910        920        930        940        950         

CGAAGAACCT TACCAAGGCT TGACATACAC CGGAAAACCC TGGAGACAGG  
 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
         960        970        980        990        1000        

GTCCCCCTTG TGGTCGGTGT ACAGGTGGTG CATGGCTGTC GTCAGCTCGT  
 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
         1010       1020       1030       1040       1050        

GTCGTGAGAT GTTGGGTTAA GTCCCGCAAC GAGCGCAACC CTTGTCCCGT  
 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
         1060       1070       1080       1090       1100        

GTTGCCAGCA GGCCCTTGTG GTGCTGGGGA CTCACGGGAG ACCGCCGGGG  
 

....|....| ....|....| .... 
         1110       1120    

TTCAAACTCG GAGGAATGGT GGGG 
 

รูปที ่4.4 ลําดบัเบสชิ้นสวนดีเอน็เอของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 77 

 
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
         10         20         30         40         50              
.......... .......... .......... .......... ..........  
CGATGAACCA CTTCGGTGGG GATTAGTGGC GAACGGGTGA GTAACACGTG  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
         60         70         80         90        100             
.......... .......... .......... .......... ..........  
GGCAATCTGC CCTGCACTCT GGGACAAGCC CTGGAAACGG GGTCTAATAC  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        110        120        130        140        150         
.......... .......... .......... .......... ..........  
CGGATACTGA CCTTCACGGG CATCTGTGAA GGTCGAAAGC TCCGGCGGTG  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        160        170        180        190        200         
.......... .......... .......... .......... ..........  
CAGGATGAGC CCGCGGCCTA TCAGCTTGTT GGTGAGGTAA TGGCTCACCA  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        210        220        230        240        250         
.......... .......... .......... .......... ..........  
AGGCGACGAC GGGTAGCCGG CCTGAGAGGG CGACCGGCCA CACTGGGACT  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        260        270        280        290        300         
.......... .......... .......... .......... ..........  
GAGACACGGC CCAGACTCCT ACGGGAGGCA GCAGTGGGGA ATATTGCACA  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        310        320        330        340        350         
.......... .......... .......... .......... ..........  
ATGGGCGAAA GCCTGATGCA GCGACGCCGC GTGAGGGATG ACGGCCTTCG  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        360        370        380        390        400         
.......... .......... .......... .......... ..........  
GGTTGTAAAC CTCTTTCAGC AGGGAAGAAG CGAAAGTGAC GGTACCTGCA  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        410        420        430        440        450         
.......... .......... .......... .......... ..........  
GAAGAAGCGC CGGCTAACTA CGTGCCAGCA GCCGCGGTAA TACGTAGGGC  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        460        470        480        490        500         
.......... .......... .......... .......... ..........  
GCAAGCGTTG TCCGGAATTA TTGGGCGTAA AGAGCTCGTA GGCGGCTTGT  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        510        520        530        540        550         
.......... .......... .......... .......... ..........  
CACGTCGGTT GTGAAAGCCC GGGGCTTAAC CCCGGGTCTG CAGTCGATAC  
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....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        560        570        580        590        600         
.......... .......... .......... .......... ..........  
GGGCAGGCTA GAGTTCGGTA GGGGAGATCG GAATTCCTGG TGTAGCGGTG  
 
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        610        620        630        640        650         
.......... .......... .......... .......... ..........  
AAATGCGCAG ATATCAGGAG GAACACCGGT GGCGAAGGCG GATCTCTGGG  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        660        670        680        690        700         
.......... .......... .......... .......... ..........  
CCGATACTGA CGCTGAGGAG CGAAAGCGTG GGGAGCGAAC AGGATTAGAT  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        710        720        730        740        750         
.......... .......... .......... .......... ..........  
ACCCTGGTAG TCCACGCCGT AAACGGTGGG CACTAGGTGT GGGCAACATT  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        760        770        780        790        800         
.......... .......... .......... .......... ..........  
CCACGTTGTC CGTGCCGCAG CTAACGCATT AAGTGCCCCG CCTGGGGAGT  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        810        820        830        840        850         
.......... .......... .......... .......... ..........  
ACGGCCGCAA GGCTAAAACT CAAAGGAATT GACGGGGGCC CGCACAAGCG  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        860        870        880        890        900         
.......... .......... .......... .......... ..........  
GCGGAGCATG TGGCTTAATT CGACGCAACG CGAAGAACCT TACCAAGGCT  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        910        920        930        940        950         
.......... .......... .......... .......... ..........  
TGACATACAC CGGAAACGTC CAGAGATGGG CGCCCCCTTG TGGTCGGTGT  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        960        970        980        990        1000        
.......... .......... .......... .......... ..........  
ACAGGTGGTG CATGGCTGTC GTCAGCTCGT GTCGTGAGAT GTTGGGTTAA  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        1010       1020       1030       1040       1050        
.......... .......... .......... .......... ..........  
GTCCCGCAAC GAGCGCAACC CTTGTCCCGT GTTGCCAGCA GGCCCTTGTG  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        1060       1070       1080       1090       1100        
.......... .......... .......... .......... ..........  
GTGCTGGGGA CTCACGGGAG ACCGCCGGGG TCAACTCGGA GGAAGGTGGG  
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....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        1110       1120       1130       1140       1150     
.......... .......... .......... .......... ..........  
GACGACGTCA AGTCATCATG CCCCTTATGT CTTGGGCTGC ACACGTGCTA  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        1160       1170       1180       1190       1200        
.......... .......... .......... .......... ..........  
CAATGGCCGG TACAATGAGC TGCGATACCG CAAGGTGGAG CGAATCTCAA  
 

 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        1210       1220       1230       1240       1250        
.......... .......... .......... .......... ..........  
AAAGCCGGTC TCAGTTCGGA TTGGGGTCTG CAACTCGACC CCATGAAGTC  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        1260       1270       1280       1290       1300        
.......... .......... .......... .......... ..........  
GGAGTCGCTA GTAATCGCAG ATCAGCATTG CTGCGGTGAA TACGTTCCCG  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        1310       1320       1330       1340       1350        
.......... .......... .......... .......... ..........  
GGCCTTGTAC ACACCGCCCG TCACGTCACG AAAGTCGGTA ACACCCGAAG  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| . 
        1360       1370       1380       1390       1400        
.......... .......... .......... .......... .......... . 
CCGGTGGCCC AACCCCTTGT GGGAGGGAGC TGTCGAAGGT GGGACTGGCG A 

 

รูปที ่4.5 ลําดบัเบสของชิ้นสวนดีเอน็เอ ของแอกติโนมัยซสิ สายพันธุ J6.2 
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....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
         10         20         30         40         50              
AGTCGACGAT GAACCTCCTT CGGGAGGGGA TTAGTGGCGA ACGGGTGAGT  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
         60         70         80         90        100             
AACACGTGGG CAATCTGCCC TGCACTCTGG GACAAGCCCT GGAAACGGGG  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        110        120        130        140        150         
TCTAATACCG GATACTGACC CGCTTGGGCA TCCAAGCGGT TCGAAAGCTC  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        160        170        180        190        200         
CGGCGGTGCA GGATGAGCCC GCGGCCTATC AGCTTGTTGG TGAGGTAATG  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        210        220        230        240        250         
GCTCACCAAG GCGACGACGG GTAGCCGGCC TGAGAGGGCG ACCGGCCACA  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        260        270        280        290        300         
CTGGGACTGA GACACGGCCC AGACTCCTAC GGGAGGCAGC AGTGGGGAAT  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        310        320        330        340        350         
ATTGCACAAT GGGCGAAAGC CTGATGCAGC GACGCCGCGT GAGGGATGAC  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        360        370        380        390        400         
GGCCTTCGGG TTGTAAACCT CTTTCAGCAG GGAAGAAGCG AAAGTGACGG  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        410        420        430        440        450         
TACCTGCAGA AGAAGCGCCG GCTAACTACG TGCCAGCAGC CGCGGTAATA  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        460        470        480        490        500         
CGTAGGGCGC GAGCGTTGTC CGGAATTATT GGGCGTAAAG AGCTCGTAGG  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        510        520        530        540        550         
CGGCTTGTCA CGTCGGTTGT GAAAGCCCGG GGCTTAACCC CGGGTCTGCA  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        560        570        580        590        600         
GTCGATACGG GCAGGCTAGA GTTCGGTAGG GGAGATCGGA ATTCCTGGTG  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        610        620        630        640        650         
TAGCGGTGAA ATGCGCAGAT ATCAGGAGGA ACACCGGTGG CGAAGGCGGA  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        660        670        680        690        700         
TCTCTGGGCC GATACTGACG CTGAGGAGCG AAAGCGTGGG GAGCGAACAG  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        710        720        730        740        750         
GATTAGATAC CCTGGTAGTC CACGCCGTAA ACGGTGGGCA CTAGGTGTGG  
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....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        760        770        780        790        800         
GCGACATTCC ACGTCGTCCG TGCCGCAGCT AACGCATTAA GTGCCCCGCC  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        810        820        830        840        850         
TGGGGAGTAC GGCCGCAAGG CTAAAACTCA AAGGAATTGA CGGGGGCCCG  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        860        870        880        890        900         
CACAAGCGGC GGAGCATGTG GCTTAATTCG ACGCAACGCG AAGAACCTTA  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        910        920        930        940        950         
CCAAGGCTTG ACATACACCG GAAAGCATCA GAGATGGTGC CCCCCTTGTG  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        960        970        980        990        1000        
GTCGGTGTAC AGGTGGTGCA TGGCTGTCGT CAGCTCGTGT CGTGAGATGT  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        1010       1020       1030       1040       1050        
TGGGTTAAGT CCCGCAACGA GCGCAACCCT TGTCCCGTGT TGCCAGCAGG  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        1060       1070       1080       1090       1100        
CCCTTGTGGT GCTGGGGACT CACGGGAGAC CGCCGGGTCA ACTCGGAGGA  
 
....| 
       
AGGGG 
 
 

รูปที ่4.6 ลําดบัเบสของชิ้นสวนดีเอน็เอ ของแอกติโนมัยซสิ สายพันธุ J15.4 

 

 จากนั้นนําลําดับเบสที่วิเคราะหไดของแอกติโนมัยซิสทัง้สามสายพันธุ มาเปรียบเทียบกับ

ลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ทีร่วบรวมไวในฐานขอมูลยีน (Gene Bank 

database) จากเวบไซต http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (กุมภาพันธ 2550) พบวา สายพันธุ P1.1 

มีระดับความเหมือน (% identity) เทากับ 100% คลายกับยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ของ 

Streptomyces spp. หลายสายพันธุ  ไดแก Streptomyces enissocaesilis    Streptomyces 

olivaceus    Streptomyces rubrocyanodiastaticus    Streptomyces fungicidicus 

Streptomyces vinaceusdrappus    Streptomyces plicatus    Streptomyces maritimus และ 

Streptomyces rochei 

 สายพันธุ J6.2 มีระดับความเหมือน (% identity) เทากับ 100% คลายกับยีนที่ประมวล

รหัส 16S rRNA ของ Streptomyces parvulus NBRC 13193 

 สายพันธุ J15.4 ระดับความเหมือน (% identity) เทากับ 99% คลายกับยีนที่ประมวลรหัส 

16S rRNA ของ Streptomyces spp. หลายสายพันธุ ไดแก Streptomyces variabilis 
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Streptomyces vinaceus Streptomyces labedae  Streptomyces erythrogriseus และ 

Streptomyces griseoincarnatus ดังแสดงในตารางที่ 4.9 

 

ตารางที่ 4.9 ระดับความเหมอืนของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ 

P1.1 J6.2 และ J15.4 เทียบกับฐานขอมูลยีนใน Gene Bank 

 

strain Accession Description 
Max 
score 

Total 
score 

Query 
coverage 

Max 
ident 

DQ026641.1 
Streptomyces enissocaesilis strain NRRL B-16365  

16S ribosomal RNA gene, partial sequence 
2175 2175 97% 100% 

AB184730.1 
Streptomyces olivaceus gene for 16S rRNA, partial 

sequence, strain: NBRC 3119 
2175 2175 97% 100% 

AB184613.1 
Streptomyces rubrocyanodiastaticus subsp. piger gene 

for 16S rRNA, partial sequence, strain: NBRC 14692 
2175 2175 97% 100% 

AB184529.1 
Streptomyces fungicidicus gene for 16S rRNA, partial 

sequence, strain: NBRC 13848 
2175 2175 97% 100% 

AB184311.1 
Streptomyces vinaceusdrappus gene for 16S rRNA, 

partial sequence, strain: NBRC 13099 
2175 2175 97% 100% 

AB184291.1 
Streptomyces plicatus gene for 16S rRNA, partial 

sequence, strain: NBRC 13071 
2175 2175 97% 100% 

AJ002089.1 
Streptomyces sp. 16S rRNA gene, partial, strain 

NT90(K15) 
2175 2175 97% 100% 

AF233338.1 
Streptomyces maritimus 16S ribosomal RNA gene, 

partial sequence 
2175 2175 97% 100% 

P1.1 

AB184237.1 
Streptomyces rochei gene for 16S rRNA, partial 

sequence, strain: NBRC 12908 
2169 2169 97% 100% 

J6.2 AB184326.1 
Streptomyces parvulus gene for 16S rRNA, partial 

sequence, strain: NBRC 13193 
2777 2777 100% 100% 
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ตารางที่ 4.9 (ตอ) ระดับความเหมือนของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ของแอกติโนมัยซิส สาย

พันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 เทียบกับฐานขอมูลยีนใน Gene Bank 

 

strain Accession Description 
Max 
score 

Total 
score 

Query 
coverage 

Max 
ident 

DQ442551.1 
Streptomyces variabilis strain NRRL B-3984T 16S 

ribosomal RNA gene, partial sequence 
2163 2163 99% 99% 

AB184763.1 
Streptomyces vinaceus gene for 16S rRNA, partial 

sequence, strain: NBRC 3406 
2163 2163 99% 99% 

AB184704.1 
Streptomyces labedae gene for 16S rRNA, partial 

sequence, strain: NBRC 15864 
2163 2163 99% 99% 

AB184605.1 
Streptomyces erythrogriseus gene for 16S rRNA, partial 

sequence, strain: NBRC 14601 
2163 2163 99% 99% 

AB184207.1 
Streptomyces griseoincarnatus gene for 16S rRNA, 

partial sequence, strain: NBRC 12871 
2163 2163 99% 99% 

AB184186.1 
Streptomyces vinaceus gene for 16S rRNA, partial 

sequence, strain: NBRC 12840 
2163 2163 99% 99% 

AY999868.1 
Streptomyces labedae strain IFO 15864 16S ribosomal 

RNA gene, partial sequence 
2163 2163 99% 99% 

AY999749.1 
Streptomyces griseoincarnatus strain JCM 4381 16S 

ribosomal RNA gene, partial sequence 
2163 2163 99% 99% 

J15.4 

AJ781321.1 
Streptomyces griseoincarnatus 16S rRNA gene, type 

strain LMG 19316 
2163 2163 99% 99% 

 

 จากขอมูลทางอณูพันธศุาสตร พบวายีนที่ประมวลรหสั 16S rRNA ในแอกติโนมยัซิสใน

กลุม Streptomyces นั้นมีลําดับเบสอนุรักษอยูมาก จึงทําใหพบระดับความเหมือนของยีนนีกั้บ 

Streptomyces spp. หลายชนิด การจําแนกความแตกตางของแอกติโนมัยซิสแตละชนดิ หรือแต

ละสายพันธุนั้น มคีวามจําเปนทีจ่ะตองออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะเจาะจงกับยีนบรเิวณที่มคีวาม

แตกตางของลาํดับเบส (variable region) อีกทั้งจะตองมีขอมูลพ้ืนฐานของแอกติโนมัยซิส

หลากหลายชนิด ทัง้ขอมูลลําดับนิวคลิโอไทด และขอมูลการจําแนกดวยวิธีทางสัณฐานวิทยา เพ่ือ

ศึกษาเปรียบเทียบลําดับเบสกันได Lanoot และคณะ (2005) ไดรายงานการจัดกลุม 

streptomycete ดวยวิธี RFLP fringerprinting โดยศึกษายีน 16S-ITS ซึ่งเปน สวนของยีน

ประมวลรหัส 16S rRNA ตอกับชิ้นสวนดเีอ็นเอ ระหวางยีน 16S และ 23S ribosomal subunit 
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พบวา ชิ้นสวนดเีอ็นเอบริเวณดังกลาว สามารถใชในการจัดกลุม streptomycete ได ยีนบริเวณ

ดังกลาวจึงมีความนาสนใจในการศึกษาเปรียบเทียบลําดบันิวคลิโอไทดเพื่อเปรียบเทยีบความ

แตกตางของ streptomycete แตละชนดิ 

อยางไรก็ตาม ยีน 16S-ITS ของ streptomycete นั้นยังมีขอมูลลําดบันิวคลิโอไทดอยูนอย

ในฐานขอมูลปจจุบัน ดังนัน้ในการจําแนกชนิด และสายพันธุ Streptomyces ในงานวิจัยฉบับนี้จึง

ใชขอมูลทางสัณฐานวิทยา และสมบัตทิางชีวเคม ี ในการประกอบการจําแนก Streptomyces ใน

ระดับชนิด 
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4.8) การศึกษาสัณฐานวทิยา และสมบัติทางชีวเคมีของแอกติโนมัยซิสสายพันธุ P1.1 J6.2 
และ J15.4 
 
4.8.1) การศึกษาทางสัณฐานวิทยา 

 นําแอกติโนมยัซิสที่คดัเลือกไดสามสายพันธุ ไดแก แอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 

และ J15.4 มาเล้ียงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Sodium Caseinate Agar เพื่อใหสรางสปอร จากนั้น

นําไปสองดดูวยกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบสองกราด (SEM) ผลแสดงดงัรูปที ่4.7 – 4.9  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่4.7 ภาพถายกลองจุลทรรศนอเิล็คตรอนแบบสองกราด ของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 

สองภายใต ทีกํ่าลังขยาย 5000 เทา (A) และ 20,000 เทา (B) สังเกตคอนนิเดียรขดเปนวง เกลียว 

ซ่ึงเปนลักษณะของ Streptomyces 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่4.8 ภาพถายกลองจุลทรรศนอเิล็คตรอนแบบสองกราด ของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ J6.2

สองภายใต ทีกํ่าลังขยาย 5000 เทา (A) และ 20,000 เทา (B) สังเกตคอนนิเดียรขดเปนวง เกลียว 

ซ่ึงเปนลักษณะของ Streptomyces 

A B 

A B 
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รูปที ่4.9 ภาพถายกลองจุลทรรศนอเิล็คตรอนแบบสองกราด ของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ J15.4 

สองภายใต ทีกํ่าลังขยาย 5000 เทา (A) และ 20,000 เทา (B) สังเกตคอนนิเดียรขดเปนวง เกลียว 

ซ่ึงเปนลักษณะของ Streptomyces 

 

4.8.2) การศึกษาการเจริญ บนอาหารเลี้ยงเชื้อ International Streptomyces Project (ISP) 

 จากการนําแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 มาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยง

เชื้อ ISP 6 ชนดิ คือ 

  ISP1- TYEA Tryptone- yeast extract agar 

  ISP2- YMEA Yeast- malt extract agar 

  ISP3- OA Oat meal agar 

  ISP4- ISSA Inorganic salts starch agar 

  ISP5- GAA Glycerol asparagine agar 

  ISP6- PYEA Peptone- yeast extract agar 

เพื่อศึกษาการเจรญิ การสรางสปอร สีของสปอร สีของสายใยอาหาร สีของสายใยอากาศ 

และการสรางรงควัตถุที่ละลายน้ําได พบวา แอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 ที่

ลักษณะการเจรญิแตกตางกันเมื่อเล้ียงบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ตางกัน ดังแสดงในตารางที่ 4.10 

ลักษณะโคโลนี สีของสายใยอาหาร และสีของสายใยอากาศบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP แสดงดังรูปที ่

4.10 – 4.15 

 

 

 

 

A B 
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ตารางที่ 4.10 การเจริญของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 

International Streptomyces Project (ISP) 

 

การเจริญของแอกติโนมัยซิสที่แยกได 

บนอาหารเลี้ยงเช้ือ ISP 
ชนดิของอาหาร 

ISP 
ลักษณะการเจริญ 

P1.1 J6.2 J15.4 

การเจริญ ดีมาก ดีมาก ดีมาก 

การสรางสปอร ปานกลาง นอย ดีมาก 

สีสปอร  เทา ขาว  เทา 

สายใยอาหาร ขาว ขาวเหลือง ขาวเหลือง 

สายใยอากาศ ขาว ขาว ขาว 

ISP1-TYA 

การสรางรงควตัถุ ไมมี สารสีเหลือง ไมมี 

การเจริญ ดีมาก ดีมาก ด ี

การสรางสปอร ดีมาก ดีมาก นอย 

สีสปอร เทา ขาว เทา 

สายใยอาหาร เหลือง น้ําตาล ขาวเหลือง 

สายใยอากาศ ขาว ขาว  ขาว 

ISP2-YMEA 

การสรางรงควตัถุ ไมมี สารสีเหลือง ไมมี 

การเจริญ ดีมาก ด ี ด ี

การสรางสปอร ดีมาก ด ี นอย 

สีสปอร เทา เทา ขาว 

สายใยอาหาร น้ําตาล ขาวเหลือง ขาวเหลือง 

สายใยอากาศ ขาว ขาว เหลือง 

ISA3-OA 

การสรางรงควตัถุ ไมมี สารสีเหลือง ไมมี 

การเจริญ ดีมาก ด ี ดีมาก 

การสรางสปอร ดีมาก ดีมาก ด ี

สีสปอร เทา เทา  ขาว 

สายใยอาหาร ขาว เหลือง ขาว 

สายใยอากาศ ขาว ขาว ขาว 

ISP4-ISSA 

การสรางรงควตัถุ ไมมี สารสีเหลือง ไมมี 
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ตารางที่ 4.10 (ตอ) การเจรญิของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 บนอาหารเลี้ยง

เชื้อ International Streptomyces Project (ISP) 

 

การเจริญของแอกติโนมัยซิสที่แยกได 

บนอาหารเลี้ยงเช้ือ ISP 
ชนดิของอาหาร 

ISP 
ลักษณะการเจริญ 

P1.1 J6.2 J15.4 

การเจริญ ดีมาก ดีมาก ด ี

การสรางสปอร ดีมาก ดีมาก ด ี

สีสปอร ขาว เทา ขาว 

สายใยอาหาร เหลือง ขาวเหลือง ขาว 

สายใยอากาศ ขาว ขาว ขาว 

ISP5-GAA 

การสรางรงควตัถุ ไมมี สารสีเหลืองออน ไมมี 

การเจริญ ดีมาก นอย ดีมาก 

การสรางสปอร นอย นอย นอย 

สีสปอร ขาว  ขาว  ขาว 

สายใยอาหาร ขาว เหลือง ขาวเหลือง 

สายใยอากาศ ขาว เหลือง ขาว 

ISP6-PYEA 

การสรางรงควตัถุ ไมมี สารสีเหลือง ไมมี 
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รูปที ่4.10 ลักษณะ และสีของโคโลนีของสายใยอาหาร (A, C, E) และสายใยอากาศ (D, E, F) บน

อาหารเลี้ยงเชือ้ ISP 1 ของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 (A, B) สายพันธุ J6.2 (C, D) และสาย

พันธุ J15.4 (E, F)  

 

 

 

รูปที ่4.11 ลักษณะ และสีโคโลนีของสายใยอาหาร (A, C, E) และสายใยอากาศ (D, E, F) บน

อาหารเลี้ยงเชือ้ ISP 2 ของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 (A, B) สายพันธุ J6.2 (C, D) และสาย

พันธุ J15.4 (E, F) 
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รูปที ่4.12 ลักษณะ และสีโคโลนีของสายใยอาหาร (A, C, E) และสายใยอากาศ (D, E, F) บน

อาหารเลี้ยงเชือ้ ISP 3 ของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 (A, B) สายพันธุ J6.2 (C, D) และสาย

พันธุ J15.4 (E, F) 

 

 

 

รูปที ่4.13 ลักษณะ และสีโคโลนีของสายใยอาหาร (A, C, E) และสายใยอากาศ (D, E, F) บน

อาหารเลี้ยงเชือ้ ISP 4 ของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 (A, B) สายพันธุ J6.2 (C, D) และสาย

พันธุ J15.4 (E, F) 
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รูปที ่4.14 ลักษณะ และสีโคโลนีของสายใยอาหาร (A, C, E) และสายใยอากาศ (D, E, F) บน

อาหารเลี้ยงเชือ้ ISP 5 ของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 (A, B) สายพันธุ J6.2 (C, D) และสาย

พันธุ J15.4 (E, F) 

 

 

 

รูปที ่4.15 ลักษณะ และสีโคโลนีของสายใยอาหาร (A, C, E) และสายใยอากาศ (D, E, F) บน

อาหารเลี้ยงเชือ้ ISP 6 ของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 (A, B) สายพันธุ J6.2 (C, D) และสาย

พันธุ J15.4 (E, F) 
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4.8.3) การตรวจสอบการสรางรงควัตถุเมลานิน การสรางกาซไฮโดนเจนซัลไฟต การรดีิวสไนเตรท 

และการเจรญิที่ pH 4.3 

 จากการนําแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 มาศึกษาการสรางรงควตัถุเม

ลานิน โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP6-PYEA และ Thyrosine agar และตรวจสอบการ

เปลี่ยนแปลงสขีองอาหารเลีย้งเชื้อพบวา เชื้อทั้งสามสายพันธุไมสามารถสรางรงควัตถุเมลานนิได 

ศึกษาการสรางกาซไฮโดนเจนซัลไฟตโดยการเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชือ้แข็งผิวเอียง ISP6-PYEA 

ศึกษาการรีดิวสไนเตรทโดยการเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ nitrate agar และตรวจสอบการรดีิวส

ไนเตรทพบวา ทัง้สามสายพันธุไมสามารถรีดิวสไนเตรทได และศึกษาการเจริญที ่ pH 4.3 ใน

อาหารเลี้ยงเชือ้ modified Bennett agar คา pH 4.3 พบวา สายพันธุ P1.1 สามารถเจริญทีค่า pH 

4.3 ได ในขณะที่ J6.2 และ J15.4 ไมสามารถเจริญได ดงัแสดงในตารางที่ 4.11 

 

ตารางที่ 4.11 การสรางรงควตัถุเมลานิน การสรางกาซไฮโดนเจนซัลไฟต การรีดิวสไนเตรท และ

การเจริญที ่pH 4.3 ของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 

แอกติโนมัยซิสสายพันธุ 
การทดสอบ 

P1.1 J6.2 J15.4 

การสราง melanin - - - 

การสราง H2S  - -   - 

การยอย nitrate  - -  -  

การเจริญที ่pH 4.3 + - - 

 

4.8.4) การตรวจสอบการเจรญิที่อณุหภูมติางๆ 

 จากการนําแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 มาศึกษาการเจริญที่อณุหภูมิ

ตางๆ บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง modified Bennett agar พบวา ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แอกติ

โนมัยซิสทัง้สามสายพันธุไมสามารถเจริญได ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทั้งสามสายพันธุ

สามารถเจริญได และที่อณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียส สายพันธุ P1.1 สามารถเจริญได แตสายพันธุ 

J6.2 และ J15.4 ไมสามารถเจรญิได ดังแสดงผลในตารางที่ 4.12 
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ตารางที่ 4.12 การเจริญของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 ที่อุณหภูมิตางๆ 

แอกติโนมัยซิสสายพันธุ 
อุณหภูมิการทดสอบ 

P1.1 J6.2 J15.4 

4 องศาเซลเซยีส - - - 

10 องศาเซลเซียส + + + 

30 องศาเซลเซียส + + + 

37 องศาเซลเซียส  + +  +  

45 องศาเซลเซียส  + -  -  

  + : เจรญิ    - : ไมเจรญิ 

 

4.8.5) การศึกษาสมบัติการยอยสลายสาร (degradation activity) 

 จากการศึกษาสมบัติการยอยสลายสารในอาหารเลี้ยงเชือ้แข็ง Modified Bennett agar ที่

เติมสารที่ตองการทดสอบชนิดตางๆลงไป ผลแสดงดงัตารางที่ 4.13 

 

ตารางที่ 4.13 ความสามารถในการยอยสลายสารตางๆของ แอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 

และ J15.4 

การเจริญของแอกติโนมัยซิสสายพันธุ 
แหลงอาหาร 

P1.1 J6.2 J15.4 

0.5% Adenine - + - 

0.5% Tyrosine - - - 

0.4% Xanthine + - - 

0.1% Casein + + - 

0.4% Gelatin - + + 

0.1% Starch + + + 

  + : ยอย    - : ไมยอย 

 

4.8.6) การตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจน 

 จากการนําแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 มาเลี้ยงบนอาหารเลีย้งเชื้อ

แข็ง Basal medium ที่เตมิแหลงไนโตรเจนชนดิตางๆ เพื่อตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจน โดย

เปรียบเทียบการเจรญิกับชุดควบคุมลบ คอื อาหารเลี้ยงเชื้อ Basal medium ที่ไมไดเติมสาร และ
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ชุดควบคุมบวก คือ อาหารเลี้ยงเชื้อ Basal medium ที่เติม Asparagine หรือ Proline ผลแสดงดงั

ตารางที่ 4.14 

 

ตารางที่ 4.14 ความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจนชนดิตางๆของ แอกติโนมัยซิส สายพันธุ 

P1.1 J6.2 และ J15.4 

การเจริญของแอกติโนมัยซิสสายพันธุ 
แหลงไนโตรเจน 

P1.1 J6.2 J15.4 

Arginine + + + 

Histidine + + + 

Methionine - + + 

Phenylalnine + + + 

Potassium nitrate + + + 

Serine + + + 

Thionine + + + 

Valine + + + 

+ : เจรญิมากกวาชุดควบคุมลบ หรือเทากับชดุควบคุมบวก  

 ที่ใช 0.1% asparagine หรอื 0.1% proline เปนแหลงไนโตรเจน 

  - : เจรญิเทากับ หรือนอยกวาชุดควบคุมลบ  

   ที่ไมไดเติมแหลงไนโตรเจน 

 

4.8.7) การตรวจสอบการใชแหลงคารบอน 

จากการนําแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 มาเลี้ยงบนอาหารเลีย้งเชื้อ

แข็ง Carbon utilization agar ที่เตมิแหลงคารบอนชนดิตางๆ เพื่อตรวจสอบการใชแหลงคารบอน 

โดยเปรียบเทยีบการเจรญิกับชุดควบคุมลบ คือ อาหารเลี้ยงเชื้อ Carbon utilization agar ที่ไมได

เติมสาร และชุดควบคุมบวก คือ อาหารเลี้ยงเชื้อ Basal medium ที่เติม Glucose ผลแสดงดัง

ตารางที่ 4.15 
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ตารางที่ 4.15 ความสามารถในการใชแหลงคารบอนชนดิตางๆของ แอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 

J6.2 และ J15.4 

การเจริญของเชื้อ 
แหลงคารบอน 

P1.1 J6.2 J15.4 

Arabinose + - + 

Dextran + + + 

Fructose + - + 

Galactose + + + 

meso- Inositol + + + 

Lactose + + + 

Mannitol + + + 

Mannose + - + 

Rhamnose + + + 

Sodium acetate - - - 

Sodium citrate - - - 

Sucrose - - + 

Thehalose + + + 

Xylose + - + 

Xylan + + + 

+ : เจรญิมากกวาชุดควบคุมลบ หรือเทากับชดุควบคุมบวก 

 ที่ใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน 

  - : เจรญิเทากับ หรือนอยกวาชุดควบคุมลบ 

   ที่ไมเติมแหลงคารบอน 

 

 จากการตรวจสอบขอมูลทางชีวเคมี พบวาแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1   J6.2 และ 

J15.4 มีความใกลเคียงกับ Sreptomyces enissocaesillis  Streptomyces parvulus และ 

Streptomyces variabilis ตามลําดับ 
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4.9) การทดสอบการกระตุนใหเซลลมะเร็งตายแบบอะพ็อบโทซิสของ Streptomyces sp. 
สายพันธุ J6.2 
 

 เมื่อนําสารสกัดจาก Streptomyces sp. สายพันธุ J6.2 มาทดสอบการกระตุนใหเซลล

ตายแบบอะพ็อบโทซิสโดยตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนแบบฟลูออเรสเซนต พบวาสารสกัดจาก 

Streptomyces sp. สายพันธุ J6.2 มีการหดตัวของเซลล และนิวเคลยีส เหมือนกับชุดควบคุมบวก 

ดังแสดงในรูปที่ 4.16 – 4.18 ลูกศรสีแดง คือเซลลที่เกิดการอะพ็อบโทซิส แสดงใหเหน็วา 

Streptomyces sp. สายพันธุ J6.2 กระตุนเซลลมะเรง็ตับ HepG2 ใหเกิดการตายแบบ            

อะพ็อบโทซิส  

 

  

 

รูปที ่4.16 เซลลมะเรง็ตับ HepG2 ที่เกิดการ 

อะพ็อบโทซิส เมื่อสัมผัสกับสารสกัดจาก 

Streptomyces sp. สายพันธุ J6.2 

ลูกศรสีแดง หมายถึงเซลลทีต่าย 

แบบอะพ็อบโทซิส 

 

 

รูปที ่4.17 เซลลมะเรง็ตับ HepG2 ที่เกิดการ 

อะพ็อบโทซิส เมื่อสัมผัสกับยา SS 

(ชุดควบคุมบวก) 

ลูกศรสีแดง หมายถึงเซลลทีต่าย 

แบบอะพ็อบโทซิส 

 
 
 
รูปที ่4.18 เซลลมะเรง็ตับ HepG2 เมื่อสัมผัส

กับ 95% เอทานอล จะที่ไมเกิดการ 

อะพ็อบโทซิส (ชุดควบคุมลบ) 
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4.10) การหาอาหารที่เหมาะสมในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก Streptomyces 
sp. สายพันธุ J6.2 
 

นําสารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวชนิดตางๆ มาทดสอบการยับย้ังการเจรญิของ           

จุลินทรีย โดยวิธี Agar well ไดผลดงัแสดงในตารางที่ 4.16 และรูปที่ 4.19 การทดสอบการยับย้ัง

เซลลมะเร็งโดยวิธี MTT พบวา เมื่อเลี้ยงStreptomyces sp. สายพันธุ J6.2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลวชนดิตางๆ ไดแก Nutrient Broth (NB) Malt Extract Broth (MEB) Soluble Starch Broth 

(SSB) Sodium Caseinate Broth (SCB) Tryptic Soy Broth (TSB) และ Glucose Yeast Malt 

Extract Broth (GYM) สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ยับย้ังเซลลมะเร็งตับ (HepG2) โดยใหเปอรเซน็ต

การยับย้ัง เทากับ 20.33   9.33   2.67   71.33   70.00 และ 70.67 ตามลําดับ ไดผลดังแสดงในรูป

ที่ 4.20 

 

ตารางที่ 4.16 การสรางสารปฏิชีวนะยับย้ังการเจรญิของจุลินทรียทดสอบ ของ Streptomyces sp. 

สายพันธุ J6.2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนดิตางๆ 

 
คาเฉลี่ย Inhibition zone ของเชื้อทดสอบ (mm) ชนิดของอาหาร

เลี้ยงเช้ือ E.coli 
ATCC9027 

P.aeruginosa 
ATCC25922 

B.cereus 
ATCC1729 

S.aureus 
ATCC25923 

C.albicans 
ATCC 70014 

S.cereviseae 
TISTR 5169 

A.niger 
ATCC6275 

NB 7 18 20 9 8 8 - 

MEB 9 26 23 9 10 9 7 

SSB 8 26 25 12 12 8 11 

SCB 11 29 29 14 21 19 21 

TSB 10 30 28 10 20 15 19 

GYM 9 31 30 13 20 24 18 
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รูปที ่4.19 กราฟแสดงขนาดของเสนผานศูนยกลางบริเวณยับย้ังเชื้อทดสอบเมื่อเล้ียง แอกติโนมยั-

ซิสสายพันธุ J6.2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวชนดิตางๆ ไดแก Nutrient Broth (NB)                     

Malt Extract Broth (MEB) Soluble Starch Broth (SSB) Sodium Caseinate Broth (SCB)               

Tryptic Soy Broth (TSB) และ Glucose Yeast Malt Extract Broth (GYM) 
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รูปที ่ 4.20 กราฟแสดงเปอรเซ็นตการยับย้ังเซลลมะเรง็ตบั (HepG2) ของแอกติโนมยัซิสสายพันธุ 

J6.2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวชนิดตางๆไดแก Nutrient Broth (NB) Malt Extract Broth (MEB) 

Soluble Starch Broth (SSB) Sodium Caseinate Broth (SCB) Tryptic Soy Broth (TSB) และ 

Glucose Yeast Malt Extract Broth (GYM) 
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 จากการทดสอบการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทั้งฤทธิ์การยับย้ังการเจรญิของจุลนิทรีย 

และฤทธิ์การยับย้ังเซลลมะเร็งของแอกตโินมัยซิสสายพันธุ J6.2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวชนดิตางๆ 

พบวา อาหารเลี้ยงเชื้อ SCB GYM และ TSB ทําใหแอกติโนมัยซิสสายพันธุ J6.2 สรางสารออก

ฤทธิ์ทางชีวภาพไดสูง การยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย จะยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวกไดดีกวาแกรม

ลบในทุกอาหารเลี้ยงเชื้อ ไดทําการเลือกอาหารเลี้ยงเชือ้ SCB เพื่อใชในการผลิตสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพ เนื่องจาก SCB เปน selective media เปนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมีน้ําตาล และมีสารอาหาร

เชิงซอนต่ํา ทําใหเชื้อชนดิอืน่เจรญิในอาหารนี้ไดนอย  

 
4.11) การผลิต และการสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
 จากการศึกษาหาอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีความเหมาะสม ในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ

ของ Streptomyces sp. สายพันธุ J6.2 แลว จึงไดทําการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก 

Streptomyces sp. สายพันธุ J6.2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว SCB ปริมาตร 20 ลิตร บมที่

อุณหภูมหิอง โดยการเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 14 วัน จากนั้นสกัดสารดวย

เอทิลอะซิเตต และเมทานอล จากสวนน้ําเลี้ยงเชื้อ และสวนเสนใย นาํสารสกัดอยางหยาบ (crude 

extract) แตละสวนไปวิเคราะหดวยวิธี NMR ผลการวิเคราะห NMRแสดงเปน NMR spectrum ดัง

รูปที ่4.21 – 4.22 

 จากการวิเคราะหดวยวิธี NMR พบวาสารสกัดอยางหยาบจาก Streptomyces sp.     

สายพันธุ J6.2 ในตัวทําละลายเดียวกัน ทั้งในสวนของน้ําเล้ียงเชื้อ และสวนเสนใย มีรูปแบบของ 

NMR spectrum คลายกัน จึงนาจะเปนสารเดียวกัน หรือเปนสารในกลุมเดียวกัน จึงทําการรวม

ตัวอยางจากสวนน้ําเล้ียงเชือ้ และสวนเสนใยเขาดวยกัน เพื่อนําไปแยกใหบริสุทธิต์อไป 
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รูปที ่4.21 NMR spectra ของสารสกัดสวนเอทิลอะซิเตต จากสวนอาหารเลี้ยงเชื้อ (A) และสวน

เสนใย (B) ของแอกติโนมัยซสิ สายพันธุ J6.2 

 

 

B 

A 
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รูปที ่4.22 NMR spectra ของสารสกัดสวนเมทานอล จากสวนอาหารเลี้ยงเชื้อ (A)  

และสวนเสนใย (B) ของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ J6.2 

 

 

B 

A 
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4.12) การทําสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใหบริสุทธิ์ และการพิสูจนเอกลักษณของสารที่แยก
ได 
 

นําสารสกัดหยาบจากสวนเอทิลอะซิเตต ทั้งจากสวนของเสนใย และน้าํเลี้ยงเชื้อมาแยกใหบริสุทธิ์

ดวยซิลิกาคอลัมน โดยใชเฮกเซน เอทิลอะซิเตต และเมทานอลในอัตราสวนตางๆ เปนระบบตัวทํา

ละลายในการชะคอลัมน  เก็บสารที่ถูกชะออกมา (Fraction) สวนละ 20 มิลลิลิตร ไดสารที่แยกได

สวนตางๆ ดังแสดงในตารางที ่4.17 

 

ตารางที่ 4.17 สวนที่แยกไดจากซิลิคอลัมน เมื่อใชระบบตัวทําละลายตางๆ 

ระบบตัวทําละลายที่ใชชะคอลัมน สวนที ่

เอทิลอะซิเตต : เฮกเซน (10:90) 1-5 

เอทิลอะซิเตต : เฮกเซน (20:80) 6-10 

เอทิลอะซิเตต : เฮกเซน (30:70) 11-15 

เอทิลอะซิเตต : เฮกเซน (40:60) 16-20 

เอทิลอะซิเตต : เฮกเซน (50:50) 21-25 

เอทิลอะซิเตต : เฮกเซน (60:40) 26-30 

เอทิลอะซิเตต : เฮกเซน (70:30) 31-35 

เอทิลอะซิเตต : เฮกเซน (80:20) 36-40 

เอทิลอะซิเตต : เฮกเซน (85:15) 41-45 

เอทิลอะซิเตต : เฮกเซน (90:10) 46-50 

เอทิลอะซิเตต : เฮกเซน (95:5) 51-57 

เอทิลอะซิเตต (100%) 58-72 

เมทานอล : เอทิลอะซิเตต (5:95) 73-77 

เมทานอล : เอทิลอะซิเตต (10:90) 78-82 

เมทานอล : เอทิลอะซิเตต (15:85) 83-86 

เมทานอล : เอทิลอะซิเตต (20:80) 87-90 

เมทานอล : เอทิลอะซิเตต (30:70) 91-94 

เมทานอล : เอทิลอะซิเตต (40:60) 95-98 

เมทานอล : เอทิลอะซิเตต (30:70) 99-102 

เมทานอล : เอทิลอะซิเตต (20:80) 103-106 

เมทานอล (100%) 107-200 
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นําสวนตางๆที่แยกไดมาตรวจสอบลักษณะสารองคประกอบดวยวิธี TLC จากนั้นรวมสวนที่มี

ลักษณะสารเหมือนกันเขาดวยกัน ไดสวนผสมของสารที่แยกได 14 สวน ไดแก  

สวนผสมที่1  สวนที่ 1-40 

สวนผสมที่2  สวนที่ 41-56 

สวนผสมที่3  สวนที่ 57-58 

สวนผสมที่4  สวนที่ 59-63 

สวนผสมที่5  สวนที่ 64-69 

สวนผสมที่6  สวนที่ 70-76 

สวนผสมที่7  สวนที่ 77-80 

สวนผสมที่8  สวนที่ 81-85 

สวนผสมที่9  สวนที่ 86-89 

สวนผสมที่10  สวนที่ 90-93 

สวนผสมที่11  สวนที่ 94-96 

สวนผสมที่12  สวนที่ 97-100 

สวนผสมที่13  สวนที่ 101-103 

สวนผสมที่14  สวนที่ 104-200 

นําสวนผสมของสารทัง้ 14 สวนมาตรวจสอบลักษณะสารดวยวิธี H-NMR (ภาคผนวก จ) 

พบวา สวนผสมที่ 4 (สวนที่ 59-63) เปนสวนที่มีลักษณะสารทีน่าสนใจ จึงนําไปตรวจสอบฤทธิ์ทาง

ชีวภาพตอไป และเมื่อนําไปตรวจสอบความบริสุทธิด์วยวิธี TLC พบวา สวนผสมที่ 4 มีสาร

องคประกอบอยางนอย 3 ชนิด ซึง่เปนสารทีม่ีขนาดโมเลกุลใกลเคียงกันมาก 

 
4.13) การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารที่แยกได 
 
 นําสวนผสมของสารทัง้ 14 สวน มาตรวจสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ ตามวิธีขอ 3.14 พบวา 

สวนผสมของสารบางสวนมฤีทธิ์ยับย้ังการเจรญิของจุลนิทรียทดสอบตางกัน สวนผสมที่ 3 6 7 10 

11 และ 12 ของสารที่แยกไดจากสารสกัดหยาบเอทิลอะซิเตต มีฤทธิ์การยับย้ัง Bacillus cereus 

สวนผสมที่ 3 4 5 6 7 10 11 12 13 และ 14 มีฤทธิ์ยับย้ัง Staphylococcus aureus และสวนผสม

ที่ 3 และ 4 มีฤทธิ์ยับย้ัง Pseudomonas aeruginosa ดังแสดงในตารางที่ 4.19 และสวนผสมที ่1 

2   9 และ 10 มีฤทธิ์ยับย้ังการเจรญิของเซลลมะเร็งตับ HepG2 ได ดงัแสดงในตารางที่ 4.20  
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ตารางที่ 4.18 คาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เมื่อใชสวนผสมของสารที่

แยกได ทดสอบความสามารถในการยับย้ังจุลินทรียทดสอบชนดิตางๆ 

จุลินทรียทดสอบ สวนผสม

ของสาร E.coli 
ATCC9027 

P.aeruginosa 
ATCC25922 

B.cereus 
ATCC1729 

S.aureus 
ATCC25923 

C.albicans 
ATCC 70014 

S.cereviseae 
TISTR 5169 

positive 0.13 0.11 0.12 0.18 0.24 0.26 

negative 0.34 0.57 0.81 1.21 0.59 0.43 

1 0.57 0.22 1.04 0.88 0.50 0.84 

2 0.21 0.37 0.99 0.66 0.51 0.39 

3 0.09 0.11 0.65 0.29 0.48 0.42 

4 0.26 0.13 0.81 0.42 0.54 0.44 

5 0.44 0.12 0.76 0.66 0.59 0.41 

6 0.09 0.11 0.76 0.82 0.64 0.31 

7 0.09 0.10 0.69 1.05 0.70 0.37 

8 0.20 0.24 0.89 0.88 0.62 0.69 

9 0.20 0.20 0.99 0.87 0.49 0.48 

10 0.17 0.14 0.96 0.71 0.48 0.51 

11 0.15 0.13 0.93 0.74 0.43 0.45 

12 0.13 0.10 0.90 0.64 0.50 0.44 

13 0.23 0.10 0.93 0.71 0.57 0.48 

14 0.58 0.17 0.89 1.04 0.76 0.66 

หมายเหต:ุ - ตัวพิมพหนาคือ สวนที่มีการยับย้ังจุลินทรยีทดสอบ 

- ใช Streptomycin เปนชดุควบคุมบวกสําหรับแบคทีเรยี 

- ใช Nystatin เปนชดุควบคมุบวกสําหรับยีสต 

- ใช 95% เอทานอลเปนชดุควบคุมลบ 
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  ตารางที่ 4.19 เปอรเซน็ตการยับย้ังเซลลมะเร็งตับ HepG2 เมื่อทดสอบ 

  ดวยสวนผสมของสารที่แยกได 

สวนผสมของสารที่แยกได เปอรเซน็ตการยับย้ังเซลลมะเร็ง (%) 

ไมมีเซลล (ชุดควบคุมบวก) 100 

95% เอทานอล (ชุดควบคมุลบ) 0 

1 70.69 

2 78.67 

3 -47.42 

4 -0.74 

5 6.55 

6 11.60 

7 1.41 

8 56.67 

9 92.22 

10 86.77 

11 29.53 

12 64.01 

13 61.59 

14 48.02 

  หมายเหต:ุ ตัวพิมพหนาคือ สวนที่มีการยับย้ังเซลลมะเร็งตับ HepG2 

 

สวนผสมที่ 4 (สวนที่ 59 – 63) ของสารทีแ่ยกไดจากสารสกัดหยาบ เปนสวนทีม่ีลักษณะโมเลกุลที่

นาสนใจ จงึนาํมาตรวจสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียทดสอบ เพื่อหาคา 

MIC (Minimum Inhibitory Concentration) พบวาสวนผสมที ่ 4 มีคาความเขมขันต่ําที่สุดที่

สามารถยับย้ัง Bacillus cereus และ Staphylococcus aureus เทากับ 25 และ 5 ppm 

ตามลําดับ แตไมสามารถยับย้ัง Saccharomyces cereviseae ไดทีร่ะดับความเขมขนต่ํากวา 

200 ppm  และไมสามารถยับย้ังเซลลมะเรง็ตับ (HepG2) ไดที่ระดับความเขมขนต่ํากวา 200 

ppm 
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บทที่ 5 
สรุป และอภิปรายผลการทดลอง 

 

 จากการแยกแอกติโนมัยซิสจากตัวอยางดิน และทรายบริเวณชายหาด และปาชายเลนใน

4 จังหวัด คือ จันทบรุ ีประจวบคิรีขันธ  ระนอง และเพชรบุร ีจํานวนทัง้สิ้น 34 ตวัอยาง สามารถ

แยกแอกติโนมัยซิสไดทั้งหมด 77 สายพันธุ เมื่อนําแอกติโนมัยซิสทีแ่ยกไดมาทดสอบการสรางสาร

ปฏิชีวนะยับย้ังการเจริญของจุลินทรียทดสอบ ดวยวิธี Agar cross streak สามารถจัดกลุมฤทธิ์

การยับย้ังจุลนิทรียทดสอบของแอกติโนมัยซิสไดเปน 7 กลุม คือ ยับย้ังเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก 

ยับย้ังเฉพาะยีสต ยับย้ังยีสต และรา ยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวก และยีสต ยับย้ังแบคทีเรียแกรม

บวก และรา ยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวก ยีสต และรา และ ยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวก แกรมลบ ยีสต 

และรา จํานวน 1   3   3   1   1   6 และ 6 สายพันธุตามลําดับ 

 เมื่อนําแอกติโนมัยซิสที่แยกไดมาทดสอบฤทธิ์การยับย้ังเซลลมะเร็ง โดยเลี้ยงในอาหาร

เลี้ยงเช้ือเหลว และสกัดสารออกฤทธิ์ยับย้ังเซลลมะเร็งที่เชื้อสรางขึ้นมาทดสอบกับเซลลมะเร็ง 5 

ชนดิ ดวยวิธี MTT พบวาแอกติโนมัยซิสที่แยกไดสวนใหญสามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับย้ัง

เซลลมะเร็งไดแตกตางกัน ทั้งนี้มีสายพันธุที่สามารถยับย้ังเซลลมะเร็งแบบจําเพาะเจาะจง ไดแก 

ยับย้ังมะเร็งตบั, มะเรง็เตานม และมะเรง็ลําไสใหญ จํานวน 5 3 และ 1 สายพันธุตามลําดับ 

 สายพันธุที่สามารถยับย้ังจุลินทรียไดแบบ broad spectrum และสรางสารออกฤทธิ์ยับย้ัง

เซลลมะเร็งแบบจําเพาะเจาะจงเปนสายพันธุทีน่าสนใจในการพัฒนาเปนยาปฏิชีวนะ และยา

รักษาโรคมะเรง็ จงึไดคดัเลือกแอกติโนมัยซิส 3 สายพันธุ ไดแก P1.1 J6.2 และ J15.4 มาศึกษา

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ลักษณะทางชวีเคมี และยีนประมวลรหัส 16s rRNA เพื่อจําแนกชนิด

ของสายพันธุเหลานี ้

 จากการวิเคราะหยีนประมวลรหัส 16s rRNA ของแอกติโนมัยซิสสายพันธุ P1.1 J6.2 และ 

J15.4 โดยวิธพีีซีอาร ออก primer โดยอางอิงจาก Rintala และคณะ (2001) และ Lanoot และ

คณะ (2005) ไดยีนของแอกติโนมัยซิสสายพันธุ P1.1  J6.2 และ J15.4 ขนาด 1,124  1,401 และ 

1,105 bp ตามลําดับ สงตัวอยางยีน และprimer ไปวิเคราะหหาลาํดับเบสของยีนประมวลรหสั 

16s rRNA ที่สํานักงานวิจัยคณะแพทยศาสตร โรงพยาบาลรามาธิบดี เมื่อนําลําดับเบสมา

เปรียบเทียบกับขอมูลในฐานขอมูลจากเวบไซต http://www.ncbi.nlm.nih.gov/  พบวาลําดับเบส

ของแอกติโนมยัซิส สายพันธุ J6.2 มีความคลายกับยีนประมวลรหัส 16s rRNA ของ 

Streptomyces parvulus โดยมีความเหมือน (% identity) เทากับ 100% สําหรบัสายพันธุ P1.1 

และ J15.4 มีความคลายกับ Streptomyces sp. หลายชนิด ทําใหไมสามารถระบชุนดิที่แนนอน
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ของแอกติโนมยัซิสสองสายพันธุนี้ไดโดยใชขอมูลทางอณูพันธศุาสตรเพียงอยางเดยีว จึงไดมี

การศึกษาสมบัติทางชีวเคม ี และสัณฐานวิทยาของแอกติโนมัยซิสทัง้สามสายพันธุนี้ ดังสรุปใน

ตารางที่ 5.1 

 

ตารางที่ 5.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรรีะวิทยา และความสามารถในการเจรญิที่อณุหภูมิ

ตางๆ และการเจรญิที่พีเอช 4.3 ของแอกตโินมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 

ลักษณะ สายพันธุ P1.1 สายพันธุ J6.2 สายพันธุ J15.4 

สัณฐานวิทยา และสรรีะวิทยา 

สีของสายใยอากาศ 

 

ขาว 

 

ขาว 

 

ขาว 

สีสปอร เทา เทา เทา 

รูปรางสปอร กลม ผิวเรียบ กลม ผิวเรียบ กลม มีหนาม 

ลักษณะสายสปอร เกลียว (Spira) เกลียว (Spira) เกลียว (Spira) 

การสรางเมลานิน ไมสราง ไมสราง ไมสราง 

การสรางรงควตัถุ ไมสราง สรางสารสีเหลือง ไมสราง 

การรีดิวสไนเตรท - - - 

การสรางกาซ H2S - - - 

การยอยสลาย 

อะดนีีน 

 

- 

 

+ 

 

- 

ไทโรซนี - - - 

แซนทนี + - - 

เคซนี + + - 

เจลาติน - + + 

แปง + + + 

การเจริญที่อุณหภูม ิ(°C) 

4 

 

- 

 

- 

 

- 

10 + + + 

30 + + + 

37 + - - 

45 - - - 

การเจริญที่พีเอช 4.3 + - - 
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 จากการตรวจสอบขอมูลทางชีวเคมี พบวาแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1   J6.2 และ 

J15.4 มีความใกลเคียงกับ Sreptomyces enissocaesillis  Streptomyces parvulus และ 

Streptomyces variabilis ตามลําดับ และไดมีการนํา Streptomyces sp. สายพันธุ J6.2 มาใชใน

การผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเนื่องจากมีฤทธิ์ในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียแบบ board 

spectrum และมีฤทธิ์ยับย้ังเซลลมะเรง็ตับแบบจาํเพาะเจาะจง ซึ่งเปนคณุสมบตัทิี่นาสนใจ

เนื่องจากในปจจุบันมงีานวิจัยที่คนพบสารยับย้ังเซลลมะเรง็ตับไมมากนัก นอกจากนี้ จาก

การศึกษากลไกการยับย้ังเซลลมะเรง็พบวา สารสกัดจาก Streptomyces sp. สายพันธุ J6.2 ทาํ

ใหเซลลมะเรง็ตายแบบอะพ็อบโทซิส 

 ไดมีรายงานการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพหลายชนิดจาก Streptomyces parvulus 

ทั้งสารปฏิชีวนะ สารออกฤทธิ์ยับย้ังไวรัส มาลาเรีย และเซลลมะเรง็ ซึ่งในปจจุบนั สารออกฤทธิ์

บางตัวไดมีการผลิตในระดับอุตสาหกรรม และขายเชิงพาณิชยแลว เชน actinomycinD ของบริษัท 

Sigma และ manumycin A ของบริษัท Calbiochem และบริษัท Sigma เปนตน Kleeff และคณะ 

(2000) ไดรายงานการออกฤทธิ์ในการกระตุนอะพ็อบโทซิส ของ actinomycin D อีกทั้งยังสามารถ

ยับย้ังการเจรญิของเซลลมะเรง็ตับออนได 

 Kawamura และคณะ (2003) พบวา borrelidin ซึ่งสรางจาก Streptomyces parvulus 

เปนสารออกฤทธิ์ยับย้ังการขยายตัวของหลอดเลือด ยับย้ังการแพรกระจายของเซลลมะเรง็เยื่อบุผิว 

และกระตุนการตายแบบอะพ็อบโทซิสของเซลลมะเรง็ โดยใชกลไกการยับย้ังเอนไซม threonyl-

tRNA synthetase โครงสรางโมเลกุลของ borrelidin แสดงดงัรปูที ่5.1 

  

 

 

 

 

รูปที ่5.1 โครงสรางโมเลกุลของ borrelidin 

 

 Kainuma และคณะ (1997) พบวา manumycin ซ่ึงเปนสารที่สรางจาก Streptomyces 

parvulus เปนสารที่ออกฤทธิ์ยับย้ังการเจริญ และการแพรกระจายของเซลลมะเรง็ตับออน 4 ชนดิ 

คือ SUIT-2 MIAPaCa-2 AsPC-1 BxPC-3 โดยมีกลไกการทํางานคือ ยับย้ังเอนไซมที่กอใหเกิด

มะเรง็แบบแขงขัน โครงสรางโมเลกุลของ manumycin แสดงดังรูปที ่5.2 
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รูปที่ 5.2 โครงสรางโมเลกุลของ manumycin 

 

 Inbar และ Lapidot (1988) พบสาร Tetrahydropyrimidine A [ THP(A); 2-methyl, 4-

carbonyl, 5-hydroxy-3,4,5,6-tetrahydropyrimidine] และ Tetrahydropyrimidine B [ THP(B); 

2-methyl, 4-carbonyl-3,4,5,6-tetrahydropyrimidine] จาก Streptomyces parvulus 

 การผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพโดย Streptomyces sp. สายพันธุ J6.2 ในอาหารเลี้ยง

เชื้อเหลว 6 ชนิด คือ Nutrient Broth (NB) Malt Extract Broth (MEB) Soluble Starch Broth 

(SSB) Sodium Caseinate Broth (SCB) Glucose Yeast Extract Broth (GYM) และ Tryptic 

Soy Broth (TSB) พบวา อาหารเลี้ยงเชือ้ SCB, GYM และ TSB เปนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ทําให

สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดสูง  

 ในป 1976 Williams และ Katz ไดพัฒนาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะห (synthetic 

media) สําหรับผลิต actinomycin D ซึ่งเปนสารที่กระตุนการอะพ็อบโทซิส และยับย้ังการเจริญ

ของเซลลมะเรง็ตับออน (Kleeff และคณะ, 2000) จาก Streptomyces parvulus ประกอบดวย  

D-fructose   L-gjutamic acid   L-histidine   K2HPO4  MgSO4·7H2O  ZnSO4·7H2O  

CuCl2·2H2O   FeSO4·7H2O และ CoCl2·6H2O สามารถผลิต actinomycin D จาก 

Streptomyces parvulus ไดสูง (500 ถึง 600 μg/ml) และพบวาปริมาณสดัสวนคารบอนตอ

ไนโตรเจน (C/N ratio) ที่เหมาะสม คือ 41.7 สามารถผลิตสารไดปรมิาณมากที่สุด (Williams และ 

Katz, 1976) ตอมาในป 2001 Suosa และคณะ  ไดพฒันาสูตรอาหารตอจาก Williams และ Katz 

พบวา Streptomyces parvulus สายพันธุ DAUFPE3124 สามารถผลิต actinomycin D ไดสูงขึ้น 

200 เปอรเซน็ต เมื่อใชอาหารที่ประกอบดวย  20g/l D(+)fructose     3.57g/l L(-)threonine      

1.0g/l K2HPO4     25mg/l MgSO4·7H2O    25mg/l ZnSO4·7H2O     25mg/l CaCl2·2H2O และ 

25mg/l FeSO4·7H2O (Sousa และคณะ, 2001) 

จากสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพออกจากน้ําเลี้ยงเชื้อ แยกสารใหบริสทุธิด์วยซิลิกา

คอลัมนโครมาโตกราฟ และทดสอบฤทธิ์ของสารที่แยกไดพบวา สารทีไ่ดจากการแยกยังมีฤทธิ์ทาง

ชีวภาพยับย้ังจุลินทรีย Bacillus cereus Staphylococcus aureus และ Pseudomonas 

aeruginosa อีกทั้งสามารถยับย้ังเซลลมะเร็ง HepG2 ได แตไมสามารถยับย้ัง Escherichia coli 

Candida albicans และ Saccharomyces cerevisiae ได ทั้งที่ในการทดสอบเบื้องตนพบวา สาร
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สกัดหยาบสามารถยับย้ังเชื้อทดสอบสามชนดินี้ได ฤทธิ์ทางชีภาพของสารที่แยกไดสูญเสียไป

บางสวน อาจมีสาเหตุเนื่องมาจาก กลไกการออกฤทธิ์ทางชีวภาพบางอยางนั้น จาํเปนตองอาศยั

สารหลายชนิดในการออกฤทธิ์ ถึงแมวาการวิเคราะหโครงสรางของสารบริสุทธิ์จะไมสามารถทําได 

เนื่องจากลักษณะของสารองคประกอบที่มโีมเลกุลใกลเคียงกันมาก แตจากการตรวจสอบลักษณะ

ของสารดวยเทคนคิสเปกโทรสโกป พบวา สารที่สกัดไดจาก Streptomyces parvulus สายพันธุ 

J6.2 นั้น มีสวนประกอบของสารในกลุม อะโรมาติก ไฮโดรคารบอน 

งานวิจัยนี้ไดบรรลุวัตถุประสงค คือ สามารถแยกแอกติโนมัยซิสที่สามารถสรางสารออก

ฤทธิ์ทางชีวภาพยับย้ังจุลินทรีย และเซลลมะเรง็ได ไดจดัจําแนกสกุล และชนดิของแอกติโนมัยซิสที่

แยกได ผลิต สกัด แยกสารใหบริสุทธิ ์และตรวจสอบลักษณะของสารที่แยกได 

 

ขอเสนอแนะในการวิจัย 

 

1. บริเวณชายหาด และปาชายเลน เปนบรเิวณที่มคีวามหลากหลายทางชีวภาพสูง 

จึงเปนบริเวณที่นาสนใจในการคนหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ รวมกับการศึกษาความ

หลากหลายทางชีวภาพ 

2. ตัวอยางอ่ืนๆ นอกจากดิน และทราย ในบริเวณชายหาด และปาชายเลน เชน ราก

พืช ใบพืช และสัตวทะเล มคีวามนาสนใจในการคนหาแอกติโนมัยซิส สายพันธุใหมที่ผลิต

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดเชนกัน 

3. ปจจัยในการผลิตสารออกฤทธิท์างชีวภาพมีหลายประการ เชน แหลงคารบอน 

แหลงไนโตรเจน อณุหภูม ิ การใหอากาศ คาความเปนกรด-ดาง เปนตน ดงันัน้การศกึษา

หาปจจัยที่จะทําใหผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดปริมาณมาก จะชวยใหการผลิตสาร

ออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดมากพอในการใชวิเคราะหทางเคมี 

4. เมื่อแยกสารเพื่อทําสารใหบริสุทธิ์ และตรวจสอบลักษณะสารเบื้องตนแลว ควร

ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารแตละสวนที่แยกไดดวย เนื่องจากฤทธิ์ของสารอาจจะ

สูญเสียไปในระหวางขั้นตอนการสกัด หรอืการทําสารใหบริสทุธิ ์ฤทธิท์างชีวภาพของสารที่

สกัดไดอาจจะตองอาศัยการทํางานรวมกันของสารหลายชนดิ ที่เปนองคประกอบในสารที่

สกัดได ดังนัน้การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในระหวางขั้นตอนการทําสารใหบริสุทธิ์จะ

สามารถทําใหทราบถึงการทาํงานเบื้องตนของสารบริสุทธิ์ที่แยกได 

5. ในสวนสารสกัดจากเมทานอล เปนสวนทีม่ีปริมาณสารมาก แมวาจะมีรูปแบบ

ของขอมูลทางสเปกโทรสโกปที่ไมซับซอน และไมนาสนใจ แตก็เปนโอกาสในการทําสารให

บริสุทธิ์ไดงาย จึงควรนํามาศึกษา และวิเคราะหสารบรสุิทธิท์ี่แยกไดดวย 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรอาหาร สารเคมี และการเตรยีมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. Starch Casein Agar 

 Starch    10 กรัม 

 Casein (vitamin free)  0.3 กรัม 

 CaCO3    0.02 กรัม 

 FeSO4.7H2O   0.01 กรัม 

 KNO3    2 กรัม 

 KH2PO4   2 กรัม 

 MgSO4.7H2O   0.05 กรัม 

 NaCl    2 กรัม 

 Agar    18  กรัม 

 Water    1000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 7.0 – 7.2 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูมิ และความดันมาตรฐาน 

เติม cyclohexamide และ nystatin อยางละ 50 ไมโครกรัมตอมิลลลิิตร ที่ทําใหปลอดเชื้อโดยการ

กรองผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผานการกรองนึ่งฆาเชื้อ

แลว ที่อุณหภูมิ 50 °C 

 

2. Mueller-Hinton agar 

Beef extract   2.0 กรัม 

Acid casein hydrolysate  17.5 กรัม 

Starch    1.5 กรัม 

Agar    17.0 กรัม 

Water    1,000  มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 7.3 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิและความดนัมาตรฐาน 
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3. Sabouraud Agar 

Bacto peptone   10.0 กรัม 

Glucose    4.0 กรัม 

Agar    20.0 กรัม 

Water    1,000  มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 5.6 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิและความดนัมาตรฐาน 

 

4. Sabouraud Broth 

Bacto peptone   10.0 กรัม 

Glucose    4.0 กรัม 

Water    1,000  มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 5.6 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิและความดนัมาตรฐาน 

 

5. PDA (Potato dextrose agar) 

Potato    200.0 กรัม 

Glucose    20.0 กรัม 

Agar    20.0 กรัม 

Water    1,000  มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิและความดนัมาตรฐาน 

 

6. TSA (Tryptic Soy Agar) 

Bacto tryptone   17.0 กรัม 

Bacto soytone   3.0 กรัม 

NaCl    5.0 กรัม 

K2HPO4    2.5 กรัม 

Glucose    2.5 กรัม 

Agar    15.0 กรัม 

Water    1,000  มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิและความดนัมาตรฐาน 

 

 



 120 

7. TSB (Tryptic Soy Broth) 

Bacto tryptone   17.0 กรัม 

Bacto soytone   3.0 กรัม 

NaCl    5.0 กรัม 

K2HPO4    2.5 กรัม 

Glucose    2.5 กรัม 

Water    1,000  มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิและความดนัมาตรฐาน 

 

8. Manitol Mungbean 

ถ่ัวเขียวบด    20.0 กรัม 

น้ําประปา    500 มิลลิลิตร 

ตมจนเดือด (10-15 นาที) 

D-manitol    20.0 กรัม 

Agar    18.0 กรัม 

Water (เติมอกี 500 ml)  1,000  มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิและความดนัมาตรฐาน 

 

9. SCA (Sodium Caseinate Agar) 

Sodium Caseinate   2.0 กรัม 

K2HPO4    0.5 กรัม 

MgSO4    0.2 กรัม 

FeCl3    0.01 กรัม 

Agar    18.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 6.8 – 7.0 นึ่งฆาเชื้อเช้ือที่อณุหภูมิ และความดันมาตรฐาน 
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10. SCB (Sodium Caseinate Broth) 

Sodium Caseinate   2.0 กรัม 

K2HPO4    0.5 กรัม 

MgSO4    0.2 กรัม 

FeCl3    0.01 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 6.8 – 7.0 นึ่งฆาเชื้อเช้ือที่อณุหภูมิ และความดันมาตรฐาน 

 

11. NA (Nutrient Agar) 

Beef extract   1.0 กรัม 

Peptone    5.0 กรัม 

NaCl    8.0 กรัม 

Agar    18.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 6.8 – 7.0 นึ่งฆาเชื้อเช้ือที่อณุหภูมิ และความดันมาตรฐาน 

 

12. NB (Nutrient Broth) 

Beef extract   1.0 กรัม 

Peptone    5.0 กรัม 

NaCl    8.0 กรัม 

Agar    18.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 6.8 – 7.0 นึ่งฆาเชื้อเช้ือที่อณุหภูมิ และความดันมาตรฐาน 

 

13. MEA (Malt Extract Agar) 

Malt extract   2.0 กรัม 

Peptone    1.0 กรัม 

Glucose    20.0 กรัม 

Agar    18.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 6.8 – 7.0 นึ่งฆาเชื้อเช้ือที่อณุหภูมิ และความดันมาตรฐาน 
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14. MEB (Malt Extract Broth) 

Malt extract   2.0 กรัม 

Peptone    1.0 กรัม 

Glucose    20.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 6.8 – 7.0 นึ่งฆาเชื้อเช้ือที่อณุหภูมิ และความดันมาตรฐาน 

 

15. SSA (Soluble Starch Agar) 

Soluble Starch   10.0 กรัม 

Glycerol    10.0 กรัม 

Yeast extract   2.0 กรัม 

(NH4)2SO4    3.0 กรัม 

MgSO4    1.0 กรัม 

Agar    18.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 6.8 – 7.0 นึ่งฆาเชื้อเช้ือที่อณุหภูมิ และความดันมาตรฐาน 

 

16. SSB (Soluble Starch Broth) 

Soluble Starch   10.0 กรัม 

Glycerol    10.0 กรัม 

Yeast extract   2.0 กรัม 

(NH4)2SO4    3.0 กรัม 

MgSO4    1.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 6.8 – 7.0 นึ่งฆาเชื้อเช้ือที่อณุหภูมิ และความดันมาตรฐาน 

 

17. GYM (Glucose Yeast Malt Extract) 

Glucose    4.0 กรัม 

Yeast extract   4.0 กรัม 

Malt extract   10.0 กรัม 

Calcium carbonate   2.0 กรัม 
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Water    1,000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 7.2 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิและความดนัมาตรฐาน 

 

18. Tryptone Yeast Extract Agar (ISP1) 

Tryptone    5.0 กรัม 

Yeast Extract   3.0 กรัม 

Agar    18.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิและความดนัมาตรฐาน 

 

19. Yeast Malt Extract Agar (ISP2) 

Malt extract   10.0 กรัม 

Yeast extract   4.0 กรัม 

Glucose    4.0 กรัม 

Agar    18.0 กรัม 

Water    1,000  มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิและความดนัมาตรฐาน 

 

20. Oat Meal Agar (ISP3) 

ขาวโอต (oat meal)   20 กรัม 

Trace salts solution  1.0 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ก หมายเลข 30) 

Agar    18.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ตมขาวโอตในน้ํากลั่นประมาณ 20 นาที นํามากรองผานผาขาวบาง เติมน้ํากล่ันลงไปใน

อาหารจนครบ 1,000 มิลลิลิตร เติม Trace salts solution ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่

อุณหภูม ิและความดันมาตรฐาน 

 

21. Inorganic Salts Starch Agar (ISP4) 

Soluble starch   10.0 กรัม 

K2HPO4    1.0 กรัม 

MgSO4·7H2O   1.0 กรัม 



 124 

NaCl    1.0 กรัม 

(NH4)2SO4    2.0 กรัม 

CaCO3    2.0 กรัม 

Trace salts solution  1.0 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ก หมายเลข 30) 

Agar    20.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 7.2 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิและความดนัมาตรฐาน 

 

22. Glycerol Asparagine Agar (ISP5) 

Glycerol    10.0 กรัม 

L- Asparagine   1.0 กรัม 

K2HPO4    1.0 กรัม 

Trace salts solution  1.0 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ก หมายเลข 30) 

Agar    20.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 7.2 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิ110 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว เปนเวลา 10 นาที 

 

23. Peptone Yeast Extract Iron Agar (ISP6) 

Bacto peptone   15.0 กรัม 

Proteose peptone   5.0 กรัม 

Ferric ammonium citrate  0.5 กรัม 

K2HPO4    1.0 กรัม 

Na2SO4    0.08 กรัม 

Yeast extract   1.0 กรัม 

Agar    18.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิและความดนัมาตรฐาน 
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24. Nitrate Agar 

Beef extract   3.0 กรัม 

Bacto peptone   5.0 กรัม 

KNO3    2.0 กรัม 

Agar    5.0 กรัม 

Water     1,000  มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิและความดนัมาตรฐาน 

 

25. Tyrosine Agar 

Glycerol    15.0 กรัม 

L- Tyrosine    0.5 กรัม 

L- Asparagine   1.0 กรัม 

K2HPO4    0.5 กรัม 

MgSO4·7H2O   1.0 กรัม 

FeSO4·7H2O   0.1 กรัม 

Trace salts solution  1.0 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ก หมายเลข 30) 

Agar    20.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 7.2 – 7.4 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูมิ 110 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว เปนเวลา 10 นาที 

 

26. Modified Bennett’s Agar 

Beef extract   1.0 กรัม 

Glycerol    10.0 กรัม 

Bacto peptone   2.0 กรัม 

Yeast extract   1.0 กรัม 

Agar    15.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 7.3 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิ110 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว เปนเวลา 10 นาที 
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27. Bennett’s Agar 

Glucose    10.0 กรัม 

Yeast extract   1.0 กรัม 

Bacto peptone   2.0 กรัม 

Beef extract   1.0 กรัม 

Agar    18.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิและความดนัมาตรฐาน 

 

28. Basal Medium Agar 

MgSO4·7H2O   0.5 กรัม 

NaCl    0.5 กรัม 

FeSO4·7H2O   0.01 กรัม 

K2HPO4    1.0 กรัม 

Agar    12.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิ110 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว เปนเวลา 10 นาที 

 

29. Carbon Utilization Agar 

(NH4)2SO4     2.64 กรัม 

KH2PO4     2.38 กรัม 

K2HPO4     1.0 กรัม 

MgSO4·7H2O    1.0 กรัม 

NaCl     1.0 กรัม 

MgSO4·7H2O    0.5 กรัม 

Pridham and Gottlieb trace salts solution 1.0 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ก หมายเลข 31) 

Agar     12.0 กรัม 

Water     1,000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิ110 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว เปนเวลา 10 นาที 
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30. Trace Salts Solution 

FeSO4·7H2O   0.1 กรัม 

MnCl2    0.1 กรัม 

ZnSO4·7H2O   0.1 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อโดยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผาน

การฆาเชื้อแลว ที่อุณหภูมิ 45 – 50 องศาเซลเซียส 

 

31. Pridham and Gottlieb trace salts solution 

CuSO4·7H2O   0.64 กรัม 

FeSO4·7H2O   0.11 กรัม 

MnCl2    0.79 กรัม 

ZnSO4·7H2O   0.15 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อโดยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผาน

การฆาเชื้อแลว ที่อุณหภูมิ 45 – 50 องศาเซลเซียส 

 

32. 0.5 McFarland Standard 

BaCl3    0.048 M ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 

H2SO4    0.36 M ปริมาตร 99.5 มิลลิลิตร 

อานคาความดดูกลืนแสง ทีค่วามยาวคลื่น 625 นาโนเมตร ใหอยูในชวง 0.08 – 0.10 
 
33. Vanillin solution 

Vanillin    4.5 กรัม 

95% ethanol   95 มิลลิลิตร 

Sulfuric acid   0.5 มิลลิลิตร 

ละลายใหเขากัน เก็บรักษาไวที่อุณหภูมหิองในขวดสีชา
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ภาคผนวก ข 
อาหาร สารเคมี และวิธีเตรียมที่ใชในการเพาะเล้ียงเซลล 

 

1. RPMI1640 (stock reagent) 

 อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ผงสําเร็จรูป         10.4    กรัม 

 โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต     2    กรัม 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร กวนใหเปนเนื้อเดียวกัน 

ปรับคาความเปนกรด-ดาง ใหมคีาประมาณ 6.9-7.4 ดวย 1N HCl ปรบัใหไดปริมาตร 1 ลิตร ทํา

ใหปราศจากเชื้อโดยกรองผานหัวกรองอาหารเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อขนาด 0.22 ไมโครเมตร ลง

ในขวดใสอาหารเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อขวดละ 90 มิลลิลิตร   ปดฝาและพันพาราฟลม เก็บใน

ตูเย็นที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

 

2. อาหารเลี้ยงเซลล RPMI1640 ที่ม ี10 % Fetal bovine serum (working medium) 

อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 (stock reagent) 90 มิลลิลิตร 

Fetal bovine serum     10 มิลลิลิตร 

Gentamycin (100 mg/ml)                                        100 ไมโครลิตร 

 

3. MTT solution 

 MTT        50    มิลลิกรัม 

 PBS  (สําหรับทําการเพาะเลี้ยงเซลลเทานัน้)  10    มิลลิลิตร 

 ละลาย MTT ใน PBS ใสในหลอดฝาเกลียวขนาด 15 มิลลิลิตร ที่ปลอดเชื้อผสมใหเขากัน    

กรองผานชดุกรองสําเร็จรูปปราศจากเชื้อขนาด 0.22 ไมโครเมตร (ทําในตูปลอดเชื้อ) แบงใสหลอด 

ไมโครเซนติฟวจที่ปลอดเชื้อขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 มิลลิลิตร หุมดวยแผนฟอยด เก็บที่

อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 

 หมายเหต ุMTT เปนสารกอมะเรง็ ตองสวมทุกมือกอนชั่งหรือเตรียมสารทุกครั้ง 

 

 

 

 

 

 



 129 

4. 1X PBS ปริมาตร 1 ลติร 

 NaCl      8 กรัม 

 KCl       0.2 กรัม 

 Na2HPO4·12H2O     3.63 กรัม 

 KH2PO4      0.24 กรัม 

เติมน้ํากล่ัน 1 ลิตร ละลายใหเขากัน ปรับ pH ใหเทากับ 7.4 นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เก็บรักษาไวที่อุณหภูม ิ4 

องศาเซลเซียส 

 

5. 0.04 N HCl  ใน isopropanol ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

ตวง isopropanol 80 มิลลิลิตร ในกระบอกตวงขนาด 100 มิลลิลิตร 

เติม HCl 0.331 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 100 ml ดวย isopropanol ปดฝา และเก็บรักษาที่

อุณหภูมหิอง 
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ภาคผนวก ค 
สารเคมี และวิธีการเตรยีมที่ใชในเทคนิคทางอณูพนัธุศาสตร 

 
1. 1 M Tris-HCl   (pH 8) ปริมาตร 1 ลิตร          

Tris base   121    กรัม 

 น้ํากล่ัน    800    มิลลิลิตร 

ละลาย Tris base ใหเขากัน ปรับ pH ใหเทากับ 8 จากนั้นเติมน้ํากลั่นจนปริมาตรเปน 1 

ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 

นาที เก็บรักษาไวที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 

 

2. 0.5 M EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) ปรมิาตร 1 ลิตร          

EDTA    186.10 กรัม 

 น้ํากล่ัน    800 มิลลิลิตร 

ละลาย EDTA ใหเขากัน ปรบั pH ใหเทากับ 8 จากนั้นเติมน้ํากลั่นจนปรมิาตรเปน 1 ลิตร 

นําไปนึ่งฆาเชือ้ ที่อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

เก็บรักษาไวที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 

 

3. Washing buffer ปรมิาตร 200 มิลลิลิตร 

PVP (Polyvinylpyrrolidone) 2 กรัม 

 Ascorbic acid   1.76    กรัม 

 1 M Tris-HCl (pH 8.0)  20    มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1)                 

 2-mercaptoethanol  4    มิลลิลิตร 

เติมน้ํากล่ันปลอดเชื้อจนไดปริมาตรเปน 200 มิลลลิิตร ผสมใหเขากัน เก็บรักษาไวที่

อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส  

 

4. 2X CTAB lysis buffer ปริมาตร 200 มิลลลิิตร  

 CTAB    4     กรัม 

 1 M Tris-HCl (pH 8.0)  20   มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) 

0.5 M EDTA (pH 8.0)  8    มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 2) 

 NaCl    16.36 กรัม 

 2-mercaptoethanol  1    มิลลิลิตร 
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เติมน้ํากล่ันปลอดเชื้อ จนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลติร ผสมใหเขากัน เก็บรักษาไวที่

อุณหภูมหิอง 

 

5. Choloroform/isoamyl alcohol (24: 1 v/v) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

Choloroform   192 มิลลิลิตร 

 Isoamyl alcohol  8    มิลลิลิตร 

 

6. 20 % Polyethylene glycol 6000 (PEG) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

Polyethylene glycol 6000 20    กรัม 

 NaCl    14.61   กรัม 

เติมน้ํากล่ันปลอดเชื้อจนไดปริมาตรเปน 200 มิลลลิิตร ผสมใหเขากัน เก็บรักษาไวที่

อุณหภูมหิอง 

 

7. Tris-EDTA buffer (TE buffer) ปริมาตร 1 ลิตร 

1 M Tris-HCl (pH 8)  10    มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) 

 0.5 M EDTA (pH 8)  2   มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 2) 

เติมน้ํากล่ันจนไดปริมาตรเปน 1 ลิตร แลวผสมใหเขากัน นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิหอง 

 

8. Ethidium bromide, 10 มิลลิกรัมตอมิลลลิิตร ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

Ethidium bromide  0.2    กรัม 

น้ํากล่ัน    20   มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากันเก็บรักษาไวในขวดสีชา ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส    

 

9. 1.5% Agarose gel (w/w) 

Agarose   1.65 กรัม 

0.5 X TBE (pH 8)  110 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 2) 

 Ethidium bromide  4 ไมโครลิตร 

 ผสมใหเขากันแลวหลอมโดยใชความรอนจนใสเปนเนื้อเดียวกัน เก็บรักษาไวที่

อุณหภูมหิอง 

 



 132 

ภาคผนวก ง 
วิธีการทดลอง 

 

1. การวัดคา pH ของดนิ (คาความเปนกรด - ดาง ของดิน) 

ชั่งดนิตัวอยาง 10 กรัม เติมน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร (1:1) นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาแบบหมนุ 

(rotary shaker) ที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที จากนั้นตัง้ทิง้ไวใหดิน

ตกตะกอน และนําไปวัดคา pH ดวย pH meter 

 

2. เทคนคิการทํา slide culture 

นําแผน cover slip ที่ปราศจากเชื้อวางลงในจานเลี้ยงเชือ้ เทอาหารเลีย้งเชื้อแข็งทับแผน 

cover slip และทิ้งไวใหอาหารแข็ง จากนั้นตดัอาหารเลีย้งเชื้อแข็งที่อยูบนแผน cover slip 

ออกเปนรูปสี่เหล่ียมจัตุรัส โดยใหเหลืออาหารไวบางสวน เข่ียสปอรของแอกติโนมัยซิสลงบน

อาหารเลี้ยงเชือ้รอบๆหลุมทีต่ดัเอาไว นําไปบมที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 – 14 วัน 

เพื่อใหเชื้อสรางสปอร จากนั้นตดัแผน cover slip ที่มีเสนใยของเชื้อเจรญิอยู มายอมดวยสี lacto 

phenol cotton blue แลวนําไปสองดูดวยกลองจุลทรรศน 

 

3. การเตรียมตัวอยางเพื่อสองกลองจุลทรรศนอิเลค็ตรอนแบบสองกราด 

3.1) การตรงึตวัอยาง ทําโดยการนําตัวอยางทีต่องการจะศึกษามาตัดใหเปนชิ้นขนาดที่

เหมาะสม นําไปอังดวยไอของออสเมียมเตตรอกไซด (osmium tetaoxide; OsO4) บมในที่ชืน้ 

อุณหภูม ิ20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 – 2 ชั่วโมง ภายในตูดดูควัน 

3.2) การขจัดน้ําออก (dehydration) โดยการนําตัวอยางแชในเอทานอลความเขมขน 30, 50, 

70, 90 เปอรเซนตตามลําดบั ข้ันตอนละ 10 – 20 นาที จากนั้น แชในเอทานอลบริสุทธ 10 นาท ีอีก

3 ครั้ง 

3.3) การทําตวัอยางใหแหง โดยการทําแหง ณ จดุวิกฤต (critical point drying) โดยการใช

เครื่องทําใหแหง (critical dryer, model SAMDRI-780) 

 3.4) นําตัวอยางไปติดยังแทนทองเหลือง ดวยการติดตัวอยางที่นําไฟฟาได 

(electronconductive adhesive) 

 3.5) นําตัวอยางไปเคลือบผวิดวยทอง ความหนาประมาณ 20 นาโนเมตร โดยใชเครื่อง Ion 

sputter coater, model JSC- 110 

3.6) นําตัวอยางไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบสองกราด JEOL รุน JSM-5410 

LV, Japan  
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ภาคผนวก จ 
ตารางแสดงผลการทดลอง 

 

ตารางที่ 1 คาการดูดกลืนแสงเมื่อทดสอบการยับย้ังเซลลมะเรง็ชนดิตางๆดวยสารสกัดจาก      

แอกติโนมัยซิส ทดสอบดวยวิธี MTT  

คา OD 540 เมื่อทดสอบดวยวิธี MTT test 

KatoIII HepG2 SW620 BT474 Jurkat 

ช่ือตัวอยาง 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 

no cell 0.059 0.046 0.121 0.048 0.136 0.068 0.076 0.05 0.065 0.066 

no sample 0.311 0.287 0.142 0.157 0.795 0.819 0.121 0.128 0.619 0.572 

5 ul EtOH 0.244 0.195 0.153 0.14 0.582 0.513 0.101 0.08 0.423 0.412 

P1.1 0.256 0.204 0.142 0.135 0.348 0.577 0.076 0.07 0.41 0.417 

P3.1 0.172 0.151 0.11 0.125 0.481 0.51 0.08 0.076 0.431 0.517 

P3.2 0.206 0.201 0.16 0.096 0.5 0.307 0.111 0.077 0.455 0.302 

P4.1 0.129 0.125 0.116 0.08 0.272 0.221 0.067 0.06 0.276 0.303 

P7.2 0.148 0.127 0.098 0.085 0.437 0.413 0.072 0.075 0.779 0.317 

P15.1 0.198 0.12 0.074 0.113 0.27 0.336 0.065 0.071 0.307 0.322 

P16.1 0.148 0.148 0.085 0.119 0.305 0.404 0.086 0.075 0.346 0.413 

P17.1 0.182 0.216 0.147 0.083 0.48 0.288 0.09 0.069 0.341 0.284 

P18.1 0.171 0.158 0.088 0.068 0.278 0.219 0.078 0.069 0.284 0.269 

P19.1 0.132 0.116 0.065 0.066 0.367 0.342 0.077 0.083 0.272 0.271 

J1.1 0.126 0.072 0.068 0.069 0.139 0.205 0.073 0.089 0.29 0.295 

J1.2 0.124 0.132 0.094 0.092 0.257 0.336 0.085 0.081 0.315 0.384 

J1.4 0.061 0.055 0.071 0.051 0.148 0.059 0.077 0.056 0.245 0.226 

J1.5 0.177 0.163 0.075 0.088 0.377 0.387 0.058 0.058 0.269 0.27 

J2.2 0.089 0.067 0.062 0.061 0.176 0.159 0.05 0.064 0.256 0.26 

J4.2 0.185 0.102 0.078 0.086 0.225 0.306 0.063 0.067 0.32 0.326 

J5.3 0.091 0.127 0.068 0.109 0.312 0.426 0.066 0.063 0.303 0.435 

J6.1 0.104 0.123 0.128 0.068 0.612 0.386 0.078 0.06 0.482 0.249 

J6.2 0.174 0.211 0.054 0.055 0.298 0.091 0.062 0.085 0.277 0.28 

J6.3 0.135 0.134 0.088 0.079 0.19 0.161 0.07 0.071 0.316 0.27 

J6.4 0.122 0.081 0.069 0.098 0.175 0.204 0.067 0.067 0.285 0.273 
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ตารางที่ 1 (ตอ) คาการดดูกลืนแสงเมื่อทดสอบการยับย้ังเซลลมะเร็งชนดิตางๆดวยสารสกัดจาก      

แอกติโนมัยซิส ทดสอบดวยวิธี MTT  

 

คา OD 540 เมื่อทดสอบดวยวิธี MTT test 

KatoIII HepG2 SW620 BT474 Jurkat ช่ือ

ตัวอยาง 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 

J8.1 0.132 0.12 0.11 0.099 0.365 0.46 0.086 0.073 0.313 0.37 

J9.1 0.227 0.274 0.133 0.098 0.471 0.239 0.089 0.059 0.296 0.267 

J9.5 0.19 0.202 0.056 0.06 0.346 0.305 0.06 0.054 0.256 0.245 

J10.1 0.086 0.087 0.075 0.073 0.189 0.205 0.053 0.056 0.233 0.244 

J12.1 0.096 0.065 0.056 0.059 0.154 0.142 0.065 0.07 0.251 0.272 

J12.3 0.163 0.144 0.154 0.113 0.373 0.503 0.092 0.075 0.326 0.403 

J12.4 0.081 0.085 0.173 0.054 0.202 0.096 0.1 0.073 0.335 0.272 

J13.3 0.131 0.242 0.075 0.073 0.219 0.236 0.079 0.072 0.258 0.236 

J13.4 0.196 0.105 0.103 0.078 0.233 0.246 0.075 0.073 0.287 0.275 

J13.6 0.216 0.169 0.127 0.183 0.444 0.554 0.074 0.088 0.369 0.424 

J14.3 0.19 0.169 0.097 0.091 0.264 0.329 0.082 0.079 0.281 0.331 

J15.1 0.105 0.269 0.167 0.105 0.103 0.085 0.082 0.055 0.334 0.312 

J15.2 0.269 0.309 0.124 0.092 0.328 0.371 0.063 0.058 0.33 0.309 

J15.4 0.216 0.299 0.184 0.096 0.496 0.559 0.063 0.067 0.331 0.336 

J16.2 0.168 0.147 0.073 0.125 0.374 0.435 0.067 0.072 0.345 0.379 

J19.2 0.325 0.256 0.141 0.142 0.086 0.975 0.111 0.126 0.682 0.858 

no cell 0.077 0.069 0.079 0.058 0.083 0.063 0.058 0.051 0.075 0.067 

5ul EtOH 1.022 0.987 0.131 0.165 0.94 0.915 0.154 0.161 0.377 0.323 

J20.1 1.061 1.274 0.164 0.18 0.915 0.962 0.138 0.142 0.518 0.593 

J20.2 0.853 0.963 0.155 0.17 0.728 0.778 0.116 0.161 0.401 0.456 

B2.4 0.898 0.892 0.118 0.122 0.602 0.599 0.133 0.084 0.404 0.317 

R1.2 0.1005 0.946 0.124 0.098 0.575 0.538 0.078 0.084 0.311 0.296 

R1.3 0.972 0.1005 0.09 0.095 0.333 0.334 0.06 0.056 0.294 0.28 

R3.1 0.846 0.829 0.124 0.145 0.618 0.713 0.088 0.097 0.307 0.305 
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ตารางที่ 2 คาการดูดกลืนแสงที ่600 นาโนเมตร ของจุลินทรียทดสอบ เมื่อทดสอบการยับย้ังการ

เจรญิดวยสวนผสมของสารทีส่กัดไดจากแอกติโนมัยซิส สายพันธุ J6.2 
 

B. cereus S. aureus 

 1 2 3 maen 1 2 3 mean 

positive 0.12 0.13 0.13 0.13 0.11 0.12 0.11 0.11 

negative 0.16 0.34 0.34 0.34 0.56 0.60 0.55 0.57 

fraction1 0.62 0.52 0.19 0.57 0.19 0.24 0.23 0.22 

fraction2 0.17 0.20 0.27 0.21 0.38 0.37 0.36 0.37 

fraction3 0.09 0.09 0.09 0.09 0.11 0.11 0.10 0.11 

fraction4 0.49 0.24 0.28 0.26 0.13 0.13 0.12 0.13 

fraction5 0.43 0.44 0.33 0.44 0.12 0.12 0.12 0.12 

fraction6 0.09 0.09 0.10 0.09 0.11 0.12 0.10 0.11 

fraction7 0.49 0.09 0.09 0.09 0.10 0.10 0.10 0.10 

fraction8 0.22 0.19 0.19 0.20 0.27 0.23 0.22 0.24 

fraction9 0.23 0.20 0.23 0.22 0.20 0.21 0.19 0.20 

fraction10 0.19 0.18 0.14 0.17 0.14 0.14 0.13 0.14 

fraction11 0.16 0.14 0.15 0.15 0.13 0.14 0.13 0.13 

fraction12 0.14 0.13 0.12 0.13 0.10 0.11 0.10 0.10 

fraction13 0.21 0.12 0.36 0.23 0.10 0.11 0.10 0.10 

fraction14 0.59 0.57 0.19 0.58 0.17 0.17 0.17 0.17 

E. coli P. aeruginosa 

 1 2 3 mean 1 2 3 mean 

positive 0.11 0.12 0.32 0.12 0.19 0.17 0.42 0.18 

negative 0.69 0.99 0.74 0.81 1.10 1.40 1.14 1.21 

fraction1 0.88 1.12 1.13 1.04 0.80 0.96 0.02 0.88 

fraction2 0.85 1.12 0.99 0.99 0.54 0.81 0.63 0.66 

fraction3 0.53 0.80 0.63 0.65 0.26 0.31 0.56 0.29 

fraction4 0.65 0.95 0.82 0.81 0.41 0.42 0.63 0.42 

fraction5 0.65 0.93 0.70 0.76 0.61 0.78 0.58 0.66 

fraction6 0.66 0.91 0.71 0.76 0.78 0.94 0.75 0.82 

fraction7 0.65 0.76 0.66 0.69 1.12 1.18 0.86 1.05 

fraction8 0.78 1.06 0.82 0.89 0.84 1.00 0.79 0.88 

fraction9 0.91 1.13 0.93 0.99 0.78 0.95 0.87 0.87 

fraction10 0.91 1.11 0.87 0.96 0.53 0.75 0.86 0.71 

fraction11 0.86 1.08 0.84 0.93 0.49 0.80 0.93 0.74 

fraction12 0.84 1.02 0.83 0.90 0.45 0.70 0.76 0.64 

fraction13 0.88 1.02 0.88 0.93 0.58 0.80 0.74 0.71 

fraction14 0.78 1.03 0.85 0.89 0.86 1.12 1.13 1.04 
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ตารางที่ 2 (ตอ) คาการดดูกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ของจุลินทรียทดสอบ เมื่อทดสอบการยับย้ัง

การเจริญดวยสวนผสมของสารที่สกัดไดจากแอกติโนมยัซิส สายพันธุ J6.2 
 

C. albicans S. cerevisiae 

  1 2 3 mean 1 2 3 mean 

positive 0.20 0.29 0.23 0.24 0.25 0.26 0.38 0.26 

negative 0.66 0.62 0.50 0.59 0.38 0.49 0.41 0.43 

fraction1 0.50 0.48 0.53 0.50 0.75 0.78 0.98 0.84 

fraction2 0.53 0.54 0.47 0.51 0.42 0.43 0.31 0.39 

fraction3 0.51 0.50 0.44 0.48 0.40 0.44 0.41 0.42 

fraction4 0.59 0.57 0.46 0.54 0.34 0.56 0.42 0.44 

fraction5 0.62 0.61 0.54 0.59 0.35 0.51 0.38 0.41 

fraction6 0.59 0.72 0.60 0.64 0.31 0.35 0.28 0.31 

fraction7 0.71 0.73 0.66 0.70 0.28 0.47 0.35 0.37 

fraction8 0.65 0.57 0.64 0.62 0.82 0.77 0.47 0.69 

fraction9 0.41 0.54 0.51 0.49 0.46 0.54 0.45 0.48 

fraction10 0.40 0.51 0.54 0.48 0.44 0.55 0.55 0.51 

fraction11 0.44 0.49 0.35 0.43 0.35 0.46 0.55 0.45 

fraction12 0.48 0.55 0.47 0.50 0.39 0.43 0.51 0.44 

fraction13 0.49 0.63 0.59 0.57 0.47 0.50 0.46 0.48 

fraction14 0.73 0.80 0.75 0.76 0.59 0.73 0.65 0.66 
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ภาคผนวก ฉ 
ขอมูลสเปกโทรสโกป 

 

 

 
รูปที ่1 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 1 (สวนที่ 1 – 40)  
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รูปที ่2 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 2 (สวนที่ 41-56)  

 

 

 
รูปที ่3 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 3 (สวนที่ 57-58)  
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รูปที ่4 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 4 (สวนที่ 59-63)  

 

 
รูปที ่5 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 5 (สวนที่ 64-69)  

 



 140 

 
รูปที ่6 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 6 (สวนที่ 70-76)  

 

 

 
รูปที ่7 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 7 (สวนที่ 77-80)  
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รูปที ่8 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 8 (สวนที่ 81-85)  

 

 

 
รูปที ่9 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 9 (สวนที่ 86-89) 
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รูปที ่10 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 10 (สวนที่ 90-93)  

 

 
รูปที ่11 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 11 (สวนที่ 94-96)  
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รูปที ่12 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 12 (สวนที่ 97-100)  

 

 

 
รูปที ่13 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 13 (สวนที่ 101-103)  
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รูปที ่14 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 14 (สวนที่ 104-200)  

 

 

 
รูปที ่15 คารบอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 4 (สวนที่ 59 – 63)  

 



 145 

 
รูปที ่16 แมสสเปกตรัมของสวนผสมที่ 4 (สวนที่ 59 – 63) 

รูปที ่17 อินฟราเรดสเปกตรมัของสวนผสมที่ 4 (สวนที่ 59 – 63) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นายณัฐชัย เกงพิพัฒน เกิดเมื่อวันที ่31 ธันวาคม 2525 ที่อําเภอบางใหญ จงัหวัดนนทบรุี 

เปนบุตรของ นายณัฐพัชร เกงพิพัฒน และนางสรุักษา เกงพิพัฒน เขาศึกษาในระดบัประถมศึกษา 

และมัธยมศึกษาที่โรงเรียนกรุงเทพคริสเตียนวิทยาลัย จากนั้นสอบเขาศึกษาตอในระดับอดุมศึกษา 

สําเร็จการศึกษาวิทยาศาสตรบัณฑิต จากภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย ในปการศกึษา 2544 และเขาศกึษาตอในระดบับัณฑิตศึกษา หลักสูตร

เทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยในปเดียวกัน  

 

ผลงานทางวิชาการ 

“Investigation the denitrification method for reduces TKN to be less than 5 mg/l” 

งานวิจัยในการฝกงาน (student trainee project) บรษัิท อายิโนะโมะโตะ (ประเทศไทย) จํากัด 

โรงงานปทุมธานี ปการศึกษา 2543 

 “การตดิตามการยอยสลายฟแนนทรนีของเชื้อ Sphingobium sp. สายพันธุกลาย 

P2::gfp ในระบบนิเวศดนิจําลอง” งานวิจัยในระดับปรญิญาตรี (senior project) ในหลักสตูรจลุ

ชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ปการศึกษา 2544 

“Screening for antimicrobial and antitumor activity of actinomycetes isolated 

from beaches and mangroves in Thailand” การนําเสนอผลงาน (poster presentation) ใน

งานประชุมวิชาการ สมาคมเทคโนโลยีชีวภาพแหงประเทศไทย ปการศกึษา 2549 

 

ทุนการศึกษา 

ทุนอดุหนนุวิทยานิพนธ  ปการศึกษา 2549 

ทุนอดุหนนุการศึกษา  ปการศึกษา 2549 

ทุนผูชวยสอน  ปการศึกษา 2550 
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