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บทที่ 1 
บทนํา 

 

 แอกติโนมัยซิสเปนแบคทีเรียที่มีการสรางเสนใย มีเซลสเปนชนิดโพรคาริโอต เนื่องจากไม

มีเย่ือหุมนิวเคลียส มีสวนประกอบของผนงัเซลสเชนเดียวกับแบคทเีรียแกรมบวก สามารถ

ตานทานสารปฏิชีวนะที่ออกฤทธิ์ทําลายรา แตไวตอสารปฏิชีวนะที่ทาํลายแบคทีเรยี ดีเอนเอของ

แอกติโนมัยซิสมีปริมาณของเบสกวานีน และไซโตซนี (%G+C) สูงกวาดีเอนเอของแบคทีเรียทั่วไป 

ลักษณะเสนใยของแอกติโนมัยซิสจะมีขนาดเสนผานศนูยกลางเล็กกวาเสนใยของรา (Skyes และ 

Skinner, 1973) แอกตโินมัยซิสสืบพันธุโดยการสรางสปอร (sporangiospore) ที่บรรจุอยู

ภายในอัปสปอร (sporangium) อาจแปนสปอรเดี่ยว สปอรคู หรือมีลักษณะเปนสาย โคโลนีของ

แอกติโนมัยซิสมีหลากหลายสี ประกอบดวยสายใยอาหาร (substrate mycelium) และ สายใย

อากาศ (aerial mycelium) (Holt และคณะ, 1994) 

แอกติโนมัยซิสอาศัยอยูทั่วไปในดนิ และสามารถพบไดในสิ่งแวดลอมอื่นๆ  ไดแก น้ํา 

โคลน เนื้อเย่ือพืช และอากาศ แอกติโนมัยซิสมีบทบาทเปนผูยอยสลาย (saprophyte) ใชแหลง

พลังงาน แหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจนจากสารอินทรียในส่ิงแวดลอม โดยเฉพาะสารอินทรีย

ที่มีโครงสรางโมเลกุลซับซอน เชน ลิกโนเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ไคตนิ และเพคตนิ เปนตน 

มากกวา 50 เปอรเซน็ต ของแอกติโนมัยซสิทั้งหมดที่สามารถยับย้ังราได คือ Streptomyces  spp.   

(Lee และ Hwang, 2002) 

 แอกติโนมัยซิสสามารถผลิตสารเมแทบอไลตทตุิยภูมิ (secondary metabolite)ได โดย

หลายชนิดเปนสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive metabolite) ไดแก สารปฏิชีวนะ (antibiotic)           

Kieser และคณะ (2002) ไดรายงานวาสารเมแทบอไลตทตุิยภูมิสวนใหญผลิตไดจากจุลินทรียใน

กลุมแอกติโนมัยซิส โดยผลิตได 61 % ของสารเมแทบอไลตทุติยภูมิทั้งหมดที่ผลิตจากจุลินทรีย 

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

แอกติโนมัยซิสจากดินรงัปลวกในประเทศไทย ที่สามารถสรางสารปฏิชีวนะทําลายแบคทีเรียแกรม

บวก แบคทีเรยีแกรมลบ และราที่กอใหเกิดโรคพืช      Igarashi (2003) รายงานวา แอกติโนมัยซิส

ที่เจรญิในใบพืช     (endophytic actinomycetes) สรางสารที่ชวยในการเจรญิ และการอยูรอด

ของพืช โดยมีสมบัตเิปนสารเรงการเจรญิเติบโต และยังชวยใหพืชตานทานตอโรคพืช นอกจากนี ้

สารปฏิชีวนะจากแอกติโนมยัซิสบางชนิดไดถูกนํามาใชประโยชนในดานการเกษตร เชน 

fungichomin ที่ผลิตโดย Streptomyces padanus ใชควบคุมโรคเนาคอดินในกระหล่ําปลี ทีม่ี

สาเหตุมาจากเชื้อรา     Rhizotonia solani (Shih และคณะ, 2003)  
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สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแอกติโนมัยซิสที่สําคญั นอกจากสารปฏิชีวนะแลว ไดมีการ

คนหาสารออกฤทธิ์ยับย้ังการเจรญิของเซลลมะเรง็ (antitumor) จากแอกติโนมัยซิส ซึ่งไดมีบทบาท

สําคัญในการพัฒนาเปนตัวยารักษาโรคมะเรง็ในชวง 5 ปที่ผานมา (Mayer และ Gustafson, 

2006) ทะเลเปนแหลงทีน่าสนใจในหาคนหาแอกติโนมัยซิส ทีม่ีความสามารถสรางสารยับย้ัง

เซลลมะเร็ง Burkhard (2003) ไดรายงานสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแหลงตางๆในทะเล ที่ไดรบั

การพัฒนาเปนยารักษาโรค รวมถึงสารที่ไดรับการพัฒนาเปนยารักษาโรคมะเรง็ดวย 

ดังนัน้การแยกหาแอกติโนมยัซิสจากบริเวณชายหาด และปาชายเลน ซึง่เปนบริเวณที่มี

ความหลากหลายทางชีวภาพสูง จึงจะเปนโอกาสที่สามารถคนพบแอกติโนมยัซิสสายพันธุที่มี

ความสามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดสูง รวมถึงการคนพบแอกติโนมัยซิสชนดิใหม      

อันเปนประโยชนในการพัฒนาเทคโนโลยีทางชีวภาพ เพื่อใชในอุตสาหกรรมยาตอไป ทัง้ยังเปน

ประโยชนในการพัฒนาความรูดานความหลากหลายทางชีวภาพของแอกติโนมัยซิส ในประเทศ

ไทยอีกประการหนึง่ 

 
วัตถุประสงค 

เพื่อแยกแอกติโนมัยซิสจากดิน และทรายบริเวณชายหาด และปาชายเลนที่สามารถสราง

สารปฏิชีวนะยับย้ังการเจรญิของจุลนิทรีย และสารยับย้ังการเจริญของเซลสมะเรง็ จําแนกชนิด

ของแอกติโนมยัซิสที่คดัเลือก ผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ สกัดแยก และพิสูจนเอกลักษณของ

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพนั้น 

 
ขั้นตอนการวจิัย 

1. เก็บตัวอยางดิน และทราย และแยกแอกติโนมัยซิสจากดิน และทรายตวัอยาง 

2. ทดสอบการสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพเบื้องตน 

3. จําแนกสกุล และชนดิของแอกติโนมัยซิส 

4. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 

5. ผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

6. สกัด และพิสูจนเอกลักษณของสารที่เชื้อสราง 

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
 คนพบแอกติโนมัยซิสที่สามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ และพิสูจนเอกลักษณสาร

นั้นเพ่ือใชเปนประโยชนในอตุสาหกรรมยา ทัง้ยงัเปนขอมูลในการสํารวจหาแอกติโนมัยซิสชนดิ

ใหมในประเทศไทยตอไป 
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บทที่ 2 
 

เอกสาร และงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
2.1) ลักษณะท่ัวไป และแหลงท่ีอยูของแอกติโนมัยซิส 
 
 แอกติโนมัยซิสจัดเปนแบคทีเรียแกรมบวก ที่มีการสรางเสนใย โดยมเีปอรเซน็ตเบสกวานีน 

(guanine) และไซโตซนี (cytocine) สูงกวาแบคทีเรียแกรมบวกทั่วไป (Kieser และคณะ, 2000) 

แมวาแอกติโนมัยซิสจะสามารถสรางเสนใยไดคลายกับรา แตมีลักษณะตางๆที่แตกตางจากราคือ     

แอกติโนมัยซิสไมมีเย่ือหุมนวิเคลียส และไมโทคอนเดรยี (Cross และ Goodfellow, 1973) ผนัง

เซลลของแอกติโนมัยซิสประกอบดวยสารจําพวก 2, 6 diaminopimelic acid alanine glycine 

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

acid) (David, 1959) ซึ่งตางจากผนังเซลลรา เสนใยของแอกติโนมยัซิสมีขนาดเลก็กวารา  คือมี

เสนผานศูนยกลาง         0.5 – 2.0 ไมโครเมตร สายใยของแอกติโนมัยซิสประกอบดวยสายใย

อาหาร (substrate mycelium) และสายใยอากาศ (aerial mycelium) สืบพันธุโดยการสรางสปอร 

โดยมีลักษณะเปนสปอรเดี่ยว สปอรคู สายสปอร หรืออาจมกีารสรางสปอรภายในอับสปอร 

(sporangium)  

 แอกติโนมัยซิสพบไดทั่วไปในสิ่งแวดลอม ไดแก ดนิ น้ํา อากาศ โคลน มูลสัตว และ

สามารถพบแอกติโนมัยซิส อาศัยอยูรวมกันกับพืช Grigorevski-Lima และคณะ (2006) รายงาน

ปริมาณแอกตโินมัยซิสในอากาศ ภายในอาคาร ในกรงุรโิอเดอรจานิโร ประเทศบราซิส มีปริมาณ

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

ซิสบางชนดิสามารถดํารงชวีิตอยูในเนื้อเย่ือพืช (endophytic actinomycete) Cao และคณะ 

(2005) สามารถแยก endophytic streptomycete ไดจากรากกลวย โดยวิธีฆาเชื้อที่พื้นผิว 

(surface sterilization) โดยเชื้อสวนใหญจัดอยูใน genus Streptomyces นอกจากนี้ แอกติโนมยั-

ซิสยังสามารถแยกไดจากสัตวทะเล Sponga และคณะ (1999) ไดสํารวจจุลินทรียในทะเล โดยเก็บ

ตัวอยางจากฟองน้ํา และโคลนใตทะเล พบวา ประมาณครึง่หนึง่ของจุลินทรียทัง้หมดเปน         

แอกติโนมัยซิส และอยูในสกุล Streptomyces  โดยพบในฟองน้ํา 31% และพบในโคลนใตทะเล 

50% นอกจากนี้ยังสามารถพบแอกติโนมัยซิสไดจากไลเคนส ทั้งในเขตอบอุน และเขตหนาว 

(Ignacio และคณะ, 2005) แอกติโนมัยซิสบางชนดิสามารถดํารงชีวิตอยูรวมกับรากพืชโดยจะ

อาศัยในปมรากพืช (nodule) ทําหนาที่ชวยตรึงไนโตรเจนในอากาศ โดยเฉพาะสกุล Frankia 
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2.2) สัณฐานวิทยาของแอกติโนมัยซิส 
 

2.2.1) ลักษณะโคโลนีของแอกติโนมัยซิส และการเพาะเลี้ยง 

การสรางโคโลนีเริ่มตั้งแตการงอกเปนเสนใยแทรกตัวลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ หรือวัสดุยึด

เกาะ พัฒนาเปนสายใยอาหาร จากนั้นเสนใยที่หนาแนนไดเกิดการรวมตัวเปนโคโลนีของเชือ้ 

โคโลนีแอกติโนมัยซิสในระยะแรกอาจมีแตสายใยอาหารเทานั้น หลังจากนั้นจะพัฒนาสายใย

อากาศ หรืออาจมีการสรางสายใยอาหาร และสายใยอากาศพรอมกัน สายใยอากาศของแอกติโน-

มัยซิสจะมีลักษณะชูข้ึนไปบนอากาศทําหนาที่ในการสรางสปอร 

โคโลนีของแอกติโนมัยซิสที่ประกอบดวยสายใยอาหาร และสายใยอากาศ รวมตัวกัน

หนาแนนดังแสดงในรูปที ่ 2.1 ลักษณะโคโลนีของแตละสปชีส มีความแตกตางกันไป ขนาดเสน

ผานศนูยกลางโคโลนมีีขนาดตั้งแต ประมาณ 1 มิลลิเมตร จนถึง 2 – 3 เซนติเมตร ลักษณะอาจฟู 

มีผิวคลายผงแปง หรือแบนเรียบตดิกับอาหาร หรือมีลักษณะผิวโคโลนคีลายหนัง มีสหีลากหลาย 

เชน ขาว เหลอืง เขียว สม แดง มวง เปนตน เชน Streptomyces มีทั้งสายใยอาหาร และสายใย

อากาศ โคโลนีอาจฟู ผิวโคโลนคีลายผงแปง สวน Micromonospora และ Actinoplanes ไมมี

สายใยอากาศ และ Sporichthya มีสายใยอากาศสั้น  

โครงสรางภายในเสนใย ประกอบดวย ผนังเซลลซึ่งหนาประมาณ 10 -20 นาโนเมตร 

ภายในเยื่อหุมเซลล ประกอบดวนสวยของไซโตพลาสซึม ซึ่งมีบรเิวณของสายดีเอ็นเอ ไรโบโซม 

และสารตางๆที่สะสมในเซลล ไดแก พอลิฟอสเฟต ไขมัน และ พอลิแซกคารไรด ในเสนใยมีผนังกัน้ 

(Vobis, 1997) รูปที่ 2.2 แสดงโครงสรางภายในเสนใยของแอกติโนมัยซิส 

 

 
รูปที ่2.1 การเจรญิของแอกติโนมัยซิส (A) การงอกของสปอร (B) การสรางสายใยอาหาร 

(C) ขอบเขตการสรางสายใยอากาศ และการสรางสปอร 
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รูปที ่2.2 องคประกอบภายในสายใยของแอกติโนมัยซิสประกอบดวยไซโตพลาสซึม 

(cp; cytoplasm) เย่ือหุมเซลล (pm; plasmamembrane) ผนังเซลล (cw; cell wall)  

ผนังกั้นภายในเสนใย (se; septum) ไรโบโซม (ri; ribosome) สารที่เก็บไวในเซลล  

(re; reserve material) และ ดีเอ็นเอ (DNA)  

 

การเพาะเลี้ยงแอกติโนมัยซิสเพ่ือศึกษาโคโลนีมีเทคนคิหลากหลาย แลวแตวัตถุประสงค 

และการนําไปใช เชน เทคนคิการทําสไลดโดยการเลี้ยงแอกติโนมัยซิสในช้ินวุนทีต่ดัไว จะทําให

สามารถศึกษาเปรียบเทียบลักษณะของสายใยอาหาร กับสายใยอากาศ ดังแสดงในรูปที ่ 2.3 

เทคนคิการทําสไลดแบบเสียบแผนกระจกลงในอาหาร เปนวิธีทีน่ิยมใชในการศึกษาโครงสรางของ

สายใยอากาศที่ตอยูกับสายสปอร มักใชศกึษาโครงสรางสปอรของ Streptomyces ดังแสดงในรูป

ที่ 2.4 (Cross, 1994) 

 

 
รูปที ่2.3 เทคนิคการทําสไลด (slide culture) โดยเลี้ยงแอกติโนมัยซิสในชิ้นวุนทีต่ดัไว แลวปดทับ

ดวยแผนกระจก cover slip ที่ปราศจากเชื้อ หลงัจากเชื้อเจรญิแลว สังเกต (A) สายใยอากาศ (B) 

สายใยอาหารภายในเนื้อวุน 
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รูปที ่ 2.4 เทคนคิการทําสไลด โดยการเสียบแผนกระจก cover slip ลงในชิ้นวุน หลังจากที่เชือ้

เจรญิบนแผนกระจกแลว นําแผนกระจกดานที่มีเชื้อเจรญิอยูวางคว่ําลงบนแผนสไลดที่มหียดสี

ยอม แลวสังเกตลักษณะเสนใยดวยกลองจุลทรรศน 

 

 

2.2.2) สปอรของแอกติโนมัยซิส 

 

 สปอรของแอกติโนมัยซิสมีหนาที่ในการสืบพันธุ เกิดจากการแบงออกเปนสวนของสายใย 

(Fragmentation) โดยอาจมีการสรางเปนสปอรเดี่ยว สปอรสายส้ัน (รูปที่ 2.5) หรอืสปอรสายยาว 

(รูปที่ 2.6) สปอรมรีูปรางที่หลากหลาย (รูปที่ 2.7) บางชนดิมีแฟลกเจลลาชวยในการเคลื่อนที่ 

สปอรที่สามารถเคลื่อนที่ไดเรียกวา planospores หรือ zoospores ดังแสดงในรูปที่ 2.7 G – L  

 
รูปที ่2.5 การสรางสปอรเดีย่ว (Monosporous) A – D, สปอรคู (Disporous) E และ สปอรสายส้ัน 

(Oligosporous) F – G  
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รูปที ่2.6 การสรางสปอรสายยาว A – D ไดแก กลุมสเตรปโตมัยซิส และ E ไดแก  

กลุมนอคาดิออฟซิส (A) Rectiflexibiles type (B) Retinaculiaperti type (C) Spira type  

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

 

 
รูปที ่2.7 รูปรางสปอรของแอกติโนมัยซิส (A – F) สปอรผิวเรียบ, (G – L) สปอรที่สามารถเคลื่อนที่

ได, (M – P) สปอรผิวขรุขระ และ (Q – T) สปอรทีม่ีหนาม 
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แอกติโนมัยซิสสามารถสรางสปอรบนกานชูสปอร (sporophores) หรือสรางสปอรภายใน

อับสปอร (sporangium) ซึ่งพัฒนามาจากสายใยที่ใชในการสืบพันธุ (Hawksworth และคณะ, 

1983) โดยอาจจะเปนสวนหนึ่งของสายใยอาหาร หรือสายใยอากาศก็ได สายใยที่พัฒนาเปนกาน

ชูสปอรจะประกอบดวย แกนหลัก (main axis) และ บริเวณสรางสปอร (spore-forming part)  

แอกติโนมัยซิสบางชนดิมีกานชูสปอรที่แตกสาขาออกเปนสวนตาง เรียกวา verticil เปนบริเวณที่มี

การแตกชอออกรอบๆแกน side branch  เปนก่ิงที่แตกแขนงออกดานขางและ terminal umbel 

เปนสวนปลายของชอสปอร ดงัแสดงในรปูที่ 2.8 การสรางสปอรทีอ่ยูภายในอับสปอรมรีูปรางที่

หลากหลาย ดังแสดงในรูปที ่2.9 

 

 
รูปที ่2.8 อับสปอร และกานชูสปอรของแอกติโนมัยซิส  

(A) กานชูสปอรแบบแตกกิ่งของ Microteraspora สรางสปอรบริเวณปลาย side branch 

(B) กานชูสปอรแบบชอสปอร เรียงตัวแนวเดียว (umbellate monoverticillate sporophore) ของ 

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

(C) กานชูสปอรของ Planomonospora venezuelensis ประกอบดวยกิ่งสั้นๆ และมีอับสปอรเดีย่ว

เปนรูปใบปาลม 

(D) กานชูสปอรแบบไมแตกก่ิงของ Actinoplanes 
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รูปที ่2.9 การสรางสปอรภายในอับสปอร แบงเปน 

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

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

(C) Dactylosporangium: oligosporous claviform 

เปนสปอรที่สรางภายในสายใยอาหาร  

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

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

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

เปนสปอรที่สรางภายในสายใยอากาศ 
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2.3) วงชวีิตของแอกติโนมัยซิส 
 

วงชีวิตของแอกติโนมัยซิสเริม่จากสปอรงอกกลายเปนสายใย สายใยเริ่มแรกเปนสายใย

อาหาร โดยแทรกตัวเขาไปในพื้นผิวของอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นมกีารสรางสายใยอากาศ และ

พัฒนาสายใยอากาศเพื่อสรางสปอรตอไป Chater (1997) ไดศึกษายีนที่เก่ียวของกับการ

เจรญิเติบโตในระยะตางๆของ Streptomyces coelicolor A3(2) ซึ่งเปนแอกติโนมยัซิสสายพันธุที่

เปนทีรู่จัก และมีขอมูลการศึกษาการทํางานในระดับพันธุศาสตรมากในระดับหนึง่ ซึ่งมียีนที่

เก่ียวของกับการเจรญิในระยะตาง เชน ยีนกลุม bld เก่ียวของกับการเจรญิของสายใยอากาศ กลุม

ยีน whi ทําหนาทีเ่ก่ียวกับการพัฒนาสายใยอากาศเพื่อสรางสปอร โดยที่ยีน whiG และ whiJ 

ควบคุมการขดเปนเกลียวบริเวณปลายสายใยอากาศ ยีน whiA whiB whiH และ whiI ควบคมุการ

เริ่มสรางสปอรโดยการสรางผนังกั้นภายในสายใยที่บิดเปนเกลียว จากนั้น ยีน SigF whiD และ 

whiE จะมีหนาที่ควบคมุการพัฒนาของสปอร (spore maturation) เชนควบคมุสีสปอร เปนตน 

เมื่อสปอรที่แกเต็มที่หลุดออกจากสายสปอร และไปตกในบริเวณที่เหมาะสม สปอรก็จะงอกเปน

สายใยของแอกติโนมัยซิส เปนการเริ่มตนวงชีวิตตอไป 

การเจริญเตบิโตในระยะตางๆของ Streptomyces coelicolor A3(2) และยีนบางสวนที่

เก่ียวของ แสดงดงัรูปที ่2.10 

 

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

การจําแนกแอกติโนมัยซิสตามคูมือ Bergey’s manual of determinative bacteriology 

นั้น สามารถจําแนกไดตามการสรางเสนใย ลักษณะสปอร องคประกอบของผนังเซลล การใชแหลง

พลังงาน และที่อยูอาศัย โดยสามารถจัดจําแนกไดเปน 8 กลุม คือ 

1. นอคารดโิอฟอรมแอกติโนมัยซีทิส (Nocardioform actinomycetes) 

แอกติโนมัยซิสกลุมนี้เปนกลุมที่มคีวามหลากหลาย สวนใหญจะสรางสายใยที่เปนทอน

ส้ันๆ บางกลุมสรางสายใยอากาศ และสรางสปอรเปนสาย การจัดจําแนกสกุล (Genus) ของกลุม

นอคารดโิอฟอรม จําแนกตามองคประกอบทางเคมีของผนังเซลล การมีกรดไมโคลิก (mycolic 

acid) และลักษณะอ่ืนๆ ซึง่สามารถแบงไดเปน 4 กลุมยอย ไดแก 

1.1 แบคทีเรียที่มีกรดไมโคลกิ (Mycolic acid-containing bacteria) 

1.2 สกุลซูโดรนอคารเดีย และสกุลใกลเคียง (Pseudonocardia and related 

genera) 

1.3 สกุลนอคารดิโอดิส และเทอราแบคเตอร (Nocardiodes and Terrabacter) 

1.4 สกุลโปรไมโครโมโนสปอรา และสกุลใกลเคียง (Promicromonospora and 

related genara) 

2. สกุลที่มีมัลติโลคูลารสปอรแรงเกีย (Genera with multilocular sporangia) 

เปนกลุมที่มีการสรางสายใยซึ่งแบงโดยมีผนังกั้นตามยาว (Longitudinal septa) และตาม

ขวาง (Transverse septa) สรางสปอรเม็ดกลม สามารถเคลื่อนที่ได ไดแกกลุมเดอรมาโตฟลลัส 

(Dermatophilus) และ จีโอเดอรมาโตฟลลสั (Geodermatophilus) สวนกลุมแฟรงเกลีย (Frankia) 

สปอรไมสามารถเคลื่อนที่ได 

3. แอกติโนแพลนิทิส (Actinoplanetes) 

เปนกลุมที่มีสายใยอากาศนอย หรืออาจไมมีเลย ม ี meso-DAP และไกลซีนเปน

องคประกอบในผนงัเซลล นอกจากนี้ยังพบอาราบิโนส และไซโลสภายในเซลล แบงออกเปนกลุมที่

สรางสปอรที่เคลื่อนที่ไดภายในอับสปอร ไดแก แอกติโนแพลนิส (Actinoplanes) แอมพูลาเลลา 

(Ampullariella) แดกทิลโลสปอรแรงเจียม (Dactylosporangium) และฟลิมิเลีย (Pilimelia) กลุมที่

สรางสปอรที่ไมีเคลื่อนที ่ ไดแก ไมโครโมโนสปอรา (Micromonospora) สรางสปอรเดี่ยว และ     

แคเทลลาโทสปอรา (Catellatospora) สรางสปอรเปนสาย  

4. สเตรปโตมัยซสิ และสกุลใกลเคียง (Streptomycetes and related genera) 

แอกติโนมัยซิสกลุมนี้เปนกลุมที่มคีวามหลากหลาย โดยทั้งหมดมี L-DAP และไกลซีนเปน

องคประกอบของผนังเซลล แบงออกเปน กลุมที่สรางสายใยอากาศ และสายสปอรยาว ไดแก 
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สเตรปโตมัยซสิ (Streptomyces) และ สเตรปโตเวอรติซิลลัม (Streptoverticillum) สําหรับกลุม

อ่ืนๆ ซึง่สรางสายใยอากาศนอย หรือไมสราง จะมรีูปแบบการสรางสปอรทีห่ลากหลาย ไดแก 

อินทราสปอแรงเจียม (Intrasporangium) ไคนิโอสปอเรีย (Kineosporia) และสปอริสยา 

(Sporichthya) 

5. กลุมแมดูโลมยัซิส (Maduromycetes) 

จะสรางสายใยอากาศไดในปริมาณตางๆ ซึ่งสามารถสรางสปอรได ผนงัเซลล

ประกอบดวย meso-DAP และมี แมดูโรส เปนองคประกอบภายในเซลล แบงออกเปน 2 กลุมยอย 

ไดแก สเตรปโตสปอแรงเจยีม และสกุลใกลเคียง (Streptosporangium and related genera) 

และ แอกติโนแมดรูา (Actinomadura) 

กลุมที่สรางอาโทรสปอรสายส้ัน ที่ไมเคล่ือนที่ ไดแก ไมโครไบสปอรา (Microbispora)    

ไมโครเตตราสปอรา (Microtetraspora) และ แอกติโนแมดรูา (Actinomadura) สําหรับกลุมอื่นๆ 

ไดแก แพลนโนไบสปอรา (Planobispora) แพลนโนโมโนสปอรา (Planomonospora) สไปริลโร-

สปอรา (Spirillospora) จะสรางสปอรที่เคล่ือนทีภ่ายในอบัสปอร และกลุมที่สรางสปอรที่ไม

เคล่ือนที่ภายในอับสปอร ไดแก สเตรปโตสปอแรงเจียม (Streptosporangium)  

6. เทอรโมโมโนสปอรา และสกุลใกลเคียง (Thermomonospora and related genera) 

สามารถสรางสายใยอากาศ และสรางสปอร ผนงัเซลลประกอบดวย meso-DAP แตไมมี

กรดอะมโิน หรือ น้ําตาลที่ใชตรวจสอบในเซลลที่ถูกยอย แบงออกเปน กลุมที่สรางสปอรเดี่ยว 

ไดแก เทอรโมโมโนสปอรา (Thermomonospora) กลุมที่สรางสายสปอร ไดแก แอกติโนซนินมีา 

(Actinosynnema) และ สเตรปโตออโลทิคสั (Streptoalloteichus)  

7. เทอรโมแอกติโนมัยซิส (Thermoactinomycetes) 

แอกติโนมัยซิสกลุมนี้มีเพียงสกุลเดียว คอื เทอรโมแอกติโนมัยซิส (Thermoactinomyces) 

สามารถสรางสายใยอากาศได สรางสปอรเดี่ยวแบบเอนโดสปอร (endospores) ทั้งภายในสายใย

อาหาร และสายใยอากาศ ทุกชนดิเจริญในอุณหภูมิสงู ผนังเซลลประกอบดวย meso- DAP แตไม

พบกรดอะมิโนหรีอน้ําตาลที่ใชตรวจสอบในเซลล 

8. กลุมอื่นๆ 

เปนกลุมที่ไมสามารถจัดอยูในกลุมอื่นๆได โดยทุกชนดิ สามารถสรางสายใยอากาศ และ

สรางสปอรเปนสายแบงออกเปนสกุล Kitasatosporia Glycomyces Kibdelosporangium และ 

Saccharothix 

 นอกจากการวิเคราะหทางสณัฐานวิทยา และองคประกอบทางเคมแีลว ยังสามารถใช

วิธีการทางอณูพันธศุาสตร โดยวิเคราะหลําดับยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ในการจําแนกแอกติ-

โนมัยซิส อยางไรก็ตาม วิธทีางอณูพันธศุาสตร อาจใหผลที่แตกตางกับวิธีการจําแนกแบบดั้งเดมิ
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ถึงระดับวงศ (family) ดังแสดงในรูปที ่ 2.11 Thermoactinomyces ซึ่งจัดเปนแอกติโนมัยซิส 

เนื่องจากมีการสรางเสนใย และสปอรสําหรับสืบพันธุ กลับมีความใกลชิดกันทางพันธุศาสตรกับ

แอกติโนมัยซิสกลุมอื่นๆนอยกวา Micrococcus ซึ่งเปนแบคทีเรียไมสรางเสนใย 

Actinomadura กับ Thermomonospora ซึ่งถูกจัดใหอยูคนละกลุมใน Bergey’s manual 

เนื่องจากมีลักษณะโครงสรางสปอรตางกัน กลับมีความใกลชิดกันทางพนัธศุาสตรมากเมื่อ

เปรียบเทียบความคลายกันของลําดับนิวคลิโอไทด 

วิธีทางอณูพันธุศาสตรโดยวิธีพีซีอาร (Polymerase Chain Reaction; PCR) เปนวิธีหนึ่งที่

สามารถใชจําแนกความแตกตางของแบคทีเรียถึงระดับสกุล นอกจากนี้ยังมีประสทิธิภาพในการ

จําแนกแบคทีเรียไดอยางรวดเร็วกวาวิธีดั้งเดิม Rintala และคณะ (2001) ไดพัฒนา primer 3 ตัว 

ที่ใชในการเพิ่มจํานวนดเีอ็นเอ ดวยวิธีพีซีอาร บริเวณตาํแหนงที่จําเพาะเจาะจงกับยีนประมวลรหัส 

16S rRNA เพื่อใชในการตรวจสอบ Streptomyces  

Lanoot และคณะ (2005) สามารถตรวจสอบความแตกตางของดีเอน็เอภายในกลุม 

streptomycetes และจัดเปนกลุมตางๆ 59 กลุม จากเชื้อทั้งหมด 463 ตัว โดยใชเทคนคิ RFLP ซึ่ง

จําแนกความแตกตางจากลายพิมพดีเอ็นเอในบริเวณตําแหนง 16S-ITS (16S-ITS RFLP finger 

printing) ทําใหสามารถตรวจสอบความแตกตางของ streptomycetes ชนดิตางๆไดรวดเร็วย่ิงขึ้น 
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รูปที ่ 2.11 แผนภาพระดับความสัมพันธกันทางพันธศุาสตรของแอกติโนมัยซิส และแบคทีเรียกลุม

อ่ืน โดยการวิเคราะหความเหมือนของยีนประมวลรหัส 16S rRNA (ทีม่า Atlas of Actinomycetes 

หนา 198) 
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2.5) การคัดแยก และการคัดเลือกแอกติโนมัยซิส 
 

แอกติโนมัยซิสสวนใหญอาศัยอยูในดิน มักมีบทบาทเปนผูยอยสลายอินทรียสารใน

ธรรมชาต ิ สามารถยอยสลายสารที่มีโครงสรางโมเลกุลซับซอน จงึเจริญไดชากวาแบคทีเรียอื่นๆ 

การคัดแยกแอกติโนมัยซิสจากธรรมชาติจงึตองมีวิธีการจําเพาะที่เหมาะสม ในการแยกเชื้อจาก

แหลงที่ตางกัน การแยกแอกติโนมัยซิสจากธรรมชาต ิ แบงเปน 2 ข้ันตอนหลัก คือ การ 

Pretreatment เพื่อกําจัดจุลินทรียอื่นๆ โดยการอบหรือบมดวยความรอน การใชสารเคม ี หรือการ

ใชไวรัสเพื่อลดจํานวนจุลนิทรียบางชนิด (Kurtboke และคณะ, 1992) และการใชอาหารที่จําเพาะ

ตอการเจรญิของแอกติโนมัยซิสแตละชนิด (selective media) เชน การเติมไคตนิในอาหารเลี้ยง

เชื้อเพื่อกระตุนการเจรญิของแอกติโนมัยซสิ (Gryndler และคณะ, 2003) หรือการเติมสาร

ปฏิชีวนะในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อยับย้ังจุลินทรียชนดิอืน่ๆ การแยกแอกติโนมัยซิสกลุมตางๆมีวิธีการ

แยกที่แตกตางกัน ข้ึนอยูกับชนิดของแอกติโนมัยซิสที่ตองการแยก และแหลงที่มาของเชื้อดัง

ตัวอยางรายงานตอไปนี ้

 Suzuki และคณะ (2000) แยกแอกติโนมยัซิสสกุล Actinobispora จากดิน โดยการอบดิน

ที่อุณหภูม ิ110 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาที เพ่ือกําจัดแบคทีเรียอื่นๆ จากนั้นละลาย และเจือ

จางดินตัวอยางในสารละลาย 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% ของจุลินทรียทั้งหมด 

 Hayakawa และคณะ (1996) แยกแอกติโนมัยซิสสกุล Microtetraspora และสกุล

ใกลเคียง โดยการนําดินตัวอยางมาอบที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาท ีจากนั้น

นําดนิที่อบแลวมาเจือจางในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ ดดูสารละลายดนิที่มรีะดับการเจือจาง 10-1 

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

bezethonium 0.05% บมทีอุ่ณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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) แยกแอกติโนมัยซิสทีอ่าศัยอยูภายในพืช (endophytic 

actinomycete) โดยการฆาเชื้อที่พื้นผิวดวยเอทิลแอลกอฮอล และโซเดยีมไฮโปคลอไรด จากนั้น

ลางใหสะอาดและบดดวยโกรงที่ปราศจากเชื้อ นําสวนที่ไดจากการบดมากรองผานสําลี แลวเจือ

จางดวยบัพเพอร และเกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่จําเพาะ 
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 Boudjella และคณะ (2006) แยก Stretosporangium สายพันธุ Sg10 จากดินในประเทศ

แอลจีเรีย โดยนําดินตัวอยาง 1 กรัม ละลายในน้ํากล่ันปราศจากเชื้อ 9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน

และเจือจางดวยน้ํากล่ัน นํามาเกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ chitin-B vitamins medium ซึ่ง

ประกอบดวย ไคตนิ K2HPO4 KH2PO4 MgSO4·7H2O NaCl CaCO3 FeSO4·7H2O ZnSO4·7H2O 

MnCl2·4H2O และวุน ปรบั pH เปน 7.2 แลวนึ่งฆาเชื้อ ในสวนของวิตามินบ ี ซึ่งประกอบดวย 

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

acid และ biotin เตมิหลังจากที่นึ่งฆาเชือ้อาหารแลว นอกจากนี้ยังเติมยาปฏิชีวนะ kanamycin 

และ cycloheximide ความเขมขน 25 และ 50 mg/ml ตามลําดับ บมไวที่อุณหภูมิ 30           

องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 สัปดาห 

Lee และ Hwang (2002) ไดมีการศึกษาความหลากหลายของแอกติโนมัยซิสทีส่ามารถ

ยับย้ังราได จากทางตะวันตกของประเทศเกาหลี พบวาจากแอกติโนมยัซิสไดทั้งหมด 1,510 สาย

พันธุ สวนใหญจะพบ Streptomyces มากที่สุด ในทุกดินตัวอยาง และ Streptomyces ที่แยกได 

มากกวา 50% สามารถยับย้ังราได ในดินบนภูเขา ที่มคีวามสูง 3,000 – 3,900 เมตรจาก

ระดับน้ําทะเลในมณฑลยูนาน ประเทศจีน นอกจากนี้ไดมีการสํารวจความหลากหลายของ แอกติ-

โนมัยซิส โดยพบวาเปน Streptomyces 99% ของแอกติโนมัยซิสทัง้หมด (Xu และคณะ, 1996) 

เนื่องจากสามารถพบ Streptomyces เปนประชากรหลักในดนิ Lazzarini (2000) ไดจัด

แอกติโนมัยซิสที่ไมไดอยูในสกุล Streptomyces เปนแอกติโนมัยซิสทีห่ายาก (rare 

actinomycete) เชน สกุล Actinomadura Actinoplanes Micromonospora Microbispora    

เปนตน แอกติโนมัยซิสที่ไมใช Streptomyces จึงเปนจุลินทรียอีกแหลงหนึง่ที่นาสนใจ ในการหา

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม 

  
2.6) การประยุกตใชแอกติโนมัยซิส 
 
 คณุประโยชนที่สําคญัของแอกติโนมัยซิส คือประโยชนทางการแพทยโดยการใชผลิตสาร

ปฏิชีวนะ และสารยับย้ังเซลลมะเร็ง ซึ่งจะนําไปสูการพัฒนายารักษาโรคชนดิใหมๆตอไป 

นอกจากนี้ แอกติโนมัยซิสยังสามารถนําไปใชประโยชนไดอีกหลากหลาย ครอบคลุมดาน

อุตสาหกรรม การเกษตร และส่ิงแวดลอม ดังตัวอยางงานวิจัยตางๆ ดงันี้ 

Oliveira และคณะ (2005) ใช Frankia spp. ซึ่งเปนแอกติโนไรซา (actinorhiza) จัดเปน

แอกติโนมัยซิสที่สามารถอาศัยอยูในรากพืช และตรงึไนโตรเจนได นํามาตดิเชื้อรวมกับรา           

ไมคอไรซา (mycorrhiza) Glomus intraradices สงผลทําใหพืช Alnus glutinosa ลดสภาวะ

ความเครียดในดนิที่มคีวามเปนดางสูง และเปนการเพ่ิมอัตราการเจรญิเติบโต โดยที่พืชที่มีการใส
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เชื้อสองชนดินีร้วมกันจะมีพ้ืนผิวใบมากขึ้น รากยาวขึ้น และมีมวลมากกวาพืชที่ไมมีการใสเชื้อ หรือ

ใสเชื้อเพียงชนิดใดชนดิหนึง่ งานวิจัยชิ้นนี้จงึมีประโยชนในการชวยฟนฟูสภาพพืชในดินที่เปนดาง

สูง 

El-tarabily และ Sivasithamparam (2006) ไดศึกษา และรวบรวมเอกสารที่เก่ียวของกับ

แอกติโนมัยซิสที่ไมใชสกุล Streptomyces (Non- streptomycete actinomycetes) ที่สามารถ

สรางสารปฏิชวีนะตอเชื้อราในดนิที่กอโรคพืช เพ่ือเปนการควบคมุทางชีวภาพ (biocontrol) อีกทั้ง

ยังเปนการกระตุนการเจรญิเติบโตของพืช (plant growth promoter) 

 Stamford และคณะ (2002) แยก Streptosporangium sp. ซึ่งเปน endophytic 

actinomycete อาศัยในใบของตนขาวโพด โดยเชื้อนี้สามารถผลิตเอนไซม glucoamylase ที่ทน

รอนได ซึง่มีประโยชนในอตุสาหกรรมทีต่องมีการยอยแปง ใหเปลี่ยนเปนน้ําตาลกลูโคส 

 Sharma และคณะ (2005) ไดศึกษาการผลิตเอนไซม Inulinase ซึ่งเปนเอนไซมที่ใชในการ

ทําฟรักโตสไซรัป จาก Streptomyces sp. โดยใชผงกระเทียมเปนสารตัง้ตน และไดหาสภาวะที่

เหมาะสมในการผลิต Inulinase ที่สามารถใหประสทิธิภาพการผลิตเทียบเทาการผลิตในระดบั

อุตสาหกรรมขนาดใหญ 

 Goshev และคณะ (2005) แยกเอนไซมทนรอน 2 ตวั ที่มีคณุสมบัติในการยอยโปรตีน 

คอลลาเจนไดจากแอกติโนมัยซิส 2 ชนิด คอื Microbispora และ Thermoactinomyces เมื่อศึกษา

สมบัติของเอนไซมที่แยกไดเปรียบเทียบกับ Clostidiopeptidase A พบวา เปนเอนไซมทีม่ีสมบตัิ

คลาย collagenase (collagenase-like enzyme) ซึ่งเปนเอนไซมทีม่ีประโยชนในอุตสาหกรรมการ

ผลิตเครื่องหนงั และขนสตัว โดยทําใหขน และหนงัออนนุมลง 

 Castillo และคณะ (2006) คดัแยก streptomycetes จากดินทั้งในพ้ืนที่เกษตรกรรม และ

ไมใชพื้นที่เกษตรกรรม เพือ่ตรวจสอบความสามารถในการยอยสลายสารปราบวัชพืช diuron     

[3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea] ซึ่งจดัเปนสารกอมะเรง็ (carcinogen) และยอย

สลายไดยาก เนื่องจากไมละลายน้ํา พบวา streptomycetes เปนจลุินทรียกลุมทีม่ีการยอยสลาย 

diuron ไดดี เหมาะสําหรบัการบําบัดดินที่มีการปนเปอน diuron และ streptomycetes ที่แยกได

จากพื้นที่เกษตรกรรมมคีวามสามารถในการยอยสลาย diuron ไดดีกวาจากที่ไมใชพื้นที่

เกษตรกรรม 

 Benimeli และคณะ (2007) คัดแยก Streptomyces sp. สายพันธุ M7 จากโคลนในแหลง

น้ําเสีย ซึ่งมคีวามสามารถในการยอยสลาย lindane (γ- hexachlorocyclohexane) ได lindane 

เปนสารฆาแมลงที่มคีวามสามารถในการละลายน้ําต่ํา จึงมักตกคาง และสะสมในธรรมชาต ิ เชน 

ในดนิ น้ํา อากาศ พืช สตัว อาหาร รวมถึงในเนื้อเย่ือไขมันของมนุษย งานวิจัยชิ้นนีเ้ปนฉบับแรกที่
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รายงานการยอยสลาย lindane ของจลุินทรีย โดยไมตองสะสมไวในเซลล หรือตองเปลี่ยน

โครงสรางใหเปนสารอื่นกอนการยอยสลาย 

จากรายงานดังกลาวขางตนจะเหน็ไดวา แอกติโนมัยซิสเปนจุลินทรียทีน่าสนใจใน

การศึกษา และประยุกตใชถาเกิดประโยชนในดานตางๆ อีกกลุมหนึ่ง 

   
2.7) สารปฏชิีวนะ 
 
 สารปฏิชีวนะเปนสารประกอบอินทรีย ทีไ่ดจากจุลินทรยี ซึ่งสวนมากจะเปนสารเมทา-

บอไลททตุิยภูมิ (secondary metabolite) เปนสารที่มีมวลโมเลกุลต่ํา และสามารถยับย้ังการเจริญ

ของจุลินทรีย หรือฆาจุลนิทรียไดโดยใชความเขมขนต่ํา (Dermain, 1999) นอกจากจุลินทรียแลว 

อาจจะสามารถพบไดจากแหลงอืน่ๆในธรรมชาต ิ เชน พืช สัตว หรือไดจากการสังเคราะหใน

หองปฏิบตัิการ ลักษณะของสารปฏิชีวนะที่เหมาะสมในการใชเปนยารักษาโรค จะตองมคีุณสมบตัิ

ตางๆดงันี้ (นงลักษณ และ ปรีชา, 2544)  

1. สามารถทําลาย หรือยับย้ังการเจรญิของจลุินทรียไดหลายชนิด หรือเรยีกวามีขอบขายการ

ออกฤทธิ์กวาง (broad-spectrum antibiotics) 

2. ไมทําใหเชื้อโรคเกิดการดื้อยา หรือผาเหลา (mutation) 

3. ไมทําใหเกิดผลขางเคียงที่ไมพึงประสงคกับผูปวย เชนไมกอใหเกิดอาการแพ หรอืรบกวน

ระบบการทํางานในรางกาย 

4. ไมทําลายจุลินทรียประจําถ่ิน (normal flora) ในรางกายผูปวย เพราะอาจจะทําใหเกิดการ

เสียสมดุลธรรมชาติ ทําใหเกิดการติดเชื้อจากจุลินทรียอ่ืนๆ 

การทํางานของสารปฏิชีวนะแบงออกเปน 2 แบบ คือ การยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย 

(microbistatic) เพื่อใหระบบภูมิคุมกันของรางกายกําจัดจุลนิทรียแปลกปลอม โดยกระบวนการ 

ฟาโกไซโตซิส การผลิตแอนติบอดี ้ การผลิต interferon หรือกลไกการปฏิเสธส่ิงแปลกปลอมของ

ลําไส เชนอาการทองเสีย หรืออาเจียน สําหรับการทํางานแบบฆาจุลินทรีย (microbicidal) จะทํา

ใหเซลลของจลุินทรียแตก แตไมสามารถยับย้ังผลจากสารพิษที่จุลินทรียสรางได (Edward, 1980) 

กลไกการทํางานของสารปฏิชีวนะ แบงออกเปน 5 แบบ คือ (นงลักษณ และ ปรีชา, 2544)  

1. กลุมที่ยับย้ังการสังเคราะหผนังเซลล ไดแก เพนนิซิลลิน (penicillin) เซฟาโลสปอริน 

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

ซิน (bacitracin) 

2. กลุมที่มีผลตอเย่ือหุมเซลล ไดแก โพลิมกิซิน (polymixin) แกรมิซดิิน (gramicidins)       

ไทโรซิดนิ (tyrocidin) นิสเตติน (nystatin) และแอมโฟเทอริซนิ (amphotericin) 
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3. กลุมที่ยับย้ังการสรางโปรตนี ไดแก สเตรปโตไมซิน (streptomycin) กานาไมซิน 

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

(aureomycin) เทอราไมซนิ (terramycin) คลอแรมเฟนิคอล (chloramphenicol)            

อิริโธรไมซนิ (erythromycin) 

4. กลุมที่ยับย้ังการทํางานของกรดนิวคลิอิก ไดแก ไรแฟมพิซิน (rifampicin) แอคติโนมัยซิน 

(actinomycin) ไมโตไมซนิ (mitomycin) กรีสซิโอฟูลวิน (griseofluvin) 

5. กลุมที่ยับย้ังระบบเอนไซมทีจ่ําเพาะ ไดแก ซัลโฟนาไมด 

 
2.8) สารปฏชิีวนะที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซิส 
 

สารปฏิชีวนะสวนใหญในปจจุบันผลติจากแอกติโนมัยซิส ซึ่งแตละชนดิมีกลไกในการทํางาน

แตกตางกัน โดยอาจจะสงผลตอการสรางผนงัเซลล รบกวนการทํางานของเยื่อหุมเซลล หรือ

ขัดขวางการสรางดีเอ็นเอ เปนตน Sneader (2005) ไดจดัจําแนกสารปฏิชีวนะที่สรางจาก         

แอกติโนมัยซิสเปนกลุมตางๆ ดงันี ้

1. กลุม Streptomycin และ Aminoglycoside กลุมอ่ืนๆ ไดแก streptomycin neomycin  

kanamycin lincomycin gentamycin เปนตน สตูรโครงสรางพ้ืนฐาน ประกอบดวย amino sugar 

ที่เช่ือมกันแบบ glycoside linkage ออกฤทธิ์แบบ bacteriocide โดยรบกวนการแปลรหัสของ 

mRNA ในไรโบโซมทําใหยับย้ังสังเคราะหโปรตนี โครงสรางโมเลกุลของ 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. กลุม Chloramphenicol โครงสรางพื้นฐานของโมเลกุลประกอบดวยวงอะโรมาตกิ (I) สวน

ไฮโดรคารบอนที่มีการขยายได (II) และ หมู acyl (III) แสดงดังรูปที่ 2.14 ออกฤทธิ์แบบ 

bacteriostatic โดยยับย้ังการสังเคราะหโปรตีน 

 

 
รูปที ่2.14 Chloramphenicol 

  

3. กลุม Tetracycline ไดแก aureomycin (chlortetracycline) (รูปที่ 2.15) oxytetracycline 

(รูปที่ 2.16) เปนตน โมเลกุลพื้นฐานมีวงอะโรมาติกตอกัน 4 วง ออกฤทธิ์แบบ bacteriostatic กับ 

จุลินทรียไดกวาง เมื่อใชความเขมขนสูงจะมีฤทธิ์ bacteriocide กลไกการทํางานของสารกลุมนี้จะ

ยับย้ังโปรตนีโดยการไปจับกับไรโบโซม และ mRNA  

 

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

 

 

 
รูปที ่2.16 Oxytetracyclin 
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4. กลุม Macrolide ไดแก erythromycin (รูปที่ 2.17) และ lincomycin (รูปที่ 2.18) เปนตน 

 
รูปที ่2.17 Erythromycin    รูปที ่2.18 Lincomycin 

โมเลกุลมีขนาดใหญประกอบดวยคารบอนมากกวา 20 อะตอม มี macrocyclic lactone 

ring เปนองคประกอบหลัก ออกฤทธิ์แบบ bacteriostatic โดยจับกับ 70S subunit ของไรโบโซม 

เพื่อยับย้ังการสังเคราะหโปรตีน 

 

5. กลุม Rifamycin ไดแก Rifamycin B และ Rifamycin SV เปนตน สารปฏิชีวนะกลุมนี้ พบ

ครั้งแรกจาก Streptomyces ออกฤทธิ์ยับย้ังแบคทเีรียแกรมลบ และ Mycobacterium 

tuberculosis Rifamycin B เปนยาปฏิชีวนะตัวแรกในกลุมนี้ที่ใชกับสัตวซึ่งมฤีทธิ์ไมสูงมากนัก จึง

มีการพัฒนา Rifamycin SV ที่ออกฤทธิ์เปนวงกวางออกมา สามารถยับย้ังแบคทีเรยีทั้งแกรมบวก 

แกรมลบ รวมถึง Mycobacterium tuberculosis และ M. lepae โครงสรางโมเลกุลของ 

Rifamycin B และ Rifamycin SV แสดงดงัรูปที ่2.19 และ 2.20 ตามลาํดับ 

  
 รูปที ่2.19 Rifamycin B           รูปที ่2.20 Rifamycin SV 

 

6. กลุม Polyene ไดแก nystatin และ amphotericin B เปนตน โครงสรางโมเลกุลมีขนาด

ใหญ ประกอบดวยสวน hydrophobic และ hydrophilic ออกฤทธิ์ยับย้ังการเจริญของรา และยสีต 

(antifungal) โดยกลไกการทํางานมีผลตอ selective permeability ของเยื่อหุมเซลล โครงสราง

โมเลกุลของ Nystatin แสดงดังรูปที่ 2.21 
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รูปที ่2.21 Nystatin 

7. กลุม Azomycin พบครัง้แรกจาก Streptomyces ในป 1953 และไดรับการพัฒนาจน

สามารถสังเคราะหขึ้นเองไดในป 1965 มีลักษณะโครงสรางเปนแบบ trichomonicidal ดงัแสดง

โครงสรางโมเลกุลดังรูปที ่ 2.22 มคีวามเปนพิษสูงมาก จึงมีการพัฒนาสารอะนาล็อค (analogue) 

ไดเปน metronidazole ใชเปนสารฆาโปรโตซัว และแบคทเีรีย 

 
           รูปที ่2.22 Azomycin 

 

8. กลุม Vancomycin และ Teicoplanin  

Vancomycin (รูปที่ 2.23) พบครัง้แรกจาก Streptomyces orientalis ออกฤทธิ์ยับย้ัง

แบคทีเรียแกรมบวก ทั้งทีเ่ปนแอโรบิก และแอนแอโรบิก รวมถึงเชื้อ Staphylococcus ทีด่ื้อยาดวย 

โดยมีกลไกรบกวนการสรางผนังเซลลของจุลินทรีย vancomycin ที่บริสุทธิ์ใชเปนยารักษาโรคทาง

ชองปาก และทางเดนิอาหาร สําหรับ vancimycin ที่ไมบริสุทธิ์จะทําใหเกิดผลขางเคียง (side 

effect) มาก  

Teicoplanin (รูปที่ 2.24) เปนสารโมเลกุลเชิงซอน แยกไดจาก Actinoplanes 

teichomtcetius ออกฤทธิ์เหมือนกับ vancomycin แตมีอายุการคงอยูในรางกาย (half-life) ได

นานกวา และมีการระคายเคืองนอยกวา vancomycin สามารถฉีดเขาสูกลามเนื้อ หรือเสนเลือดได

โดยตรง 
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                             รูปที ่2.23 Vancomycin 

 

              รูปที ่2.24 Teicoplanin A2 -3  

 

9. กลุม Thienamycin เปนสารกลุม Carbapenem ซึ่งแยกไดจาก Streptomyces กวา 40 

ชนดิ ในป 1990 มีความสามารถในการแทรกซึมเขาสูเซลลของแบคทีเรียไดสูง สารที่ออกฤทธิ์ไดดี

ที่สุดในกลุมนี ้คือ Thienamycin (รูปที ่2.25) คนพบไดครั้งแรกจาก Streptomyces cattleya ในป 

1976 มีฤทธิยั์บย้ังการสรางเปปทโิดไกลแคน มีคณุสมบัตทินตอเอนไซม β-lactamase สามารถ

ยับย้ังแบคทีเรยีแกรมลบได 
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        รปูที ่2.25 Thienamycin 

 

10. กลุม Clavulanic acid เนื่องจากเชื้อที่สามารถสรางเอนไซม β-lactamase ได จะสามารถ

ดื้อตอยาปฏิชีวนะ penicillin และ cephalosporin ได จึงมีการคนหายาที่สามารถยับย้ังเอนไซม  

β-lactamase ได โดย Clavulanic acid (รูปที่ 2.26) แมจะมีฤทธิ์ยับย้ังแบคทีเรียไดต่ํา แตสามารถ

ยับย้ังเอนไซม β-lactamase ได จึงไดมกีารใช Clavulanic acid รวมกับยาปฏิชีวนะตัวอ่ืน เชน 

amoxicillin ซึ่งการใชตัวยารวมกัน (combination) ของ Clavulanic acid กับยาชนิดอื่นนัน้ ไดรับ

การพัฒนาเปนยาที่ขายในทองตลาด และทางการแพทยไดแลว โดยใชรักษาโรคตดิเชื้อในทางเดนิ

หายใจ และทางเดนิปสสาวะ 

 

 
           รูปที ่2.26 Clavulanic acid 
 

สารปฏิชีวนะที่ไดจากแอกติโนมัยซิสสวนใหญผลิตจากสกุล Streptomyces และไดมี

การศึกษา และพัฒนาโมเลกุลของสารไปในระดับหนึ่ง สําหรับแอกติโนมัยซิสกลุมอื่นๆ ที่ไมไดอยู

ในสกุล Streptomyces (non-streptomycete actinomycete) ที่สามารถสรางสารปฏิชีวนะได ใน

ปจจุบันไดรับความสนใจมากขึ้นในการคนหาสารปฏิชีวนะชนิดใหมๆ El-tarabily และ 

Sivasithamparam (2006) ไดรวบรวมเอกสารงานวิจัยที่เก่ียวของกับการคนหาสารปฏิชีวนะชนิด

ใหมจากแอกติโนมัย-ซิสที่ไมใชสกุล Streptomyces ดงัแสดงในตารางที ่2.1 
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ตารางที่ 2.1 สารปฏิชีวนะทีส่รางจากแอกติโนมัยซิสที่ไมจัดอยูในสกุล Streptomyces  

(El-tarabily และ Sivasithamparam, 2006) 

 

แอกติโนมัยซิส   สารปฏิชีวนะ   อางอิง 

 

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 (ตอ) สารปฏิชวีนะที่สรางจากแอกติโนมัยซิสที่ไมจดัอยูในสกุล Streptomyces  

(El-tarabily และ Sivasithamparam, 2006) 

 

แอกติโนมัยซิส   สารปฏิชีวนะ   อางอิง 

 

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) การพบสารปฏิชีวนะชนิดใหมจากแอกติโนมัยซิส 
 
 แมวาจะมีการคนพบสารปฏชิีวนะยบัย้ังการเจรญิของจุลนิทรียกอโรคเพื่อ ใชทําเปนยา

รักษาโรคมาเปนเวลานานแลว และไดรบัการพัฒนาเรื่อยมา ไมวาจะเปนการหาตัวทําละลายที่

เหมาะสมในการสกัด ดดัแปลงโมเลกุลสาร หรือการใชเทคนคิทางพันธุวิศวกรรมในการปรับปรุง

สายพันธุของเชื้อที่ผลิตสารปฏิชีวนะ แตการคนหาสารปฏิชีวนะจากธรรมชาติก็ยังมีความสําคัญ 

และมีงานวิจัยเก่ียวกับการหาแหลงของสารปฏิชีวนะชนดิใหมมาโดยตลอด เนื่องจากปจจัยตางๆ

หลายประการ เชนการพัฒนาสายพันธุของเชื้อกอโรคทีด่ือ้ตอยาปฏิชีวนะ การแพรกระจายของเชื้อ

จากแหลงหนึง่สูอีกแหลงที่ไมเคยมีเชื้อโรคนั้นระบาดมากอน หรือแมแตการหาแหลงใหมทีม่ี

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

แหลงของสารปฏิชีวนะชนดิใหมที่สําคญัทีสุ่ดก็คือจุลินทรีย โดยเฉพาะอยางยิ่งในกลุมแอกติโนมัย-

ซิส ดงัรายงานตอไปนี ้
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Ben Ameur Mehdi และคณะ (2006) ไดรายงานการแยก และตรวจสอบโครงสรางสาร

ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ จาก Streptomyces sp. สายพันธุ TN97 ซึ่งแยกไดจากดินในโอเอซสิ 

ประเทศตนูีเซยี พบวาสายพันธุที่แยกไดมรีะดับความเหมือนของยีนประมวลรหสั 16S rRNA 

คลายกับ Streptonyces lipmanii 96% และสามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ คือ สาร

อนุพันธของ diketopiperazine ไดแก cis-cyclo (L- phenyl, L-prolyl) (รูปที่ 2.27A) และ cis-

cyclo (Leucyl -  Prolyl) (รูปที่ 2.27D) สารอนุพันธของ isocoumarin (6,8- dihydroxy-3-

methylisocoumarin)  (รูปที่ 2.27B) และ N-acetyl-tyramine (รูปที ่2.27C) ซึ่งสารตางๆเหลานี้มี

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

V. dahliae 

 
 

รูปที ่2.27 สารปฏิชีวนะที่สรางจาก Streptonyces lipmanii สายพันธุ TN97 

 

 Sujatha และคณะ (2004) แยกและศึกษา streptomycete จากโคลนใตทะเลในอาว     

เบงกอล ประเทศอินเดีย พบสารปฏิชีวนะกลุม polyketide ที่ผลติโดย Streptomyces  

psammoticus สายพันธุ BT-408  ออกฤทธิ์ยับย้ังไดทั้งแบคทีเรียแกรมบวก  แกรมลบ  รา  และ

สามารถยับย้ัง  Staphylococcus  aureus  ที่ดื้อยา methicillin ได 

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

ประเทศแอลจีเรีย เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลิโอไทดพบวา มีความคลายกับ Streptomyces 

carneum  96.3 – 97.8% สามารถสรางสารปฏิชีวนะนีส้ามารถยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวกไดดีแตมี

ฤทธิ์นอยกับแบคทเีรียแกรมลบ ยีสต และรา สารปฏิชีวนะที่คนพบนี้ มี 2 ตัวคือ sibiromycin และ 

sinefungins ที่เปนสารกลุม glycosylated aromatics ซึ่งตางจากที ่ Michel และYao ที่เคย
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รายงานไวในป 1994 วา Streptomyces carneum สรางสารกลุม lipoglycopeptide (Michel 

และ Yao, 1994) 

 Zheng และคณะ (2000) คนหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่สามารถยับย้ังทั้งการเจรญิของ

จุลินทรีย และเซลลมะเรง็จากแอกติโนมยัซิส ที่แยกไดจากสิ่งมีชีวิตในทะเลโดยใชตัวอยางจาก

เนื้อเย่ือพืชในทะเล ดอกไมทะเล รวมถึงลําไสของปลาฉลาม พบวา Micromonospora เปนสกุลที่

มีเปอรเซน็ตการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดดทีี่สุด คือมี 5 สายพันธุ จากที่แยกไดทั้งหมด 68 

สายพันธุ หรือคดิเปน 7.35% ในขณะที่สกุล Streptomyces มี 2.44% และสกุลอื่นๆไมมีการสราง

เลย อยางไรก็ตาม Streptomyces เปนกลุมที่มีเปอรเซน็ตการสรางสารปฏิชีวนะมากที่สุด 

 Fourati-Ben Fguira และคณะ (2005) แยกแอกติโนมยัซิสสายพันธุใหม US80 ที่สามารถ

สรางสารปฏิชวีนะยับย้ังแบคทเีรียแกรมบวก แกรมลบ รา และยีสตได เมื่อจําแนกชนิดของเชื้อที่

แยกไดโดยวิเคราะหความเหมือนของลําดับเบสยีนประมวลรหัส 16S rRNA พบวา มีความ

เหมือนกับ Streptomyces roseoflavus 98% สายพันธุที่แยกไดนี้ สรางสารปฏิชีวนะ flavomycin 

ซ่ึงเปนสารกลุม aminoglycoside โครงสรางโมเลกุลของสารปฏิชีวนะที่แยกไดแสดงดังรูปที่ 2.28 

 
รูปที ่2.28 สารปฏิชีวนะกลุม flavomycin ที่สรางจาก 

 Streptomyces roseoflavus สายพันธุ US80 
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2.10) สารออกฤทธิย์ับยั้งเซลลมะเร็ง 
 
 ฤทธิ์ในการยับย้ังเซลลมะเร็งเปนอีกคุณสมบัติหนึ่งของการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ซึ่งใน

ปจจุบันไดมีการตรวจสอบหาสารที่ออกฤทธิ์ยับย้ังเซลลมะเรง็มากขึ้น เนื่องจากการเพิ่มข้ึนของ

ผูปวยมะเร็ง โดยเฉพาะอยางยิ่งในทวีปเอเชีย รวมถึงในประเทศไทย จากขอมูลทะเบียนมะเรง็ของ

สถาบันมะเรง็แหงชาต ิ พบวามีผูชายเปนมะเรง็มากถึง 35,539 คน และผูหญงิ 38,467 คน 

โดยเฉพาะอยางยิ่งมะเรง็ตบัในผูชาย และมะเร็งปากมดลูกในผูหญงิ มีสถิติจํานวนผูเปนมะเร็ง

มากเปนอันดบัหนึง่ในป 1996 ดังนั้นจงึมีการคนหาวิธีการรักษามะเร็งหลากหลายวิธี ซึ่งสารออก

ฤทธิ์ยับย้ังเซลลมะเรง็ก็เปนอีกหนึ่งหนทางในการเยียวยารักษาผูปวยมะเรง็ อีกทั้งยังเปนวิธีทีม่ี

ขอดีคือ สามารถยับย้ังมะเรง็ไดแบบจําเพาะเจาะจง โดยทําลาย หรือสงผลขางเคียงตอเนื้อเย่ืออ่ืน

นอย สารออกฤทธิ์ยับย้ังเซลลมะเรง็สามารถพบไดจากธรรมชาตทิั้งในพืช สัตว และจุลินทรีย Pettit 

(1999) พบสารออกฤทธิ์ยับย้ังเซลลมะเร็ง montanastatin และ vatinomycin ที่ผลิตจากแอกติโน-

มัยซิสที่แยกไดจากเปลือกไม และมูลสตัว เปนสารตอตานการเกิดเนื้องอกได (Antineoplastic) 

Tanawan และคณะ (2005) ไดทําการสกัดสมนุไพรไทย 3 ชนดิ ไดแก ขอบชะนาง พระขรรไชยศรี 

และขันทองพยาบาท ดวยตัวทําละลายชนิดตางๆ และทดสอบฤทธิ์ยับย้ังการเพ่ิมจํานวนของ

เซลลมะเร็ง (Antiprolifrative activity) ดวยวิธี MTT พบวาการสกัดดวยเมทานอล ไดสารทีม่ีฤทธิ์

ยับย้ังการเพิ่มจํานวนของเซลลมะเรง็ไดมากที่สุด นอกจากนี้ยังสามารถหาสารออกฤทธิ์ยับย้ัง

เซลลมะเร็งจากแหลงตางๆจากธรรมชาติไดอยางหลากหลาย ซึ่งแตละชนดิก็มีฤทธิ์ในการยับย้ัง

เซลลมะเร็งตางชนดิกัน Georgopapadakou (1995) ไดจัดจําแนกสารออกฤทธิ์ยับย้ังเซลลมะเร็ง

ออกเปนกลุมตางๆ ตามโครงสรางโมเลกุลของสาร ไดดงันี ้

 1. Alkylating Agent สารกลุมนี้ปลอยประจุบวกเขาจับกับดีเอ็นเอของเซลลมะเรง็ทําให

เกิดการเปลี่ยนโครงรูป (conformation) ของโมเลกุลดีเอ็นเอ ไดแก melphalan ใชรกัษา myeloma 

และ solid tumour cyclophosphamide ใชรักษามะเร็งเตานม และมะเรง็ชนดิอืน่  

2. Platinum Complexes สารกลุมนี้จะจับกับเบสในสายดีเอ็นเอ และอารเอนเอ ดวย

พันธะโควาเลนท ทําใหโครงรูปเปลี่ยนไป ไดแก cisplatin และ carboplatin ใชรักษามะเร็งใน

อัณฑะ กระเพาะปสสาวะ และปอด เปนตน 

 3. Antimetabolites สารกลุมนี ้ เปนสารทีม่ีโครงสรางคลาย (structural analog) กับสาร

ตั้งตนในการสงัเคราะหดเีอ็นเอ และอารเอนเอ เชน methotrexate จับกับเอนไซม dihydrofolate 

reductase ทาํใหเกิดการยับย้ังการสังเคราะห เบส purine และมีผลในการยับย้ังการสังเคราะห   

ดีเอ็นเอ 
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 4. Vinca Alkaloids and Taxol สารกลุมนี้ยับย้ังการรวมตัวกันของไมโครทูบูล ในการแบง

เซลลแบบไมโทซิสในยูคารีโอต 

 5. Dactinomycin  และ  Anthracyclin  สารสองกลุมนีส้รางจาก Streptomyes  มกีลไก

โดยแทรกเขาไปตรงตําแหนงเฉพาะในเกลียวของดีเอ็นเอสายคู เปนผลใหเกิดการยับย้ังการ

สังเคราะหดเีอน็เอ และอารเอนเอ  สารกลุม anthracyclin  มีกลไกโดยแทรกเขาไปตรงระหวางคู

เบสในสายดีเอ็นเอ และจบักับเอนไซม topoisomerase ll  เปนผลใหสายดีเอ็นเอแตกหักออก 

สงผลใหเซลลตาย 

 6. Epipodophyllotoxins และ Amsacrine สารกลุมนี้มีกลไกในการรบกวนการทํางาน

ของเอ็นไซม topoisomerase ll ในปฏิกิริยา DNA-resealing และ แทรกเขาไปในสาย ดีเอ็นเอ ทํา

ใหเกิดการแตกหักของดีเอ็นเอ 

สารออกฤทธิ์ยับย้ังเซลลมะเร็งที่พบจากธรรมชาตมิีมากมายหลากหลายชนิด ซึ่งมี

คณุสมบตัิแตกตางกันออกไป บางชนิดมคีณุสมบตัิเปนสารปฏิชีวนะดวย (Gorajana, 2006) สาร

ออกฤทธิ์ยับย้ังเซลลมะเรง็ทีไ่ดรับการพัฒนาเปนตัวยารักษาโรคมะเรง็มีกลไกในการทํางานได

อยางหลากหลาย ดังแสดงในตารางที ่2.2 

 

ตารางที ่2.2 กลไกการทํางานของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากทะเลที่ไดรับการพัฒนาเปนยา

รักษาโรคมะเรง็ (Burkhard, 2003) 

 
ชื่อสาร   แหลง   กลุมของสาร  บริษัทที่ผลิต 
 
กลุมที่มีผลตอเอนไซม 
ยับย้ังเอนไซม Methionine aminopeptidase 

LAF389  ฟองน้ํา   อนุพันธของกรดอะมิโน Novatis 

ยับย้ังโปรตนี kinase 

Bryostatin-1  ไบรโอซัว  โพลิคิไทด  GPC Biotech 
กลุมที่ยับยั้งไมโครทูบูล 
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 (ตอ) กลไกการทํางานของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากทะเลที่ไดรับการพัฒนาเปนยา

รักษาโรคมะเรง็ (Burkhard, 2003) 

 
ชื่อสาร   แหลง   กลุมของสาร  บริษัทที่ผลิต 
 
กลุมที่จับกับดีเอ็นเอ 
YondelisTM  ทะเล   ไอโซควิโนโลน  PharmaMar/  

Johnson&Johnson 
กลุมที่กระตุนปฏิกริิยา Oxidative 
AplidinTM  ทะเล   cyclic depsipeptide PharmaMar 
กลุมที่มีผลตอไลโซโซม 
Kahalamide F  ทากทะเล/ สาหราย cyclic depsipeptide PharmaMar 
กลุมที่กระตุนระบบภูมิคุมกัน 

KRN7000  ฟองน้ํา   α-galactosylceramide Kirin 
กลุมที่ยับยั้งการจับของแคลเซียม 
Squalamine lactate ปลาฉลาม  อะมิโนสเตียรอยด Genaera 

 

 
 2.11) การพบสารออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งใหมจากแอกติโนมัยซิส 
 
 แมวาการรักษาโรคมะเร็งจะมีวิธีการที่หลากหลาย เชน การผาตัด การใชเคมีบําบัด การ

ฉายรังสี หรือการใช stem cell เปนตน แตการใชยาที่มีคณุสมบตัิจําเพาะเจาะจงในการยับย้ัง

เซลลมะเร็งก็ยังมคีวามจําเปนในการรักษาผูปวยมะเร็ง เนื่องจากสามารถใชรักษาอาการปวยได

ตรงเปาหมาย โดยไมไปทําลาย หรือสงผลกระทบตอเซลลอื่นนอยที่สุด ดงันั้นการพัฒนาตัวยาที่ใช

รักษาผูปวยมะเรง็จึงมีความสําคัญ และการคนหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหมๆจาก

ธรรมชาติไดมบีทบาทอยางยิ่งตอการพัฒนาเปนตัวยารักษามะเร็ง แอกติโนมัยซิสเปนอีกแหลง

หนึง่ทีน่าสนใจในการคนหาสารยับย้ังเซลลมะเร็ง ดงัรายงานตอไปนี ้

 Gorajana และคณะ (2006) ไดมีการคนพบสาร resistoflavine จาก Streptomyces 

chibaensis AUBN1/7 ที่แยกไดจากโคลนใตทะเลในบริเวณอางเบงกอลประเทศอนิเดีย มีฤทธิ์ใน

การยับย้ังเซลลมะเรง็กระเพาะอาหาร และมะเร็งตับ อกีทั้งสามารถยับย้ังแบคทีเรียไดเล็กนอย ทัง้

แกรมบวก และลบ โครงสรางโมเลกุลของ resistoflavin แสดงดังรูปที่ 2.29 



 32 

  
                      รูปที ่2.29 resistoflavin 

 

 Zheng และคณะ (2000) แยกแอกติโนมัยซิสจากสิ่งมีชีวิตในทะเลทั้งพืช และสตัว เพื่อ

ทดสอบฤทธิ์การยับย้ังเซลลมะเรง็ โดยใชน้ําเลี้ยงเชื้อที่ความเขมขน 1: 320 เทา ทดสอบกับ

เซลลมะเร็งเมด็เลือดขาวของหนู (P388) และเซลลมะเรง็ของมนุษย 3 ชนิด ไดแก เซลลKB, เซลล

HLF และเซลลCNE ดวยวิธี MTT พบวามีเชื้อ 74 และ67 สายพันธุ ทีส่ามารถยับย้ังอัตราการเจรญิ

ของเซลล P388 และ KB ได จากเชื้อทั้งหมด 360 สายพันธุ คิดเปน 20.6% และ 18.6% 

ตามลําดับ 

 Igarashi (2007) พบสารกลุม anthraquinone ชนิดใหม 2 ชนิด คือ lupinacidin A และ 

lupinacidin B จาก Micromonospora lupine สายพันธุใหม ซึ่งเปน endophytic actinomycete 

สารทั้ง 2 ชนดินี้มีฤทธิ์ในการยับย้ังการแพรกระจายของเซลลมะเรง็ลําไสใหญของหนู (26-L5 

carcinoma cell) โดยไมไดมีการยับย้ังอัตราการเจรญิของเซลล โครงสรางโมเลกุลของ 

lupinacidin A และ lupinacidin B แสดงดงัรูปที่ 2.30 

 
รูปที ่2.30 โครงสรางโมเลกุลของ lupinacidin A (1) และ B (2) 
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2.12) แอกติโนมัยซิสจากทะเลที่สรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
 
 ทะเลเปนแหลงที่สําคญัในการคนหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหมๆ  เนื่องจากในทะเล

มีพ้ืนที่มากถึง 70 % ของพื้นทีท่ั้งหมดของโลก นอกจากนี้ ทะเลยังเปนแหลงที่มคีวามหลากหลาย

ทางชีวภาพสูง Burkhard (2003) คาดคะเนถึงความหลากหลายทางชีวภาพในทะเลบางบริเวณ 

เชน ในพ้ืนดนิใตทะเล และในบริเวณเขตปะการัง วามีความหลากหลายทางชีวภาพสูงกวาในปา

ฝนเขตรอน อกีทั้งในปจจุบนัอัตราการคนพบสารใหมจากบนบกนอยลง เนื่องจากมีการแยกสารซ้ํา

มากขึ้น ในขณะที่ไดมีการคนพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหมจากทะเลในอัตราที่สูงขึน้ การ

คนหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากทะเลจึงมีโอกาสที่จะพบเชื้อ หรือสารที่นาสนใจชนดิใหมสงู  

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแอกติโนมัยซิสในทะเลมคีณุสมบตัิทางชวีภาพที่หลากหลาย 

ไดแก สมบัตกิารเปนสารปฏิชีวนะ สารออกฤทธิ์ยับย้ังเซลลมะเร็ง สารกดภูมิคุมกัน และเอนไซม 

ดังแสดงในตารางที ่ 2.3 โครงสรางโมเลกุลของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหมจากทะเล แสดง

ดังรูปที่ 2.31 (Lam, 2006) 

 

ตารางที่ 2.3 สารชนดิใหมทีผ่ลิตจากแอกติโนมัยซิสในทะเลระหวางป 2003 ถึง 2005  

 

      สาร         แหลง    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 (ตอ) สารชนดิใหมที่ผลิตจากแอกติโนมัยซิสในทะเลระหวางป 2003 ถึง 2005 

 

      สาร         แหลง    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 

 

 



 35 

 
รูปที ่2.31 โครงสรางสารที่พบจากแอกติโนมัยซิสในทะเล  

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

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

 

แอกติโนมัยซิสจากทะเลจึงเปนแหลงใหมที่นาสนใน ซึ่งแอกติโนมัยซิสจากทะเลสามารถ

แยกไดจากดิน ทราย โคลน น้ําทะเล พืช และสัตวจากทะเล ดังรายงานตอไปนี ้

Selvin และคณะ (2004) แยกแอกติโนมยัซิสจากฟองน้ําในทะเล Dendrilla nigra โดยใช

อาหารเลี้ยงเชือ้ Sponge agar ซึ่งเปนอาหารเลี้ยงเชื้อเฉพาะ สามารถแยก Streptomyces sp. 

สายพันธุ BTL7 ซึ่งเปนสายพันธุที่สามารถสรางสารยับย้ังแบคทีเรียได โดยมีคา MIC เทากับ      

88 μg protein/ ml และสามารถยับย้ัง Micrococcus luteus ไดโดยมีคา MIC เทากับ 44 μg 

protein/ ml พบวาอัตราการเจริญ และอัตราการสรางสารปฏิชีวนะเพิ่มข้ึนเมื่อเติมสารสกัดจาก

ฟองน้ําเปนอาหารเสริม 

Hardt และคณะ (2000) พบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทั้งสารปฏิชวีนะ และสารออกฤทธิ์

ยับย้ังเซลลมะเร็ง 5 ชนดิ จากโคลนใตบึง Batiquitos บริเวณตอนเหนือของเมืองซานดิเอโก

ประเทศสหรัฐอเมริกา เมื่อสกัดสารออกจากน้ําเลี้ยงเช้ือดวยเอทิลอะซิเตต และแยกสารดวยซิลิกา

คอลัมน และ HPLC จากนั้นตรวจสอบสารดวยเทคนคิ NMR MS UV และ IR แลว พบวา          

สาร 5 ชนิด ไดแก neomarinone marinone isomarinone hydroxydebromomarinone และ 
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methoxydebromomarinone มีสูตรโครงสารโมเลกุลแสดงดงัรูปที่ 2.32 สารดงักลาวจัดเปนสาร

ปฏิชีวนะในกลุม naphthoquinone เมื่อทดสอบฤทธิ์การยับย้ังเซลลมะเร็งแลว พบวาสามารถ

ยับย้ังการเจรญิของมะเร็งได 60 ชนดิ โดยมีคา IC50 เฉลี่ย 10 μM 

 

 

 
รูปที ่ 2.32 โครงสรางโมเลกุลของ neomarinone และอนุพันธของสารกลุม marinone 

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

methoxydebromomarinone (5) 

 

จากรายงานวิจัยดังกลาวขางตน เหน็ไดวาการแยกแอกติโนมัยซิสจากทะเลจะสามารถมี

โอกาสในการคนพบแอกติโนมัยซิสชนดิใหม หรือสารออกฤทธิท์างชีวภาพชนิดใหมๆไดสูง 

โดยเฉพาะอยางยิ่งทะเลในประเทศไทย ซึง่เปนเขตรอนชื้น เปนบริเวณที่มคีวามหลากหลายทาง

ชีวภาพสูง อกีทั้งงานวิจัยการแยกแอกติโนมัยซิสจากบริเวณชายหาด และปาชายเลนในประเทศ

ไทยยังมีอยูนอยในปจจุบัน ดงันัน้การแยกแอกติโนมัยซิสจากทะเลในประเทศไทยจึงมคีวาม

นาสนใจในการคนหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม และมีประโยชนตอการพัฒนาเปนยารักษา

โรค ทั้งโรคจากเชื้อจุลินทรีย และโรคมะเรง็ในอนาคต 
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บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1) อุปกรณ 
 

1. ตูควบคุมอณุหภูมิ (incubator) Memmert รุน BE600 บริษัท Jebsen and Jessen 

2. ตูควบคุมอณุหภูมิภายใตบรรยากาศคารบอนไดออกไซด (CO2 incubator) Hepa 

Class100 รุน 311 บริษัท Thermo electron corporation 

3. ตูถายเชื้อ (laminar flow) CLEAN รุน H1 บริษัท Lab Service Ltd, Part. 

4. หมอนึง่ความดัน (autoclave) TOMY รุน SS-325 บริษัท Tomy Seiko Co., Ltd. Tokyo, 

Japan 

5. ตูอบความรอนแหง (hot air oven) Memmert รุน UE600 บริษัท Jebsen and Jessen 

6. ตูอบแหงภายใตสุญญากาศ (vacuum oven) Hotpack บริษัท Hotpact Corporation, 

USA. 

7. เครื่องชัง่น้ําหนัก (digital scale) รุน PB3002 บริษัท Mettler Toledo 

8. กลองจุลทรรศน (microscope) Olmpus รุน BX51 บริษัท Olypus Optical Co., Ltd. 

Japan 

9. กลองจุลทรรศนหัวกลับ (inverted microscope) Olmpus รุน CK2 บริษัท Olypus 

Optical Co., Ltd. Japan 

10. กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (scanning electron microscope, SEM) 

JEOL รุน JSM-5410 LV, Japan  

11. เครื่องเขยา (shaker) New Brunswick Scientific บริษัท New Brunswick Scientific 

Co., Inc. Edison, USA 

12. เครื่องระเหยแหงสญุญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporator) Eyela รุน N-1000 

บริษัท Tokyo Rikakikai Co., Ltd. Japan 

13. เครื่องระเหยน้าํที่อุณหภูมิต่าํ (lyophilizer) รุน FD-1 ย่ีหอ EYELA บรษัิท Tokyo 

Rikakikai Co., Ltd. Japan 

14. เครื่องปนเหว่ียง (centrifuge) Hettich รุน Rotofix32 บริษัท Becthai, Germany 

15. เครื่องวัดคาความเปนกรดเบส (pH meter) รุน S20-K ย่ีหอ Mettler Toledo 

16. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (water bath) รุน WB-710M บริษัท Optima, Japan 
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17. ฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer) ขนาด 0.0025 mm2 ย่ีหอ Loptik Labor 

18. เคื่องอานคาความดูดกลืนแสง (microplate reader) รุน ELX800 บริษัท Bio-Tek 

Instruments, Inc. 

19. เครื่องพีซีอาร (Authorized thermal cycler) Takara รุน TP600 บริษัท Takara Bio, Inc. 

Japan 

20. เครื่อง Electrophoresis chamber set รุน Mupid-ex บริษัท Advance 

21. เครื่องถายรูปเจล (Gel Doc) ย่ีหอ Vilber Lourmat 

22. เครื่องปนเหว่ียงขนาดเล็ก (micro centrifuge)รุน CM-610T บริษัท Hslangtai 

23. เครื่องปนเหว่ียงควบคุมอณุหภูมิ (micro refrigerated centrifuge) Kubota รุน 3700 

บริษัท Kubota Corporation, Tokyo Japan 

24. เครื่องไมโครเวฟ (microwave oven) Turbora รุน MW-2020 

25. เครื่องแปลงไฟ (Power supply) My Power300 รุน AE-8130 บริษัท ATTO 

26. ตูเย็น 4 °C (refrigerator) Mitsubishi รุน Tiara บริษัท Mitsubishi electric 

27. ตูเย็น -20 °C ย่ีหอ Sharp 

28. ตูเย็น -80 °C รุน 8620 บริษัท Thermo Electron Corperation 

29. เครื่อง UV-Transilluminator รุน TM-10E บริษัท UVP 

30. เครื่อง Vortex mixer รุน VX-100 บริษัท Labnet International, Inc. 

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

32. โกรงบดยา (motar) 

33. ไมโครปเปต (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. ปเปตตทิป (pipette tip) บรษัิท Axygen Scientific, Inc. USA 

35. หลอดไมโครเซนติฟวส (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. พาราฟลม 

38. บีกเกอร (beaker) 

39. ขวดแกว (bottle) 

40. กระบอกตวง (cylinder) 

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

43. เข็มเขี่ยเชื้อ (needle) 

44. ที่เจาะอาหารวุน (cork borer) 

45. จานเลี้ยงเชื้อพลาสติก (petridish) 

46. จานเลี้ยงเซลลแบบ 96 หลมุ (96 wells plate) 

47. ขวดเลี้ยงเซลล ย่ีหอ Corningบริษัท Corning Incorporated, USA 

48. หลอดเก็บเซลล 
49. หลอดเซนติฟวสขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร ย่ีหอ Corning บริษัท Corning 

Incorporated, USA 

50. ปเปตแกว ขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร 

51. เครื่องดดูจากปเปต (pipette aid) ย่ีหอ Drummond 

52. หัวกรองอาหารเลี้ยงเซลล ขนาด 0.22 ไมโครเมตร ย่ีหอ Corning บริษัท Corning 

Incorporated, USA 

53. ที่ขูดเซลล (cell lifter) 

54. เครื่องกวนโดยใชแมเหล็ก (magnetic stirrer) ย่ีหอ Clifton Ceraplate 

55. ถังไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen tank) รุน 34 HC ย่ีหอ Taylor-Wharton Cryogenics 

บริษัท Harsco Corporation, USA 

56. TLC aluminium sheet รุน Silica gel60 F254 บริษัท Merck, Germany 

57. คอลัมนแกวสําหรับแยกสาร  
58. ขวดแกวกนกลม 

59. ขวดแกวสําหรับเก็บสาร 
60. เครื่อง Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Varian รุน 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 รุน 3100XL ย่ีหอ 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) ย่ีหอ Hyclone บริษัท PERBIO 

46. Hoechst 33342  

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

USA. 

48. RPMI ย่ีหอ Hyclone บริษัท PERBIO 

49. Thyphan blue 

50. Trypsin-EDTA  steried filtered ย่ีหอ Hyclone บริษัท PERBIO 

51. Vanillin 

52. ตัวทําละลาย ไดแก 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 ไดแก 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) ตัวอยางดิน และทราย 
 
 เก็บตัวอยางดิน และทรายจากบริเวณชายหาด และปาชายเลนในประเทศไทย โดยเก็บ

จากจังหวัดตางๆ ไดแก จนัทบุรี ระนอง ประจวบคริีขันธ และ เพชรบรุ ีตัวอยางละประมาณ 50 ถึง 

100 กรัม บันทึกสถานที่เก็บ ลักษณะ และสีของดนิ วัดคา pH (ภาคผนวก ง หมายเลข 1) ใส

ถุงพลาสติกที่ปดมดิชดิ ตดิฉลากใหชัดเจน เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
3.4) การแยกแอกติโนมัยซิสจากดินตัวอยาง 
 
 นําดนิ และทรายตัวอยาง 5 กรัม ละลายใน 0.85% NaCl ที่ปราศจากเชื้อ ปริมาตร 45 

มิลลิลิตร จะไดสารละลายดนิที่มรีะดับการเจือจาง 10-1 นําไปบมโดยการเขยาที่ความเร็ว 200 รอบ

ตอนาท ีอณุหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน เพื่อลดจํานวนจุลินทรียที่เจรญิอยางรวดเรว็ 

จากนั้น นาํสารละลายดินไปเจือจางในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ ดวยวิธีอันดับการเจือจางลดลง      
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สิบเทา (serial ten fold dilution) ดูดสารละลายดินทีร่ะดับความเขมขนตางๆ เกลี่ย (spread) ลง

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Starch Casein Agar ที่เติมยาปฏิชีวนะ cyclohexamide 50 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร และ nystatin 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ก หมายเลข 1)  บมที่อณุหภูม ิ30 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 7-14 วัน จากนั้นคดัเลือกโคโลนีของแอกตโินมัยซิสที่มีลกัษณะแตกตาง

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

แยกใหเปนโคโลนีเดี่ยว เก็บเชื้อบริสุทธิ์บนอาหารผิวเอียง Nutrient agar (NA) (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 11) ที่อณุหภูม ิ4 องศา-เซลเซียส 

 
3.5) การเก็บรักษาแอกตโินมัยซิส 
 
 ขีดแอกติโนมยัซิสลงบนอาหารผิวเอียง Nutrient Agar (NA) เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4    

องศาเซลเซียส ไดเปนเวลา 1-3 สัปดาห สําหรับการเก็บรักษาเปนเวลานานทําโดยการขีด           

แอกติโนมัยซิสลงบนอาหารผิวเอียง Oat Meal Agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 19) นําไปบมที่

อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 7-14 วัน เพื่อใหเชื้อสรางสปอร จากนัน้เติมสารละลาย      

20 % Glycerol ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใชลูป (loop) ขูดสปอรใหหลดุ เก็บรักษาในหลอดเก็บเชือ้ที่

อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส 

 
3.6) การทดสอบการสรางสารปฏิชวีนะของแอกติโนมัยซิส 
 
3.6.1) จุลินทรียที่ใชในการทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะ ไดแก 

 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 
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3.6.3) ทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะโดยวิธี agar cross streak method (Waksman, 1940) 

 ขีดแอกติโนมยัซิสลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อทีต่องการทดสอบเปนแนวยาว บริเวณกลางจาน

อาหารเลี้ยงเชือ้ จากนั้นบมที่อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 -5 วัน เมื่อแอกติโนมัยซิส

เจรญิแลว ขีดจุลนิทรียที่ใชทดสอบตามขวางตั้งฉากกับแอกติโนมัยซิส บมที่อณุหภูมิเดียวกันเปน

เวลา 1 -2 วัน จากนั้นวัดความกวางของบริเวณยับย้ัง (Inhibition zone) ของจุลินทรียทดสอบ 

คดัเลือกแอกติโนมัยซิสที่สรางสารปฏิชีวนะยับย้ังการเจรญิของจุลนิทรยีทดสอบ โดยพิจารณาจาก

ความกวางของบริเวณยับย้ัง 

 
3.7) การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเซลลมะเร็งของสารสกัดจากแอกติโนมัยซิส 
 
3.7.1) การสกัดสารจากแอกติโนมัยซิส 

 เล้ียงแอกติโนมัยซิสในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Nutrient Broth (NB) (ภาคผนวก ก หมายเลข 

12) โดยการเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาท ีบมทีอุ่ณหภูมหิอง เปนเวลา 14 วัน จากนั้นสกัด

สารออกจากอาหาร และเสนใยของแอกติโนมัยซิสดวยเอทิลอะซิเตต โดยการเขยาเปนเวลา 1 วัน 

นําสวนเอทิลอะซิเตตมาระเหยแหงดวยเครื่องระเหยแหงสุญญากาศ สารสกัดที่ไดละลายใน 95%          

เอทานอล เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อนํามาทดสอบตอไป 

 

3.7.2) เซลลมะเรง็ที่ใชในการทดสอบ ไดแก 

 KatoIII (HTB- 103) เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (Human gastric carcinoma)   

 HepG2 (HB- 8065) เซลลมะเร็งตบั (Human liver hapatoblastoma) 

 SW620 (CCL- 227) เซลลมะเร็งลําไสใหญ (Human colorectal adenocarcinoma) 

 BT474 (HTB- 20) เซลลมะเร็งเตานม (Human ductal carcinoma) 

 Jurkat (TIB- 152) เซลลมะเร็งเมด็เลือดขาว (Human acute T-cell leukemia) 

 ซึ่งไดรับการอนุเคราะหจาก ผศ.ดร. ธนาภัทร ปาลกะ หองวิจัย 403 อาคารแถบ นีละนิธ ิ

ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวทิยาศาสตร จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 

3.7.3) การเพาะเลี้ยงเซลลมะเรง็ 

 นําเซลลมะเร็งที่เก็บรักษาไวในไนโตรเจนเหลว มาลางในสารละลาย 1X Phosphate 

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

ใชปเปตดดูขึ้นลงใหเขากัน จากนั้นปนเซลลใหตกตะกอน ดวยความเร็ว 1,000 รอบตอนาที เปน

เวลา 5 นาที นําสวนน้ําใสทิ้ง แลวเติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI1640 (ภาคผนวก ข หมายเลข 2) 
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ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั้นดดูสารละลายเซลลใสขวดเลี้ยงเซลล บมที่อุณหภูมิ 37 องศา-

เซลเซียส ภายใตบรรยากาศทีม่ีกาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 1 – 4 วัน จนกวาเซลลจะ

เจรญิเต็มผิวขวดเลี้ยงเซลล 

 สําหรับการเปล่ียนอาหารใหเซลล ทําโดยการดดูอาหารเลี้ยงเซลลเกาออกจนหมด ลาง

เซลลดวยสารละลาย 1x PBS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แลวดูดออก จากนั้นเติม 0.025% trypsin– 

EDTA ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3– 5 นาที เพื่อทําใหเซลลหลุดออกจาก

ขวดเลี้ยงเซลล จากนั้นดดูเซลล ปรมิาตร 0.5- 1 มิลลิลิตร ใสลงในอาหารเลี้ยงเซลลใหม 

 ในกรณทีี่จะนาํเซลลไปใชในการทดสอบในจานเลี้ยงเซลลแบบ 96 หลุม ใหนําเซลลที่อยู

ในสารละลาย 0.025% trypsin– EDTA ใสลงใน 1x PBS ดูดขึ้นลงใหเขากัน และปนเซลลให

ตกตะกอนดวยความเร็ว 1,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที นําสวนน้ําใสทิง้ แลวเติมอาหารเลีย้ง

เซลล RPMI1640 กระจายเซลลใหเขากันทั่ว นับจาํนวนเซลลที่มชีีวิต โดยยอมเซลลดวยสี 

thyphan blue และนับเซลลดวยดวยฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer) เพื่อใหไดจํานวนเซลล 

5 x 105 เซลลตอมิลลิลติร ดดูสารละลายเซลลใสลงในจานเลี้ยงเซลลแบบ 96 หลุม หลุมละ 100 

ไมโครลิตร ซึง่จะมีจํานวนเซลล 5 x 104 เซลลตอหลุม บมที่อณุหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต

บรรยากาศที่มกีาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 1 วัน เพื่อใชในการทดสอบตอไป 

 สําหรับการเก็บรักษาเซลลมะเรง็ ทําโดยการเพาะเลี้ยงเซลลใหเจรญิมากพอ จากนั้นดดู

เซลลใหในอาหาร RPMI1640 ที่เติม DMSO ที่ปลอดเชือ้ ในอัตราสวน (9: 1) และรบีนําไปแชแข็งที่

อุณหภูม ิ -80 องศาเซลเซียสทันท ี เปนเวลา 1 วัน จากนั้น จึงนําเซลลไปเก็บรักษาไวใน

ไนโตรเจนเหลวตอไป 

 

3.7.4) การทดสอบฤทธิ์การยับย้ังเซลลมะเร็งโดยวิธี MTT method (Palaga และคณะ, 1996) 

 ดดูสารสกัดจากแอกติโนมัยซิส ปรมิาตร 5 ไมโครลติร ลงในหลุมเล้ียงเซลล เพ่ือทดสอบ

ฤทธิ์การตอตานเซลลมะเรง็ โดยใช 95% เอทานอล เปนชุดควบคุมลบ และหลุมที่ไมมีเซลลเปนชุด

ควบคุมบวก บมที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใตบรรยากาศที่มกีาซคารบอนไดออกไซด 5% 

เปนเวลา 18- 24 ชั่วโมง จากนั้นยอมเซลลดวยสารละลาย MTT (3-(4,5- dimethylthiazolyl-2-) 

2,5- diphenylterazolium bromide) (ภาคผนวก ข หมายเลข 3) หลุมละ 10 ไมโครลติร บมที่

อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส ภายใตบรรยากาศที่มีกาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 2- 4 

ช่ัวโมง ดดูสารละลาย MTT และอาหารเลี้ยงเซลลออกจากหลุม และเติม 0.004N HCl ใน 

isopropanol (ภาคผนวก ข หมายเลข 5) หลุมละ 100 ไมโครลติร ดูดข้ึนลงใหเขากัน แลวนําไปวัด

การดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 
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3.7.5) การทดสอบการกระตุนใหเซลลตายแบบอะพ็อบโทซิส (Apoptosis test) 

 เล้ียงเซลลใหไดเซลล 1 X 106 เซลลตอมิลลิลิตร ดดูสารละลายเซลลปริมาตร 1 มลิลิลิตร 

เลี้ยงในจานเลีย้งเซลลขนาดเล็กที่มีแผน cover slip ปราศจากเชื้อวางอยู จากนั้นหยดสารที่จะ

ทดสอบลงบน cover slip ใชยา SS ซึ่งเปนยาที่กระตุนการอะพ็อบโทซิสเปนชดุควบคุมบวก บมที่

อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซยีส ภายใตบรรยากาศที่มีกาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 24 

ช่ัวโมง เซลลจะเจรญิโดยเกาะกับแผน cover slip จากนั้นดดูอาหารเลี้ยงเซลลออก และเติม

สารละลาย 1% glutaraldehyde ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในจานเลี้ยงเซลล บมที่อณุหภูมิหอง ในที่

มืด เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นดดู glutaraldehyde ทิ้ง และลางแผน cover slip ดวยสารละลาย 

1x PBS ปริมาตร 30 ไมโครลิตร นําเซลลที่เกาะอยูกับแผน cover slip ตรวจสอบการตายแบบ 

อะพ็อบโทซิส โดยการหยดสารละลาย 1x PBS ปรมิาตร 20 ไมโครลิตร ลงบนแผนสไลด เตมิสี 

Hoechst 33342 ความเขมขน 1 mM ปรมิาตร 2 ไมโครลิตร ใชปากคีบ คีบแผน cover slip ที่มี

เซลลเกาะอยูวางควํ่าลงบนแผนสไลด ตัง้ทิ้งไวในทีม่ืดเปนเวลา 5 นาที เคลือบขอบ cover slip ยา

ทาเล็บ นําไปเซลลตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนแบบฟลูโอเรสเซนต เซลลทีต่ายแบบ              

อะพ็อบโทซิสจะมีการหดตัวของเซลล และนิวเคลียส 

 
3.8) การจาํแนกสายพนัธุแอกติโนมัยซิสที่แยกไดดวยวธิีทางอณูพันธุศาสตร 
 

3.8.1) การสกัดดีเอ็นเอจากแอกติโนมัยซิส แบงออกเปน 3 สวน ไดแก 

สวนที่ 1 การลางเซลล เพ่ือกําจัดสารพอลิแซกคารไรด 

1. เลี้ยงแอกติโนมัยซิสในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว NB ประมาณ 3 – 5 วัน 

2. นําเซลลประมาณ 20 – 50 มิลลิกรัม ไปบดดวยโกรงบดยาเพื่อใหเซลลเขากันเปนเนื้อ

เดียว 

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

ตัวอยางที่บด จากนั้นถายลงในหลอดไมโครทิวปขนาด 1.5 มิลลิลติร 

4. นําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 3 นาที แลวดดูสวนน้ําใสทิ้ง 

5. ทําซ้ําขอ 3 และ 4 ประมาณ 2 – 3 ครั้ง จนน้ําใส 

สวนที่ 2 การทาํใหเซลลแตก (Zhou et al., 1999) 

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

เขากับตะกอนเซลล บมที่อณุหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

2. เติม chloroform : isoamylalcohol ความเขมขน 24 : 1 (ภาคผนวก ค หมายเลข 5)

ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการวอเทกซ 
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3. นําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 8 นาที ที่อณุหภูมิหอง 

4. ถายลงในหลอดไมโครทิวปใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

5. ทําซ้ําขอ 2 – 4 อีก 1 รอบ 

6. เติม isopropanol ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ลงในสวนน้าํใส และเก็บไวในน้ําแข็งเปน

เวลา 30 นาที 

7. นําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาท ีที่อณุหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส  เพื่อตกตะกอนดีเอน็เอ 

8. ดดูสวนน้ําใสทิ้ง และเติม ethanol ความเขมขน 70% ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เพื่อ

ลางตะกอนดีเอ็นเอ 

9. นําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ที่อณุหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส แลวเทสวนน้ําใสทิง้ 

10. ทําใหตะกอนแหงโดยทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง เมื่อแหงแลว ละลายตะกอนดวย TE buffer 

(ภาคผนวก ค หมายเลข 7) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

 

สวนที่ 3 การกําจัดอารเอ็นเอ 

1. เติม RNase ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร แลวบมที่

อุณหภูมหิองเปนเวลา 30 นาที 

2. เติมสารละลาย PEG (ภาคผนวก ค หมายเลข 6) ปริมาตร 60 ไมโครลิตร แลวเก็บไว

ในน้ําแข็งเปนเวลา 20 นาท ี

3. นําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาท ีที่อณุหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส แลวเทสวนน้ําใสทิง้ 

4. ลางตะกอนโดยใช ethanol ความเขมขน 70% ปริมาตร 500 ไมโครลติร 

5. นําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ที่อณุหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส แลวเท ethanol ทิง้ 

6. ทําใหตะกอนแหงโดยทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง เมื่อแหงแลว ละลายตะกอนดวย TE buffer 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

7. เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใช 
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3.8.2) การเพิ่มจํานวนดเีอ็นเอที่ประมวลรหัส 16S rRNA ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรส 

ออกแบบ primer ที่ใช โดยอางอิงจาก Rintala และคณะ (2001) และ Lanoot และคณะ 

(2005) ไดแก 

pA  (5’- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3’) 

pH   (5’- AAGGAGGTGATCCAGCCGCA -3’) 

StrepB   (5’- ACAAGCCCTGGAAACGGGGT -3’) 

StrepE   (5’- CACCAGGAATTCCGATCT -3’) 

StrepF   (5’- ACGTGTGCAGCCCAAGACA -3’)  

จากนั้นทําปฎิกริยาลูกโซพอริเมอเรส (Polymerase chain reaction, PCR) โดยใช

สารละลายดีเอ็นเอจากขั้นตอนที ่ 3.8.1 เปนแมแบบ (template) ซึ่งในสวนผสมทีท่ําให

เกิดปฏิกิริยา ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบดวย  

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 

 

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสประกอบดวยขั้นตอน ดงันี ้

 Initial denaturation  95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที 

 Denaturation   95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 

 Annealing   53 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 35 รอบ 

 Extension   72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 

 Final extension   72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี

 Hold    4 องศาเซลเซยีส จนกวาจะนํามาใชงาน 
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3.8.3) การตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอโดยวิธีเจลอิเล็คโทรโฟริซิส 

 ตรวจสอบยีนที่ไดจากการเพิ่มชิ้นสวนดเีอ็นเอโดยการทําเจลอิเล็คโทรโฟริซิส เตรยีมอะกา-

โรสเจล (ภาคผนวก ค หมายเลข 11) หลอม และเทลงในแมพิมพทีม่ีหวี (comb) เสียบอยู แลว

ปลอยใหเจลแข็งตัว ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม (loading dye) ในอัตราสวน 5 : 2 และ

หยอดตัวอยางลงในหลุมอะกาโรสเจล จากนั้นนําไปทําอิเล็คโทรโฟริซสิใน เครื่อง Electrophoresis 

chamber โดยใชความตางศักย 100 โวลต เปนเวลา 30 นาท ีตรวจสอบการเรืองแสงของดีเอน็เอ 

โดยการยอมดวย Ethidium bromide (ภาคผนวก ค หมายเลข 10) สองภายใตรังส ีUV ตรวจสอบ

ขนาดของยีนโดยการเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp + 1.5 kb DNA ladder 

 

3.8.4) วิเคราะหหาลําดับเบสของชิ้นสวนยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA 

 นําผลิตภัณฑของการเพิ่มชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ไดจากการใช primer 3 คู ไดแก StrepB กับ 

StrepE, pA กับ StrepF และ pA กับ pH ตามขั้นตอนที่ 3.8.2 มาวิเคราะหหาลําดับเบสของ

ช้ินสวนยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA โดยวิธี derect sequencing โดยสงไปวิเคราะหหาลําดับเบส

ที่สํานักงานวิจัยคณะแพทยศาสตร โรงพยาบาลรามาธิบด ี
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3.9) การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา และสมบัติทางชวีเคมี 
 
3.9.1) การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศน 

 เตรียม slide culture ของแอกติโนมัยซิส (ภาคผนวก ง หมายเลข 2) โดยการเลี้ยงใน

อาหารเลี้ยงเชือ้แข็ง เพื่อใหเชื้อสรางเสนใย และสปอร จากนั้นยอมเชื้อดวย lacto phenol cotton 

blue นํามาสองดดูวยกลองจุลทรรศน 

 

3.9.2) การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบสองกราด 

 เตรียมตัวอยางแอกติโนมัยซิส โดยเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Sodium Caseinate Agar 

เพื่อใหสรางสปอร จากนัน้นําไปสองดดูวยกลองจุลทรรศนอเิล็คตรอนแบบสองกราด (Scanning 

Electron Microscrope; SEM) ทีศู่นยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย (ภาคผนวก ง หมายเลข 3) 

 

3.9.3) การศึกษาการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP  

ศึกษาการเจรญิบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP (International Streptomycete Project 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 18 - 23) ไดแก 

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 

 ขีดแอกติโนมยัซิสที่ตองการทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP1- 6 บมที่อุณหภูมิ 30 องศา-

เซลเซียส เปนเวลา 7- 14 วัน บนัทึกการเจรญิ การสรางสปอร สีของสปอร สีของสายใยอาหาร สี

ของสายใยอากาศ และการสรางรงควัตถุที่ละลายน้ําได 

 

3.9.4) การตรวจสอบการสรางรงควัตถุเมลานิน 

 เล้ียงแอกติโนมัยซิสบนอาหาร peptone yeast extract iron agar (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 23) และ tyrosine agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 25) บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

ตรวจดูการสรางรงควัตถุเมลานิน เมื่อเขาสูวันที่ 4 โดยจะเกิดสีดํา หรือสีน้ําตาลเขมในอาหารเลีย้ง

เชื้อ  
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3.9.5) การตรวจสอบการสรางกาซไฮโดนเจนซัลไฟต 

 แทง (stab) แอกติโนมัยซิสลงในอาหารเลี้ยงเช้ือแข็งผิวเอียง peptone yeast extract iron 

agar (ISP6) (ภาคผนวก ก หมายเลข 23) ในหลอดทดลองขนาด 16 x 150 มิลลิเมตร บมที่

อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15-24 ชั่วโมง ตรวจสอบการเกิดกาซไฮโดรเจนซัลไฟตจาก 

การที่อาหารจะมีสีน้ําเงนิดํา (bluish-black color) ควรสังเกตสีของอาหารกอนทีเ่ชื้อจะสรางรงค

วัตถุที่ละลายน้ําลงไปในอาหาร (Tresner และ Danga, 1958) 

 

3.9.6) การตรวจสอบการรดีวิสไนเตรท 

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

บมที่อณุหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 14 วัน ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงไนเตรทเปนไนไตรท 

โดยหยดสารละลายเอ (ละลาย sulfanilic acid 0.8 กรัม ใน 5 นอรมอล กรดอะซติิก 100 

มิลลิลิตร) และสารละลายบี (ละลาย alphanaphthylamine 0.5 กรัม ใน 5 นอรมอล กรดอะซติกิ 

100 มิลลิลิตร) ลงในหลอดทดลองซึง่จะเกิดสีแดง แตถาการทดสอบไมเกิดสีแดงเนือ่งจากไนไตรท

เปลี่ยนไปเปนแอมโมเนีย และกาซไนโตรเจน ตองทดสอบขั้นที่สองตอไป โดยการเติมผงสังกะสีลง

ไป ถาเกิดสีแดง แสดงวายังมีไนเตรทอยู (Shirling และ Gottlieb, 1966) 

 

3.9.7) การตรวจสอบการเจรญิที ่pH 4.3 

ขีดแอกติโนมยัซิสลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Bennett’s agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 27) 

คา pH 4.3 บมที่อณุหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 7 – 14 วัน สังเกตการเจรญิของเชื้อ 

 

3.9.8) การตรวจสอบการเจรญิที่อณุหภูมติางๆ 

 ขีดแอกติโนมยัซิสลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ modified Bennett’s agar (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 26) บมที่อณุหภมูิ 37 และ 45 องศาเซลเซียสเปนเวลา 7 และ 14 วัน บมที่อณุหภูม ิ4 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 – 4 สัปดาห สังเกตการเจรญิของเชื้อ 

 

3.9.9) การศึกษาสมบัติการยอยสลายสาร (degradation activity) 

ขีดแอกติโนมยัซิสลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ modified Bennett’s agar ซึ่งประกอบดวย 0.5% 

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

starch ตรวจสอบการยอยสลายโดยสังเกตจากการเกิดวงใสรอบโคโลนี (clear zone) ยกเวนการ

ยอย gelatin และแปง ตรวจสอบโดยการสังเกตวงใสหลังจากเททับดวยสารละลาย acidified 

mercuric chloride (HgCl2) และไอโอดนี (iodine) ตามลําดับ 
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3.9.10) การตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจน 

 ตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจนตางๆ ไดแก 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) ที่ประกอบดวยแหลงไนโตรเจนแตละชนิด บมที่อณุหภูมิ 30 องศา-

เซลเซียส เปนเวลา 15 วัน ตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจนโดยการเปรียบเทยีบการเจรญิกับชุด

ควบคุมลบ คอื อาหารเลี้ยงเชื้อ basal medium agar ที่ไมเติมแหลงไนโตรเจน และชุดควบคุม

บวก คือ อาหารเลี้ยงเชื้อ basal medium agar ที่ประกอบดวย 0.1% asparagine หรือ 0.1% 

proline 

 

3.9.11) การตรวจสอบการใชแหลงคารบอน 

 ตรวจสอบการใชแหลงคารบอนตางๆ ไดแก 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) ที่ประกอบดวยแหลงคารบอน

แตละชนิด ตรวจสอบการใชแหลงคารบอน โดยการเปรียบเทียบการเจรญิกับชุดควบคุมลบ คอื

อาหารเลี้ยงเชือ้ carbon utilization agar ที่ไมเติมแหลงคารบอน และชุดควบคมุบวก คืออาหาร

เลี้ยงเช้ือ carbon utilization agar ที่ประกอบดวย 1% glucose บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 5 วัน 

 
3.10) การสกดั และทดสอบฤทธิข์องสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแอกติโนมัยซิส 
 
 แยกสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อ ออกจากสวนเสนใยแอกติโนมัยซิสที่ไดจากการเลี้ยงใน

อาหารเลี้ยงเชือ้เหลวโดยการกรองภายใตสุญญากาศ ผานกระดาษกรองเบอร 5 และนําแตละสวน

มาสกัด โดยมขีั้นตอนดังแสดงในรูปที ่3.1 
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อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว

กรองแยกสวนอาหารเลี้ยงเชื้อกับเสนใยออกจากกัน โดยใชกระดาษกรองเบอร 5 
และปมสุญญากาศ

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว เสนใย

ทําใหแหงดวยเครื่องระเหยแหงสุญญากาศ 
หรือตูอบแหงภายใตสุญญากาศ หรือเครื่อง
ระเหยน้ําท่ีอุณหภูมิตํ่า

อาหารเลี้ยงเชื้อแหง

สกัดดวยเอทิลอะซิเตต

สารสกัดจากเอทิลอะซเิตต สวนที่เหลือ

สกัดดวยเมทานอล

สารสกัดจากเมทานอล สวนที่เหลือ

บดเสนใยในเอทิลอะซเิตต โดยใช
โกรงบดยาเพื่อใหเสนใยแตก และ
แชในเอทิลอะซเิตตทิ้งไว 1 คืน

แยกสวน

สารสกัดจากเอทิลอะซเิตต สวนที่เหลือ

สวนที่เหลือสารสกัดจากเมทานอล

สกัดดวยเมทานอล

 

รูปที ่ 3.1 แผนภาพแสดงขั้นตอนการสกัดสารออกจากอาหารเลี้ยงเชือ้ และเสนใย 

ของแอกติโนมยัซิส โดยใชเอทิลอะซิเตต และเมทานอล 
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3.10.1) การสกัดสารออกฤทธิท์างชีวภาพจากอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 อาหารเลี้ยงเชือ้ที่ผานการกรองแลว นําไปทําใหแหงดวยเครื่องระเหยแหงสญุญากาศ 

(rotary evaporator) ตูอบแหงภายใตสุญญากาศ (vacuum oven) และเครื่องระเหยน้ําที่อุณหภูมิ

ต่ํา (lyophilizer) เพื่อใหอาหารเลี้ยงเชื้อแหง จากนั้นนําไปสกัดดวยเอทิลอะซิเตตในปริมาตร 1: 1 

โดยการเขยาทิ้งไว 1 คืน แยกสวนเอทิลอะซิเตตออกโดยการกรอง ทําซ้ํา 3 ครั้ง หรือจนกวาสวน

เอทิลอะซิเตตจะใส จากนั้นระเหยสวนเอทิลอะซิเตตออกดวยเครื่องระเหยแหงสุญญากาศ จนแหง 

นําสวนที่เหลือจากการสกัด มาสกัดตอดวยเมทานอล แยกสวนเมทานอลออกโดยการกรอง ทําซ้ํา 

3 ครัง้ หรอืจนกวาสวนเมทานอลจะใส จากนั้นระเหยสวนเมทานอลออกดวยเครื่องระเหยแหง

สุญญากาศ จนแหง บนัทึกน้ําหนักของสารสกัดทัง้สองสวน 

 

3.10.2) การสกัดสารออกฤทธิท์างชีวภาพจากเสนใย 

 นําเสนใยที่ไดจากการกรองไปบดในเอทิลอะซิเตตดวยโกรงบดยา เพ่ือใหเสนใยแตก 

จากนั้นแชในเอทิลอะซิเตตเปนเวลา 1 คนื แยกสวนเอทิลอะซิเตตออกโดยการกรอง ทําซ้ํา 3 ครัง้ 

หรือจนกวาสวนเอทิลอะซิเตตจะใส จากนั้นระเหยสวนเอทิลอะซิเตตออกดวยเครื่องระเหยแหง

สุญญากาศ จนแหง นําสวนที่เหลือจากการสกัด มาสกัดตอดวยเมทานอล แยกสวนเมทานอลออก

โดยการกรอง ทําซ้ํา 3 ครัง้ หรือจนกวาสวนเมทานอลจะใส จากนั้นระเหยสวนเมทานอลออกดวย

เครื่องระเหยแหงสญุญากาศ จนแหง บนัทึกน้ําหนักของสารสกัดทั้งสองสวน 

 

3.10.3) การตรวจสอบการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียโดยวิธี Agar well  

(Murray และ Baron, 1999) 

 3.10.3.1) การเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียทดสอบ 

นําแบคทีเรียทดสอบขีดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง NA บมที่อณุหภูม ิ 37 องศา-

เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือแยกใหเปนโคโลนีเดี่ยว ใชลูปเข่ียโคโลนีเดี่ยว 4 – 6 

โคโลน ี ลงในอาหารเลี้ยงเชือ้เหลว Nutrient Broth (NB) 5 มิลลิลิตร บมที่อณุหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส จนกวาอาหารเลี้ยงเช้ือจะขุน ปรับความขุนของแบคทีเรียทดสอบโดยใชน้ํา

กล่ันปราศจากเชื้อ โดยใหมีความขุนเทียบเทา 0.5 McFarland Standard (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 32) จะไดปริมาณเชื้อประมาณ 108 CFU ตอมิลลิลิตร 

 3.10.3.2) การเตรียมหัวเชื้อยีสตทดสอบ 

นํายีสตทดสอบขีดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Sabouraud agar (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 3)  บมที่อณุหภูม ิ30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง เพ่ือแยกใหเปนโคโลนี

เดี่ยว ใชลูปเขี่ยโคโลนีเดี่ยว 4 – 6 โคโลน ีละลายในน้ํากลั่นปลอดเชือ้ ปรับความขุนของ
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ยีสตทดสอบโดยใชน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ โดยใหมีความขุนเทียบเทา 0.5 McFarland 

Standard จะไดเซลลประมาณ 1 x 106 – 3 x 106 CFU ตอมิลลิลติร 

 3.10.3.3) การเตรียมหัวเชื้อราทดสอบ 

นําราทดสอบขีดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง PDA (ภาคผนวก ก หมายเลข 5) บมที่

อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 – 5 วัน เพื่อใหเชื้อสรางสปอร จากนั้นเตมิน้ํากลั่น

ปลอดเชื้อ ใชลูปขูดสปอรใหหลดุเปนสปอรแขวนลอย กรองเอาเสนใยออกดวยสําลีปลอด

เชื้อ ใหเหลือแตสปอร จากนัน้เจือจางสารละลายสปอรดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ ปรับจํานวน

สปอรใหเทากับ 1 x 106 – 3 x 106 สปอรตอมิลลิลิตร โดยนับดวย haemacytometer 

3.10.3.4) การตรวจสอบการยับย้ังการเจรญิของจุลนิทรยีโดยวิธี Agar well  

เตรียมจุลินทรยีทดสอบตามวิธีขอ 3.10.3.1 – 3.10.3.4 จากนั้นทําสําลีพันปลาย

ไมที่ปราศจากเชื้อจุมลงในหลอดหัวเชื้อ บิดสําลีกับขางหลอดใหพอหมาดๆ ปายลงบน

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

แบคทีเรีย และอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Sabouraud agar สําหรับทดสอบยีสต และรา เกล่ีย

เชื้อทดสอบ 6 ชนดิ ไดแก Bacillus subtilis Staphylococcus aureus Pseudomonas 

aeruginosa Escherichia coli Candida albicans Saccharomyces cereviseae และ 

Aspergillus niger  ใหทั่วจานเลี้ยงเชื้อ ทิ้งไวประมาณ 3 – 5 นาทีเพื่อใหอาหารแหง 

จากนั้นใช cork borer เสนผานศนูยกลาง 6 มิลลิเมตรทีป่ราศจากเชื้อเจาะลงในอาหารให

เปนหลมุ แลวใช เข็มเขี่ยเชื้อ เข่ียนําชิ้นวุนที่เจาะไวออก 

นําสารสกัดที่ไดจากอาหารเลี้ยงเชื้อแตละชนดิ ปรมิาตร 40 ไมโครลติร มาหยอด

ลงในหลุมอาหาร ความหนาของอาหารประมาณ 4 มลิลิเมตร เสนผานศนูยกลางหลุม 5 

มิลลิเมตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 – 24 ชั่งโมงสําหรับแบคทีเรีย 

และ อณุหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่งโมง สําหรับยีสต และรา วัดเสนผาน

ศูนยกลางบริเวณยับย้ัง (inhibition zone) ทําการทดสอบ 3 ซ้ํา 

 

3.10.4) การตรวจสอบการยับย้ังเซลลมะเร็ง 

ตรวจสอบการยับย้ังเซลลมะเร็ง โดยการนําสารสกัดจากอาหารเลี้ยง ใสลงในจานเลี้ยง

เซลลแบบ 96 หลุม หลุมละ 5 ไมโครลิตร บมที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ภายใตบรรยากาศที่มี

กาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 1 วัน และตรวจสอบการยับย้ังเซลลมะเร็ง โดยวิธี MTT 

ตามวิธีขอ 3.7.3 
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3.11) การหาอาหารที่เหมาะสมในการผลิตสารออกฤทธิท์างชวีภาพจากแอกติโนมัยซิส 
สายพันธุ J6.2 
 

จากการทดสอบการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเบื้องตน ทัง้การสรางสารปฏิชีวนะ  และ

การสรางสารออกฤทธิ์ยับย้ังเซลลมะเรง็ พบวา สายพันธุ J6.2 เปนสายพันธุที่นาสนใจในการศึกษา

รายละเอียดของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่เชื้อผลติ เนื่องจากเปนสายพันธุที่สามารถสรางสาร

ปฏิชีวนะแบบ broad spectrum คือยับย้ังไดทัง้ แบคทีเรยีแกรมบวก แบคทเีรียแกรมลบ ยีสต และ

รา รวมทั้งสามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับย้ังเซลลมะเร็งจําเพาะเจาะจงกับเซลลมะเรง็ตับ จงึ

คดัเลือกแอกติโนมัยซิส สายพันธุ J6.2 มาใชในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเพื่อศึกษาใน

ข้ันตอนตอไป 

 

3.11.1) การเตรียมหัวเชื้อแอกติโนมัยซิส 

เตรียมหัวเชื้อ J6.2 โดยเลี้ยงบนอาหารแข็ง sodium caseinate agar เปนเวลา 7 วัน 

เพื่อใหเชื้อสรางสปอร ดูดน้าํกลั่นปลอดเชือ้ใสลงในจานเลี้ยงเชื้อ และขูดใหสปอรหลุด จากนั้น

กรองเสนใยออกใหเหลือแตสปอรโดยกรองผานสําลีปลอดเชื้อ ปรับจํานวนสปอรใหได 1 x 107 

สปอรตอมิลลลิิตร โดยเจือจางสารละลายสปอรดวยน้ํากลั่นปลอดเชือ้  

 

3.11.2) การเล้ียงแอกติโนมยัซิสในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

ดดูสารละลายสปอร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร 6 ชนิด ไดแก 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) บมที่

อุณหภูมหิอง โดยการเขยาที่ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 7 วัน  

 

3.11.3) การทดสอบฤทธิท์างชีวภาพจากสารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวชนดิตางๆ 

นําอาหารเลี้ยงเชื้อ และเสนใยของเชื้อมาสกัดตามวิธีขอ 3.10.1 และ 3.10.2 และระเหย

ใหแหง ละลายสารสกัดดวย 95 % เอทานอล จากนั้นนําสารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวชนิด

ตางๆมาทดสอบการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียโดยวิธี Agar well ตามวิธีขอ 3.10.3 และทดสอบ

การยับย้ังเซลลมะเรง็โดยวิธี MTT ตามขอ 3.10.4 
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3.12) การแยก และทําสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใหบริสุทธิ ์
 
3.12.1) วิธี Thin Layer Chromatography (TLC) 

 เปนวิธีการแยกสารบนแผน TLC aluminium sheet รุน silica gel 60 F254 โดยการเลือก

ระบบตัวทําละลายที่เหมาะสมเปนตัวชะ ไดแก เมทานอล เอทิลอะซิเตต คลอโรฟอรม และเฮกเซน 

ในอัตราสวนตางๆ หลังจากการดีเวลลอป (develop) แผน TLC สารที่มีสภาพขั้วตางๆกัน จะถูก

แยกออกจากกัน การตรวจสอบตําแหนงของสารตางๆโดยการสองภายใตรังส ีUV ที่ความยาวคลื่น 

254 และ 365 นาโนเมตร หรือจุมลงในสารละลาย vanillin (ภาคผนวก ก หมายเลข 33) และให

ความรอนกับแผน TLC สีของสารจะปรากฏขึ้น จากนั้นนําไปวัดคา Rf  

 

3.12.2) วิธี Preparative Thin Layer Chromatography (Preparative TLC) 

 เปนวิธีแยกสารใหบริสุทธิ์ โดยมีหลักการเชนเดียวกับ TLC แตจะทําการแยกสารใน

ปริมาณมากกวา เพ่ือนําสารที่แยกไดมาใชตอไป โดยใชแผน TLC aluminium sheet รุน silica gel 

60 F254 ขนาด 20 x 20 เซนติเมตร หลงัจากดีเวลลอป (develop) แผน TLC ดวยระบบตัวทํา

ละลายที่เหมาะสมแลว ตรวจสอบตําแหนงของสารตางๆโดยการสองภายใตรังส ี UV ที่ความยาว

คลื่น 254 และ 365 นาโนเมตร จากนั้นขูดซิลิกาเจลที่ปรากฏแถบของสารออกมาสกัด ดวยตัวทํา

ละลายที่เหมาะสม กรองสวนซิลิกาเจลออก นําสวนของสารละลายไประเหยตัวทําละลายออกดวย

เครื่องระเหยแหงภายใตสุญญากาศ ช่ังน้ําหนัก และตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารดวยวิธี TLC 

 

3.12.3) วิธี Column Chromatography 

 เปนวิธีแยกสารใหบริสุทธิท์ี่อาศัยหลักการถูกดูดซับโดยตัวดดูซับ (adsorbent) และการ

ละลายในตัวทาํละลาย โดยใชซิลิกาเจล 60 No. 9385 เปนตัวดดูซับ และใชระบบตวัทําละลายใน

อัตราสวนตางๆ เปนตัวชะ โดยเรียงจากสภาพขั้วนอยไปมาก ไดแก เฮกเซน เฮกเซนผสมกับ

เอทิลอะซิเตต เอทิลอะซิเตต เอทิลอะซิเตตผสมกับเมทานอล และเมทานอล เปนตัวชะคอลัมน เก็บ

สารละลายที่ชะออกมาครั้งละ 20 มิลลิลิตร จากนั้นนาํสารละลายที่แยกไดมาตรวจสอบดวยวิธี 

TLC เพื่อวิเคราะหวาเปนสารทีเ่หมือนกันหรือไม ทําการรวมสวนที่เหมือนกันเขาดวยกัน จากนั้นนํา

สวนที่ไดไปวิเคราะหสมบตัทิางเคมดีวยวิธี NMR 
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3.13) การพิสูจนเอกลักษณของสาร 
 
3.13.1) Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR) 

 บันทึกดวยเครือ่ง Varian รุน Mercury 400 สําหรับหา H และ C nuclear magnetic 

resonance spectra โดยวัดคา chemical shift เปน ppm สารตัวอยางที่ใชวิเคราะห ทําการ

ละลายใน CDCl3 หรือ CD3OD หรือ D2O 

 

3.13.2) Infrared Spectroscopy (IR) 

 บันทึกดวยเครือ่ง Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT- IR) ของบริษัท 

Nicolet Impect model 410 สําหรับวัด Infrared spectra ของสาร เตรียมสารตัวอยางที่ใชวัดโดย

การผสมกับ โปรแตสเซียมโบรไมด (KBr) อัดเปนแผน (pellet) เปนผานศนูยกลาง 1 เซนติเมตร 

หนาประมาณ 1 มิลลิเมตร 

 

3.13.3) Mass Spectrometry (MS) 

 บันทึกดวยเครือ่ง Fison Instruments Mass Spectrometer model Trio2000 ของบริษัท 

Frisons Instruments ประเทศองักฤษ ใช Electron Impact Source (EI) ที่มคีวามตางศักย 70 

อิเล็คตรอนโวลต กระแส 300 ไมโครแอมป อณุหภูม ิ 180 - 300 องศาเซลเซียส สําหรับบนัทึก 

mass spectra 

 
3.14) การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารที่แยกได 
 
3.14.1) การทดสอบความสามารถในการยับย้ังการเจรญิของจุลินทรยี 

 นําแบคทีเรียทดสอบ ไดแก Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli          

Bacillus subtilis และ Staphylococcus aureus เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว TSB ยีสตทดสอบ 

ไดแก Candida albicans และ Saccharomyces cerevisiae เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

Sabouraud Broth (ภาคผนวก ก หมายเลข 4) ปรับความขุนใหไดเทียบเทา 0.5 McFarland ใส

เชื้อทดสอบลงในจานเลี้ยงเชือ้แบบ 96 หลมุ (96 wells plate) หลุมละ 100 ไมโครลิตร  

 นําสวนของสารที่แยกไดที่ละลายใน 95% เอทานอล ใสลงในจานเลี้ยงเชื้อแบบ 96 หลุม 

ปริมาตรหลุมละ 5 ไมโครลิตร ใชยาปฏิชีวนะ Streptomycin ความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร เปนชดุควบคุมบวกสําหรับการยับย้ังการเจรญิของแบคทีเรีย และ ใช Nystatin ความ

เขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร เปนชดุควบคุมบวกสําหรับการยับย้ังการเจรญิของยีสต และใช
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เอทานอล 95% ปริมาตร 5 ไมโครลติรเปนชุดควบคุมลบ บมโดยการเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอ

นาที แบคทีเรยีทดสอบบมทีอุ่ณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ยีสตทดสอบบมที่

อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คลื่น 600 นาโนเมตร ทําการทดลอง 3 ซ้ํา 

 

3.14.2) การทดสอบความสามารถในการยับย้ังเซลลมะเร็ง 

นําเซลลมะเร็งตับ (HepG2) จํานวนเซลล 5 x 105 เซลลตอมิลลิลติร ใสลงในจานเลี้ยง

เซลลแบบ 96 หลุม หลมุละ 100 ไมโครลติร จากนั้นนําสารที่แยกไดละลายใน 95% เอทานอล ใส

ลงในจานเลี้ยงเซลลแบบ 96 หลุม (96 wells plate) ใชอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมีเซลลเปนชดุควบคมุ

บวก และใชเอทานอล 95% เปนชดุควบคุมลบ บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต

บรรยากาศที่มกีาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 18 - 24 ชั่วโมง จากนั้นทดสอบการยับย้ัง

เซลลมะเร็งโดยวิธ ีMTT ตามขอ 3.10.4 ทาํการทดลอง 3 ซ้ํา 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง และวิจารณผลการทดลอง 

 
4.1 ลักษณะดิน และทรายตัวอยาง 
 

เก็บตัวอยางดิน และบริเวณจากบริเวณชายหาด และปาชายเลน 4 จังหวัดในประเทศไทย 

ชวงเวลา 10.00 – 13.00 น. ไดแก อาวคุงกระเบน จงัหวัดจนัทบรุี อําเภอปราณบรุี จังหวดัประจวบ

คริีขันธ แหลมผักเบี้ย จังหวดัเพชรบรุี และอําเภอหงาว จังหวดัระนอง จํานวนทัง้สิน้ 34 ตัวอยาง 

ทําการบันทึกลักษณะ เนื้อดิน สี และคาpH ของตัวอยางที่เก็บรวบรวมได ดงัแสดงผลในตารางที่ 

4.1 – 4.4 

 

ตารางที่ 4.1 ลักษณะของดนิ และทราย คา pH และจํานวนแอกติโนมยัซิสที่แยกไดจากอาวคุง

กระเบน จังหวัดจนัทบุร ี

ตัวอยาง ลักษณะของตวัอยาง pH สายพันธุแอกติโนมัยซิส 

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 ไมชื้นมาก สีน้ําตาล 7.28 J3.1 

J4 ดินขาว ใตตนเสม็ด บรเิวณใบไมทับถม 6.17 J4.1 

J5 ทรายบริเวณชายหาด ริมทะเล มีเศษเปลือก

หอยปะปน 

8.87 J5.1, J5.3 

J6 ดินใตตนสน รมิทะเลบนบก ขางรานอาหาร 7.15 J6.1, J6.2, J6.3, J6.4 

J8 ดินขาว แหง บริเวณปาเสมด็ 5.89 J8.1, J8.2, J8.3 

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

J9.5 

J10 ทรายบริเวณชายหาด มีผักบุงทะเลขึ้นอยู 7.45 J10.1 

J11 ดินขาว แหง ใตตนเสม็ด ในปายูคาลิปตัส  4.21 J11.1 

J12 ดินทราย สีดํา เปยก ใตตนฝาดดอกแดง 6.97 J12.1, J12.2, J12.3, 

J12.4 
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ตารางที่ 4.1 (ตอ) ลักษณะของดนิ และทราย คา pH และจํานวนแอกติโนมัยซิสที่แยกไดจากอาว

คุงกระเบน จงัหวัดจนัทบรุ ี

ตัวอยาง ลักษณะของตวัอยาง pH สายพันธุแอกติโนมัยซิส 

ที่แยกได 

J13 ดินทราย สีดํา-น้ําตาล ชื้น บริเวณหญา  7.43 J13.1, J13.2, J13.3, 

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

J13.7, J13.8 

J14 ดินทราย สีดํา เปยก 6.50 J14.1, J14.2, J14.3 

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

J16 ดินทราย สีดํา-น้ําตาล ใตตนโกงกาง 7.82 J16.1, J16.2 

J17 ดินทราย-โคลน ใตตนแสม เปยก 6.37 J17.1 

J19 โคลน สดีํา เปยก 5.97 J19.1, J19.2, J19.3, 

J19.4, J19.5, J19.6 

J20 ดินทราย สีน้ําตาล-ดํา ใตตนโปรงแดง 6.46 J20.1, J20.1 

 

ตารางที่ 4.2 ลักษณะของดนิ และทราย คา pH และจํานวนแอกติโนมยัซิสที่แยกไดจากอําเภอ

ปราณบรุี จังหวัดประจวบครีขัีนธ 

ตัวอยาง ลักษณะของตวัอยาง pH สายพันธุแอกติโนมัยซิส 

ที่แยกได 

P1 ทราย สีน้ําตาลออน แหง บริเวณชายหาด มี

หญาทะเลและผักบุงทะเลขึน้อยู  

8.12 P1.1 

P2 ทราย สีน้ําตาลเขม ชื้น บริเวณผักเบี้ยทะเล 6.59 P2.2 

P3 ทราย ชื้น สีน้ําตาลออน 6.42 P3.3, P3.2 

P4 ดินทราย แหง บริเวณหญาทะเลใตตนโพธิ์

ทะเล 

6.31 P4.1 

P5 ดินทราย สีน้ําตาลออน แหงบริเวณหญาทะเล 6.72 P5.1, P5.2 

P6 ดินและเศษใบไม สีดํา แหง บริเวณใตตนสน

ริมชายหาด 

6.06 P6.2, P6.3 

P7 โคลน สนี้ําตาลเขม เปยก 6.50 P7.1, P7.2, P7.3, P7.5 

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

P16 ดินทราย สีน้ําตาลเขมชื้น 7.14 P16.1 



 62 

 

ตารางที่ 4.2 (ตอ) ลักษณะของดนิ และทราย คา pH และจํานวนแอกติโนมัยซิสที่แยกไดจาก

อําเภอปราณบุรี จงัหวดัประจวบครีีขันธ 

ตัวอยาง ลักษณะของตวัอยาง pH สายพันธุแอกติโนมัยซิส 

ที่แยกได 

P17 ดินเหนียว สีดาํ ช้ืน ใตตนโกงกางใบเล็ก 6.06 P17.1 

P18 ดินเหนียว สีดาํ ช้ืน ใตตนแสม 6.30 P18.1 

P19 ดินขาวปนทราย สีน้ําตาลออน ชืน้ ใตตนแสม 7.22 P19.1 

 

ตารางที่ 4.3 ลักษณะของดนิ และทราย คา pH และจํานวนแอกติโนมยัซิสที่แยกไดจากอําเภอ 

หงาว จังหวัดระนอง 

ตัวอยาง ลักษณะของตวัอยาง pH สายพันธุแอกติโนมัยซิส 

ที่แยกได 

R1 ดินเหนียว สีน้ําตาลออน เปยก บริเวณแปลง

อนุบาลโกงกาง 

6.14 R1.1, R1.3 

R2 ดินเหนียว สีดาํ ชื้น 3.26 R2.1 

R3 ดินทราย สีน้ําตาลเขม เปยก บริเวณโคนตน

เหงือกปลาหมอ 

5.68 R3.1 

 

ตารางที่ 4.4 ลักษณะของดนิ และทราย คา pH และจํานวนแอกติโนมยัซิสที่แยกไดจากแหลม

ผักเบี้ย จังหวัดเพชรบรุ ี

ตัวอยาง ลักษณะของตวัอยาง pH สายพันธุแอกติโนมัยซิส 

ที่แยกได 

B2 ดินขาว เนื้อละเอียด แหง 7.41 B2.4 

 

 
4.2) แอกติโนมัยซิสจากดิน และทรายตัวอยาง 
 จากการแยกแอกติโนมัยซิสจากดิน และทราย 34 ตัวอยาง โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ starch 

casein agar พบวาสามารถแยกแอกติโนมัยซิส ไดจํานวน 77 สายพันธุ ทําการบันทึกลักษณะ

โคโลนีของแอกติโนมัยซิสทีแ่ยกได ดงัแสดงผลในตารางที ่4.5 
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ตารางที่ 4.5 สายพันธุและลักษณะของแอกติโนมัยซิสทีแ่ยกไดจากตัวอยางดิน และทราย 

แอกติโนมัยซิส 

สายพันธุ 

ลักษณะของโคโลน ี

1)    J1.1 โคโลนีสีขาว แข็ง ดาน และฟู ยอยอาหารใหเปนสีเหลือง 

2)    J1.2 โคโลนีสีขาว แข็ง และฟู 

3)    J1.3 โคโลนีสีขาว บาง แผออก 

4)    J1.4 โคโลนีสีขาว ผิวหนัง 

5)    J1.5 โคโลนีสดีํา กลม 

6)   J2.1 สายใยอาหารสีน้ําตาล สายใยอากาศสีขาว โคโลนีหยัก และใหญ 

7)    J2.2 โคโลนีเหลืองออน นูน มัน มีบริเวณยับย้ังจุลินทรียชนดิอ่ืน 

8)    J3.1 โคโลนีขาว กลม มีบริเวณยับย้ังจุลินทรียชนิดอืน่ 

9)    J4.1 โคโลนีขาว เปนจดุ แผเปนวงกวาง 

10)  J5.1 โคโลนีเหลืองออน กลม มนั และแข็ง 

11)  J5.3 โคโลนีสมเขม กลม เล็ก 

12)  J6.1 โคโลนีสมอิฐ ผิวแปงสีเทา กลม 

13)  J6.2 โคโลนีน้ําตาล กลม แข็ง 

14)  J6.3 โคโลนีกลม บนสีเทา ดานลางสีเหลือง  

15)  J6.4 โคโลนีมวง กลม เล็ก แข็ง มจีุดผิวแปงตรงกลาง 

16)  J8.1 โคโลนีขาว กลม มีบริเวณยับย้ังจุลินทรียชนิดอืน่ 

17)  J8.2 โคโลนีเหลือง ขอบเรียบ ผิวแปง 

18)  J8.3 โคโลนีน้ําตาล ขอบเรียบ แผเปนวงกวาง 

19)  J9.1 โคโลนีสม นิ่ม บนหยัก ขอบหยัก 

20)  J9.2 โคโลนีขาว เหนียว บนหยัก ขอบหยัก มีบรเิวณยับย้ังจุลินทรียชนดิอื่น 

21)  J9.3 โคโลนีขาว ฟู ตรงกลางดํา 

22)  J9.4 โคโลนีแดง กลม 

23)  J9.5 โคโลนีขาว แผออกเปนก่ิงกาน 

24)  J10.1 โคโลนดีํา กลม มีบริเวณยับย้ังจุลินทรียชนิดอ่ืน 

25)  J11.1 โคโลนีน้ําตาลดํา ผิวแปง กลม 

26)  J12.1 โคโลนีขาว กลม 

27)  J12.2 โคโลนีขาว กลม 
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ตารางที่ 4.5 (ตอ) สายพันธุและลักษณะของแอกติโนมัยซิสที่แยกไดจากตัวอยางดิน และทราย 

แอกติโนมัยซิส 

สายพันธุ 

ลักษณะของโคโลน ี

28)  J12.3 โคโลนีเขียว กลม 

29)  J12.4 โคโลนีขาว กลม 

30)  J13.1 โคโลนีกลม สายใยอาหารสีน้ําตาล สายใยอากาศสีขาว  

มีบริเวณยับย้ังจุลินทรียชนดิอื่น 

31)  J13.2 โคโลนีกลม สายใยอาหาร และสายใยอากาศสีขาว ผิวแปง 

32)  J13.3 โคโลนีน้ําตาล หยัก นิ่ม 

33)  J13.4 โคโลนีเหลือง ผิวแปงหนา แผออกเปนวง 

34)  J13.5 โคโลนีน้ําตาลเหลือง กลม ขอบเรียบ ผิวหนาเปนแปงเลก็นอย 

35)  J13.6 โคโลนีเหลืองออน ขอบเรียบตรงกลางหยกั 

37)  J13.8 โคโลนีเทา เสนใยแผออกดานขาง 

38)  J14.1 โคโลนีสม กลม แข็ง 

39)  J14.2 โคโลนีสคีรมี ดานขางแผเปนตนไม นิ่ม 

40)  J14.3 โคโลนีน้ําตาล มีเสนใยแผออกดานขาง 

41)  J15.1 โคโลนีกลม สายใยอาหารสีมวง สายใยอากาศสีขาว 

42)  J15.4 โคโลนีเทา กลม ผิวแปง 

43)  J16.1 โคโลนีสม ดาน ขอบหยักเล็กนอย 

44)  J16.2 โคโลนีสโีอรส นิ่ม ขอบหยักเล็กนอย 

45)  J17.1 โคโลนีเทา บนหยัก ขอบเรียบ กลม มัน แข็ง 

46)  J19.1 โคโลนีแดง ขอบหยัก มัน 

47)  J19.2 โคโลนีเหลืองออน ขอบหยกั มัน 

48)  J19.3 โคโลนีสม ขอบหยัก แข็ง 

49)  J19.4 โคโลนีเหลือง ขอบหยัก มัน มีบริเวณยับย้ังจุลินทรียชนดิอื่น 

50)  J19.5 โคโลนีใส กลม เล็ก มีบริเวณยับย้ังจุลินทรียชนดิอื่น 

51)  J19.6 โคโลนีกลม ลางสีเหลือง ผิวแปงคลุมหนา 

52)  J20.1 โคโลนีเหลือง ดานบน และขอบหยัก นิ่ม 

53)  J20.2 โคโลนีใส แผเปนวง ขอบหยัก นิ่ม 
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ตารางที่ 4.5 (ตอ) สายพันธุและลักษณะของแอกติโนมัยซิสที่แยกไดจากตัวอยางดิน และทราย 

แอกติโนมัยซิส 

สายพันธุ 

ลักษณะของโคโลน ี

54)  P1.1 โคโลนีกลม สายใยอาหารสีน้ําตาล สายใยอากาศสีขาว สปอรขาว 

55)  P2.1 สรางเสนใยแผเปนวงกวาง สีน้ําตาลออน สรางสารละลายเปนหยดบนผิวโคโลน ี

56)  P3.1 โคโลนีกลม ขาว ขอบหยัก ยอยอาหารจนเปนสีเหลือง 

57)  P3.2 สรางเสนใยแผเปนวงกวาง สีน้ําตาลออน สรางสารละลายเปนหยดบนผิวโคโลน ี

58)  P4.1 โคโลนีกลม สายใยอาหารสีแดง สายใยอากาศสีขาว สปอรขาว 

59)  P5.1 สรางเสนใยแผเปนวงกวาง สีน้ําตาลออน สรางสารละลายเปนหยดบนผิวโคโลน ี

60)  P5.2 สรางเสนใยแผเปนวงกวาง สีน้ําตาลออน สรางสารละลายเปนหยดบนผิวโคโลน ี

61)  P6.2 โคโลนีกลม สายใยอาหารสีน้ําตาล สายใยอากาศสีขาว สปอรขาว 

62)  P6.3 โคโลนีกลม สายใยอาหารสีน้ําตาล สายใยอากาศสีขาว สปอรขาว 

63)  P7.1 โคโลนีกลม ขาว สายใยอาหารสีขาว สายใยอากาศสีขาว สปอรขาว 

64)  P7.2 โคโลนีกลม มนั สนี้ําตาล ขอบหยัก 

65)  P7.3 โคโลนีขาว มันเล็กนอย แผออกดานขาง 

66)  P7.5 โคโลนีกลม ขาว, แผออกเปนวงกวางมาก 

68)  P15.2 โคโลนีกลม สขีาว ขอบหยัก เล็ก เสนใยแผออกดานขางเล็กนอย 

69)  P16.1 โคโลนีกลม เทา สปอรเทา อาหารใตโคโลนีมีสีน้ําตาลออน 

70)  P17.1 โคโลนีกลม มนั สีสม 

71)  P18.1 โคโลนีกลม มนั สีสม มีเสนใยแผออกดานขาง 

72)  P19.1 โคโลนีขาว เล็ก กลม ขอบหยัก 

73)  R1.2 โคโลนีกลม สายใยอาหารสีน้ําตาล สายใยอากาศสีขาว สปอรสนี้ําตาลเขม 

74)  R1.3 โคโลนีกลม ขาว สปอรน้ําตาลดํา 

75)  R2.1 โคโลนีขอบหยกั ขาว มันเล็กนอย 

76)  R3.1 โคโลนีกลม เลก็ สีสม ผิวเรียบ มัน 

77)  B2.4 โคโลนีกลม เลก็ สีสม เสนใยสีขาว แผออกดานขาง 
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4.3) การทดสอบการสรางสารปฏิชวีนะเบื้องตน 
 นําแอกติโนมยัซิสทั้งหมดทีแ่ยกได 77 สายพันธุ มาทดสอบดวยวิธี agar cross streak กับ

จุลินทรียทดสอบ 7 ชนิด ไดแก 

  Pseudomonas aeruginosa  ATCC9027 

Escherichia coli   ATCC25922 

Bacillus cereus   ATCC1729 

Staphylococcus aureus  ATCC25923 

Candida albicans   ATCC 70014 

Saccharomyces cerevisiae  TISTR 5169 

Aspergillus niger   ATCC6275 

 เมื่อวัดเสนผานศนูยกลางของบริเวณยับย้ัง โดยวัดจากขอบของจุลินทรียทดสอบที่ถูก

ยับย้ังผานโคโลนีของแอกติโนมัยซิส จนถึงขอบอีกดานหนึง่ของจุลนิทรียทดสอบที่ถูกยับย้ัง พบวา

แอกติโนมัยซิสแตละสายพันธุ สามารถสรางสารปฏิชวีนะยับย้ังจุลินทรียทดสอบ ไดแตกตางกัน 

ดังแสดงในตารางที ่ 4.6 แอกติโนมัยซิสที่สามารถยับย้ังจุลินทรียทดสอบแบบเปนวงกวาง โดย

ยับย้ังทั้งแบคทีเรียแกรมบวก แกรมลบ ราและ ยีสต ไดแก 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 ความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะยับย้ังจุลินทรียทดสอบของแอกติโนมัยซิส 

ระดับการยับยั้งจุลินทรียทดสอบ  

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 ุ +++ = รศัมีของบริเวณยับย้ังมากกวา 15 มิลลิเมตร 

  ++ = รศัมีของบริเวณยับย้ัง 7 – 15 มิลลิเมตร 

  + = รศัมีของบริเวณยับย้ัง 1 – 7 มิลลิเมตร 

  - = ไมยับย้ัง 
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4.4) การทดสอบการสรางสารออกฤทธิ์ยับยัง้เซลลมะเร็งเบ้ืองตน 
 
 นําสารสกัดที่ไดจากแอกติโนมัยซิส (crude extract) ที่แยกได มาทดสอบการยับย้ังการ

เจรญิของเซลลมะเรง็ตางๆ 5 ชนดิ ไดแก เซลลมะเรง็กระเพาะอาหาร KatoIII (HTB-103) 

เซลลมะเร็งตบั HepG2 (HB-8065) เซลลมะเรง็ลําไสใหญ SW620 (CCL-227) เซลลมะเรง็เตานม 

BT474 (HTB-20) และเซลลมะเรง็เมด็เลอืดขาว Jurkat (TIB-152) ตรวจสอบดวยวิธี MTT โดย

การวัดการดูดกลืนแสง เซลลที่มีชีวิตอยูจะตดิส ี หลุมทีม่ีคาความดูดกลืนแสงสูงแสดงวายังมีเซลล

ที่มีชีวิตอยูมาก สวนหลุมทีม่ีคาความดดูกลืนแสงนอยแสดงวา เซลลถูกยับย้ังการเจริญ  

จากนั้นหาคาเปอรเซน็ตการยับย้ังการเจรญิของเซลลมะเรง็ โดยนาํคาความดูดกลืนแสง 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม และคํานวณดงัสูตรตอไปนี ้

( )
⎥
⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
−

×−
−=

)( controlpositivecontrolnegative
controlpositivewelltestedofOD

percentage
100

100  

เปอรเซน็ตการยับย้ังเซลลมะเร็งชนดิตางๆของสารสกัดจากแอกติโนมยัซิสแสดงดงัตารางที่ 4.7 ตัว

เลขที่พิมพตัวหนา หมายถึงการยับย้ังแบบจําเพาะเจาะจง 

 

ตารางที่ 4.7 เปอรเซน็ตการยับย้ังเซลลมะเร็งชนดิตางๆของสารสกัดจากแอกติโนมยัซิส 

 

เปอรเซน็ตการยับย้ังเซลลมะเร็งชนดิตางๆ (%) 
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 (ตอ) เปอรเซน็ตการยับย้ังเซลลมะเร็งชนดิตางๆของสารสกัดจากแอกติโนมัยซิส 

 

เปอรเซน็ตการยับย้ังเซลลมะเร็งชนดิตางๆ (%) 
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 (ตอ) เปอรเซน็ตการยับย้ังเซลลมะเร็งชนดิตางๆของสารสกัดจากแอกติโนมัยซิส 
 

เปอรเซน็ตการยับย้ังเซลลมะเร็งชนดิตางๆ (%) 
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) การจัดกลุมความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชวีภาพของแอกติโนมัยซิส 
 
 จากตารางที ่ 4.6 และ 4.7 สามารถจัดกลุมการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของ         

แอกติโนมัยซิสที่แยกได ดังตารางที่ 4.8 

 

ตารางที่ 4.8 การจัดกลุมการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของแอกติโนมัยซิสที่แยกได 

กลุมของจุลินทรียทดสอบ 

และเซลลมะเรง็ 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 ยับย้ังยีสตทัง้สองชนดิ 

3. ยีสต และรา J12.3 J19.4 

และ P15.2 

J19.4 และ J15.2 ยับย้ัง Saccharomyces 

cereviseiae และ Aspergillus niger 

J12.3 ยับย้ังยีสตทัง้สองชนดิ และ  

Aspergillus  niger 
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ตารางที่ 4.8 (ตอ) การจัดกลุมการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของแอกติโนมัยซิสที่แยกได 

 

กลุมของจุลินทรียทดสอบ 

และเซลลมะเรง็ 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. เซลลมะเร็งตับ J6.2 J12.1 

J13.3 J13.4 

J14.3 

ยับย้ังจําเพาะเจาะจงกับเซลลมะเรง็ตับ HepG2 

9.เซลลมะเร็งเตานม P1.1 J15.2 

และ J15.4 

ยับย้ังจําเพาะเจาะจงกับเซลลมะเรง็เตานม BT474 
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ตารางที่ 4.8 (ตอ) การจัดกลุมการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของแอกติโนมัยซิสที่แยกได 

 

กลุมของจุลินทรียทดสอบ 

และเซลลมะเรง็ ที่ถูกยับย้ัง 

แอกติโนมัยซิส 

สายพันธุ 

ฤทธิ์การยับย้ัง 

10.เซลลมะเรง็ลําไสใหญ J15.1 ยับย้ังจําเพาะเจาะจงกับเซลลมะเรง็ลําไสใหญ 

SW620 

11. แบคทีเรียแกรมบวก  

    แกรมลบ ยีสต และรา        

อีกทั้งยับย้ังเซลลมะเรง็ 

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

เจาะจงกับเซลลมะเรง็ HepG2 BT474 และ SW620 

 

จากการจัดกลุมความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ทัง้ฤทธิก์ารยับย้ังการ

เจรญิของจุลินทรีย และฤทธิ์การยับย้ังเซลลมะเร็ง พบวาแอกติโนมัยซิสแตละสายพันธุมี

ความสามารถในการสรางสารยับย้ังการเจรญิของจุลนิทรีย และเซลลมะเรง็ไดตางกัน จึงไดเลือก

แอกติโนมัยซิส สายพันธุที่มคีวามสามารถในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียทดสอบไดเปนวง

กวาง และยับย้ังการเจริญของเซลลมะเรง็ไดแบบจําเพาะเจาะจง เพื่อใชในการศึกษาตอไป 

 
4.6) สายพันธุที่คัดเลือกได 
 
 จาการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพเบื้องตน โดยใชวิธี Agar cross streak สําหรับทดสอบการ

สรางสารปฏิชวีนะยับย้ังการเจรญิของจุลินทรีย และวิธี MTT สําหรบัทดสอบการสรางสารยับย้ัง

เซลลมะเร็ง พบวา แอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 มีความสามารถในการสราง

สารออกฤทธิ์ยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย (antimicrobial activity) เปนแบบ broad spectrum 

โดยทัง้สามสายพันธุนี้ สามารถยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสต 

และราได  

อีกทั้งยังสามารถสรางสารยับย้ังการเจริญของเซลลมะเรง็ (antitumor activity) แบบ

จําเพาะเจาะจง (specific inhibition) กลาวคือ  

แอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 จําเพาะเจาะจงตอเซลลมะเรง็เตานม (BT474) 

แอกติโนมัยซิส สายพันธุ J6.2 จําเพาะเจาะจงตอเซลลมะเรง็ตับ (HepG2) 

แอกติโนมัยซิส สายพันธุ J15.4 จําเพาะเจาะจงตอเซลลมะเรง็เตานม (BT474) 
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จึงไดคดัเลือกแอกติโนมัยซิสทั้งสามสายพันธุนี้มาจําแนกชนดิ และคดัเลือก สายพันธุ J6.2 มา

ศึกษาการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เนื่องจาก สารที่มคีวามจําเพาะเจาะจงตอเซลลมะเร็งตับ

นั้นยังคนพบไดนอยในปจจุบัน 
 
4.7) การจาํแนกแอกติโนมัยซิสสายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 โดยวิเคราะหลําดับเบส
ของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA 
 
 ทําการสกัด และเพ่ิมจํานวนดีเอน็เอ ของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 

ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เพื่อวิเคราะหหาลําดับเบสของยีนประมวลรหัส 16S rRNA ซึ่งมี

ขนาดประมาณ 1541 คูเบส (base pairs; bp) แตเนื่องจากยีนประมวลรหัส 16S rRNA เปนยีนที่มี

ขนาดใหญ และมีลําดับเบสอนุรักษ (conserved sequence) อยูมาก จึงตองออกแบบไพรเมอรที่

สามารถใชเพ่ิมจํานวนดเีอ็นเอไดหลากหลายขนาด เพื่อสามารถครอบคลุมลําดบัเบสที่มคีวาม

แตกตางกัน (variable region) ในแตละสายพันธุของแอกติโนมัยซิส โดยการตรวจสอบหาลําดับ

เบสที่ซอนทับกัน (over lab) ของ PCR product ที่เพิ่มจํานวนได ในการทดลองนี้จงึไดเลือกใชไพร

เมอรชนดิตางๆ โดยอางอิงขอมูลจาก Rintala และคณะ (2001) และ Lanoot และคณะ (2005) 

ไดแก 

Strep B 5’ – ACAAGCCCTGGAAACGGGGT – 3’  (ตําแหนงที่จับ 139- 158) 

Strep E 5’ – CACCAGGAATTCCGATCT – 3’   (ตําแหนงที่จับ 640- 657) 

Strep F 5’ – ACGTGTGCAGCCCAAGACA – 3’ (ตําแหนงที่จับ 1194- 1212) 

pA 5’ – AGAGTTTGATCCTGGCTCAG – 3’ (ตําแหนงที่จับ 8- 27) 

pH 5’ – AAGGAGGTGATCCAGCCGCA – 3’ (ตําแหนงที่จับ 1541- 1522) 

ทําการตรวจสอบขนาดของ PCR product เบื้องตนดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟริซิส ดังแสดง

ในรูปที่ 4.3 
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รูปที ่4.3 ขนาดของ PCR product เมื่อใชไพรเมอรชนดิตางๆ บนอะกาโรสเจล 

 

จากนั้นสงตัวอยาง PCR product ของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 

ขนาดตางๆ เพ่ือวิเคราะหหาลําดับเบสของยีนประมวลรหัส 16S rRNA ที่สํานักงานวิจัย

คณะแพทยศาสตร โรงพยาบาลรามาธิบดี ผลการวิเคราะหลําดับเบสของชิ้นสวนดีเอน็เอแสดงดัง

รูปที่ 4.4 – 4.6 ซึ่งชิ้นสวนของดีเอน็เอดังกลาวของสายพันธุ 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 ลําดบัเบสชิ้นสวนดีเอน็เอของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 
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....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
         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 ลําดบัเบสของชิ้นสวนดีเอน็เอ 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  



 81 

....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        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 ลําดบัเบสของชิ้นสวนดีเอน็เอ ของแอกติโนมัยซสิ สายพันธุ J15.4 

 

 จากนั้นนําลําดับเบสที่วิเคราะหไดของแอกติโนมัยซิสทัง้สามสายพันธุ มาเปรียบเทียบกับ

ลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ทีร่วบรวมไวในฐานขอมูลยีน (Gene Bank 

database) จากเวบไซต http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (กุมภาพันธ 2550) พบวา สายพันธุ P1.1 

มีระดับความเหมือน (% identity) เทากับ 100% คลายกับยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ของ 

Streptomyces spp. หลายสายพันธุ  ไดแก Streptomyces enissocaesilis    Streptomyces 

olivaceus    Streptomyces rubrocyanodiastaticus    Streptomyces fungicidicus 

Streptomyces vinaceusdrappus    Streptomyces plicatus    Streptomyces maritimus และ 

Streptomyces rochei 

 สายพันธุ J6.2 มีระดับความเหมือน (% identity) เทากับ 100% คลายกับยีนที่ประมวล

รหัส 16S rRNA ของ Streptomyces parvulus NBRC 13193 

 สายพันธุ J15.4 ระดับความเหมือน (% identity) เทากับ 99% คลายกับยีนที่ประมวลรหัส 

16S rRNA ของ Streptomyces spp. หลายสายพันธุ ไดแก 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 เทียบกับฐานขอมูลยีนใน 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 (ตอ) ระดับความเหมือนของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ของแอกติโนมัยซิส สาย

พันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 เทียบกับฐานขอมูลยีนใน 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% 

 

 จากขอมูลทางอณูพันธศุาสตร พบวายีนที่ประมวลรหสั 16S rRNA ในแอกติโนมยัซิสใน

กลุม Streptomyces นั้นมีลําดับเบสอนุรักษอยูมาก จึงทําใหพบระดับความเหมือนของยีนนีกั้บ 

Streptomyces spp. หลายชนิด การจําแนกความแตกตางของแอกติโนมัยซิสแตละชนดิ หรือแต

ละสายพันธุนั้น มคีวามจําเปนทีจ่ะตองออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะเจาะจงกับยีนบรเิวณที่มคีวาม

แตกตางของลาํดับเบส (variable region) อีกทั้งจะตองมีขอมูลพ้ืนฐานของแอกติโนมัยซิส

หลากหลายชนิด ทัง้ขอมูลลําดับนิวคลิโอไทด และขอมูลการจําแนกดวยวิธีทางสัณฐานวิทยา เพ่ือ

ศึกษาเปรียบเทียบลําดับเบสกันได Lanoot และคณะ (2005) ไดรายงานการจัดกลุม 

streptomycete ดวยวิธี RFLP fringerprinting โดยศึกษายีน 16S-ITS ซึ่งเปน สวนของยีน

ประมวลรหัส 16S rRNA ตอกับชิ้นสวนดเีอ็นเอ ระหวางยีน 16S และ 23S ribosomal subunit 
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พบวา ชิ้นสวนดเีอ็นเอบริเวณดังกลาว สามารถใชในการจัดกลุม streptomycete ได ยีนบริเวณ

ดังกลาวจึงมีความนาสนใจในการศึกษาเปรียบเทียบลําดบันิวคลิโอไทดเพื่อเปรียบเทยีบความ

แตกตางของ streptomycete แตละชนดิ 

อยางไรก็ตาม ยีน 16S-ITS ของ streptomycete นั้นยังมีขอมูลลําดบันิวคลิโอไทดอยูนอย

ในฐานขอมูลปจจุบัน ดังนัน้ในการจําแนกชนิด และสายพันธุ Streptomyces ในงานวิจัยฉบับนี้จึง

ใชขอมูลทางสัณฐานวิทยา และสมบัตทิางชีวเคม ี ในการประกอบการจําแนก Streptomyces ใน

ระดับชนิด 
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4.8) การศึกษาสัณฐานวทิยา และสมบัติทางชีวเคมีของแอกติโนมัยซิสสายพันธุ P1.1 J6.2 
และ J15.4 
 
4.8.1) การศึกษาทางสัณฐานวิทยา 

 นําแอกติโนมยัซิสที่คดัเลือกไดสามสายพันธุ ไดแก แอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 

และ J15.4 มาเล้ียงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Sodium Caseinate Agar เพื่อใหสรางสปอร จากนั้น

นําไปสองดดูวยกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบสองกราด (SEM) ผลแสดงดงัรูปที ่4.7 – 4.9  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่4.7 ภาพถายกลองจุลทรรศนอเิล็คตรอนแบบสองกราด ของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 

สองภายใต ทีกํ่าลังขยาย 5000 เทา (A) และ 20,000 เทา (B) สังเกตคอนนิเดียรขดเปนวง เกลียว 

ซ่ึงเปนลักษณะของ Streptomyces 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่4.8 ภาพถายกลองจุลทรรศนอเิล็คตรอนแบบสองกราด ของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ J6.2

สองภายใต ทีกํ่าลังขยาย 5000 เทา (A) และ 20,000 เทา (B) สังเกตคอนนิเดียรขดเปนวง เกลียว 

ซ่ึงเปนลักษณะของ Streptomyces 

A B 

A B 
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รูปที ่4.9 ภาพถายกลองจุลทรรศนอเิล็คตรอนแบบสองกราด ของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ J15.4 

สองภายใต ทีกํ่าลังขยาย 5000 เทา (A) และ 20,000 เทา (B) สังเกตคอนนิเดียรขดเปนวง เกลียว 

ซ่ึงเปนลักษณะของ 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 การสรางสปอร สีของสปอร สีของสายใยอาหาร สีของสายใยอากาศ 

และการสรางรงควัตถุที่ละลายน้ําได พบวา แอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 ที่

ลักษณะการเจรญิแตกตางกันเมื่อเล้ียงบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ตางกัน 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 

การสรางสปอร ปานกลาง นอย ดีมาก 

สีสปอร  เทา ขาว  เทา 

สายใยอาหาร ขาว ขาวเหลือง ขาวเหลือง 

สายใยอากาศ ขาว ขาว ขาว 

ISP1-TYA 

การสรางรงควตัถุ ไมมี สารสีเหลือง ไมมี 

การเจริญ ดีมาก ดีมาก ด ี

การสรางสปอร ดีมาก ดีมาก นอย 

สีสปอร เทา ขาว เทา 

สายใยอาหาร เหลือง น้ําตาล ขาวเหลือง 

สายใยอากาศ ขาว ขาว  ขาว 

ISP2-YMEA 

การสรางรงควตัถุ ไมมี สารสีเหลือง ไมมี 

การเจริญ ดีมาก ด ี ด ี

การสรางสปอร ดีมาก ด ี นอย 

สีสปอร เทา เทา ขาว 

สายใยอาหาร น้ําตาล ขาวเหลือง ขาวเหลือง 

สายใยอากาศ ขาว ขาว เหลือง 

ISA3-OA 

การสรางรงควตัถุ ไมมี สารสีเหลือง ไมมี 

การเจริญ ดีมาก ด ี ดีมาก 

การสรางสปอร ดีมาก ดีมาก ด ี

สีสปอร เทา เทา  ขาว 

สายใยอาหาร ขาว เหลือง ขาว 

สายใยอากาศ ขาว ขาว ขาว 

ISP4-ISSA 

การสรางรงควตัถุ ไมมี สารสีเหลือง ไมมี 
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ตารางที่ 4.10 (ตอ) 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 ี

การสรางสปอร ดีมาก ดีมาก ด ี

สีสปอร ขาว เทา ขาว 

สายใยอาหาร เหลือง ขาวเหลือง ขาว 

สายใยอากาศ ขาว ขาว ขาว 

ISP5-GAA 

การสรางรงควตัถุ ไมมี สารสีเหลืองออน ไมมี 

การเจริญ ดีมาก นอย ดีมาก 

การสรางสปอร นอย นอย นอย 

สีสปอร ขาว  ขาว  ขาว 

สายใยอาหาร ขาว เหลือง ขาวเหลือง 

สายใยอากาศ ขาว เหลือง ขาว 

ISP6-PYEA 

การสรางรงควตัถุ ไมมี สารสีเหลือง ไมมี 
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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) การตรวจสอบการสรางรงควัตถุเมลานิน การสรางกาซไฮโดนเจนซัลไฟต การรดีิวสไนเตรท 

และการเจรญิที่ pH 4.3 

 จากการนําแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 มาศึกษาการสรางรงควตัถุเม

ลานิน โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP6-PYEA และ Thyrosine agar และตรวจสอบการ

เปลี่ยนแปลงสขีองอาหารเลีย้งเชื้อพบวา เชื้อทั้งสามสายพันธุไมสามารถสรางรงควัตถุเมลานนิได 

ศึกษาการสรางกาซไฮโดนเจนซัลไฟตโดยการเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชือ้แข็งผิวเอียง ISP6-PYEA 

ศึกษาการรีดิวสไนเตรทโดยการเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ nitrate agar และตรวจสอบการรดีิวส

ไนเตรทพบวา ทัง้สามสายพันธุไมสามารถรีดิวสไนเตรทได และศึกษาการเจริญที ่ pH 4.3 ใน

อาหารเลี้ยงเชือ้ modified Bennett agar คา pH 4.3 พบวา สายพันธุ P1.1 สามารถเจริญทีค่า pH 

4.3 ได ในขณะที่ J6.2 และ J15.4 ไมสามารถเจริญได ดงัแสดงในตารางที่ 4.11 

 

ตารางที่ 4.11 การสรางรงควตัถุเมลานิน การสรางกาซไฮโดนเจนซัลไฟต การรีดิวสไนเตรท และ

การเจริญที ่pH 4.3 ของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 

แอกติโนมัยซิสสายพันธุ 
การทดสอบ 

P1.1 J6.2 J15.4 

การสราง melanin - - - 

การสราง H2S  - -   - 

การยอย nitrate  - -  -  

การเจริญที ่pH 4.3 + - - 

 

4.8.4) การตรวจสอบการเจรญิที่อณุหภูมติางๆ 

 จากการนําแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 มาศึกษาการเจริญที่อณุหภูมิ

ตางๆ บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง modified Bennett agar พบวา ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แอกติ

โนมัยซิสทัง้สามสายพันธุไมสามารถเจริญได ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทั้งสามสายพันธุ

สามารถเจริญได และที่อณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียส สายพันธุ P1.1 สามารถเจริญได แตสายพันธุ 

J6.2 และ J15.4 ไมสามารถเจรญิได ดังแสดงผลในตารางที่ 4.12 
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ตารางที่ 4.12 การเจริญของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 ที่อุณหภูมิตางๆ 

แอกติโนมัยซิสสายพันธุ 
อุณหภูมิการทดสอบ 

P1.1 J6.2 J15.4 

4 องศาเซลเซยีส - - - 

10 องศาเซลเซียส + + + 

30 องศาเซลเซียส + + + 

37 องศาเซลเซียส  + +  +  

45 องศาเซลเซียส  + -  -  

  + : เจรญิ    - : ไมเจรญิ 

 

4.8.5) การศึกษาสมบัติการยอยสลายสาร (degradation activity) 

 จากการศึกษาสมบัติการยอยสลายสารในอาหารเลี้ยงเชือ้แข็ง Modified Bennett agar ที่

เติมสารที่ตองการทดสอบชนิดตางๆลงไป ผลแสดงดงัตารางที่ 4.13 

 

ตารางที่ 4.13 ความสามารถในการยอยสลายสารตางๆของ แอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 

และ J15.4 

การเจริญของแอกติโนมัยซิสสายพันธุ 
แหลงอาหาร 

P1.1 J6.2 J15.4 

0.5% Adenine - + - 

0.5% Tyrosine - - - 

0.4% Xanthine + - - 

0.1% Casein + + - 

0.4% Gelatin - + + 

0.1% Starch + + + 

  + : ยอย    - : ไมยอย 

 

4.8.6) การตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจน 

 จากการนําแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 มาเลี้ยงบนอาหารเลีย้งเชื้อ

แข็ง Basal medium ที่เตมิแหลงไนโตรเจนชนดิตางๆ เพื่อตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจน โดย

เปรียบเทียบการเจรญิกับชุดควบคุมลบ คอื อาหารเลี้ยงเชื้อ Basal medium ที่ไมไดเติมสาร และ
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ชุดควบคุมบวก คือ อาหารเลี้ยงเชื้อ Basal medium ที่เติม Asparagine หรือ Proline ผลแสดงดงั

ตารางที่ 4.14 

 

ตารางที่ 4.14 ความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจนชนดิตางๆของ แอกติโนมัยซิส สายพันธุ 

P1.1 J6.2 และ J15.4 

การเจริญของแอกติโนมัยซิสสายพันธุ 
แหลงไนโตรเจน 

P1.1 J6.2 J15.4 

Arginine + + + 

Histidine + + + 

Methionine - + + 

Phenylalnine + + + 

Potassium nitrate + + + 

Serine + + + 

Thionine + + + 

Valine + + + 

+ : เจรญิมากกวาชุดควบคุมลบ หรือเทากับชดุควบคุมบวก  

 ที่ใช 0.1% asparagine หรอื 0.1% proline เปนแหลงไนโตรเจน 

  - : เจรญิเทากับ หรือนอยกวาชุดควบคุมลบ  

   ที่ไมไดเติมแหลงไนโตรเจน 

 

4.8.7) การตรวจสอบการใชแหลงคารบอน 

จากการนําแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 J6.2 และ J15.4 มาเลี้ยงบนอาหารเลีย้งเชื้อ

แข็ง Carbon utilization agar ที่เตมิแหลงคารบอนชนดิตางๆ เพื่อตรวจสอบการใชแหลงคารบอน 

โดยเปรียบเทยีบการเจรญิกับชุดควบคุมลบ คือ อาหารเลี้ยงเชื้อ Carbon utilization agar ที่ไมได

เติมสาร และชุดควบคุมบวก คือ อาหารเลี้ยงเชื้อ Basal medium ที่เติม Glucose ผลแสดงดัง

ตารางที่ 4.15 
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ตารางที่ 4.15 ความสามารถในการใชแหลงคารบอนชนดิตางๆของ แอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1 

J6.2 และ J15.4 

การเจริญของเชื้อ 
แหลงคารบอน 

P1.1 J6.2 J15.4 

Arabinose + - + 

Dextran + + + 

Fructose + - + 

Galactose + + + 

meso- Inositol + + + 

Lactose + + + 

Mannitol + + + 

Mannose + - + 

Rhamnose + + + 

Sodium acetate - - - 

Sodium citrate - - - 

Sucrose - - + 

Thehalose + + + 

Xylose + - + 

Xylan + + + 

+ : เจรญิมากกวาชุดควบคุมลบ หรือเทากับชดุควบคุมบวก 

 ที่ใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน 

  - : เจรญิเทากับ หรือนอยกวาชุดควบคุมลบ 

   ที่ไมเติมแหลงคารบอน 

 

 จากการตรวจสอบขอมูลทางชีวเคมี พบวาแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1   J6.2 และ 

J15.4 มีความใกลเคียงกับ Sreptomyces enissocaesillis  Streptomyces parvulus และ 

Streptomyces variabilis ตามลําดับ 
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4.9) การทดสอบการกระตุนใหเซลลมะเร็งตายแบบอะพ็อบโทซิสของ Streptomyces sp. 
สายพันธุ J6.2 
 

 เมื่อนําสารสกัดจาก Streptomyces sp. สายพันธุ J6.2 มาทดสอบการกระตุนใหเซลล

ตายแบบอะพ็อบโทซิสโดยตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนแบบฟลูออเรสเซนต พบวาสารสกัดจาก 

Streptomyces sp. สายพันธุ J6.2 มีการหดตัวของเซลล และนิวเคลยีส เหมือนกับชุดควบคุมบวก 

ดังแสดงในรูปที่ 4.16 – 4.18 ลูกศรสีแดง คือเซลลที่เกิดการอะพ็อบโทซิส แสดงใหเหน็วา 

Streptomyces sp. สายพันธุ J6.2 กระตุนเซลลมะเรง็ตับ HepG2 ใหเกิดการตายแบบ            

อะพ็อบโทซิส  

 

  

 

รูปที ่4.16 เซลลมะเรง็ตับ HepG2 ที่เกิดการ 

อะพ็อบโทซิส เมื่อสัมผัสกับสารสกัดจาก 

Streptomyces sp. สายพันธุ J6.2 

ลูกศรสีแดง หมายถึงเซลลทีต่าย 

แบบอะพ็อบโทซิส 

 

 

รูปที ่4.17 เซลลมะเรง็ตับ HepG2 ที่เกิดการ 

อะพ็อบโทซิส เมื่อสัมผัสกับยา SS 

(ชุดควบคุมบวก) 

ลูกศรสีแดง หมายถึงเซลลทีต่าย 

แบบอะพ็อบโทซิส 

 
 
 
รูปที ่4.18 เซลลมะเรง็ตับ HepG2 เมื่อสัมผัส

กับ 95% เอทานอล จะที่ไมเกิดการ 

อะพ็อบโทซิส (ชุดควบคุมลบ) 
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4.10) การหาอาหารที่เหมาะสมในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก Streptomyces 
sp. สายพันธุ J6.2 
 

นําสารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวชนิดตางๆ มาทดสอบการยับย้ังการเจรญิของ           

จุลินทรีย โดยวิธี Agar well ไดผลดงัแสดงในตารางที่ 4.16 และรูปที่ 4.19 การทดสอบการยับย้ัง

เซลลมะเร็งโดยวิธี MTT พบวา เมื่อเลี้ยงStreptomyces sp. สายพันธุ J6.2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลวชนดิตางๆ ไดแก 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) สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ยับย้ังเซลลมะเร็งตับ (HepG2) โดยใหเปอรเซน็ต

การยับย้ัง เทากับ 20.33   9.33   2.67   71.33   70.00 และ 70.67 ตามลําดับ ไดผลดังแสดงในรูป

ที่ 4.20 

 

ตารางที่ 4.16 การสรางสารปฏิชีวนะยับย้ังการเจรญิของจุลินทรียทดสอบ ของ Streptomyces sp. 

สายพันธุ J6.2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนดิตางๆ 

 
คาเฉลี่ย 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 กราฟแสดงขนาดของเสนผานศูนยกลางบริเวณยับย้ังเชื้อทดสอบเมื่อเล้ียง แอกติโนมยั-

ซิสสายพันธุ J6.2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวชนดิตางๆ ไดแก 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 กราฟแสดงเปอรเซ็นตการยับย้ังเซลลมะเรง็ตบั (HepG2) ของแอกติโนมยัซิสสายพันธุ 

J6.2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวชนิดตางๆไดแก 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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 จากการทดสอบการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทั้งฤทธิ์การยับย้ังการเจรญิของจุลนิทรีย 

และฤทธิ์การยับย้ังเซลลมะเร็งของแอกตโินมัยซิสสายพันธุ J6.2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวชนดิตางๆ 

พบวา อาหารเลี้ยงเชื้อ SCB GYM และ TSB ทําใหแอกติโนมัยซิสสายพันธุ J6.2 สรางสารออก

ฤทธิ์ทางชีวภาพไดสูง การยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย จะยับย้ังแบคทีเรียแกรมบวกไดดีกวาแกรม

ลบในทุกอาหารเลี้ยงเชื้อ ไดทําการเลือกอาหารเลี้ยงเชือ้ SCB เพื่อใชในการผลิตสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพ เนื่องจาก SCB เปน selective media เปนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมีน้ําตาล และมีสารอาหาร

เชิงซอนต่ํา ทําใหเชื้อชนดิอืน่เจรญิในอาหารนี้ไดนอย  

 
4.11) การผลิต และการสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
 จากการศึกษาหาอาหารเลี้ยงเชื้อทีม่ีความเหมาะสม ในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ

ของ Streptomyces sp. สายพันธุ J6.2 แลว จึงไดทําการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจาก 

Streptomyces sp. สายพันธุ J6.2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว SCB ปริมาตร 20 ลิตร บมที่

อุณหภูมหิอง โดยการเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 14 วัน จากนั้นสกัดสารดวย

เอทิลอะซิเตต และเมทานอล จากสวนน้ําเลี้ยงเชื้อ และสวนเสนใย นาํสารสกัดอยางหยาบ (crude 

extract) แตละสวนไปวิเคราะหดวยวิธี NMR ผลการวิเคราะห NMRแสดงเปน NMR spectrum ดัง

รูปที ่4.21 – 4.22 

 จากการวิเคราะหดวยวิธี NMR พบวาสารสกัดอยางหยาบจาก Streptomyces sp.     

สายพันธุ J6.2 ในตัวทําละลายเดียวกัน ทั้งในสวนของน้ําเล้ียงเชื้อ และสวนเสนใย มีรูปแบบของ 

NMR spectrum คลายกัน จึงนาจะเปนสารเดียวกัน หรือเปนสารในกลุมเดียวกัน จึงทําการรวม

ตัวอยางจากสวนน้ําเล้ียงเชือ้ และสวนเสนใยเขาดวยกัน เพื่อนําไปแยกใหบริสุทธิต์อไป 
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รูปที ่4.21 NMR spectra ของสารสกัดสวนเอทิลอะซิเตต จากสวนอาหารเลี้ยงเชื้อ (A) และสวน

เสนใย (B) ของแอกติโนมัยซสิ สายพันธุ J6.2 

 

 

B 

A 
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รูปที ่4.22 NMR spectra ของสารสกัดสวนเมทานอล จากสวนอาหารเลี้ยงเชื้อ (A)  

และสวนเสนใย (B) ของแอกติโนมัยซิส สายพันธุ J6.2 

 

 

B 

A 
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4.12) การทําสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใหบริสุทธิ์ และการพิสูจนเอกลักษณของสารที่แยก
ได 
 

นําสารสกัดหยาบจากสวนเอทิลอะซิเตต ทั้งจากสวนของเสนใย และน้าํเลี้ยงเชื้อมาแยกใหบริสุทธิ์

ดวยซิลิกาคอลัมน โดยใชเฮกเซน เอทิลอะซิเตต และเมทานอลในอัตราสวนตางๆ เปนระบบตัวทํา

ละลายในการชะคอลัมน  เก็บสารที่ถูกชะออกมา (Fraction) สวนละ 20 มิลลิลิตร ไดสารที่แยกได

สวนตางๆ ดังแสดงในตารางที ่4.17 

 

ตารางที่ 4.17 สวนที่แยกไดจากซิลิคอลัมน เมื่อใชระบบตัวทําละลายตางๆ 

ระบบตัวทําละลายที่ใชชะคอลัมน สวนที ่

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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นําสวนตางๆที่แยกไดมาตรวจสอบลักษณะสารองคประกอบดวยวิธี TLC จากนั้นรวมสวนที่มี

ลักษณะสารเหมือนกันเขาดวยกัน ไดสวนผสมของสารที่แยกได 14 สวน ไดแก  

สวนผสมที่1  สวนที่ 1-40 

สวนผสมที่2  สวนที่ 41-56 

สวนผสมที่3  สวนที่ 57-58 

สวนผสมที่4  สวนที่ 59-63 

สวนผสมที่5  สวนที่ 64-69 

สวนผสมที่6  สวนที่ 70-76 

สวนผสมที่7  สวนที่ 77-80 

สวนผสมที่8  สวนที่ 81-85 

สวนผสมที่9  สวนที่ 86-89 

สวนผสมที่10  สวนที่ 90-93 

สวนผสมที่11  สวนที่ 94-96 

สวนผสมที่12  สวนที่ 97-100 

สวนผสมที่13  สวนที่ 101-103 

สวนผสมที่14  สวนที่ 104-200 

นําสวนผสมของสารทัง้ 14 สวนมาตรวจสอบลักษณะสารดวยวิธี H-NMR (ภาคผนวก จ) 

พบวา สวนผสมที่ 4 (สวนที่ 59-63) เปนสวนที่มีลักษณะสารทีน่าสนใจ จึงนําไปตรวจสอบฤทธิ์ทาง

ชีวภาพตอไป และเมื่อนําไปตรวจสอบความบริสุทธิด์วยวิธี TLC พบวา สวนผสมที่ 4 มีสาร

องคประกอบอยางนอย 3 ชนิด ซึง่เปนสารทีม่ีขนาดโมเลกุลใกลเคียงกันมาก 

 
4.13) การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารที่แยกได 
 
 นําสวนผสมของสารทัง้ 14 สวน มาตรวจสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ ตามวิธีขอ 3.14 พบวา 

สวนผสมของสารบางสวนมฤีทธิ์ยับย้ังการเจรญิของจุลนิทรียทดสอบตางกัน สวนผสมที่ 3 6 7 10 

11 และ 12 ของสารที่แยกไดจากสารสกัดหยาบเอทิลอะซิเตต มีฤทธิ์การยับย้ัง Bacillus cereus 

สวนผสมที่ 3 4 5 6 7 10 11 12 13 และ 14 มีฤทธิ์ยับย้ัง Staphylococcus aureus และสวนผสม

ที่ 3 และ 4 มีฤทธิ์ยับย้ัง Pseudomonas aeruginosa ดังแสดงในตารางที่ 4.19 และสวนผสมที ่1 

2   9 และ 10 มีฤทธิ์ยับย้ังการเจรญิของเซลลมะเร็งตับ HepG2 ได ดงัแสดงในตารางที่ 4.20  
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ตารางที่ 4.18 คาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เมื่อใชสวนผสมของสารที่

แยกได ทดสอบความสามารถในการยับย้ังจุลินทรียทดสอบชนดิตางๆ 

จุลินทรียทดสอบ สวนผสม

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:ุ - ตัวพิมพหนาคือ สวนที่มีการยับย้ังจุลินทรยีทดสอบ 

- ใช Streptomycin เปนชดุควบคุมบวกสําหรับแบคทีเรยี 

- ใช Nystatin เปนชดุควบคมุบวกสําหรับยีสต 

- ใช 95% เอทานอลเปนชดุควบคุมลบ 
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  ตารางที่ 4.19 เปอรเซน็ตการยับย้ังเซลลมะเร็งตับ HepG2 เมื่อทดสอบ 

  ดวยสวนผสมของสารที่แยกได 

สวนผสมของสารที่แยกได เปอรเซน็ตการยับย้ังเซลลมะเร็ง (%) 

ไมมีเซลล (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:ุ ตัวพิมพหนาคือ สวนที่มีการยับย้ังเซลลมะเร็งตับ HepG2 

 

สวนผสมที่ 4 (สวนที่ 59 – 63) ของสารทีแ่ยกไดจากสารสกัดหยาบ เปนสวนทีม่ีลักษณะโมเลกุลที่

นาสนใจ จงึนาํมาตรวจสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียทดสอบ เพื่อหาคา 

MIC (Minimum Inhibitory Concentration) พบวาสวนผสมที ่ 4 มีคาความเขมขันต่ําที่สุดที่

สามารถยับย้ัง Bacillus cereus และ Staphylococcus aureus เทากับ 25 และ 5 ppm 

ตามลําดับ แตไมสามารถยับย้ัง Saccharomyces cereviseae ไดทีร่ะดับความเขมขนต่ํากวา 

200 ppm  และไมสามารถยับย้ังเซลลมะเรง็ตับ (HepG2) ไดที่ระดับความเขมขนต่ํากวา 200 

ppm 
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บทที่ 5 
สรุป และอภิปรายผลการทดลอง 

 

 จากการแยกแอกติโนมัยซิสจากตัวอยางดิน และทรายบริเวณชายหาด และปาชายเลนใน

4 จังหวัด คือ จันทบรุ ีประจวบคิรีขันธ  ระนอง และเพชรบุร ีจํานวนทัง้สิ้น 34 ตวัอยาง สามารถ

แยกแอกติโนมัยซิสไดทั้งหมด 77 สายพันธุ เมื่อนําแอกติโนมัยซิสทีแ่ยกไดมาทดสอบการสรางสาร

ปฏิชีวนะยับย้ังการเจริญของจุลินทรียทดสอบ ดวยวิธี Agar cross streak สามารถจัดกลุมฤทธิ์

การยับย้ังจุลนิทรียทดสอบของแอกติโนมัยซิสไดเปน 7 กลุม 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 สายพันธุตามลําดับ 

 เมื่อนําแอกติโนมัยซิสที่แยกไดมาทดสอบฤทธิ์การยับย้ังเซลลมะเร็ง โดยเลี้ยงในอาหาร

เลี้ยงเช้ือเหลว และสกัดสารออกฤทธิ์ยับย้ังเซลลมะเร็งที่เชื้อสรางขึ้นมาทดสอบกับเซลลมะเร็ง 5 

ชนดิ ดวยวิธี MTT พบวาแอกติโนมัยซิสที่แยกไดสวนใหญสามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับย้ัง

เซลลมะเร็งไดแตกตางกัน ทั้งนี้มีสายพันธุที่สามารถยับย้ังเซลลมะเร็งแบบจําเพาะเจาะจง ไดแก 

ยับย้ังมะเร็งตบั, มะเรง็เตานม และมะเรง็ลําไสใหญ จํานวน 5 3 และ 1 สายพันธุตามลําดับ 

 สายพันธุที่สามารถยับย้ังจุลินทรียไดแบบ broad spectrum และสรางสารออกฤทธิ์ยับย้ัง

เซลลมะเร็งแบบจําเพาะเจาะจงเปนสายพันธุทีน่าสนใจในการพัฒนาเปนยาปฏิชีวนะ และยา

รักษาโรคมะเรง็ จงึไดคดัเลือกแอกติโนมัยซิส 3 สายพันธุ ไดแก P1.1 J6.2 และ J15.4 มาศึกษา

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ลักษณะทางชวีเคมี และยีนประมวลรหัส 16s rRNA เพื่อจําแนกชนิด

ของสายพันธุเหลานี ้

 จากการวิเคราะหยีนประมวลรหัส 16s rRNA ของแอกติโนมัยซิสสายพันธุ P1.1 J6.2 และ 

J15.4 โดยวิธพีีซีอาร ออก primer โดยอางอิงจาก Rintala และคณะ (2001) และ Lanoot และ

คณะ (2005) ไดยีนของแอกติโนมัยซิสสายพันธุ P1.1  J6.2 และ J15.4 ขนาด 1,124  1,401 และ 

1,105 bp ตามลําดับ สงตัวอยางยีน และprimer ไปวิเคราะหหาลาํดับเบสของยีนประมวลรหสั 

16s rRNA ที่สํานักงานวิจัยคณะแพทยศาสตร โรงพยาบาลรามาธิบดี เมื่อนําลําดับเบสมา

เปรียบเทียบกับขอมูลในฐานขอมูลจากเวบไซต http://www.ncbi.nlm.nih.gov/  พบวาลําดับเบส

ของแอกติโนมยัซิส สายพันธุ J6.2 มีความคลายกับยีนประมวลรหัส 16s rRNA ของ 

Streptomyces parvulus โดยมีความเหมือน (% identity) เทากับ 100% สําหรบัสายพันธุ P1.1 

และ J15.4 มีความคลายกับ Streptomyces sp. หลายชนิด ทําใหไมสามารถระบชุนดิที่แนนอน
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ของแอกติโนมยัซิสสองสายพันธุนี้ไดโดยใชขอมูลทางอณูพันธศุาสตรเพียงอยางเดยีว จึงไดมี

การศึกษาสมบัติทางชีวเคม ี และสัณฐานวิทยาของแอกติโนมัยซิสทัง้สามสายพันธุนี้ ดังสรุปใน

ตารางที่ 5.1 

 

ตารางที่ 5.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรรีะวิทยา และความสามารถในการเจรญิที่อณุหภูมิ

ตางๆ 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 

รูปรางสปอร กลม ผิวเรียบ กลม ผิวเรียบ กลม มีหนาม 

ลักษณะสายสปอร เกลียว (Spira) เกลียว (Spira) เกลียว (Spira) 

การสรางเมลานิน ไมสราง ไมสราง ไมสราง 

การสรางรงควตัถุ ไมสราง สรางสารสีเหลือง ไมสราง 

การรีดิวสไนเตรท - - - 

การสรางกาซ H2S - - - 

การยอยสลาย 

อะดนีีน 

 

- 

 

+ 

 

- 

ไทโรซนี - - - 

แซนทนี + - - 

เคซนี + + - 

เจลาติน - + + 

แปง + + + 

การเจริญที่อุณหภูม ิ(°C) 

4 

 

- 

 

- 

 

- 

10 + + + 

30 + + + 

37 + - - 

45 - - - 

การเจริญที่พีเอช 4.3 + - - 
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 จากการตรวจสอบขอมูลทางชีวเคมี พบวาแอกติโนมัยซิส สายพันธุ P1.1   J6.2 และ 

J15.4 มีความใกลเคียงกับ Sreptomyces enissocaesillis  Streptomyces parvulus และ 

Streptomyces variabilis ตามลําดับ และไดมีการนํา Streptomyces sp. สายพันธุ J6.2 มาใชใน

การผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเนื่องจากมีฤทธิ์ในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียแบบ board 

spectrum และมีฤทธิ์ยับย้ังเซลลมะเรง็ตับแบบจาํเพาะเจาะจง ซึ่งเปนคณุสมบตัทิี่นาสนใจ

เนื่องจากในปจจุบันมงีานวิจัยที่คนพบสารยับย้ังเซลลมะเรง็ตับไมมากนัก นอกจากนี้ จาก

การศึกษากลไกการยับย้ังเซลลมะเรง็พบวา สารสกัดจาก Streptomyces sp. สายพันธุ J6.2 ทาํ

ใหเซลลมะเรง็ตายแบบอะพ็อบโทซิส 

 ไดมีรายงานการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพหลายชนิดจาก Streptomyces parvulus 

ทั้งสารปฏิชีวนะ สารออกฤทธิ์ยับย้ังไวรัส มาลาเรีย และเซลลมะเรง็ ซึ่งในปจจุบนั สารออกฤทธิ์

บางตัวไดมีการผลิตในระดับอุตสาหกรรม และขายเชิงพาณิชยแลว เชน actinomycinD ของบริษัท 

Sigma และ manumycin A ของบริษัท Calbiochem และบริษัท Sigma เปนตน Kleeff และคณะ 

(2000) ไดรายงานการออกฤทธิ์ในการกระตุนอะพ็อบโทซิส ของ actinomycin D อีกทั้งยังสามารถ

ยับย้ังการเจรญิของเซลลมะเรง็ตับออนได 

 Kawamura และคณะ (2003) พบวา borrelidin ซึ่งสรางจาก Streptomyces parvulus 

เปนสารออกฤทธิ์ยับย้ังการขยายตัวของหลอดเลือด ยับย้ังการแพรกระจายของเซลลมะเรง็เยื่อบุผิว 

และกระตุนการตายแบบอะพ็อบโทซิสของเซลลมะเรง็ โดยใชกลไกการยับย้ังเอนไซม threonyl-

tRNA synthetase โครงสรางโมเลกุลของ borrelidin แสดงดงัรปูที ่5.1 

  

 

 

 

 

รูปที ่5.1 โครงสรางโมเลกุลของ borrelidin 

 

 Kainuma และคณะ (1997) พบวา manumycin ซ่ึงเปนสารที่สรางจาก Streptomyces 

parvulus เปนสารที่ออกฤทธิ์ยับย้ังการเจริญ และการแพรกระจายของเซลลมะเรง็ตับออน 4 ชนดิ 

คือ SUIT-2 MIAPaCa-2 AsPC-1 BxPC-3 โดยมีกลไกการทํางานคือ ยับย้ังเอนไซมที่กอใหเกิด

มะเรง็แบบแขงขัน โครงสรางโมเลกุลของ manumycin แสดงดังรูปที ่5.2 
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รูปที่ 5.2 โครงสรางโมเลกุลของ 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) พบวา อาหารเลี้ยงเชือ้ SCB, GYM และ TSB เปนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ทําให

สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดสูง  

 ในป 1976 Williams และ Katz ไดพัฒนาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะห (synthetic 

media) สําหรับผลิต actinomycin D ซึ่งเปนสารที่กระตุนการอะพ็อบโทซิส และยับย้ังการเจริญ

ของเซลลมะเรง็ตับออน (Kleeff และคณะ, 2000) จาก Streptomyces parvulus ประกอบดวย  

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 ไดสูง (500 ถึง 600 μg/ml) และพบวาปริมาณสดัสวนคารบอนตอ

ไนโตรเจน (C/N ratio) ที่เหมาะสม คือ 41.7 สามารถผลิตสารไดปรมิาณมากที่สุด (Williams และ 

Katz, 1976) ตอมาในป 2001 Suosa และคณะ  ไดพฒันาสูตรอาหารตอจาก Williams และ Katz 

พบวา Streptomyces parvulus สายพันธุ DAUFPE3124 สามารถผลิต actinomycin D ไดสูงขึ้น 

200 เปอรเซน็ต เมื่อใชอาหารที่ประกอบดวย  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 แยกสารใหบริสทุธิด์วยซิลิกา

คอลัมนโครมาโตกราฟ และทดสอบฤทธิ์ของสารที่แยกไดพบวา สารทีไ่ดจากการแยกยังมีฤทธิ์ทาง

ชีวภาพยับย้ังจุลินทรีย Bacillus cereus Staphylococcus aureus และ Pseudomonas 

aeruginosa อีกทั้งสามารถยับย้ังเซลลมะเร็ง HepG2 ได แตไมสามารถยับย้ัง Escherichia coli 

Candida albicans และ Saccharomyces cerevisiae ได ทั้งที่ในการทดสอบเบื้องตนพบวา สาร
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สกัดหยาบสามารถยับย้ังเชื้อทดสอบสามชนดินี้ได ฤทธิ์ทางชีภาพของสารที่แยกไดสูญเสียไป

บางสวน อาจมีสาเหตุเนื่องมาจาก กลไกการออกฤทธิ์ทางชีวภาพบางอยางนั้น จาํเปนตองอาศยั

สารหลายชนิดในการออกฤทธิ์ ถึงแมวาการวิเคราะหโครงสรางของสารบริสุทธิ์จะไมสามารถทําได 

เนื่องจากลักษณะของสารองคประกอบที่มโีมเลกุลใกลเคียงกันมาก แตจากการตรวจสอบลักษณะ

ของสารดวยเทคนคิสเปกโทรสโกป พบวา สารที่สกัดไดจาก Streptomyces parvulus สายพันธุ 

J6.2 นั้น มีสวนประกอบของสารในกลุม อะโรมาติก ไฮโดรคารบอน 

งานวิจัยนี้ไดบรรลุวัตถุประสงค คือ สามารถแยกแอกติโนมัยซิสที่สามารถสรางสารออก

ฤทธิ์ทางชีวภาพยับย้ังจุลินทรีย และเซลลมะเรง็ได ไดจดัจําแนกสกุล และชนดิของแอกติโนมัยซิสที่

แยกได ผลิต สกัด แยกสารใหบริสุทธิ ์และตรวจสอบลักษณะของสารที่แยกได 

 

ขอเสนอแนะในการวิจัย 

 

1. บริเวณชายหาด และปาชายเลน เปนบรเิวณที่มคีวามหลากหลายทางชีวภาพสูง 

จึงเปนบริเวณที่นาสนใจในการคนหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ รวมกับการศึกษาความ

หลากหลายทางชีวภาพ 

2. ตัวอยางอ่ืนๆ นอกจากดิน และทราย ในบริเวณชายหาด และปาชายเลน เชน ราก

พืช ใบพืช และสัตวทะเล มคีวามนาสนใจในการคนหาแอกติโนมัยซิส สายพันธุใหมที่ผลิต

สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดเชนกัน 

3. ปจจัยในการผลิตสารออกฤทธิท์างชีวภาพมีหลายประการ เชน แหลงคารบอน 

แหลงไนโตรเจน อณุหภูม ิ การใหอากาศ คาความเปนกรด-ดาง เปนตน ดงันัน้การศกึษา

หาปจจัยที่จะทําใหผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดปริมาณมาก จะชวยใหการผลิตสาร

ออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดมากพอในการใชวิเคราะหทางเคมี 

4. เมื่อแยกสารเพื่อทําสารใหบริสุทธิ์ และตรวจสอบลักษณะสารเบื้องตนแลว ควร

ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารแตละสวนที่แยกไดดวย เนื่องจากฤทธิ์ของสารอาจจะ

สูญเสียไปในระหวางขั้นตอนการสกัด หรอืการทําสารใหบริสทุธิ ์ฤทธิท์างชีวภาพของสารที่

สกัดไดอาจจะตองอาศัยการทํางานรวมกันของสารหลายชนดิ ที่เปนองคประกอบในสารที่

สกัดได ดังนัน้การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในระหวางขั้นตอนการทําสารใหบริสุทธิ์จะ

สามารถทําใหทราบถึงการทาํงานเบื้องตนของสารบริสุทธิ์ที่แยกได 

5. ในสวนสารสกัดจากเมทานอล เปนสวนทีม่ีปริมาณสารมาก แมวาจะมีรูปแบบ

ของขอมูลทางสเปกโทรสโกปที่ไมซับซอน และไมนาสนใจ แตก็เปนโอกาสในการทําสารให

บริสุทธิ์ไดงาย จึงควรนํามาศึกษา และวิเคราะหสารบรสุิทธิท์ี่แยกไดดวย 
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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 เปน 7.0 – 7.2 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูมิ และความดันมาตรฐาน 

เติม cyclohexamide และ nystatin อยางละ 50 ไมโครกรัมตอมิลลลิิตร ที่ทําใหปลอดเชื้อโดยการ

กรองผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผานการกรองนึ่งฆาเชื้อ

แลว 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 เปน 7.3 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิและความดนัมาตรฐาน 

 

 

 

 



 119 

3. Sabouraud Agar 

Bacto peptone   10.0 กรัม 

Glucose    4.0 กรัม 

Agar    20.0 กรัม 

Water    1,000  มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 5.6 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิและความดนัมาตรฐาน 

 

4. Sabouraud Broth 

Bacto peptone   10.0 กรัม 

Glucose    4.0 กรัม 

Water    1,000  มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 5.6 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิและความดนัมาตรฐาน 

 

5. PDA (Potato dextrose agar) 

Potato    200.0 กรัม 

Glucose    20.0 กรัม 

Agar    20.0 กรัม 

Water    1,000  มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิ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 เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิและความดนัมาตรฐาน 
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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 เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิและความดนัมาตรฐาน 

 

8. Manitol Mungbean 

ถ่ัวเขียวบด    20.0 กรัม 

น้ําประปา    500 มิลลิลิตร 

ตมจนเดือด (10-15 นาที) 

D-manitol    20.0 กรัม 

Agar    18.0 กรัม 

Water (เติมอกี 500 ml)  1,000  มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิ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 เปน 6.8 – 7.0 นึ่งฆาเชื้อเช้ือที่อณุหภูมิ 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 เปน 6.8 – 7.0 นึ่งฆาเชื้อเช้ือที่อณุหภูมิ 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 เปน 6.8 – 7.0 นึ่งฆาเชื้อเช้ือที่อณุหภูมิ 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 เปน 6.8 – 7.0 นึ่งฆาเชื้อเช้ือที่อณุหภูมิ 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 เปน 6.8 – 7.0 นึ่งฆาเชื้อเช้ือที่อณุหภูมิ 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 เปน 6.8 – 7.0 นึ่งฆาเชื้อเช้ือที่อณุหภูมิ 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 เปน 6.8 – 7.0 นึ่งฆาเชื้อเช้ือที่อณุหภูมิ 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 เปน 6.8 – 7.0 นึ่งฆาเชื้อเช้ือที่อณุหภูมิ 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 เปน 7.2 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิ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 เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิ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 เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิและความดนัมาตรฐาน 

 

20. Oat Meal Agar (ISP3) 

ขาวโอต (oat meal)   20 กรัม 

Trace salts solution  1.0 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ก หมายเลข 30) 

Agar    18.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ตมขาวโอตในน้ํากลั่นประมาณ 20 นาที นํามากรองผานผาขาวบาง เติมน้ํากล่ันลงไปใน

อาหารจนครบ 1,000 มิลลิลิตร เติม Trace salts solution ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่

อุณหภูม ิและความดันมาตรฐาน 

 

21. Inorganic Salts Starch Agar (ISP4) 

Soluble starch   10.0 กรัม 

K2HPO4    1.0 กรัม 

MgSO4·7H2O   1.0 กรัม 
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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 เปน 7.2 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิ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 เปน 7.2 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิ110 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว เปนเวลา 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 เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิ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 เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิ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 เปน 7.2 – 7.4 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูมิ 110 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว เปนเวลา 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 เปน 7.3 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิ110 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว เปนเวลา 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 เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิ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 เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิ110 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว เปนเวลา 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 เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อณุหภูม ิ110 องศาเซลเซียส ความดัน 10 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว เปนเวลา 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 

ฆาเชื้อโดยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผาน

การฆาเชื้อแลว 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 

ฆาเชื้อโดยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผาน

การฆาเชื้อแลว 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 

อานคาความดดูกลืนแสง ทีค่วามยาวคลื่น 625 นาโนเมตร ใหอยูในชวง 0.08 – 0.10 
 
33. Vanillin solution 

Vanillin    4.5 กรัม 

95% ethanol   95 มิลลิลิตร 

Sulfuric acid   0.5 มิลลิลิตร 

ละลายใหเขากัน เก็บรักษาไวที่อุณหภูมหิองในขวดสีชา
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ภาคผนวก ข 
อาหาร สารเคมี และวิธีเตรียมที่ใชในการเพาะเล้ียงเซลล 

 

1. RPMI1640 (stock reagent) 

 อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ผงสําเร็จรูป         10.4    กรัม 

 โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต     2    กรัม 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร กวนใหเปนเนื้อเดียวกัน 

ปรับคาความเปนกรด-ดาง ใหมคีาประมาณ 6.9-7.4 ดวย 1N HCl ปรบัใหไดปริมาตร 1 ลิตร ทํา

ใหปราศจากเชื้อโดยกรองผานหัวกรองอาหารเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อขนาด 0.22 ไมโครเมตร ลง

ในขวดใสอาหารเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อขวดละ 90 มิลลิลิตร   ปดฝาและพันพาราฟลม เก็บใน

ตูเย็นที่อุณหภมูิ 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  (สําหรับทําการเพาะเลี้ยงเซลลเทานัน้)  10    มิลลิลิตร 

 ละลาย MTT ใน PBS ใสในหลอดฝาเกลียวขนาด 15 มิลลิลิตร ที่ปลอดเชื้อผสมใหเขากัน    

กรองผานชดุกรองสําเร็จรูปปราศจากเชื้อขนาด 0.22 ไมโครเมตร (ทําในตูปลอดเชื้อ) แบงใสหลอด 

ไมโครเซนติฟวจที่ปลอดเชื้อขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 มิลลิลิตร หุมดวยแผนฟอยด เก็บที่

อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 

 หมายเหต ุMTT เปนสารกอมะเรง็ ตองสวมทุกมือกอนชั่งหรือเตรียมสารทุกครั้ง 
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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 ละลายใหเขากัน ปรับ pH ใหเทากับ 7.4 นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เก็บรักษาไวที่อุณหภูม ิ4 

องศาเซลเซียส 

 

5. 0.04 N HCl  ใน isopropanol ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

ตวง isopropanol 80 มิลลิลิตร ในกระบอกตวงขนาด 100 มิลลิลิตร 

เติม HCl 0.331 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 100 ml ดวย isopropanol ปดฝา และเก็บรักษาที่

อุณหภูมหิอง 
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ภาคผนวก ค 
สารเคมี และวิธีการเตรยีมที่ใชในเทคนิคทางอณูพนัธุศาสตร 

 
1. 1 M Tris-HCl   (pH 8) ปริมาตร 1 ลิตร          

Tris base   121    กรัม 

 น้ํากล่ัน    800    มิลลิลิตร 

ละลาย Tris base ใหเขากัน ปรับ pH ใหเทากับ 8 จากนั้นเติมน้ํากลั่นจนปริมาตรเปน 1 

ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 

นาที เก็บรักษาไวที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 

 

2. 0.5 M EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) ปรมิาตร 1 ลิตร          

EDTA    186.10 กรัม 

 น้ํากล่ัน    800 มิลลิลิตร 

ละลาย EDTA ใหเขากัน ปรบั pH ใหเทากับ 8 จากนั้นเติมน้ํากลั่นจนปรมิาตรเปน 1 ลิตร 

นําไปนึ่งฆาเชือ้ ที่อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

เก็บรักษาไวที่อุณหภูม ิ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 

เติมน้ํากล่ันปลอดเชื้อจนไดปริมาตรเปน 200 มิลลลิิตร ผสมใหเขากัน เก็บรักษาไวที่

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 



 131 

เติมน้ํากล่ันปลอดเชื้อ จนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลติร ผสมใหเขากัน เก็บรักษาไวที่

อุณหภูมหิอง 

 

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 

เติมน้ํากล่ันปลอดเชื้อจนไดปริมาตรเปน 200 มิลลลิิตร ผสมใหเขากัน เก็บรักษาไวที่

อุณหภูมหิอง 

 

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) 

เติมน้ํากล่ันจนไดปริมาตรเปน 1 ลิตร แลวผสมใหเขากัน นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิหอง 

 

8. Ethidium bromide, 10 มิลลิกรัมตอมิลลลิิตร ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

Ethidium bromide  0.2    กรัม 

น้ํากล่ัน    20   มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากันเก็บรักษาไวในขวดสีชา 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 

 ผสมใหเขากันแลวหลอมโดยใชความรอนจนใสเปนเนื้อเดียวกัน เก็บรักษาไวที่

อุณหภูมหิอง 
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ภาคผนวก ง 
วิธีการทดลอง 

 

1. การวัดคา pH ของดนิ (คาความเปนกรด - ดาง ของดิน) 

ชั่งดนิตัวอยาง 10 กรัม เติมน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร (1:1) นําไปเขยาดวยเครื่องเขยาแบบหมนุ 

(rotary shaker) ที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที จากนั้นตัง้ทิง้ไวใหดิน

ตกตะกอน และนําไปวัดคา pH ดวย pH meter 

 

2. เทคนคิการทํา slide culture 

นําแผน cover slip ที่ปราศจากเชื้อวางลงในจานเลี้ยงเชือ้ เทอาหารเลีย้งเชื้อแข็งทับแผน 

cover slip และทิ้งไวใหอาหารแข็ง จากนั้นตดัอาหารเลีย้งเชื้อแข็งที่อยูบนแผน cover slip 

ออกเปนรูปสี่เหล่ียมจัตุรัส โดยใหเหลืออาหารไวบางสวน เข่ียสปอรของแอกติโนมัยซิสลงบน

อาหารเลี้ยงเชือ้รอบๆหลุมทีต่ดัเอาไว นําไปบมที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 – 14 วัน 

เพื่อใหเชื้อสรางสปอร จากนั้นตดัแผน cover slip ที่มีเสนใยของเชื้อเจรญิอยู มายอมดวยสี lacto 

phenol cotton blue แลวนําไปสองดูดวยกลองจุลทรรศน 

 

3. การเตรียมตัวอยางเพื่อสองกลองจุลทรรศนอิเลค็ตรอนแบบสองกราด 

3.1) การตรงึตวัอยาง ทําโดยการนําตัวอยางทีต่องการจะศึกษามาตัดใหเปนชิ้นขนาดที่

เหมาะสม นําไปอังดวยไอของออสเมียมเตตรอกไซด (osmium tetaoxide; OsO4) บมในที่ชืน้ 

อุณหภูม ิ20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 – 2 ชั่วโมง ภายในตูดดูควัน 

3.2) การขจัดน้ําออก (dehydration) โดยการนําตัวอยางแชในเอทานอลความเขมขน 30, 50, 

70, 90 เปอรเซนตตามลําดบั ข้ันตอนละ 10 – 20 นาที จากนั้น แชในเอทานอลบริสุทธ 10 นาท ีอีก

3 ครั้ง 

3.3) การทําตวัอยางใหแหง โดยการทําแหง ณ จดุวิกฤต (critical point drying) โดยการใช

เครื่องทําใหแหง (critical dryer, model SAMDRI-780) 

 3.4) นําตัวอยางไปติดยังแทนทองเหลือง ดวยการติดตัวอยางที่นําไฟฟาได 

(electronconductive adhesive) 

 3.5) นําตัวอยางไปเคลือบผวิดวยทอง ความหนาประมาณ 20 นาโนเมตร โดยใชเครื่อง Ion 

sputter coater, model JSC- 110 

3.6) นําตัวอยางไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบสองกราด JEOL รุน JSM-5410 

LV, Japan  
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ภาคผนวก จ 
ตารางแสดงผลการทดลอง 

 

ตารางที่ 1 คาการดูดกลืนแสงเมื่อทดสอบการยับย้ังเซลลมะเรง็ชนดิตางๆดวยสารสกัดจาก      

แอกติโนมัยซิส ทดสอบดวยวิธี MTT  

คา OD 540 เมื่อทดสอบดวยวิธี MTT test 

KatoIII HepG2 SW620 BT474 Jurkat 

ช่ือตัวอยาง 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 (ตอ) คาการดดูกลืนแสงเมื่อทดสอบการยับย้ังเซลลมะเร็งชนดิตางๆดวยสารสกัดจาก      

แอกติโนมัยซิส ทดสอบดวยวิธี MTT  

 

คา OD 540 เมื่อทดสอบดวยวิธี MTT test 

KatoIII HepG2 SW620 BT474 Jurkat ช่ือ

ตัวอยาง 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 คาการดูดกลืนแสงที ่600 นาโนเมตร ของจุลินทรียทดสอบ เมื่อทดสอบการยับย้ังการ

เจรญิดวยสวนผสมของสารทีส่กัดไดจากแอกติโนมัยซิส 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 (ตอ) คาการดดูกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ของจุลินทรียทดสอบ เมื่อทดสอบการยับย้ัง

การเจริญดวยสวนผสมของสารที่สกัดไดจากแอกติโนมยัซิส 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 
ขอมูลสเปกโทรสโกป 

 

 

 
รูปที ่1 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 1 (สวนที่ 1 – 40)  
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รูปที ่2 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 2 (สวนที่ 41-56)  

 

 

 
รูปที ่3 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 3 (สวนที่ 57-58)  
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รูปที ่4 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 4 (สวนที่ 59-63)  

 

 
รูปที ่5 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 5 (สวนที่ 64-69)  
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รูปที ่6 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 6 (สวนที่ 70-76)  

 

 

 
รูปที ่7 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 7 (สวนที่ 77-80)  
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รูปที ่8 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 8 (สวนที่ 81-85)  

 

 

 
รูปที ่9 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 9 (สวนที่ 86-89) 
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รูปที ่10 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 10 (สวนที่ 90-93)  

 

 
รูปที ่11 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 11 (สวนที่ 94-96)  



 143 

 
รูปที ่12 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 12 (สวนที่ 97-100)  

 

 

 
รูปที ่13 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 13 (สวนที่ 101-103)  
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รูปที ่14 โปรตอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 14 (สวนที่ 104-200)  

 

 

 
รูปที ่15 คารบอนเอ็นเอม็อารสเปกตรัมของสวนผสมที่ 4 (สวนที่ 59 – 63)  
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รูปที ่16 แมสสเปกตรัมของสวนผสมที่ 4 (สวนที่ 59 – 63) 

รูปที ่17 อินฟราเรดสเปกตรมัของสวนผสมที่ 4 (สวนที่ 59 – 63) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นายณัฐชัย เกงพิพัฒน เกิดเมื่อวันที ่31 ธันวาคม 2525 ที่อําเภอบางใหญ จงัหวัดนนทบรุี 

เปนบุตรของ นายณัฐพัชร เกงพิพัฒน และนางสรุักษา เกงพิพัฒน เขาศึกษาในระดบัประถมศึกษา 

และมัธยมศึกษาที่โรงเรียนกรุงเทพคริสเตียนวิทยาลัย จากนั้นสอบเขาศึกษาตอในระดับอดุมศึกษา 

สําเร็จการศึกษาวิทยาศาสตรบัณฑิต จากภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย ในปการศกึษา 2544 และเขาศกึษาตอในระดบับัณฑิตศึกษา หลักสูตร

เทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยในปเดียวกัน  

 

ผลงานทางวิชาการ 

“Investigation the denitrification method for reduces TKN to be less than 5 mg/l” 

งานวิจัยในการฝกงาน (student trainee project) บรษัิท อายิโนะโมะโตะ (ประเทศไทย) จํากัด 

โรงงานปทุมธานี ปการศึกษา 2543 

 “การตดิตามการยอยสลายฟแนนทรนีของเชื้อ Sphingobium sp. สายพันธุกลาย 

P2::gfp ในระบบนิเวศดนิจําลอง” งานวิจัยในระดับปรญิญาตรี (senior project) ในหลักสตูรจลุ

ชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ปการศึกษา 2544 

“Screening for antimicrobial and antitumor activity of actinomycetes isolated 

from beaches and mangroves in Thailand” การนําเสนอผลงาน (poster presentation) ใน

งานประชุมวิชาการ สมาคมเทคโนโลยีชีวภาพแหงประเทศไทย ปการศกึษา 2549 

 

ทุนการศึกษา 

ทุนอดุหนนุวิทยานิพนธ  ปการศึกษา 2549 

ทุนอดุหนนุการศึกษา  ปการศึกษา 2549 

ทุนผูชวยสอน  ปการศึกษา 2550 
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