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ธนวัช  สุจริตวรกุล : ราเอนโดไฟตจากใบพืชในปาเต็งรัง อําเภอเวียงสา จังหวดันาน. 
(ENDOPHYTIC FUNGI FROM PLANT LEAVES IN DIPTEROCARP FOREST AT 
VIENGSA DISTRICT, NAN PROVINCE)  อ. ที่ปรึกษาวิทยานิพนธหลัก : ศ. ดร.โสภณ  
เริงสําราญ, อ. ที่ปรึกษาวิทยานิพนธรวม : รศ. ดร.ประกิตติ์สิน  สีหนนท, 124 หนา.   
 
งานวิจยันี้มจีุดประสงคในการตรวจสอบความหลากหลายทางชีวภาพของราเอนโดไฟตใน

ปาเต็งรัง อําเภอเวยีงสา จงัหวัดนาน ประเทศไทย โดยเปนการรายงานครั้งแรกทีเ่กี่ยวกับความ
หลากหลายทางชีวภาพของราเอนโดไฟตในพื้นที่นี้ นอกจากนีย้ังศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอน
โดไฟตที่แยกได ไดแก การยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ คอื Staphylococcus  aureus, 
Bacillus  subtilis, Pseudomonas  aerogenosa, Escherichia  coli และ Candida albicans โดยวิธี 
paper disk susceptibility test และการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง 5 ชนิด ไดแก เซลลมะเร็งเตา
นม (BT474), เซลลมะเร็งตับ (HEP-G2), เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III), เซลลมะเร็งปอด 
(CHAGO) และเซลลมะเร็งลําไส (SW 620) โดยวิธี MTT assay ไดราเอนโดไฟต 18 สกุล ที่มี
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาทีแ่ตกตางกันจากเชื้อราทั้งหมด 302ไอโซเลต ซ่ึงแยกไดจากชิ้นตัวอยาง
ใบพืช 400 ช้ิน  ผลการทดลองพบวาราเอนโดไฟตที่แยกจากพืชในฤดูฝนมีจํานวน colonization 
frequency สูงกวาราเอนโดไฟตที่แยกจากพืชในฤดแูลง โดยราเอนโดไฟตที่พบมากที่สุด 3 ชนิด
แรกคือ Phyllosticta  sp.1 (60 ไอโซเลต), Phomopsis  sp.1 (54 ไอโซเลต) และ Xylaria sp.1         
(44 ไอโซเลต) เมื่อทําการจัดจําแนกเปนกลุมพบวารา เอนโดไฟตในกลุม celomycetes มีจํานวนมาก
ที่สุด ตามดวยกลุม  ascomycetes  และพบกลุม  hyphomycetes  นอยที่สุดตามลําดับ และ ราเอนโด
ไฟตที่แยกไดสามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบได 
โดยพบวาสวนสกัดที่ไดมีฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกมากกวาแบคทีเรียแกรม
ลบ และ สวนสกัดจากราเอนโดไฟตสายพันธุ DTD 6 และ FID 15 ที่แยกไดจากตนยางพลวง 
(Dipterocarpus tuberculatus Roxb.) และตนตะขบปา (Flacourtia   indica  Merr.) สามารถสราง
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง  กระเพะอาหาร (KATO III) ไดอยาง
จําเพาะ  นําอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวของราทั้ง 2 สายพันธุมาสกัดดวยเอทิลแอซิเตต จากนั้นแยกดวย
เทคนิคโครมาโทกราฟและการตกผลึกไดสาร 2 ชนิดคือ 4-ethylmethoxybenzene และ cytochalasin 
D พบวา cytochalasin D มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งไดแก SW620, KATO III และ       
Hep-G2 โดยมคีา IC50 เทากับ 4.66, 5.84 และ4.79   μg/ml ตามลําดับ 
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The objective of this research is to examine the endophytic fungi biodiversity in 

Dipterocarp forest at Viengsa district Nan province, Thailand.This is the first report about 
biodiversity of endophytic fungi for this area. We also tested for antimicrobial activity against 
reference microorganisms such as Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas 
aerogenosa, Escherichia coli and Candida albicans by paper disk susceptibility test, and  
anticancer activity against reference human cancer cell line including breast (BT 474), hepatoma 
(HEP-G2), gastric (KATO III), lung (CHAGO) and colon (SW620) by MTT assay. Eighteen 
fungi morphotaxa were selected and characterized from 302 cultures, which were isolated from 
400 samples. The colonization frequency of endophytic fungi in wet season are higher than dry 
season. Species of Phyllosticta  sp.1 (60 isolates), Phomopsis  sp.1 (54 isolates) and Xylaria  sp.1 
(44 isolates) were the most frequently found. Endophytic fungi from different groups mainly 
belonged to coelomycetes, followed by  ascomycetes and hyphomycetes respectively. The crude 
extract of endophytic fungi showed antimicrobial activity against tested microorganisms.  They 
inhibited Gram positive bacteria more than Gram negative bacteria.  The crude extract of 
endophytic fungi strain DTD 6 and FID 15 which were isolated from Dipetrocarpus   
tuberculatus Roxb.  and Flacourtia  indic  Merr.  inhibited specifically  on gastric cancer cell line 
(KATO III). The ethyl acetate extract of 2 cultures broth were isolated by extraction, 
chromatographic technique and crystallization to give 2 compounds. On basic of physical 
properties and spectroscopic data, they were elucidated as 4-ethylmethoxybenzene and 
cytochalasin D. cytochalasin D showed activities against SW620, KATO III and Hep- G2 with   
IC50 value of  4.66, 5.84 and 4.79   μg/ml, respectively.  
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บทที่  1 

 
บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคญัของปญหา 
ปจจุบันมีความตองการจัดหาตัวยาชนิดใหมมาแกไขปญหาสุขภาพ  โดยการใชประโยชน

จากยา หรือสารประกอบตางๆ เพื่อชวยในการรักษาหรือบรรเทาอาการเจ็บปวยของมนุษย เชน ยาที่
ใชตานแบคทเีรีย  โรคที่เกี่ยวกับไวรัส  โรคติดเชื้อตางๆ  ยาตานมะเร็ง เปนตน 

ราเอนโดไฟต (Endophytic fungi) เปนราทีอ่าศัยอยูในเนือ้เยื่อของพืชไดแก ราก ใบ ลําตน 
และกิ่งโดยไมทําลายเซลลพืช และไมกอใหเกิดอาการของโรค นอกจากนี้ยังมีบทบาทสําคัญในการ
ชวยปองกนัพชืจากโรคอีกดวย ราเอนโดไฟตถูกคนพบครั้งแรกในพืชตระกูลหญา (Breen, 1994) 
และพบวามีความสามรถสรางสารทุติยภูม ิ (secondary metabolite) ไดหลากหลาย ราเอนโดไฟต
ชนิดหนึ่งสามารถอาศัยอยูในพืชไดในหลายๆชนิด โดยราเอนโดไฟตแตละชนิดจะมีลักษณะ
เฉพาะที่แตกตางกันออกไปเมื่ออยูในสภาวะแวดลอมหรือภูมิประเทศทีแ่ตกตางกัน  โดยในปจจุบนั
มีการศึกษาพบวาราเอนโดไฟตมีความสัมพันธกบัการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในพืช  ซ่ึงเปน
แหลงผลิตที่แปลกใหมของธรรมชาติ สามารถนําไปใชประโยชนไดในหลายๆดานเชน การแพทย  
ดานเกษตรกรรม  และดานอุตสาหกรรม สารตานจุลินทรียกอโรค (antibiotics) ที่ผลิตจากราเอนโด
ไฟตมีความเปนพิษต่ํา สงผลกระทบตอส่ิงแวดลอมนอย ในปจจุบนัไดมีการผลักดนัใหมกีารพัฒนา
สารตานจุลินทรียที่กอใหเกดิโรคติดเชื้อในมนุษย ไดแก  Staphylococcus sp.  Mycobacterium  sp.  
Streptococcus  sp. เปนตน นอกจากนีย้ังถูกนํามาใชในการลดความเสี่ยงจากเชื้อฉวยโอกาสเชน 
Aspergillus spp. Cryptococcus spp.  Candida spp. และใชยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งอีกดวย  
(Strobel และ Daisy,  2003)  ปจจุบันไดมีผูศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากราเอนโดไฟต  และนํา
สารที่คนพบชนิดใหมมาประยุกตใชในทางการแพทย     เชน 

Strobel et.al (1996) สามารถสกัด Taxol จาก Pestalotiopsis microspora ราเอนโดไฟต
ภายในเปลือกของกาน Himalayan yew  (Taxus wallachiana)  ซ่ึงเปนสารที่พบไดจากพืชในสปชีส  
Taxus และเปนการคนพบสารชนิดใหมทีม่ีฤทธิ์ในการยบัยั้งเซลลมะเร็ง  

 Isaka และคณะ(2001) ไดพบ xanthone dimers ใหม ที่สกัดไดจากราเอนโดไฟต 
Phomopsis sp. BCC 1323 จากการทดลองในหลอดทดลองพบวามีฤทธิ์ยับยั้งเชือ้มาลาเรีย และมี
ฤทธิ์ยับยั้งวณัโรคและมีฤทธิ์ทําลายเซลลมะเร็งไดอีกดวย  

นอกจากนี้สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากราเอนโดไฟต ยังสามารถนมาประยุกตทางการ
เกษตรได เชนการศึกษาของ  J. Hallmann  และคณะ(1996) พบ gliotoxin จากราเอนโดไฟตไดแก
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Fusarium   oxysporum   ที่แยกจากรากของมะเขือเทศ โดยสามารถยับยั้งและทําลายไสเดือนฝอย 
(Meloidogyne incognita) ซ่ึงเปนสาเหตุของโรครากปม (Root Knot Disease)  

ราเอนโดไฟตยังไดรับความสนใจเปนอยางมากในแงของการเปนจุลินทรียชนิดใหมที่ยังไม
เคยมีการคนพบมากอน (new species) โดยพืชในทองถ่ินตางไดรับความสนใจทีจ่ะใชเปนแหลง
ศึกษาความหลากหลายทางชวีภาพ และแหลงของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากนักวทิยาศาสตรใน
ทองถ่ินนั้นๆ (Azevedo และคณะ, 2000) ปจจุบันเชื่อวามีราอยูมากกวาหนึ่งลานชนิด แตมีคนพบ
เพยีงหนึ่งแสนชนิดเทานัน้ ( Hawkswort และ Rosman, 1987) ดังนัน้ราเอนโดไฟตจึงยังอาจจะมี
อยางนอยที่สุดถึงหนึ่งลานชนิด (Dreyfuss และ Chapela, 1994) 

ราเอนโดไฟตในบริเวณปาเขตรอนจะมีความหลากหลายมาก และพบวาสรางสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพทีส่กัดไดมีประสิทธิภาพที่สูง (Bill และคณะ, 2002)  จากการศกึษาพบวาความ
หลากหลายทางชีวภาพจะสอดคลองกับความหลากหลายทางเคมี  เพราะสารประกอบทางเคมีมี
คุณสมบัติในการเปลี่ยนแปลงสิ่งมีชีวิตที่อยูในระบบนิเวศ  โดยกระตุนใหส่ิงมีชีวติแตละชนดิมี
วิวัฒนาการเพือ่ใหสามารถมชีีวิตอยูรอดได จะสังเกตไดวาในบริเวณปาเขตรอนเปนสภาพแวดลอม
ที่มีความหลากหลายทางชวีภาพสูงจึงเปนที่นาสนใจ และมีความเปนไปไดสูงที่บริเวณปาเขตรอน
จะเปนแหลงของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหมๆ  (Redell และคณะ,  2002)   

ปาเต็งรัง (Dipterocarp forest) เปนปาในเขตรอนซ่ึงพบในประเทศในแถบเอเชีย โดยเฉพาะ
ประเทศไทย ลาว กัมพชูา พมา สําหรับในประเทศไทยพบมากบริเวณภาคเหนือ และภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ มีปรากฏตั้งแตความสูงจากระดับน้าํทะเล 50 เมตร ขึ้นไปจนถึง 1,000 เมตร 
ขึ้นไดในที่ดินคอนขางแหงแลงเปนดินทรายหรือดินลูกรัง ในฤดูแลงถาเปนดินลูกรังดินจะตื้นมสีี
คอนไปทางแดงคล้ํา บางแหง จึงเรียกปาชนิดนีว้า “ปาแดง” ลักษณะของปาเตง็รังเปนปาโปรง 
ประกอบดวยตนไมผลัดใบขนาดกลาง และขนาดเล็กขึ้นหางๆ กระจดักระจายไมคอยแนนทึบ 
พรรณไมเดนในปาเต็งรัง ไดแก พลวง (Dipterocarpus tuberculatus),  เต็ง (Shorea   obtusa), รัง 
(Shorea   siamensis), กระโดน  (Careya  sphaerica), ยอปา (Morinda pubescens),  ประดูปา 
(Pterocarpus  macrocarpus), โมกใหญ (Holarrhena  pubescens) เปนตน  

 ปาเต็งรังในเขตจังหวัดนานเปนจุดที่นาสนใจในการเขาไปศึกษาความหลากหลายทาง
ชีวภาพของราเอนโดไฟต เนื่องจากยังไมเคยมีการเขาไปศึกษาในเรื่องความหลากหลายทางชีวภาพ
ของราเอนโดไฟต อีกทั้งปาเต็งรังอุดมไปดวยพืชที่มีใบขนาดใหญ จึงนาจะพบราเอนโดไฟตเปน
จํานวนมาก ทาํใหมีโอกาสในการพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหมไดมากยิ่งขึน้  

งานวิจยันี้มุงเนนในการแยกราเอนโดไฟตจากพืชในปาเต็งรังจังหวดันาน โดยจะใช
ตัวอยางพืช 10 ชนิดไดแก พลวง (Dipterocarpus  tuberculatus), สาน (Dillenia   parviflora), 
ชะมวง (Garcinia  nigrolineata), ตะขบปา  (Flacouratia  indica), โมกเครือ (Aganosma  
marginate), เต็ง (Shorea   obtusa), เหมือด (Aporusa  ficifolia), ไผ, ชิงชัน (Dalbergia oliveri), รัง 
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(Shorea   siamensis) ซ่ึงจะเก็บตัวอยาง 2 คร้ัง คร้ังแรกในฤดูแลงโดยเก็บในชวงเดือนมกราคม พ.ศ. 
2550 คร้ังที่สองในชวงฤดูฝนโดยเก็บในชวงเดือนตุลาคม พ.ศ. 2550 เนื่องจากชนดิ และจํานวนของ
ราเอนโดไฟตในพืชตวัอยางเดียวกันจะแตกตางกันเมื่อเปล่ียนฤดูกาล จากนัน้ทําการทดสอบ
ความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เพื่อหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนดิใหมที่มี
ประสิทธิภาพสูงในการตานการเจริญของจุลินทรียกอโรค และยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง 

วัตถุประสงคของการวิจัย 
1. ศึกษาความหลากหลายทางชวีภาพของราเอนโดไฟตในปาเต็งรัง อําเภอเวียงสา จังหวดั 

นาน 
2.  จําแนกชนดิของราเอนโดไฟต 
3.  ทดสอบความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 

ขอบเขตของการวิจัย 
1.   ศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพเอนโดไฟตที่แยกจากใบพืชในปาเต็งรัง อําเภอ      

เวียงสา จังหวัด นาน 

2.   ศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากราเอนโดไฟต ในการตานจุลินทรียกอโรค และยับยั้ง
เซลลมะเร็ง 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

 1.  ไดราเอนโดไฟต ที่มีความสามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ประสิทธิภาพสูงใน
การยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรค และเซลลมะเร็ง 
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บทที่  2 
 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

2.1 เชื้อรา 
  รา (fungi) เปนจุลินทรียประเภท eukaryotic จึงไมมีเยื่อหุมนิวเคลียส (nuclear membrane) 
ไมมี chlorophyll  โครงสรางของราสวนใหญเปนเสนสาย (filament)  นอกจากนี้ยังมีราที่มีลักษณะ
การเจริญเปนเซลลเดี่ยว (unicellular cell) ไดแกยีสต (yeast) (รูปที่ 2.1)   เสนใยถาอยูรวมกันเรยีกวา 
mycelium  ภายในเสนใยมผีนังกั้นตามขวาง (septate hypha) ยกเวนราชั้นต่ําจะสรางเสนใยที่ไมมี
ผนังกั้น (coenocytic hypha) (รูปที่ 2.2) ซ่ึงลักษณะของผนังกั้นเซลลรามีหลายแบบ (รูปที่ 2.3) แมวา
ยีสตบางชนิดมีสามารถสรางเสนใยไดเหมอืนราแตก็ไมเดนชัด เหมือนเชื้อราทั่วไป  โดยปกติยสีต
เพิ่มจํานวนเซลลโดยการแตกหนอ (budding) 
              ราสามารถสรางสปอรเพื่อใชในการสืบพันธุ ซ่ึงมีทั้งแบบอาศัยเพศ (sexual) และไมอาศัย
เพศ (asexual) (รูปที่ 2.4 และ 2.5 ตามลําดบั)ทําใหสามารถจัดจําแนกราเปนกลุมใหญๆได  ลักษณะ
โครงสรางก็สามารถใชแบงไดเชนกัน เชน ผนังเซลลของราประกอบดวยพอลิเมอรที่สําคัญไดแก 
ไคติน (chitin) ยกเวนราในกลุม Hyphochytridiomycetes และ Oomycetes ที่ผนังเซลลเปน
เซลลูโลส (cellulose) (ตารางที่2.1) ราสะสมอาหารในรปูแบบของ glycogen ซ่ึงตางจากพืชที่สะสม
อาหารในรูปของแปง (starch) ในระบบนิเวศราสามารถดํารงชีวิตอยูไดในหลายรูปแบบ เชน เชื้อรา
ที่ดํารงชีวิตอยูในสภาวะยอยสลาย (saprophyte) สภาวะปรสิต (parasite) และสภาวะที่ตองพึ่งพา
อาศัยกัน (mutualism) ราเปนจุลินทรียไมมี chlorophyll จึงไมสามารถสังเคราะหดวยแสงได ราจะ
สรางเอนไซม (extracllular enzyme) ออกมายอยสลายอินทรียสารแลวจงึดูดซึมเขาสูเซลล  เซลลเชื้อ
ราเปนแบบ eukaryotic ตางจากแบคทีเรียที่เปนแบบ prokaryotic ราจะมี nuclear membrane, 
mitochondria, endoplasmic reticulum  การเจริญของเสนใยของราเจริญมาจากสวนปลาย (hyphal 
tip) ซ่ึงเปนสวนที่ active ที่สุด บริเวณที่เกี่ยวของกับการเจริญเรียกวา  apical  growth  region มี
ขอบเขตประมาณ 100 ไมครอน จากสวนปลายเขาไปบริเวณนี้ไมมี vacuole ภายใน cytoplasm สวน
ใหญเปน RNA และโปรตนี พบวามี mitochondria อยูเปนจํานวนมากบริเวณ 3.0-7.5 ไมครอน 
บริเวณสวนปลายพบวาม ี vesicle จํานวนมาก จากการศกึษาพบวา vesicle ไปรวมรวมกับเซลล  เม
มเบรนบริเวณสวนปลายเสนใย 
   ราบางชนิดมคีวามสําคัญ โดยราที่จะสรางสารปฏิชีวนะเอนไซม, กรดอินทรีย และสารสี  
ที่มีประโยชนตออุตสาหกรรม ราบางชนิดเปนรากอโรคในสัตวและพืช แตสารจากเชื้อราบางอยาง
ถูกสามารถนําไปใชประโยชนได เชน gibberelin จากเชื้อรา   Gibberella    fugikuroi     นํามาใชใน
การสงเสริมการเจริญของพืช และสาร alkaloid (ergot) จากรา Claviceps  purpurea สามารถ
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นํามาใชประโยชนทางการแพทยรวมทั้ง cyclosporine แยกไดจากราในดิน Tolypocladium ใชกด
ภูมิคุมกันของรางกาย ซ่ึงชวยปองกันการปฏิเสธการเปลี่ยนถายอวยัวะในมนุษย จากการคนพบสาร
ที่มีประโยชนจากราดังกลาวทําใหในปจจบุันมีการศึกษาวิจยัคนควาเชือ้รา ที่สามารถสรางสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดตางๆ เพื่อนํามาประยกุตใชในดานการแพทย และอุตสาหกรรม   
 

(A) 

(B) 

รูปที่ 2.1  โครงสรางและองคประกอบภายในเสนใยรา (A), โครงสรางและองคประกอบภายใน

เซลลยีสต (B) 



                                                                                                                

 

6 

 นักราวิทยาไดจัดจําแนกราทีแ่ทจริง (true fungi) ออกเปน 4 ไฟลัม (Phylum) โดยอาศัย
โครงสรางสืบพันธุแบบอาศยัเพศเปนหลัก  (Alexopoulos และคณะ , 1996) ดังนี้  

1. Zygomycota เปนไฟลัมของเชื้อราที่มีการสรางสปอรแบบไมอาศัยเพศที่เรียกวา สปอรแรง
จิโอสปอร ภายในสปอรแรงเจียม และสรางสปอรแบบอาศัยเพศเรียกวา ไซโกสปอร 
โดยทั่วไปเสนใยของราเหลานี้เปนเสนใยแบบไมมีผนังกัน้ และอาจมีจํานวนนวิเคลียส
ภายในแตละเซลลพียงหนึ่ง (uninucleate) หรือหลายนวิเคลียส (multinucleate)  

2. Ascomycota เปนเชื้อราคลาสใหญที่สุด ซ่ึงมีคุณสมบัติสําคัญคือ สรางแอสโคสปอร ที่
ไดมาจากการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ ภายในถุงหอหุมที่เรียกวา แอสคัส แอสโคสปอรมา
จากกระบวนการไมโอซิส จัดเปน meiotic products ชนิดหนึ่งในกลุมราชั้นสูง โดยทั่วไป
หากไมเกิดการแบงเซลลแบบไมโทซิสตอไป ก็จะมีจํานวนสี่แอสโคสปอรตอถุงแอสคัสแต
เชื้อราหลายชนิดในคลาสนี้ มีแอสโคสปอรที่เกิดการเรยีงลําดับเปนแถวเรียงส่ี(tetrad order)
อยูภายในถุง โดยแตละแอสโคสปอรจะมีการแบงเซลลแบบไมโทซิสเพิ่มขึ้นอีกครั้งหนึ่ง 
จึงมีจํานวนสปอรทั้งหมดแปดแอสโคสปอรตอถุงแอสคัส และแอสโคสปอรเหลานี้มีจีโน
ไทปเหมือนกนั ราในไฟลัมนี้ยังแบงไดออกเปนสองคลาสยอยคือ คลาส Hemiascomycetes 
ไดแก ยีสต และคลาสยอยของราเสนสายชั้นสูงที่แทจริง (Euascomycetes) ซ่ึงในคลาสหลัง
นี้ มีการสรางโครงสรางที่เรียกวา ฟรุตติ้งบอดี้ หรือแอสโคคารป แอสโคคารปทําหนาที่
หอหุมถุงแอสไซจํานวนมาก โดยมจีํานวนตั้งแตหลายรอยไปจนถึงหลายพันแอสไซ 
ลักษณะที่พบทั่วไปมี 3 แบบ คือ cleistothecium , perithecium และapothecium (รูปที่ 2.6) 

3. Basidiomycota  เปนราชั้นสูงอีกคลาสหนึ่ง นอกเหนือจากแอสโคไมซิสที่กลาวมาแลว รา
ในไฟลัมนี้รวมถึงเห็ดตางๆที่มีขนาดใหญ (mushroom) และเหด็ขนาดเล็ก เบสิดิโอสปอร
เกิดขึ้นจากการแบงเซลลแบบไมโอซิส เกิดขึ้นบนโครงสรางที่มีลักษณะคลายกระบอง
เรียกวา เบสิเดยีม (basidium) (รูปที่ 2.7) ซ่ึงจัดเปนการแบงเซลลแบบ meiotic ราในไฟลัมนี้
ยังแบงไดอีก 2 คลาสยอยไดแก Holobasidiomycetes ซ่ึงเปนราที่สรางเบสิเดียมที่มลัีกษณะ
เปนเซลลเดี่ยวๆไมมีผนังกั้น ไดแกเห็ดตางๆเชน  Agaricus  bissporus , Volvariella 
volvacea เปนตน สวนอีกคลาสหนึ่งไดแก Heterobasidiomycetes เปนเชื้อราทีส่รางเบสิ
เดียมที่มีลักษณะเปนมีผนังกั้นแบงตามยาว หรือตามขวางของเสนใย ไดแกราสนิม และรา
เขมาดํา เปนตน 
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4. Fungi Imperfecti (Imperfect fungi) เปนกลุมของราที่มารวมกลุมกันอยูช่ัวคราว เพราะยัง
ไมทราบระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ รากลุมนี้สวนใหญรวมกันอยูในลักษณะเปนจีนัส
(genus) ช่ัวคราวที่เรียกวา form genera และมกีารจัดกลุมราโดยอาศัยลักษณะโครงสราง
การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ ไดแก อะเซอวูลัส (acervulus) ,พิกนิเดยี (pycnidia) และโค
นิเดียทีเ่กิดขึน้ในลักษณะตางๆ (conidiogenesis) รวมทั้งรูปแบบของวิธีการสรางโคนิเดีย 
(conidia) (รูปที่ 2.8)  ไดแก arthrospore, blastospore, porospore เปนตน ราในกลุมนี้สวน
ใหญมีความใกลชิด หรือเกีย่วของกับราชัน้สูงในไฟลัมแอสโคไมโคตา และเบสิดโิอไมโค
ตา กลาวคือราในกลุม Imperfect fungi เมื่อมีการสรางโครงสรางสืบพันธุแบบอาศัยเพศจะ
จัดใหมาอยูในไฟลัมของราชั้นสูง ซ่ึงอาจจดัอยูในไฟลัมแอสโคไมซิส หรือเบสิดิโอไมซิส 
กลาวคือ จะมีการสรางเทเลโอมอรฟ (teleomorph) เปนโครงสรางของการสืบพันธุโดย
อาศัยเพศของราที่อยูในไฟลัมแอสโคไมซิส หรือเบสิดิโอไมซิสนั่นเอง 

 

รูปที่ 2.2  ลักษณะการเจริญของเสนใยราที่มีผนังกั้น (A) และลักษณะการเจริญของเสนใยราที่
ไมมีผนังกั้น (B) (Alexopoulos และคณะ , 1996) 
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ตารางที่ 2.1  พอลิเมอรที่สําคัญที่พบในผนังเซลลรา และใชในการจดัอนุกรมวิธาน 

กลุมอนุกรมวธิาน 
พอลิเมอรจําพวกเสนใย 

(fibrous polymer) 

พอลิเมอรที่คลายเจล 

(gel-like polymer) 

Basidiomycetes 

 

 

Ascomycetes 

 

 

Zygomycetes 

 

 

Chytridiomycetes 

 

Hyphochytridiomycetes 

 

 

Oomycetes 

 

chitin 

β-(1-3),β-(1-6)-Glucan 

 

chitin 

β-(1-3),β-(1-6)-Glucan 

 

chitin 

chitosan 

 

chitin 

 

chitin 

cellulose 

 

β-(1-3),β-(1-6)-Glucan 

 

xylomannoproteins 

α-(1-3)-Glucan 

 

galactomanoproteins 

α-(1-3)-Glucan 

 

pologlucuronic acid 

glucuronomanoproteins 

 

glucan 

 

glucan 

 

 

glucan 

cellulose 
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รูปที่ 2.3  ลักษณะของผนังกัน้เซลลราแบบตางๆ (Alexopoulos และคณะ , 1996) 

(A) ผนังกั้นแบบงายๆมีรูเปดเพยีงชองเดียว (a simple pore) มี Woronon bodies อุดชองได 

(B) ผนังมีรูเปดเล็กๆหลายชอง (micropores) พบในยีสตกลุม Saccharomycetes 

(C) ผนังกั้นแบบ doliopore septum เกิดจากปลายของผนังแตละดานยื่นมาพบกัน 

(D) ผนังที่มีโครงสรางคลายปลายลูกรอก (pulleywheel occlusion) พบในคลาสยอยของ 
เบสิดิโอไมซิส คือ Teliomycete 
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รูปที่ 2.4   สปอรที่สรางขึ้นจากการกระบวนการแบบไมอาศัยเพศแบบตางๆ  

 (A-D) สปอรที่มีเซลลเดี่ยวเรียกวา amerospore 

 (E-F) สปอรที่มีสองเซลลเรียกวา didymospore 

 (G-H) สปอรที่มีมากกวาสองเซลลมีผนังกั้นตามขวาง เรียกวา phragmospore 

 (I-J) สปอรที่มีผนังกั้นตามขวาง และตามยาว เรียกวา dictyospore 

 (M-N) สปอรที่มีรูปรางมวนงอ อาจมีหรือไมมีผนงักั้นก็ได เรียกวา helicospore 

 (O-P) สปอรที่มีรูปรางเปนแฉก อาจมีหรือไมมีผนังกั้นก็ได เรียกวา staurospore 
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รูปที่ 2.5  แอสโคสปอรแบบตางๆ ของราที่สรางขึ้นโดยกระบวนการที่อาศัยเพศ  

(A) สปอรที่มีเซลลเดียว, (B-E) สปอรที่มีสองเซลล, (F-G) สปอรที่มีจํานวนเซลลมากกวาสองเซลล 
มีผนังกั้นทางขวาง, (H) สปอรที่มีรองอยูตรงกลาง รูปรางคลายลูกรอก, (I) สปอรรูปรางคลายหมวก
, (J) สปอรที่มีรูปรางคลายดาวเสาร มีโครงสรางรูปวงแหวนลอมรอบ, (K) สปอรที่มีโครงสรางใส
คลายเมือกลอมรอบ, (L) สปอรเรียวยาวคลายเสนดาย, (M-T) สปอรสีเขม ผนังเรียบหรือขรุขระเปน
รู (pitted) หรือมีโครงสรางยื่นออกมาคลายหนาม อาจมีผนังกั้นทั้งตามยาว และตามขวาง 
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รูปที่ 2.6  ลักษณะภาพตดัทางขวางของแอสโคคารป หรือแอสโคมา (ascoma) แบบตางๆ 

 

รูปที่ 2.7  การพัฒนาแคลมพคอนเนคชัน และการเกิดเบสิดิโอสปอรบนเบสิเดียม  (A-F) 
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รูปที่ 2.8  ลักษณะโครงสรางสืบพันธุแบบไมอาศัย (conidial fructification) ชนิดตางๆ ซ่ึงพบในรา
ที่ไมสมบูรณ (Imperfect fungi)       

2.2 ราเอนโดไฟต 

 ราเอนโดไฟต (endophytic fungi) หมายถึง ราที่อาศัยอยูในเนื้อเยื่อของพืช ซ่ึงอาจอยูทั้ง
วงจรชีวิตหรือบางสวนของวงจรชีวิตกไ็ด โดยไมทําอันตรายตอเนื้อเยือ่พืช การอาศัยอยูในเนื้อเยื่อ
พืชอาจมีความสัมพันธกับพชือาศัยหลายแบบ เชน พึ่งพาซึ่งกันและกัน (mutualism), natural 
symbiont และ pathogen ถึงแมวา ราเอนโดไฟตบางชนดิเปนราที่กอใหเกิดโรคพืชแตในบางชวงจะ
พักตัวในเนื้อเยื่อของพืชอาศยัโดยไมทําใหแสดงอาการของโรค แตเมื่อพืชออนแอจะแสดงใหเกดิ
อาการของโรค (Peteini, 1986) ราเอนโดไฟตสวนใหญจดัอยูในไฟลัม Acomycota และ 
Deuteromycota วิธีการแยกเชื้อจะมีผลตอชนิดของราเอนโดไฟตที่มอียูในพืชอาศยัแตจะมีจํานวน
นอยที่จําเพาะตอพืชอาศัยซ่ึงมักจะเปนdominantในพืชชนดินั้น ราเอนโดไฟตจะจําเพาะในระดับ 
species ของพืชอาศัย แตสวนประกอบและความถี่ที่พบราจะเปลี่ยนแปลงไปตามสภาวะอากาศ และ
ความจําเพาะของแหลงที่อยู  
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 จากการศึกษาพบวาราเอนโดไฟตมักจะสรางเอนไซมที่จําเปนใน การรวมกลุมในเนื้อเยื่อ
พืชจากการศกึษาดวยเทคนิคไอโซไซม (isozyme) พบวาราเอนโดไฟตสวน ใหญจะสามารถใช
สวนประกอบของเซลลพืชและสามารถสรางสารที่มีประโยชนในทางเภสัชกรรม และอุตสาหกรรม  
(Petrini และคณะ, 1991 ) 

 

 
รูปที่ 2.9  ราเอนโดไฟตที่อาศัยในเนื้อเยื่อพืช 
 

 
ในป  1988  Bacon ไดรวบรวมรายงานถึงธรรมชาติและแนวทางที่จะใชเอนโดไฟตในการ

ปรับปรุงคุณภาพของหญา  ในแงการใชเปนตัวควบคุมโรคและแมลงทางชีวภาพเปนแบบใน
การศึกษากลไกในการกอใหเกิดความเครียด (stress)  เชนทนแลง  ทนรอนหรือทนตอการเขาทําลาย
ของโรค    เชน  Acremonium coenophilium  เปนราเอนโดไฟตในพืช  tall  fescue  จะทําใหพืชนี้
ทนตอการกัดกินของแมลงและสัตว  ราเอนโดไฟตที่สรางสารที่มีผลทางเภสัชกรรมกลุม ergot 
alkaloid เชน  Balansia  cyperi  อยูกับพืชพวก Cyperus  sp.  ราที่ทําใหพืชมีการเติบโตดี  ทรงพุม
แนนและเขียว  เชน  เชื้อ Aremonium  lolii  กับพืชลมลุก  ryegrass  ราที่ทําใหพืชทนแลงและรอน  
เชน  A. lolii  กับหญาเปนตน (Bacon, 1988) 

ในป 1977   Bacon ไดรายงานถึง ราเอนโดไฟต  Fusarium  monniliforme  ในขาวโพดและ
เปนราเอนโดไฟตในพืชตระกูลหญาที่ใชเล้ียงสัตวไดแก  tall  fescue (Festuca arundinacea) ซ่ึง
พบวาหญาที่มีเอนโดไฟตจะทนตอการทําลายของแมลง (Johnson และคณะ, 1985)   นอกจากนี้ยัง
ทนตอความแหงแลงแขงขันกับพืชอ่ืนไดดีและมีการเจริญเติบโตดี  โดยจะใหน้ําหนักแหงมากกวา
หญาที่ไมมีราเอนโดไฟต (Clay และคณะ, 1987) 
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2.3   การจัดกลุมราเอนโดไฟตในทางนิเวศวิทยา 
 เมื่อกลาวถึงราเอนโดไฟตโดยพ้ืนฐานแลวหมายถึง ราเอนโดไฟตของพืชตระกูลหญาซ่ึง
ไดแก Clavicep โดยมีความสัมพันธแบบ mutualism นอกจากนั้นยังสามารถแยกราเอนโดไฟตได
จากไมยืนตน ไมพุมและไมลมลุก ดังนั้นในป 1996  Strobel และคณะ จึงแบงราเอนโดไฟตในทาง
นิเวศวิทยาแบงเปน 2 กลุม ไดแก 

2.3.1   Clavicipitaceous  grass  endophyte 
          ราเอนโดไฟตที่อาศยัอยูในหญา  จดัเปนราในตระกูล (family)  Clavicipitaceae  โดย

การคนพบราเอนโดไฟตในกลุมนี้ เร่ิมตนจากการที่ในป  1999   Strobel  (Strobel และคณะ, 1999) 
พบราเอนโดไฟตในเมล็ดของหญาชนิดหนึง่  (Lolium  tumulentum  L.)  ซ่ึงเปนวชัพืชที่เกิดใน
แปลงธัญพืช  จากนัน้จึงมีรายงานการศกึษาอีกมากมายที่แสดงใหเหน็วารากลุมนี้มแีหลงที่อยูอาศยั
ในพืชอีกหลายชนิด ซ่ึงสวนใหญจะเปนหญา  ไดแก  หญาตระกูล Poaceae   หญาจาํพวกหญาแหว
หมู (Sedge) ตระกูล  Cyperaceae  และหญาทรงสูงชนิดหนึ่ง (Rush)  ตระกูล Jancaceae โดยมีหญา
กวา  80  สกุลและอีกหลาย รอยชนิดที่ราเอนโดไฟตอาศัยอยู 

 

 
 
รูปที่ 2.10   วงชีวิตของราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในหญา 
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2.3.2   Non-Clavicipitaceous  grass  endophyte 
           ราเอนโดไฟตที่อาศยัอยูในไมยืนตนหรือไมพุม      แตรวมราเอนโดไฟตในหญาที่

ไมใชตระกูล Clavicipitaceae ราเอนโดไฟตในกลุมนี้ไดแก ราในไฟลัมยอย Ascomycota, 
Deuteromycota,  Zygomycota  และ  Basidiomycota    

ราเอนโดไฟตของพืชตระกูลหญาเปนที่รูจักกันมานานกวา  70  ปแลว  แตการศึกษาราเอน
โดไฟตของไมยืนตนและไมพุมเพิ่งเริ่มเมื่อ  15  ปที่ผานมา  โดยเริ่มศึกษาจากตนสนพันธุยุโรป 
หลังจากนั้นมีรายงานที่รวบรวมรายชื่อของพืชที่มีราเอนโดไฟตเพื่อสรุปถึงการกระจายของราเอน
โดไฟตในอาณาจักรพืชและพบวาพืชที่มีเนื้อไม (woody plant) ไดแก พวกจิมโนสเปรม (สน) และ
แองจิโดสเปรม (พืชดอก) ทั้งหมดที่ถูกตรวจสอบมีราเอนโดไฟตอาศัยอยู  และพบวาราเอนโดไฟต
เหลานี้มีความหลากหลายทางชีวภาพสูง 

 
2.4   ความจําเพาะตอพืชใหอาศัยของเอนโดไฟต  

ราเอนโดไฟตจะจําเพาะตอเนื้อเยื่อบางชนดิ จากการศกึษาพบวาสามารถแยกราเอนโดไฟต
ไดหลายชนิดจากกานของสนยุโรป(Europeanconifer)ซ่ึงในสวนของใบจะไมคอยพบราเหลานั้นเลย 
จากการวิเคราะหความสัมพนัธระหวางพืชอาศัยและราเอนโดไฟตไดแสดงใหเห็นวาราเอนโดไฟต
มักจะจําเพาะที่ระดับ species จากการศึกษาราเอนโดไฟตของกิ่งสน Pinus  sylvestris และ Fagus  
sylvatica  (Carrol และคณะ, 1988) 

Petrini และ Fisher ไดศึกษาเกีย่วกับเอนโดไฟตของไซเลมและเปลือกของตน Quercus   
rober  และ  Salix   fragilis  โดยเปรียบเทยีบดูความจําเพาะของเชื้อรากับชนิดของพชืและตําแหนง
เนื้อเยื่อในแตละ  communities  พบวาราใน  Salix  สวนใหญเกือบทั้งหมดจะเปนราเอนโดไฟตที่
พบทั่วๆไปในพืชอ่ืน  ยกเวนเชื้อ  Phomopsis  salicira  จากตน Quercus ที่มีความจาํเพาะตอพืชให
อาศัยมากกวา  เชื้อราที่พบจะมีการกระจายสม่ําเสมอ (homologus)  ในตัวอยางที่นํามาศึกษา  กลุม
ของราในกิ่งของ Quercus   และ  S.  fragilis ชนิดที่เดนมีนอยมักจะพบทั้ง  2  พืช  ผลการวิเคราะห
แสดงใหเห็นวา  ในกิ่งทีแ่ตกออกไปนัน้มกีลุมของเอนโดไฟตตางชนดิกัน  แขนงของตน Quercus  
rober ที่เกบ็จากตําแหนงที่ออกในทิศตรงกันขามจะมเีอนโดไฟตที่เหมือนกนั ราเอนโดไฟตมี
ความจําเพาะตออวัยวะของพชืใหอาศัย  ขึน้กับการปรับตัวของราเอนโดไฟตเอง   ตอนิเวศวิทยา
ของจุลินทรียบริเวณนั้น  และสภาวะทางสรีระวิทยาบางอยางของอวยัวะนั้น (Petrini และ Fisher, 
1990) 

การพัฒนาของเอนโดไฟตทีม่ีความจําเพาะสงูกับพืชใหอาศัย  โดยในพชืใหอาศัยหนึ่งแยก
ไดเอนโดไฟตหลายสปชีสแตมีไมกี่สปชีสที่พบจํานวนมากพอ (จากจํานวนที่ taxa ทั้งหมดที่พบได
จากแบคทีเรียกับจํานวนสปชีสของเชื้อรา  50%)  จะไมพบรูปแบบที่แสดงวาชนิดของเนื้อเยื่อหรือ
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ตําแหนงทีแ่ยกเชื้อราจะคงที่ (consistant)  ประมาณ 10%  ของ taxa จะเปนชนดิที่พบเสมอ 
(dominant) (Kolattukudy, 1985) 
 
2.5   ความจําเพาะของเอนโดไฟตในแงการสรางเอนไซม 

ราเอนโดไฟตสามารถผลิตเอนไซมไดหลายชนิด เชน เอนไซมที่ยอยสลายผนังเซลลพืช 
เนื่องจากตองอาศัยวิธีการเดยีวกับรากอโรคพืชในการเขาสูเซลลของพืชอาศัย นอกจากนี้ยังพบวา 
Melanconium spp.สามารถผลิตเอนไซมที่มีความจําเพาะสูง ซ่ึงทําใหเปนที่สนใจในแงการผลิตพวก 
non- specific C4 esterase และ C8 esterase lipase ทั้งนี้จะพบใน  Melanconium มากกวา 88% และใน 
Apiognomonia  errabunda  ทุกไอโซเลต (Kolattukudy, 1985) 

จากรายงานการศึกษาเอนโดไฟตสวนใหญ     พบวารากลุมนี้จะสราง  pectinase, xylanase, 
lipolytic  enzyme, non-specific  peroxidase  และ  laccasees    นอกจากนี้ยังพบวาสามารถสราง
เอนไซม  cellulase, hemicellulase  ทั้งนี้จะจําเพาะกับพืชใหอาศัยบางชนิดหรือเฉพาะเนื้อเยื่อ  การ
ใชแปงจะจํากัดในไมกี่ชนิด  (Petrini และคณะ, 1991)         รวมทั้งราเอนโดไฟต  Atkinsonella  
hypoxylan  และ Balansia  epichloe   สามารถเจริญในหยดขี้ผ้ึงไดและมีการทํางานของ  protenase 
(White และคณะ, 1991)   นอกจากนั้นยังมีการศึกษาชีววิทยาของราเอนโดไฟต  Apiognomonia  
errbunda  และ  Melanconium  sp.  ที่คัดเลือกโดย  Seiber   ไดแสดงหลักฐานวาเอนโดไฟตนั้นมี
ความจําเพาะสูงตอการการทํางานของเอนไซม (Sieber และคณะ, 1991) 

นอกจากนี้ยังพบวาเอนโดไฟตที่แยกไดจาดพืชใหอาศัยเดียวกันจะมีการทํางานของ
เอนไซมเหมือนกัน (Leuchtmann และ คณะ, 1992)      ดังนั้นจึงเปนการยืนยันวาในราชนิดเดียวกัน
จะมีสายพันธุที่จําเพาะตอพืชใหอาศัย 

 
2.6   ประโยชนท่ีพืชไดรับจากราเอนโดไฟต  
 Carroll (1988) ไดทําการศึกษาและรวบรวมขอมูลเกี่ยวกบัประโยชนของพืชที่ไดรับจากรา
เอนโดไฟตไวดังนี ้

1.   สรางสารที่เปนพิษในพชืเพื่อปองกันการเขาทําลายของแมลง 
2. ชวยใหพืชสังเคราะหแสงไดมากขึ้น   โดยหญาที่มีราเอนโดไฟตจะยังคงมีการสงัเคราะห

แสงไดมากที่อุณหภูมิสูงเมื่อเปรียบเทียบกบัหญาที่ไมมีราเอนโดไฟต 
3.   ลดการเกิดราที่ทําใหเกดิโรคเนาหลังการเก็บเกีย่ว 
4.  ปองกันการกอโรคในพชื เชนราเอนโดไฟตที่พบในใบยาสูบไมสามารถทําใหเกดิอาการ
โรคจุดสีน้ําตาล   และยังพบอีกวาในตนกลาของยาสูบที่เพาะในเรือนเพาะชําจะไมพบรา
เอนโดไฟต  แตเมื่อนําไปปลกูในไรจะพบราเอนโดไฟตในใบยาสูบ  
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5.   ชวยยับยั้งการเขาทําลายของไสเดือนฝอย และทําใหพืชสามารถเจริญในระยะทีน่านกวา
และไมตองใชปุยมาก 

6.  การสรางฮอรโมนเรงการเจริญเติบโต เชน indo-3-acetic acid (IAA) และ cytokinin  ซ่ึง
เรงกระบวนการออกดอกของพืชใหอาศยั 

7. การสรางสารปฏิชีวนะ  เชือ้ราเอนโดไฟตหลายชนิดสรางสารปฏิชีวนะในขณะเพาะเลี้ยง   
ซ่ึงมีผลตอตานแบคทีเรียทีเ่ปนสาเหตุใหเกิดโรคในคนและพืช  

 
2.7    ปาเตง็รัง 
 ปาเต็งรัง (Dipterocarp  forest) คือปาผลัดใบประเภทหนึ่งที่ขึ้นไดดีทัง้ในพื้นที่ทีเ่ปนที่ราบ
ต่ําและจะพบที่มีความสูงจากระดับน้าํทะเลไมเกิน 1,000 เมตรโดยมีปาอีกชนดิหนึ่งที่มีลักษณะ
คลายกัน หรือบางครั้งอาจพบวาขึ้นอยูรวมกันเรียกวา ปาเบญจพรรณ( Deciduous  forest) มีลักษณะ
เปนปาดิบแลงที่ผลัดใบคลายปาเต็งรังแตโดยสวนใหญปาเบญจพรรณจะพบอยูที่ในระดับความสูง
ไมเกิน 800 เมตร จากระดับน้ําทะเล ปาเต็งรังที่ขึ้นอยูในพืน้ที่ที่ฤดูกาลแบงแยกคอนขางชัดเจน
ระหวางฤดูฝนกับฤดูแลง ปกติตองมีชวงแหงแลงจัดเกินกวา 4 เดือนตอป ดินตื้นกกัเก็บน้ําไดเลว
มาก ปริมาณน้าํฝนอยูในชวง 900 - 1,200 มิลลิเมตรตอป และเกิดไฟปาเกิดขึ้นเปนประจํา สังคมปา
ชนิดนี้เปนสังคมถาวรที่มีไฟปาเปนตวักําหนด (pyric climax community) หากไมมีไฟปาจะคงอยู
ไมได ปกติไฟปามักเกดิขึ้นชวงเดือนธันวาคมไปจนถึงเดือนมีนาคม ไฟเปนปจจัยสําคัญตอการจัด
โครงสราง การคงชนิดพันธุในสังคมและการสืบพันธุของไมในพืน้ที ่ 
 

2.7.1 แหลงที่พบและการกระจาย 
  ปาเต็งรังเปนปาผลัดใบ ฉะนัน้ลักษณะสําคญัในอันดับแรกของการจําแนกคือ การ
ผลัดใบของไมสวนใหญในทกุระดับชั้นเรือนยอด ลําดับตอไปในการจาํแนก ปาเต็งรังมีถ่ินกระจาย
โดยกวาง ซอนทับกันอยูกบัปาผสมผลัดใบแตอาจแคบกวาเล็กนอย ทั้งนี้เนื่องจากปจจัยกําหนดที่
เกี่ยวของกับความแหงแลง สังคมพืชชนิดนี้แทจริงแลวมีพบในประเทศแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต 
โดยเฉพาะประเทศไทย ลาว กัมพูชา  พมา และบางสวนของประเทศเวียดนามเทานั้น ในประเทศ
อินเดียอาจมีปาซาลที่มีลักษณะคลายคลึงกนักระจายอยูในบางสวน เฉพาะประเทศไทย มีปรากฏ
ตั้งแตจังหวัดเพชรบุรีขึ้นไปจนถึงเหนือสุดในจงัหวัดเชยีงราย ปาชนิดนี้เปนสังคมพืชเดนในทาง
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ สวนใหญปรากฏสลับกันไปกันปาผสมผลัดใบคือยดึครองในสวนทีพ่ื้นที่
มีความแหงแลงจัด กักเก็บน้าํไดไมดี เชน บนสันเนิน พื้นที่ราบที่เปนทรายจัด มีหนิบนผิวดนิมาก 
หรือ บนดินลูกรังที่มีช้ันของลูกรังตื้น มปีรากฏตั้งแตความสูงจากระดับน้ําทะเล 50 เมตร ขึ้นไป
จนถึง 1,000 เมตร 
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2.7.2 ระบบนิเวศของปาเต็งรัง 
  ระบบนิเวศของปาชนิดนี้มีลักษณะเดน เชนเดยีวกับปาผลัดใบในเขตรอนทั่วไป 

คือ มีพลังงานจากดวงอาทิตยพอเพยีงสําหรับพืชในการสรางอินทรียวตัถุ แตการสังเคราะหแสงและ
การหลั่งไหลของพลังงานมักถูกจํากัดในชวงฤดูแลง ผลผลิตในขั้นมูลฐาน และความหลากหลาย
ของชนิดพันธุ อาจนอยกวาสังคมพืชอ่ืนอยูบางเนื่องจากชวงฤดูการเตบิโตคอนขางสั้น สาเหตุจาก
ความแหงแลง ความสมบูรณของดินคอนขางต่ํา แตก็มไิดเปนปญหาที่สําคัญตอความสมบูรณของ
สังคม ผลผลิตสวนใหญเกดิขึ้นในชวงฤดูฝนเมื่อความชื้นในดนิมีเพยีงพอ การพักตัวของพืชสีเขยีว
เกิดขึ้นในฤดแูลงเมื่อน้ําในดนิขาดแคลน พันธุไมทุกชนดิผลัดใบทิ้งเพือ่ลดการคายน้าํและหยุดการ
เจริญเติบโต การเจริญเติบโตและการสืบพันธุของไมสวนใหญในสังคมนี้ขึ้นอยูกับความชื้น และ
คุณภาพของดนิ ปาชนิดนี้จะสมบูรณสุดเมื่อข้ึนอยูบนดนิประเภท sandy clay loam ที่คอนขางเปน
กรด จากรายงานมักปรากฏวาปาเต็งรังในลุมน้ําพองของภาคตะวันออกเฉียงเหนือ หมูไมทั่วไปมี
ลักษณะโปรง มีเรือนยอดปกคลุมประมาณรอยละ 60 มีความหนาแนนเฉลี่ยของตนประมาณ 496 
ตนตอเฮกแตร มีพื้นที่หนาตดัประมาณ 15.78 ตารางเมตรตอเฮกแตร จากการวิเคราะหขอมูลปาเต็ง
รังที่กระจายอยูในทางภาคเหนือของประเทศในสังคมยอยตางๆ ความหนาแนนตั้งแต 410 ตนตอ
เฮกแตรขึ้นไปจนถึง 602.50 ตนตอเฮกแตร พื้นทีห่นาตดัตั้งแต 10 -23.87 ตารางเมตรตอเฮกแตร 
คาที่ประเมินไดจากตนไมทีม่ีเสนผาศูนยกลางเพียงอก เกินกวา 4.5 เซนติเมตรขึ้นไปซึ่งถือวาผาน
พนการทําลายของไฟปา 
  พันธุไมในปาเต็งรังมีสภาพเชนเดียวกับปาผสมผลัดใบ ในการทดแทนขั้นทุติยภูมิทีเ่กิดขึ้น 
เมื่อปาชนิดนี้ถูกทําลายลงเปนไดหลายรูปแบบแลวแตกรณี หากการทาํลายที่เกิดจากการตัดไมขนาด
ใหญออกแตมไิดกระทําตอเนื่องจนไมเล็กและตอไมหมดไป จากพื้นที่ปาชนิดนีอ้าจฟนกลับได
โดยงายแตตองใชเวลาอันยาวนานจึงจะถึงสังคมถาวร สวนใหญมักมีลักษณะเปนปาชั้นที่สอง 
(secondary forest) คลายปาเต็งรังแคระอยูนาน ไมสวนใหญในสังคมนี้มีการแตกหนอไดดแีละ
ปรับตัวเพื่อการอยูรอดภายใตอิทธิพลของไฟปาไดด ี โดยเฉพาะเหยีง รัง พลวง และเต็ง รวมถึงไม
อ่ืน ๆ เกือบทุกชนิด ผลจากการทดลองตัดหมดและปลอยใหทดแทนตามธรรมชาติปรากฏวาปา
ชนิดนี้มกีารฟนตัวไดด ี
              ในพื้นที่ที่ถูกทาํลายอยางหนกัและตอเนื่องเปนเวลานาน มีไฟปาเกิดขึ้นอยางรุนแรงทุกป 
สังคมปาชนิดนี้อาจเปลี่ยนรูปไปจนมีลักษณะที่คลายปาทุง คือมีตนไมขึ้นหาง ๆ ผสมดวยหญาและ
พืชลมลุกที่คอนขางสูง ไมที่หลงเหลือและที่รุกลํ้าเขามาสวนใหญเปนไมหนามแสดงใหเห็นถึง
สภาพดินที่เลวลงแบะขาดน้ํา ไมที่พบเห็นไดเดนชัดเชน หนามเค็ด ตะขบปา ตะขบไทย และ
เล็บเหยีย่ว ปาเต็งรังคงสภาพอยูไดเนื่องจากไฟปา คือ เปนสังคมถาวรที่มีไฟปาเปนปจจยักําหนด 
หากมีการปองกันไฟปาตดิตอกันเปนเวลายาวนาน สังคมนี้จะเปลี่ยนไปสูสังคมพืชที่ช้ืนกวา คืสังคม
ปาผสมผลัดใบหรือตอไปถึงปาดงดิบแลง โดยเริ่มตนดวยการลดประสิทธิภาพการสืบพันธุของไม
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ดัชนีโดยเฉพาะเหยีง พลวง เต็ง รัง ทั้งนี้เนื่องจากเมล็ดของไมเหลานี้ไมสามารถตกถึงพื้นดินได การ
งอกของเมล็ดเปนไปอยางรวดเร็วหลังการตกและรากมกัแหงตาย กลาไมและไมขนาดกลางมัก
ออนแอลงและเมื่อไดรับแสงนอย เนื่องจากไมอ่ืนที่ขึ้นหนาแนนก็ตายไป สภาพดนิทีช้ื่นขึ้นอาจเปน
สาเหตุใหไมดชันีดังกลาวลมตายลงในที่สุดไมปาที่ชอบสภาพแวดลอมแบบใหมก็จะเขามาทดแทน  
            การเปลี่ยนแปลงโครงสรางของพันธุไมพบเห็นไดเดนชดัในรอบป หากพิจารณาตั้งแตปลาย
ฤดูฝนจากเดือนพฤศจิกายน พันธุไมเกือบทุกชนิด ไมวาไมขนาดเล็กหรือขนาดใหญเร่ิมมีการผลัด
ใบทิ้งเพื่อเตรียมตัวรับความแหงแลง ใบที่เคยเขียวสดก็เปลี่ยนเปนสีเหลือง แดง น้ําตาล แลวแตชนิด
พันธุ ประมาณเดือนธันวาคมก็เร่ิมรวงหลนลงสูดินพืชลมลุกบนพื้นปาแหงตาย การเปลี่ยนสีใบ
คอนขางเดนชดัมาก หากความหนาวเยน็ของอากาศเคลื่อนตัวลงมาอยางฉับพลัน ในชวงนี้ปาเต็งรัง
จะมีความงามเปนพิเศษ และสามารถแยกไดอยางเดนชัดจากปาชนดิอื่น ประมาณเดอืนมกราคม ถึง
กุมภาพนัธ ไฟปาก็เร่ิมขึ้น ความรุนแรงของไฟขึ้นอยูกับความหนาแนนของใบไมและหญาบนพื้น
ปา หลังจากชวงนี้เรือนยอดปาคงเหลือแตกิ่งกานและพื้นปาโลงเตียน ประมาณกลางเดือนมีนาคม
เปนตนไปพันธุไมในปาเต็งรังเริ่มออกดอกผลเพื่อการโปรยเมล็ดใหทนัตนฤดูฝนในชวงกลางเดือน
พฤษภาคม 
  ประมาณตนเดอืนพฤษภาคมอันเปนการเริม่ตนของฤดูกาลเจริญเติบโตของสังคมนี้ การ
โปรยเมล็ดของไมใหญเร่ิมขึน้ในตนฤดูฝน กอนพื้นปาจะรกทึบดวยพชืคลุมดิน พืชเหลานี้ทยอยกนั
งอกตั้งแตฝนแรกของฤดูกาล พืชคลุมดินที่ตองการแสงมากมักปรากฏกอนที่ใบไมในชั้นเรือนยอด
จะแตกใบออนและการเจรญิเติบโตแผคลุมพื้นที่เต็มที ่พืชเหลานี้มีการพัฒนาวงจรชีวิตใหส้ัน มีการ
เจริญเติบโตไดอยางรวดเร็วและถึงชวงการออกดอกผลไดในระยะสั้น บางชนิดที่โปรยเมล็ดอาจ
ตองรอเวลานานกอนที่จะสมบูรณและงอกได บางชนิดมเีมล็ดคาอยูบนตนจนสิ้นฤดูฝน ชนิดที่ชอบ
แสงมากขึ้นเดนนํากอนสวนชนิดที่ตองการแสงนอยจะทยอยขึ้นตดิตามมาเปนลําดับ กอใหเกิดฉาก
สลับกันไป (alternative phase) ในพื้นปา การเจริญเติบโตของไมใหญคอนขางมีอัตราที่สูงในชวง
หลังจากใบเจรญิเติบโตเต็มที่ อัตราการเติบโตลดลงอยางรวดเร็วเมื่อใกลส้ินฤดูฝนและมีการปรับ
สภาพทางสรีระวิทยาเพื่อเตรียมพรอมในการพักตัวตอไป โดยการผนัแปรในรูปของวัฏจักรเชนนี้
เกิดขึ้นเปนประจําทุกป 
  การปรับตัวเพือ่ความสัมพันธกับสภาวะการเกิดไฟปาของพันธุไมในปาเต็งรัง จะเห็นได
คอนขางชัดเจนในหลายประการ โดยเฉพาะการจดัชวงเวลาของการโปรยเมล็ดใหสัมพันธกับไฟปา 
พันธุไมที่มีเมล็ดบอบบางไมทนไฟมักเลือกชวงโปรยเมล็ดพันธุในชวงตนฤดูฝนหลังฤดูกาลของไฟ
ปา เมล็ดสามารถตกตองผิวดิน รากที่งอกมาใหม ๆ สามารถหยั่งลงดนิเพื่อรับความชื้นปองกันการ
แหงตาย สวนเมล็ดไมบางชนิดปรับตัวเพื่อผานฤดไูฟปาดวยมีเปลือกแข็งปองกนัความรอนไดดี    
ไฟปาอาจมีสวนชวยในการทําใหเปลือกสามารถดูดซับน้ําไดดีขึ้นในชวงการงอก เมล็ดไมกลุมนี้มกั
โปรยเมล็ดในชวงปลายฤดูฝนและตนฤดูรอน กลาของพันธุไมในปาเตง็รังสวนใหญมีความสามารถ
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ในการแตกหนอหลังไฟปาไดด ี (burned back phenomena) บางชนิดมีชวงแตกหนอเพื่อสรางความ
แข็งแรงของรากยาวนานถึง 15 ป การปองกันเนื้อเยื่อเจริญ (cambium) ดวยวิธีการมีเปลือกที่หนา
พรอมทั้งสวนนอกที่แข็งทนไฟและกันความรอนไดดีปรากฏในทุกชนิด สวนพืชลมลุกอาศัยการ
ตายของลําตนแตฝงหัวและรากที่มีตาเจริญเพื่อการแตกหนอกลับขึ้นมาใหมในชวงฤดฝูน 

 
2.8  ตัวอยางพืชในปาเตง็รังท่ีใชในการศึกษา 

2.8.1 ยางพลวง (Dipterocarpus  tuberculatus  Lin.) (รูปที่ 2.11(1))   
                            ไมตน สูงถึง 40  เมตร เปนไมผลัดใบเปลือกหนา รองลึก ใบใหญ ประมาณ 30-45 
×12-35 เซนติเมตร ใบรูปไข โคนใบหยกัเวาลึก แผนใบหนาเกลีย้ง ขอบใบเรียบหรือเปนคล่ืน ตาม
ธรรมชาติพบตามปาเต็งรัง และปาเบญจพรรรณทั่วไป 

2.8.2 สานหิ่ง  (Dillenia     parviflora   Griff) (รูปที่ 2.11.(2)) 
ไมผลัดใบสูง 10 - 30  เมตร เรือนยอดโปรง กิ่งหอยไมเปนระเบยีบ ใบยาวไดถึง

15– 25 เซนตเิมตร แตใบออนมักมีขนาดใหญมากอาจยาวถึง 100 เซนติเมตร รูปไขกลับ โคนใบ
แคบปลายใบปาน ใบแกมีขนหยาบๆเสนใบขางมี 22 – 35 คู กานใบยาว 1- 3.5 เซนติเมตร พองและ
แผออกโอบฐานของกิ่ง ดอกสีเหลือง ชอละ 2 – 7 ดอก  
  2.8.3 ตะขบปา (Flacourtia   indic  Merr.) (รูปที่ 2.11.(3)) 
   ไมพุม สูงประมาณ 12 เมตร เรือนยอดระเกะระกะ  กิ่งกานจะออนหอยลูลง เปลือก
ไมสีน้ําตาลออนมีหนามคมยาวออกเปนคูๆ ใบมีขนาดเล็ก ประมาณ 2.5 × 1.5 – 3  เซนติเมตร ใน
ระนาบ ใบออนมักมีสีแดง และเปลี่ยนเปนสีเขียวสด ใบเปนใบเดี่ยวออกจากกิ่งแบบสลับ โดยใบมี
รูปรางหลายแบบ ทั้งรูปขอบขนานรี รูปไข หรือรูป ไขกลับ มีดอกยอย 4 - 6 ดอก ดอกเล็กมีสีเขยีว
ออนเปนชอแบบกระจะ raceme ดอกจะออกที่ปลายยอด ดอกเพศผูและเพศเมียแยกกันอยูคนละตน 
เกสรตัวผูมีจํานวนมาก ดอกเพศเมยีมีกลีบเลี้ยงคลายดอกเพศผู ออกดอก เดือนมนีาคม – เมษายน 
ผลแบบ berry รูปกลมรี ผลสุกมีสีดํา – แดง พบกระจายทัว่ไปตามปาดบิแลง และปาเบญจพรรณ  

2.8.4 ชะมวง  (Garcinia   nigrolineata  Planch.) (รูปที่ 2.11(4)) 
  เปนตนไม ขนาดกลาง สูง 15 - 20 เมตร เรือนยอด เปนพุมรูปกรวยคว่ํา ทรงสูง 
แตกกิ่งชัน้เดยีว เปลือกนอก เรียบ สีน้ําตาลเขมเกือบดํา เปลือกใน สีชมพูถึงแดง มีน้ํายางสีเหลืองขุน
ไหลเยิ้มออกมาจากเปลือกตน ใบเดี่ยว ออกตรงกันขามเปนคู ๆ แตละคูเรียงตรงกันขามเปนมุมฉาก
ซ่ึงกันและกัน ใบรูปไขขอบขนาน ปลายใบและโคนใบแหลม ผิวใบเปนมัน เนื้อใบหนา ดอกเปน
ชอขนาดเล็ก กลีบดอกแข็ง หนา ขนาด 10 – 15  มิลลิเมตร แตกออกจากโคนใบและปลายกิ่ง ผลสด 
ทรงกลม ผิวเรียบมีรองรอยเปนพูบาง ๆ รอบผล ขนาดผล 2.5 - 3.0 เซนติเมตร 
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รูปที่ 2.11  ตัวอยางพืชในปาเต็งรังที่ใชในการศึกษา 

(1) ยางพลวง  (Dipterocarpus  tuberculatus  Roxb)  
(2) สานหิ่ง  (Dillenia     parviflora   Griff.) 
(3) ตะขบปา  (Flacourtia   indic  Merr.) 
(4) ชะมวง  (Garcinia   nigrolineata  Planch.) 
(5) ชิงชัน  (Dalbergia    oliveri  Gamble.) 
(6) รัง  (Shorea      siamensis   Miq.) 
(7) สานใบเล็ก  (Dillenia  ovata Wall. ex Hook. f. & Th..) 
(8) โมกเครือ  (Aganosma    marginata  G. Don.) 
(9) ไผ  (Bambusa arundinacea Willd.) 
(10)  เต็ง  (Shorea      obtusa   Wall.)  
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 2.8.5 ชิงชัน  (Dalbergia    oliveri  Gamble.) (รูปที่ 2.11( 5)) 
 ไมผลัดใบ สูง 20  เมตร ใบเล็กบาง แตมีเปลือกไมหนาสีน้ําตาลอมเทา ลอนเปน
แวน ๆ ใบประกอบรูปขนนก   เรียง สลับ ใบยอย  11 - 17 ใบ  รูปรีแกมรูปไข หรือเรียงเปนรูปขอบ
ขนานแกมรูปหอก   กวาง 1 - 4 เซนติเมตร  ยาว 4 - 8  เซนติเมตร โคนใบมนกลมหรือสอบเปนรูป
ล่ิมกวาง ๆ และปลายมนทู และหยกัเวาเล็กนอย ทองใบสีจางกวาหลังใบ  ดอกเล็กสีขาวแกมมวง 
เกิดบนชอดอกเชิงประกอบตามปลายกิ่ง ดอกจะเกดิพรอมกับการผลิใบใหม  ผลเปนฝกแบน ๆ ยาว
รี รูปขอบขนาน หวัทายแหลม กวาง 3 - 3.5  เซนติเมตร ยาว 8 - 17  เซนติเมตร แตละฝกม ี 3 เมล็ด 
ขึ้นอยูตามปาเบญจพรรณทั่วไป ในพืน้ที่ทีม่ีความสูงใกลกับระดับน้ําทะเล จนถึง 500  เมตร 

2.8.6 รัง (Shorea      siamensis   Miq.) (รูปที่ 2.11(6)) 
  ผลัดใบ สูง 15  -  20 เมตร เปลือกลําตนสีเทา แตกเปนรองลึกตามความยาวลําตน 
ใบเดีย่วเรยีงสลับ แผนใบ รูปไข กวาง 7 - 12  เซนติเมตร ยาว10 - 20  เซนติเมตร ปลายใบมนโคน
ใบหยกัเวา ดอกสีเหลือง กล่ินหอมออน ออกรวมกนัเปนชอ ผลแหลมรูปกระสวย มีปกยาว 3 ปก 
ปกสั้น 2 ปก ขึ้นในปาเบญจพรรณแลง และปาเต็งรังทั่วไป ขึ้นปะปนกับไมเต็งอยูในพื้นที่สูงจาก
ระดับน้ําทะเล  500  -  1,000  เมตร มีความ ทนทานตอความแหงแลง ทนไฟไดดีมาก  

2.8.7 สานใบเล็ก  (Dillenia  ovata Wall. ex Hook. f. & Th.) (รูปที่ 2.11(7)) 
  ไมตน ผลัดใบ สูง 8–30 เมตร เปลือกสีน้ําตาลเทา ถึงสีน้ําตาลแกมแดง เรียบ หรือ
แตกเปนสะเกด็ เปลือกในสชีมพู ใบเดี่ยว เรียงเวียนสลับ แผนใบรูปไขถึงรูปขอบขนานแกมรูปไข 
กวาง 7 – 11.5  เซนติเมตร ยาว 11.5 – 18.5  เซนติเมตร ปลายใบมนหรือเวาเล็กนอย โคนใบมนกวาง 
บางครั้งเบี้ยว ขอบใบหยกั หลังใบมีขนนุม ทองใบมีขนสาก เสนแขนงใบ 17 – 21 คู ปลายเสนคลาย
กับโผลพนขอบใบ กานใบยาว 2.5 – 3  เซนติเมตร มีขนนุม ดอกสีเหลืองสด ออกเปนชอตามปลาย
กิ่ง เสนผานศนูยกลาง 5 – 6  เซนติเมตร ผลคอนขางกลม มีกลีบเลี้ยงหนาอุมน้ําซอนทับหุมผล 
ขนาดเสนผานศูนยกลาง  3 – 6  เซนติเมตร เมื่อแกสุกสีเหลือง เมล็ดขนาดเล็ก มีจํานวนมาก มีการ
กระจายพันธุทัว่ไปในปาดิบแลง ปาเบญจพรรณ ปาเต็งรัง และทุงหญา ทั่วทุกภาคของประเทศ และ
ภูมิภาคเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต ที่ความสูงตั้งแตระดับทะเลปานกลางถึง 1,200 เมตรเนื้อไมใชทํา
กระดาน เครือ่งตกแตงบาน ผลสุกรับประทานได น้ําตมเปลือกตนปรุงเปนยาฝาดสมานและแก
ทองเสีย กลีบเลี้ยงผลมีรสเปรี้ยว ใชปรุงรสอาหาร 

2.8.8 โมกเครือ  (Aganosma    marginata  G. Don) (รูปที่ 2.11(8)) 
  ไมเถาเลื้อย เนือ้แข็ง มีน้ํายางขาว ใบเดี่ยวออกตรงขาม ตัวใบรูปขอบขนาน ผิวใบ
ดานบนเกลี้ยงมัน หรือมีขนประปราย ดานลางมีขนสั้นๆ ชอดอกออกตามปลายยอด หรือตามซอก
ใบ ดอกรูปกรวย ปลายแยก 5 แฉก สีขาว ผลเปนฝกยาว ออกเปนคู ฝกแกจะแตก 2 ซีก มีเมล็ดรูป
ขอบขนาน ปลายดานหนึ่งมขีนยาวมีขาว จํานวนมาก พบตามปาละเมาะ ปาเบญจพรรณ เรือกสวน 
ชอบที่รมชุมชื้น เปนพืชสมนุไพรที่มีคุณสมบัติเปนยาระบายออนๆ และขับปสสาวะ  
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2.8.9 ไผ  (Bambusa arundinacea Willd.) (รูปที่ 2.11(9)) 
  ไผปาเปนไผขนาดใหญ กอแนน มหีนาม และมีแขนงรกแนน โดยเฉพาะตรง
บริเวณโคนลํา สูงประมาณ 10-24 เซนติเมตร มีเสนผาศูนยกลางประมาณ 15 - 18 เซนติเมตร ปลอง
ยาวประมาณ 20 - 40 เซนติเมตร เนื้อหนา 1 - 5 เซนติเมตร ลําออนมีสีเขียว ลําแกจะมีสีเขียวเหลือง 
ขอมีลักษณะบวมเล็กนอย รูกระบอกเล็ก กาบหุมลําลักษณะแข็งเหมอืนหนัง รวงหลุดไดงาย ยาว 30 
- 40 เซนติเมตร กวาง 20 -30  เซนติเมตร ตอนปลายกลม ขอบเรียบและมีขนสีทอง ลําใหญกวาง 
กระจับกาบหุมลําแคบ ใบยอดกาบเปนรูปสามเหลี่ยม 
 2.8.10 เต็ง  (Shorea     obtusa   Wall.) (รูปที่ 2.11(10)) 
  เต็งเปนไมตน ผลัดใบ สูง 15 – 30 เมตร เรือนยอดเปนพุมกวาง ลําตนมักไมคอย
ตรง เปลือกสีน้ําตาลเทา แตกรองและเปนสะเก็ดหนา มกัตกชันสีเหลืองขุน เปลือกในสีน้ําตาลแกม
เหลือง ใบ เดีย่ว เรียงสลับ รูปขอบขนาน แผนใบรูปรีแกมรูปขอบขนาน ถึงรูปไขกลับ กวาง 5 – 7 
เซนติเมตร ยาว 10 – 16  เซนติเมตร โคนใบและปลายใบมน ผิวใบมีขนสั้นสากมือ ถึงคอนขาง
เกลี้ยง เสนแขนงใบ 15 – 20 คู กานใบยาว 1 – 1.5  เซนติเมตร ดอกสีขาวนวล ออกเปนชอตามปลาย
กิ่ง  ผล กลมรี ถึงรูปไข กวางประมาณ  0.8  เซนติเมตร ยาวประมาณ  1  เซนติเมตร มปีกยาว  3  ปก 
และปกสั้น  2  ปก เต็งมีการกระจายพันธุเปนกลุมใหญ ในปาเต็งรัง และปาเบญจพรรณ ดินลูกรัง 
และเขาหนิทรายทั่วทกุภาคของประเทศ ทีค่วามสูงจากระดับทะเลปานกลาง 150 – 1,300  เมตร ใน
ตางประเทศพบที่พมา ลาว กัมพูชา และเวียดนาม ออกดอกเดือนกุมภาพันธ – พฤษภาคม ผลแก
เดือนเมษายน – กรกฎาคม เนื้อไมสีน้ําตาลออนถึงน้ําตาลแกมแดง ใชกอสรางไดแข็งแรงทนทาน 
เชน เสา รอด ตง ขื่อ กระดานพื้น ไมหมอนรถไฟ เปลือกใชเปนยาสมานแผล หามเลือด รักษาแผล
เร้ือรัง แผลพุพอง ชันใชผสมน้ํามันทาไม และยาแนวเรือ 
  
2.9    การศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของราเอนโดไฟตในประเทศไทย 
 ในป 1999 Rarunee และคณะ ไดศึกษาพืชพื้นบานของประเทศไทย พบราเอนโดไฟต 200 
ชนิด โดยราสวนใหญเจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือ Shellfish Waste Agar ไดดี มีเพยีง 15 เปอรเซ็นต
เทานั้นที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือดังกลาวได อาหารเลี้ยงเชื้อนี้เหมาะตอการเจริญของ และการสราง
เสนใยของราเอนโดไฟต โดยเฉพาะกลุม Xylariaceous  และ  Collectotricum spp. พบการสราง 
anamorph บนอาหารดังกลาว 

 Chareprasert และคณะ (2006) ศึกษาราเอนโดไฟตราเอนโดไฟตจากตนสัก และจามจุรี
โดย พบ Phomopsis sp. มากที่สุดนอกจากนีย้ังพบ Schizophyllum commune ซ่ึงจัดอยูในกลุม 
Basidiomycetes ดวย 

 Photita และคณะ (2001) ศึกษาราเอนโดไฟตในกลวยปา (Musa   acuminata) ที่อุทยาน
แหงชาติดอยสเุทพ-ปุย พบรา 61 ชนิดในสวนตางๆของพชื ราที่พบไดแก  ราในกลุม Xylariaceous, 
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Dactrylaria  sp., Collectotricum spp. สวนราที่พบมากที่สุดในการศึกษาครั้งนี้คือ Deightoneilla 
torulosa 

Lumyong และคณะ (2000) ใชเทคนคิทางชีววิทยาโมเลกุลในการจําแนกราเอนโดไฟต 
Guignardia  sp.MK 3 พบวามีความสัมพันธใกลชิดกับ   Guignardia atmcola  โดยดจูากการเรียงตัว
ของ 18s rDNA  

Mekkamol และคณะ (2000) ศึกษาการจําแนกและระบบนิเวศของเชื้อราเอนโดไฟตของตน
สัก Tectona   grandis L. ที่จังหวดัเชยีงใหม ราเอนโดไฟตที่พบในใบแกที่ไดจากปาธรรมชาติและ
ปาปลูกไมมีความแตกตางกนั จากการเปรียบเทียบ 
 Cheeptham และคณะ (1999) แยกราเอนโดไฟตจากไมพื้นบานเพื่อหาสารปฏิชีวนะยับยั้ง
เชื้อรา (antifungal antibiotic) โดยนําราทีแ่ยกได 108 สายพันธุ เล้ียงในอาหาร 4 ชนิด จากนัน้จึง
นํามาทดสอบการยับยั้งการเจริญของยีสต Saccharomyces   cerevisiae จํานวน 3 สายพันธุ 

Pongputthachart และคณะ (1999) ไดศึกษาเชื้อราเอนโดไฟตจากใบ และกิ่งของตนกอ 
Castanopsis   acuminatissima โดยเก็บตวัอยาง 5 บริเวณจากอุทยานแหงชาติดอยสเุทพ-ปุย จังหวดั
เชียงใหมจํานวน 4,500 ตัวอยาง ตัวอยางตนกอ 50 ตน ผลการทดลองพบเชื้อราเอนโดไฟต 38 สกุล 
68 ชนิด สวนใหญเปนราในกลุม Xylariaceae, Coelomycetes, Hyphomycetes และ Mycelia  
Sterilia  

Lumyong และ Lumyong (1999) ศกึษาราเอนโดไฟตทีแ่ยกจากใบ และกิ่งของตนอบเชย 
Cinnamomum   iners จํานวน 6 ตน บนดอยสุเทพ จังหวัดเชยีงใหม ซ่ึงสูงกวาระดบัน้ําทะเล 1,000 
เมตรโดยทําการเปรียบเทียบระหวาง 2 ฤดูในป ค.ศ. 1998 พบราทั้งหมด 20 ชนดิ สวนใหญเปน 
Ascomycotina และ Deuteromycotina เชื้อราที่พบเปนจํานวนมาก ไดแก Xylariaceous, 
Collectotricum spp., Mycelia sterilia และ Phomopsis spp. สวนเชื้อราชนดิอื่นที่พบไดแก 
Guignardia  sp., Thermomyces, Sporomella และ Beltramia sp. 

Norkeaw และ Lumyong (1999) ศึกษาประสิทธิภาพของเอนไซม xylanase, cellulase และ 
mannaase จากราเอนโดไฟตที่แยกพืชสมุนไพร 6 ชนดิ ไดแก Hibicus sabdariffa, Barleria 
luputinia, Rhinacanthus  nasutus, Vitex  trifolia, Cinchona  succirubra  ที่อุทยานแหงชาตดิอย     
สุเทพ-ปุย จังหวัดเชียงใหม สามารถแยกเชื้อราจากพืชทัง้ 6 ชนิดไดจํานวน 13, 8, 8, 10, 11 และ 7 
ตามลําดับ 

Pimolsri และ Lumyong (1999) ตรวจสอบหาสารบยับยั้งเชื้อรา (antifungal activity) จากรา
เอนโดไฟตจํานวน 148 สายพันธุ พบรา 25 สายพันธุสามารถยับยั้งการเจริญของราสาเหตุโรคพืช รา
ดังกลาวจําแนกเปน Xylaria  sp. และ Fusarium  sp. จํานวน 23 และ 2 สายพันธุ ตามลําดับ 
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Techa และคณะ (1999) แยกเชื้อราเอนโดไฟตจากใบและกิ่งของปาลม 2 ชนิด ไดแก 
Calamus  kerrianus และ Wallihia   caryotoides  ราที่พบสวนใหญ ไดแก Phomopsis  sp., Xylaria 
sp., Collectotrichum  sp., Pestalotiosis  sp., Guignardia  sp. และ Mycelia  sterilia 
 
2.10  การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพสารทุติยภมิูท่ีผลิตจากราเอนโดไฟต 
  ราเอนโดไฟตสามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดหลากหลาย จากงานวจิยั
ตางๆฤทธิ์ทางชีวภาพที่มกีารศึกษากนัมากสามารถแยกได 3 ประเภทได ฤทธิ์ตานเชื้อจุลินทรีย, 
ฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็ง และฤทธิ์ทางชีวภาพอื่นๆ เชน ยับยั้งการเจริญของไวรัส, ยับยัง้การเจริญของ
ไสเดือนฝอย, ฤทธิ์ในการฆาแมลงได 
 

2.10.1 ฤทธิ์ตานเชื้อจุลินทรีย (antimicrobial  agents) 
Wang และคณะ (2007) ศึกษาราเอนโดไฟต Cladosporium sp. ที่แยกไดจาก 

Quercus  variabilis  สามารถสาร Brefeldin A ซ่ึงมีฤทธิ์ยับยั้ง  Candida  albicans ไดสูง 
 Chareprasert และคณะ (2006) ศึกษาราเอนโดไฟตราเอนโดไฟตจากตนสัก และ

จามจุรีโดยมีราเอนโดไฟต 37 ไอโซเลตสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบ ไดแก Bacillus  subtilis, 
Escherichia coli, Staphylococcus  aureus และ Candida  albicans   

Li และคณะ (2005) ไดแยกราเอนโดไฟตจากพืชสมุนไพรของจีนทั้งหมด 12 ชนิด 
ไดราเอนโดไฟตทั้งหมด 130 ไอโซเลต โดยเชื้อราสวนใหญสามารถยับยั้งการเจริญของรากอโรค
ในคนได 

Liu และคณะ (2004) ไดแยกราเอนโดไฟต Aspergillus  fumigatus CY018 ซ่ึง
สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม 2 ชนิด ไดแก Asperfumoid (1) และ Asperfumin 
(2) โดยไดแยกราดังกลาวจาก Cynodon  dactylon สารทั้ง 2 ชนิดสามารถยับยั้งการเจริญของรากอ
โรคในคน  Candida  albicans ได 

Isaka และคณะ (2001) ไดพบ xanthone dimers ใหม ทีส่กัดไดจากราเอนโดไฟต 
Phomopsis sp. BCC 1323 จากการทดลองในหลอดทดลองพบวามีฤทธิ์ยับยั้งเชือ้มาลาเรีย และมี
ฤทธิ์ยับยั้งวณัโรคและมีฤทธิ์ทําลายเซลลมะเร็งไดอีกดวย  
  Zou และคณะ (2000) ไดแยกราเอนโดไฟต Colletotrichum  gloeosporioides จาก
ตน  Artemisia  mongolica  ซ่ึงสามารถผลิตสาร collectotric acid ที่มีฤทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของ
Bacillus  subtilis, Staphyllococcus  aureus, Sarcina  lutea และ Helminthosporium  sativum และ 
Chlorella  fusca ดวยวิธี agar diffusion 
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Brandy และคณะ (2000) ไดแยกราเอนโดไฟต  Fusarium sp. จากตน Selaginella  
pallescens  ซ่ึงสามารถผลิตสารในกลุม Pentaketide ชนิดใหม ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญ 
Candida  albicans โดยเกิดวงใสขนาดเสนผานศูนยกลาง 19-24 มิลลิเมตร 
  Strobel และคณะ (1999) ไดแยกราเอนโดไฟต Cryptosporiopsis cf. quercina จาก
Tripterigeum  wilfordii ซ่ึงสามารถผลิตสาร Crytocandin ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญCandida 
albicans โดยมีคา MIC อยูในชวง 0.03-0.07 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสามารถยับยั้งการเจริญ
ของราโรคพืชหลายชนิด 

Munday-Finch และคณะ (1998) ไดแยกราเอนโดไฟต Neotyphodium  lolli จากใบ
Lotium  perenne ซ่ึงสามารถผลิต indole-diterpenoids ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย
หลายชนิด 
  Horn และคณะ (1995) ไดแยกราเอนโดไฟต Phomopsis sp. จากใบของ Salix  
gracilostyla  var. melanostachys ซ่ึงสามารถผลิต Phomopsichalasin จากการศึกษาโครงสรางสาร
ดวยเทคนิคทางสเปกโทรสโกป พบวาอยูในกลุมของ Cytochalasin ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญ
ของBacillus  subtilis, Salmonella gallinarum, Staphylococcus  aureus และCandida  tropicalisได 

 
 

2.10.2 ฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็ง (anticancer  agents) 
 ปจจุบันการศึกษาสารออกฤทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของเซลลมะเร็งกําลังเปนที่

นาสนใจ เนือ่งจากสถิติผูปวยโรคมะเร็งชนิดตางๆของประชากรโลกมีมากขึ้นทุกป ยาที่ใชในการ
รักษามีราคาสูง และมีผลขางเคียงตอผูปวย ดังนั้นสารสกัดจากธรรมชาติที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการ
เจริญของเซลลมะเร็งจึงเปนสิ่งที่ถูกใหความสนใจมากขึน้ สําหรับรายงานการศกึษาสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพทีม่ีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเซลลมะเร็งผลิตโดยราเอนโดไฟตมดีังนี ้

 Kasettrathat และคณะ (2008) ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการเจริญของ
เซลลมะเร็งจากราเอนโดไฟต Nodulisporium sp. พบวาสามารถผลิต  Nodulisporacid  A ที่มีฤทธิ์
ยับยั้งการเจรญิของเซลลมะเร็งไดถึง หลายชนิด ไดแก HuCCA-1, KB, HeLa, T47D, HCC-S102 
และ HL-60  

Amal และคณะ (2008) ไดผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากราเอนโดไฟต 
Ampelomyces  sp. ซ่ึงแยกไดจากตน Urospermum   picroides มีฤทธิ์ตอเซลลมะเร็งตอมน้ําเหลือง
ของหนู โดยมคีา EC50 เทากับ 0.2–7.3 μg/ml.  
  Yoshihito และคณะ (2008) ศึกษาราเอนโดไฟต  Neonectria  ramulariae 
Wollenw KS-246 ซ่ึงสามารถผลิตสาร Pyrrospirones A and B ซ่ึงมีฤทธิ์ในการชักนําใหเกดิ         
อะพอบโทซิสกับเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Promyelocytic  leukemia HL-60 cells)  
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Li และคณะ (2005) แยกราเอนโดไฟตจากพืชสมุนไพรในประเทศจีน จากนั้นนํา
สวนสกัดมาทดสอบการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (BGC - 823) พบวาเชื้อรา     
9.2 เปอรเซ็นตสามารถสรางสารยับยั้งเซลลมะเร็งดังกลาวได 

Wang และคณะ (2002) แยกราเอนโดไฟต 2 ชนดิไดแก Paecilomyces sp. และ 
Aspergillus   clavatus  จากตน Taxus  mairei  สามารถสรางสาร Brefeldin A ซ่ึงมีคุณสมบัติในการ
ยับยั้งเซลลมะเร็งไดหลายชนดิ 

Wagenaar และคณะ (2001) ศึกษาราเอนโดไฟต Phomopsis longicola จากตน 
Dicerandra    frutescens ซ่ึงสามารถผลิต Dicerandrols A, Dicerandrols B และ Dicerandrols C ที่
มีฤทธิ์ในการยบัยั้งการเจริญของ Staphyllococcus   aureus และ Bacillus   subtilis และยังมีผล
ยับยั้งการเจรญิของเซลลมะเร็ง 2 ชนิด ไดแก A549 และ HCT-116  
  Stierle และคณะ (1999) แยกราเอนโดไฟต   Aspergillus  parasiticus จากตน 

Sequoia sempavirens  ซ่ึงสามารถผลิตสาร Sequoiatones A และ  Sequoiatones B  (รูปที่ 2..6) 
 Strobel และคณะ (1996) สามารถสกัด Taxol (รูปที่ 2..6) จาก Pestalotiopsis 
microspora ราเอนโดไฟตภายในเปลือกของกาน Himalayan yew  (Taxus wallachiana)  ซ่ึงเปน
สารที่พบไดจากพืชในสปชีส  Taxus และเปนการคนพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนดิใหมที่มีฤทธิ์
ในการยับยั้งเซลลมะเร็ง 
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รูปที่ 2.12  โครงสรางทางเคมีของ Taxol  (A), โครงสรางทางเคมีของ Sequoiatones A (C), 
โครงสรางทางเคมีของ Sequoiatones B  (B), โครงสรางทางเคมีของ Brefeldin A (D) 
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2.10.3 ฤทธิ์ทางชีวภาพอื่นๆ 

 ราเอนโดไฟตสามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดหลากหลาย นอกจากฤทธิ์
ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย และยับยั้งการเจรญิของเซลลมะเร็งแลว ยังสามารถสรางสาร
ยับยั้งการเจรญิของไวรัส, ฤทธิ์ในการกดภูมิคุมกัน, สารตานอนุมูลอิสระ โดย Rukachaisirikul และ
คณะ (2007) ไดศึกษาราเอนโดไฟต Phomopsis sp.  PSU-D15 ซ่ึงสามารถผลิตสาร phomoenamide 
(1) และ  phomonitroester (2) ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุวณัโรค  
Mycobacterium tuberculosis H37Ra.  ในป 2000 Guo และคณะ แยกราเอนโดไฟต Cytonaema  sp.
ไดจากตนโอค  (Quercus  sp.)  สารที่ไดคือ Cytonic acids A และ Cytonic acids B (รูปที่ 2.13) จะมี
ฤทธิ์ตานเชื้อไวรัส human cytomegalovirus (hCMV) ที่เปนเชื้อไวรัสที่กอโรคในคนได โดยเปน
ผลิตภัณฑธรรมชาติที่สกัดไดมาจากการหมักแบบอาหารแข็ง (solid - state)  และ ในป 2002 Strobel  
และคณะ  แยก ราเอนโดไฟต Pestalotiopsis  microspora  ที่แยกไดจากตน Terminalia  morobensis 
ซ่ึงเปนพืชที่อยูในปาฝนเขตรอน ทางตอนเหนือของประเทศปาปวนวิกินีสามารถสรางสารในกลุม 
Isobensofuranone   คือ  Isopestacin  (รูปที่ 2.13)  โดยสารนี้นอกจากจะมีฤทธิ์ในการตานจุลินทรีย
จําพวกราและแบคทีเรียแลว  ยังพบวามีฤทธ์ิตานการเกดิกระบวนการออกซิเดชัน  โดยจะไปจับกบั
อนุมูลอิสระซึ่งเปนสาเหตุของการเกิดเซลลมะเร็งไดอีกดวย ในป 1995 Lee และคณะ ไดแยกราเอน
โดไฟต Fusarium subglutinans จากไมเถาของตน Taxus  wifordii ซ่ึงสามารถผลิต Subglutinol A 
และ Subglutinol B (รูปที่ 2.13)  ที่มีฤทธิ์ในการทําใหเกิด Immunosuppression  หรือการปองกนั
หรือลดผลตอบภูมิคุมกัน เชน   antimetabolites, antitymphocyteserum  และ specific antibody ในป 
1992  Powell  และ Petroski ไดศึกษาราเอนโดไฟต  Neotyphodium  coenophialum  และ 
Clavicaeps  purpurea ที่อาศัยอยูในตน Festusa  arundinacea  และ Zizinia  aquqtica สามารถสราง
สารในกลุมของอัลคาลอยด  เชน  Ergot  alkaloid (รูปที่ 2.13) โดยสารชนิดนี้จะมีฤทธิ์เปนพิษตอ
เนื้อเยื่อประสาทของแมลงและสัตวเล้ียงลูกดวยนม 
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รูปที่ 2.13  โครงสรางทางเคมีของ Cytonic acid A และ Cytonic acid B (A),โครงสรางทางเคมีของ 
Subglutinol A (B), โครงสรางทางเคมีของ Isopestacin (C), โครงสรางทางเคมีของ Ergot  alkaloid 
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2.11 อะพ็อบโทซิส 

 Kerr JER (1965) ไดสังเกตปฏิกิริยาของเซลลตับหนูที่เกิด isochemic  injury และพบ
ปรากฏการณจบชีวิตหรือตายของเซลลที่มีความแตกตางกัน 2 ลักษณะ คือ necrosis และ apoptosis 
ปรากฏการณ  necrosis นั้นเซลลจะบวมขึ้น ผนังเซลลจะสูญเสียหนาที่ และ นวิเคลียสบวมขึ้น เซลล
จะเกิดการแตกสลายทําใหเอนไซมภายในเซลลไหลออกมาจากเซลล และมีปฏิกิริยาทําอันตรายกับ
เซลล และเนื้อเยื่อขางเคียง กอใหเกิดการอักเสบบริเวณ สวนปรากฏการณ apoptosis นั้นเซลลจะ
เหี่ยวฝอ นวิเคลียสจะหดและฝอลง และถูกจับกนิโดย phagocytes ซ่ึงไมทําปฏิกิริยาที่เปนอันตราย
กับเซลล และเนื้อเยื่อขางเคยีง  apoptosis เปนภาษากรกี หมายถึง falling  off  มีการใชคําวา 
“apoptosis” และ “ program cell death” (PCD) อยางสบัสน ที่แทจรงิแลว อะพ็อบโทซิสเปนสวน
หนึ่งของปรากฏการณ PDC  โดย PDC เปนนิยามการจบชีวิตของเซลล หรือส่ิงมีชีวิต ที่ถูกกําหนด
ขึ้นจากสารพนัธุกรรม เชนเดียวกับการกําหนดใหมีลายนิ้วมือ แตอะพ็อบโทซิสนั้นเปนการจบชวีิต
ของเซลลเนื่องจากการไดรับอันตราย ซ่ึงช่ือวามีความรนุแรงไมมาก ทําใหเซลลตองจบชีวิตลงหรอื
เขาสู PDC เร็วกวาที่ควรจะเปนตามธรรมชาติ ในขณะที่ necrosis เปนการจบชีวิตของเซลล 
เนื่องจากการที่เซลลไดรับอันตรายอยางรนุแรง ปรากฏการณอะพอ็บโทซิสไดรับความสนใจเปน
อยางมาก           โดยปรากฏการณนี้พบไดมากในโรคเอดส, โรคอัลไซเมอร, โรคพารคินสัน ซ่ึงเปน 
neurodegenerative disorders เปนตน (ตารางที่ 2.2) เชื่อวาการที่เซลลเกิดอะพ็อบโทซิสหรือเขาสู 
PCD กอนเวลาอันสมควรเนือ่งมาจากเหตผุลดังตอไปนี้ 

1. เนื่องจากเซลลถูกสรางขึ้นเกินความจําเปน เชนในชวงระหวางเกิด embryogenesis  

2. เนื่องจากเซลลสูญเสียหนาทีห่รือไมมีความจําเปนตอส่ิงมีชีวิตนั้นๆ ตอไป เชนในขณะที่
เกิด metamorphopsis 

3. เนื่องจากเซลลนั้นเกดิการเปลี่ยนแปลง และเปนอันตรายตอส่ิงมีชีวิตนั้นๆ เชนเซลลที่
ไดรับอันตรายจากการสารกมัมันตรังสี, การติดเชื้อ เปนตน โดยทีก่อใหเกิดอนัตรายกับ
สารพันธุกรรม (ตารางที่ 2.3) 

 จากตารางที่ 2.2 จะเห็นไดวาโรคมะเร็งเปนโรคที่กดปรากฏการณอะพ็อบโทซิส หรือกลาว
อีกนัยหนึ่งวาโรคมะเร็งทําใหเซลลเขาสู PCD (เกดิอะพอ็บโทซิส) ไดนอยลง งานวจิัยนีจ้ึงศึกษาเพื่อ
คนหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีผลทําใหเซลลมะเร็งมีการตายแบบอะพ็อบโทซิสสูงขึ้น  
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ตารางที่ 2.2 โรคที่มีผลตอการเพิ่มและลดลงของปรากฏการณอะพ็อบโทซิส 

โรคที่มีปรากฏการณอะพ็อบโทซิสสูงขึ้น โรคที่มีการกดปรากฏการณอะพ็อบโทซิส 

1.  AIDS 

2.  Neurogegenerative   disorders 

- Alzkeimer’s   disease 

- Parkinson’s   disease 

- Amyotrophic lateral sclerosis 

- Retinitis pigmentosa 

- Cerebellar  degeneration 

3.  Myelodysplastic  syndromes 

- Apastic anemia 

4.  Ischemic  injury 

- Myocardial   infarction 

- Stroke 

- Reperfusion  injury 

5.  Toxin - induced liver disease 

- Alcohol 

1.  Cancer 

- Follicular  lymphomas 

- Carcinomas with p53 mutation 

- Hormone - dependent tumors 

      Breast   cancer 

      Prostate   cancer 

      Ovarian   cancer 

2. Autoimmune  disorders 

- Systemic lupus erythematosus 

- Immune – mediated 

glomerulonephritis 

   3.   Viral   infection 

                   -      Herpesviruses 

                   -       Poxviruses 

                   -       Adenoviruses 
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ตารางที่ 2.3  สารหรือปรากฏการณที่กระตุนใหเกิดอะพ็อบโทซิส 

Physiologic   activations Damage – related inducers 

1. TNF family 

- Fas ligand 

- TNF 

2. Transforming growth  factor ß 

3. Neurotransmitters 

- Glutamate 

- Dopamine 

- N-methyl-D-aspartate 

4. Growth factor withdrawal 

5. Loss of matrix attachment 

6. Calcium 

7. Glucocorticoids 

1. Heat shock 

2. Viral infection 

3. Bacterial toxins 

4. Oncogenes 

- myc.  Rel.  E1A 

5. Tumor suppressors p53 

6. Cytolytic T cells 

7. Oxidants 

8. Free radicals 

9. Nutrient deprivation - antimetabolites 

Therapy – associated agents Toxins 

1. Chemotherapeutic drugs 

- cisplatin, doxorubicin, 

bleomycin, vincristine, 

2. Gamma   radiation 

3. UV radiation 

1. Ethanol 

2. β – amyloid  peptide 
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 อุปกรณและเครื่องมือท่ีใชในการวิจัย 
1. ตูควบคุมอุณหภูมิ (incubator) Memmert รุน BE600 บริษัท Jebsen and Jessen 
2. ตูควบคุมอุณหภูมิภายใตบรรยากาศคารบอนไดออกไซด (CO2 incubator) Hepa 

Class100 รุน 311 บริษัท Thermo electron corporation 
3. ตูถายเชื้อ (laminar flow) CLEAN รุน H1 บริษัท Lab Service Ltd, Part. 
4. หมอนึ่งความดัน (autoclave) TOMY รุน SS-325 บริษัท Tomy Seiko Co., Ltd. Tokyo, 

Japan 
5. ตูอบความรอนแหง (hot air oven) Memmert รุน UE600 บริษัท Jebsen and Jessen 
6. เครื่องชั่งน้ําหนัก (digital scale) รุน PB3002 บริษัท Mettler Toledo 
7. กลองจุลทรรศน (microscope) Olmpus รุน BX51 บริษัท Olypus Optical Co., Ltd. 

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

Optical Co., Ltd. Japan 
9. เครื่องระเหยแหงสุญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporator) Eyela รุน N-1000 

บริษัท Tokyo Rikakikai Co., Ltd. Japan 
10. เครื่องปนเหวีย่ง (centrifuge) Hettich รุน Rotofix32 บริษัท Becthai, Germany 
11. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน WB-710M บริษทั Optima, Japan 
12. ฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer) ขนาด 0.0025 mm2 ยี่หอ Loptik Labor 
13. เครื่องอานคาความดูดกลืนแสง (microplate reader) รุน ELX800 บริษัท Bio-Tek 

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

Japan 
15. เครื่อง Electrophoresis chamber set รุน Mupid-ex บริษัท Advance 
16. เครื่องถายรูปเจล (Gel Doc) ยี่หอ Vilber Lourmat 
17. เครื่องปนเหวีย่งขนาดเล็ก (micro centrifuge)รุน CM-610T บริษัท Hslangtai 
18. เครื่องปนเหวีย่งควบคุมอุณหภูมิ (micro refrigerated centrifuge) Kubota รุน 3700 

บริษัท Kubota Corporation, Tokyo Japan 
19. เครื่องไมโครเวฟ (microwave oven) Turbora รุน MW-2020 
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20. ตูเย็น 4 °C (refrigerator) Mitsubishi รุน Tiara บริษัท Mitsubishi electric 
21. ตูเย็น -20 °C ยี่หอ Sharp 
22. ตูเย็น -80 °C รุน 8620 บริษัท Thermo Electron Corperation 
23. เครื่อง UV-Transilluminator รุน TM-10E บริษัท UVP 
24. เครื่อง Vortex mixer รุน VX-100 บริษัท Labnet International, Inc. 
25. โกรงบดยา (motar) 
26. ไมโครปเปต (automatic adjustable micropipette) บริษทั Gilson P2 (0.1-2 

ไมโครลิตร), P10 (0.5-10 ไมโครลิตร), P20 (5-20 ไมโครลิตร), P200 (20-200 
ไมโครลิตร), P1000 (0.1- 1 มิลลิลิตร) 

27. ปเปตตทิป (pipette tip) บริษัท Axygen Scientific, Inc. USA 
28. หลอดไมโครเซนติฟวส (micro centrifuge tubes) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร บริษัท Axygen 

Scientific, Inc. USA 
29. หลอดพีซีอาร (PCR tubes) ขนาด 200 ไมโครลิตร บริษัท Axygen Scientific, Inc. 

USA 
30. พาราฟลม 
31. บีกเกอร (beaker) 
32. ขวดแกว (bottle) 
33. กระบอกตวง (cylinder) 
34. ลูป (loop) 
35. เข็มเขี่ยเชื้อ (needle) 
36. ที่เจาะอาหารวุน (cork borer) 
37. จานเลี้ยงเชื้อพลาสติก (petridish) 
38. จานเลี้ยงเซลลแบบ 96 หลุม (96 wells plate) 
39. ขวดเลี้ยงเซลล ยี่หอ Corningบริษัท Corning Incorporated, USA 
40. หลอดเก็บเซลล 
41. หลอดเซนติฟวสขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร ยี่หอ Corning บริษัท Corning 

Incorporated, USA 
42. ปเปตแกว ขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร 
43. เครื่องดูดจากปเปต (pipette aid) ยี่หอ Drummond 
44. หัวกรองอาหารเลี้ยงเซลล ขนาด 0.22 ไมโครเมตร ยี่หอ Corning บริษัท Corning 

Incorporated, USA 



                                                                                                                

 

37 

45. ถังไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen tank) รุน 34 HC ยี่หอ Taylor-Wharton 
Cryogenics บริษัท Harsco Corporation, USA 

46. TLC aluminium sheet รุน Silica gel60 F254 บริษัท Merck, Germany 
47. คอลัมนแกวสําหรับแยกสาร  
48. ขวดแกวกนกลม 
49. ขวดแกวสําหรับเก็บสาร 
50. เครื่อง Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Varian รุน Mercury 400 
51. เครื่อง DNA sequencing รุน 3100XL ยี่หอ ABI บริษัท Applied Biosystem 

Incorporated 
 
3.2   สารเคมีท่ีใชในการวิจัย 

1. Agar  
2. Bacto peptone 
3. Glucose 
4. Glycerol 
5. Malt extract 
6. DMSO (Dimethylsulfoxide) steried บริษัท Sigma, USA 
7. Fetal Bovine Serum (FBS) ยี่หอ Hyclone บริษัท PERBIO 
8. MTT (3-(4,5- dimethylthiazolyl-2-) 2,5- diphenylterazolium bromide) บริษัท Sigma, 

USA. 
9. RPMI ยี่หอ Hyclone บริษัท PERBIO 
10. Thyphan blue 
11. Trypsin-EDTA  steried filtered ยี่หอ Hyclone บริษัท PERBIO 
12. Vanillin 
13. ตัวทําละลาย ไดแก hexane, ethyl acetate, chloroform, methanol และ ethanol  
14. Silica 60 (No 9385) ขนาดอนุภาค 0.040 – 0.063 mm (230 – 400 ASTM) บริษัท E. 

Merck, Germany 
15. Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) บริษัท Serva 
16. Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) บริษัท Scharlau 
17. Isoamyl alcohol บริษัท Carlo erba 
18. RNase 
19. Polyethylene glycol (PEG) บริษัท Serva 
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20. Taq DNA polymerase บริษัท Fermentas 
21. Loading dye 
22. Primer  
23. Bovine serum albumin (BSA) 
24. dNTP 
25. Boric acid 
26. Tris- (hydroxymethyl)-amino methane (Tris base) บริษัท Scharlau 
27. Agarose molecular biology grade บริษัท ISC Bio Express 
28. Ethidium bromide 
29. 100bp + 1.5 kb DNA ladder บริษัท SibEnzyme 

 
3.3    เก็บตัวอยาง แยกราเอนโดไฟตจากตวัอยางพชื และเก็บรักษาเชื้อบริสุทธ์ิ 

3.3.1   เก็บตัวอยาง 
     เก็บตัวอยางพืชจากปาเตง็รัง จังหวดันาน โดยพืชที่ใชในการทําวิจยัมี 10 ชนิดไดแก 

พลวง สาน ชะมวง ไผ เต็ง รัง โมกเครือ เหมือด ตะขบปา และชิงชัน โดยเก็บตวัอยาง 2 ฤดูคือฤดู
แลงในชวงเดอืนมกราคม พ.ศ. 2550 และฤดูฝนในชวงเดือนตุลาคม พ.ศ. 2550 ตัวอยางที่เก็บตอง
เปนใบที่มีความสมบูรณแข็งแรงปราศจากอาการของโรค  นําตวัอยางบรรจุในถุงพลาสติกที่ปด
มิดชิด โดยมีสําลีชุบน้ําชวยใหความชื้น นําเขาตูเย็น ตัวอยางที่จะนํามาใชในการทดลองตองเก็บจาก
ตนมาไมนานกวา 48 ช่ัวโมง  

 
3.3.2  การแยกราเอนโดไฟต และเก็บรักษาเชื้อบริสุทธิ์ 

    การแยกราเอนโดไฟตใชเทคนิคฆาเชื้อที่ผิว (surface sterilization) ตาม J.Y. Liu, 
2006 นําตัวอยางมาลางทําความสะอาด ตดัเปนชิ้นเลก็ๆในบริเวณกลางใบ โคนใบ และปลายใบ 
ตัวอยางละ 10 ตําแหนง นํามาฆาเชื้อดวยเอทานอลความเขมขน 75 เปอรเซ็นต เปนเวลา 1 นาที ตาม
ดวยสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรคที่ความเขมขน 2.5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 15 นาที ลาง
สารละลายโดยการแชในน้ํากลั่นที่ปราศเชือ้จํานวน 2 ครั้ง  จากนั้นนาํไปวางบน Potato Dextrose 
Agar (PDA) บมที่อุณหภูมหิอง แยกจนไดเชื้อบริสุทธิ์ นําเชื้อบริสุทธิ์ที่แยกไดไปเกบ็ในน้ํากลั่นที่
ผานการฆาเชือ้แลวโดยเก็บรักษาที่อุณหภมูิหองเพื่อใชในการทดลองตอไป 
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3.4    จําแนกชนิด และศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟต 
3.4.1  จําแนกชนิดของราเอนโดไฟต 

            สังเกตลักษณะการเจริญบนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) ตรวจสอบลักษณะ
ทางสัณฐานวทิยาโดยการทาํ  slide  culture  เพื่อศึกษาลักษณะของเสนใย ลักษณะของสปอร เชน 
การจัดเรียงตัวของสปอร  จํานวนสปอร ลักษณะผิวของสปอร ภายใตกลองจุลทรรศนเพื่อบงบอก
ชนิดของเชื้อราเอนโดไฟตในระดับสกุล (genus)  ตาม Bernett และ Hunte (1987) และ Von  Arx  
(1981) สําหรับราในตระกูล Xylariaceae จําแนกชนิดดวยการชักนําใหสราง stroma ในอาหาร Corn 
Meal  Agar (CMA) 

 
3.4.2  ศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟต 

             ศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟต โดยการวเิคราะหความถี่ของจํานวนรา  
เอนโดไฟตทีแ่ยกไดจากตวัอยางพืชแตละชนิด  (Colonization Frequency) (Khan และคณะ 2007) 
เพื่อเปรียบเทยีบความถี่ของราเอนโดไฟตทีแ่ยกไดจากตวัอยางพืชตางชนิดกัน และตางฤดูกาล  
 
3.5    สกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ  
 นําราเอนโดไฟตที่คัดเลือกไวมาเลี้ยงในอาหารเหลว  Malt Extract Broth   (MEB)   เวลา
ประมาณ 6 สัปดาหที่อุณหภูมหิอง เมื่อครบกําหนดนํามากรองจะไดสวนของน้าํเลี้ยงเชื้อ และนาํ
สวนของอาหารเลี้ยงเชื้อมาสกัดดวยเอทลิแอซิเตตโดยเตมิเอทิลแอซิเตตในปริมาตร 1:1 แลวแยก
สวนสารสกัดจากเอทิลแอซิเตทออกมาทําการสกัดซ้ําอีก จนกวาไมมสีารสกัดละลายปนอยูในเอทลิ
แอซิเตต ในสวนของเสนใยสกัดโดยการนําเสนใยไปบดเปนชิ้นเลก็ๆ แลวสกัดดวยเอทิลแอซิเตต 
นําไปกรองแยกเสนใยออก  นําสวนที่สกดัไดจากอาหารเลี้ยงเชื้อมาผสมรวมกันกับสวนที่สกัดได
จากเสนใย นําไประเหยเอทลิแอซิเตต ออกดวยเครื่องระเหยแบบหมนุ ที่อุณหภูมิ 45  องศาเซลเซียส  
จนแหง 
 
3.6   ทดสอบการออกฤทธิ์ทางชวีภาพ  
 3.6.1 ทดสอบความสามารถสารสกัดในการยับยั้งจุลินทรียโดย Paper disk susceptility 
(นิตยา และคณะ 2541) 
     จุลินทรียที่ใชทดสอบมี 5 สายพันธุ โดยแบงเปนแบคทีเรียแกรมบวก 2 ชนดิไดแก 
Bacillus  subtilis ATCC6633 และ Staphylococcus aureus ATCC25923 แบคทีเรียแกรมลบ 2 ชนิด 
ไดแก Escherichia coli ATCC25922 และ Pseudomonas   aeruginosa ATCC9027 และยีสต ไดแก 
Candida   albicans ATCC7001 
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  3.6.1.1  การเตรียมแบคทีเรียทดสอบ  
           นําแบคทีเรียทดสอบขีด (streak) บนอาหาร Nutrient agar (NA) เพื่อให
เปนโคโลนีเดีย่ว บมที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง ใชลูปเขี่ยโคโลนีเดี่ยว 4 - 5 โคโลนี ลง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient broth (NB) 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 - 6 
ช่ัวโมง ขึ้นอยูกับอัตราการเจริญเติบโตของแบคทีเรียหรือจนสังเกตเห็นวาหลอดเชื้อขุน ปรับความ
ขุนของแบคทีเรียทดสอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ NB ใหมคีวามขุนเทยีบเทามาตรฐาน 0.5 McFarland 
หรือโดยอานคาจาก Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร ใหมีคาดูดกลืนแสงอยู
ในชวง 0.08 - 0.10 เพื่อใหมีเชื้อประมาณ 108 CFU ตอมิลลิลิตร 
 
  3.6.1.2  การเตรียมยีสตทดสอบ 
                      นํายีสตทดสอบขีด (streak) บนอาหาร Sabouraud Dextrose Agar เพื่อให
เปนโคโลนีเดีย่ว บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 48 ช่ัวโมง ใชลูปเขี่ยโคโลนีเดี่ยวขนาดเสนผาน
ศูนยกลางอยางนอย 1 มิลลิเมตร จํานวน 5 โคโลนี ละลายในสารละลาย 0.85% NaCl ที่ฆาเชื้อแลว  
ปรับความขุนของยีสตทดสอบใหมีความขุนเทียบเทามาตรฐาน 0.5 McFarland หรือโดยอานคาจาก 
Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร ใหมีคาดูดกลืนแสงอยูในชวง 0.08-0.10 
เพื่อใหมเีชื้อประมาณ 1×106 -  3×106 CFUตอมิลลิลิตร 
 
  3.6.1.3 การทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรยี             
              นําสวนสกัดที่ไดจากขอ 3.5 มาทดสอบความสามารถในการยับยั้ง             
จุลินทรีย โดยนําจุลินทรียทดสอบที่เตรียมไวจาก ขอ 3.6.1.1 และ 3.6.1.2  ปายบนผิวหนาอาหาร 
โดยใชไมพันสําลีปราศจากเชื้อจุมลงในหลอดเชื้อ ปายลงบนผิวหนาอาหาร Muller-Hinton Agar 
(สําหรับแบคทีเรียทดสอบ)  Sabouraud Dextrose Agar (สําหรับยีสตทดสอบ)  เมื่อปายเชื้อทดสอบ
ทั่วในลักษณะสามทิศทางแลวทิ้งไว 3-5 นาที เพื่อใหผิวหนาของอาหารแหง จากนัน้ใช Paper disk 
จุมลงในสวนสกัด นําไปวางลงบนผวหนาอาหาร บมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 
ช่ัวโมง สําหรบัแบคทีเรียทดสอบ  สวนยีสตทดสอบบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 48 
ช่ัวโมง วัดความกวางของบริเวณวงใสที่เกดิขึ้น (clear zone) โดยตัวควบคุมบวก ของแบคทีเรีย 
ไดแก streptomycin  สําหรับยีสตคือ nystatin  ตัวควบคมุลบ คือ DMSO  
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  3.6.2   ทดสอบความสามารถสารสกัดในการยับยั้งเซลลมะเร็งโดย  3-(4,5-
dimethyl-thiazol-2-yl) -2,5- diphenyltetrazolium bromide calorimetric assay (MTT) (Palaga  และ
คณะ, 1996) 
         นําเซลลมะเร็ง (cell line) ไดแก เซลลมะเร็งเตานม (BT 5) เซลลมะเรง็กระเพาะ
อาหาร(KATO III) เซลลมะเร็งปอด (CHAGO) เซลลมะเร็งตับ (Hep -G2) และเซลลมะเร็งลําไส 
(SW 620) นําเซลลมะเร็งดังกลาวมาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล  RPMI 1640 ที่มีการเติม  fetal 
calf serum 10% (ปริมาตร/ปริมาตร)   ในหลุมของ microtiter plates หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  มีกาซคารบอนไดออกไซด 5%  แลวเติมสารสกัดที่ไดจากขอ 3.1 
ปริมาตร 1-5 ไมโครลิตร ลงในหลุมที่มีเซลลมะเร็งเจริญอยู บมที่สภาวะเดิมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง   
เติมสารละลาย MTT ลงไป 20 ไมโครลิตร บมที่สภาวะเดมิเปนเวลา 4 ช่ัวโมง แลวเติม isopropanol 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร   เพื่อทําละลายผลึก formazan นําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
540 นาโนเมตร  โดยใชเครือ่ง microplate reader แลวแปลขอมูลออกมาเปนเปอรเซ็นตของจํานวน
เซลลมะเร็งที่มีการอยูรอด 
  
 3.6.2.1  การทดสอบการตายแบบอะพ็อบโทซสิ  (Apoptosis test) 

   เล้ียงเซลลใหไดเซลล 1 × 106 เซลลตอมิลลิลิตร ดูดสารละลายเซลล
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เล้ียงในจานเลี้ยงเซลลขนาดเล็กที่มีแผน cover slip ปราศจากเชื้อวางอยู จากนั้น
หยดสารที่จะทดสอบลงบน cover slip ใช etoposide กระตุนการเกดิอะพ็อบโทซสิเปนชุดควบคุม
บวก บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใตบรรยากาศที่มีกาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง เซลลจะเจริญโดยเกาะกับแผน cover slip จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลลออก และเตมิ
สารละลาย 1% glutaraldehyde ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในจานเลี้ยงเซลล บมที่อุณหภูมิหอง ในที่มดื 
เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นดดู glutaraldehyde ทิ้ง และลางแผน cover slip ดวยสารละลาย 1x PBS 
ปริมาตร 30 ไมโครลิตร นําเซลลที่เกาะอยูกับแผน cover slip ตรวจสอบการตายแบบ อะพ็อบโทซิส 
โดยการหยดสารละลาย 1x PBS ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงบนแผนสไลด เติมสี Hoechst 33342 
ความเขมขน 1 mM ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ใชปากคีบ คีบแผน cover slip ที่มีเซลลเกาะอยูวางคว่าํ
ลงบนแผนสไลด ตั้งทิ้งไวในที่มืดเปนเวลา 5 นาที เคลือบขอบ cover slip ยาทาเลบ็ นําไปเซลล
ตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนแบบฟลูโอเรสเซนต เซลลที่ตายแบบอะพ็อบโทซิสจะมีการหดตัว
ของเซลล และนิวเคลียส 

3.6.2.2 การตรวจสอบเวลาที่เกดิอะพอ็บโทซิสสูงสุด 
เล้ียงเซลลมะเร็งตามวิธี 3.6.2.1 โดยบมในเวลาที่เวลาตางๆไดแก 24, 36, 

48, 72 ช่ังโมง ตรวจสอบการตายแบบ อะพ็อบโทซิส โดยการหยดสารละลาย 1x PBS ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ลงบนแผนสไลด เติมสี Hoechst 33342 ความเขมขน 1 mM ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ใช
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ปากคีบ คีบแผน cover slip ที่มีเซลลเกาะอยูวางคว่ําลงบนแผนสไลด ตั้งทิ้งไวในทีม่ืดเปนเวลา 5 
นาที เคลือบขอบ cover slip ยาทาเล็บ นําไปเซลลตรวจสอบดวยกลองจลุทรรศนฟลูโอเรสเซนต 
 
3.7  พิสูจนเอกลักษณทางอณูชีววิทยาของราเอนโดไฟตท่ีคัดเลือกได 

3.7.1  การสกัดดีเอ็นเอของราเอนโดไฟต 
           การสกัดดีเอ็นเอทําโดยการเลีย้งเสนใยของราเอนโดไฟตในอาหารเหลว จากนัน้
กรองและนํามาบดใหละเอียดในโกรง จากนั้นนํามาสกดัดวย cetyltrimethylammonium bromine 
(CTAB) ตามวิธีของ Zhou และคณะ (1991) นําเสนใยทีบ่ดแลวมาเตมิ CTAB buffer (ภาคผนวก ค) 
นําไปบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปสกัดดวย Phenol chloroform  
และ isoamyl alcohol  และสกัดซ้ําดวย chloroform - isoamyl alcohol ความเขมขน 24:1 (ภาคผนวก 
ค)   2 คร้ัง ตกตะกอนดีเอน็เอดวย isopropanol นําไปปนเหวี่ยงที่ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 
นาที  ดีเอ็นเอที่ไดนํามาละลายใน TE  buffer (ภาคผนวก ค) นําไปเก็บทีอุ่ณหภูมิ -30 องศาเซลเซียส  
 

3.7.2 การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรส  
  ไพรเมอรที่ใช คือ ITS 1f และ ITS 4 โดยอางอิงจาก Gardes  และ Bruns (1993) และ 
White และคณะ (1990) 

ITS 1  (5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’) 
ITS 4   (5’- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)  

จากนั้นทาํปฎกิริยาลูกโซพอริเมอเรส (Polymerase chain reaction, PCR) โดยใช
สารละลายดีเอ็นเอจากขั้นตอนที่ 3.7.1 เปนแมแบบ (template) ซ่ึงในสวนผสมที่ทําใหเกิดปฏิกริิยา 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบดวย 

1. 10x buffer     ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  
2. forward primer (20 μM)  ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 
3. reverse primer (20 μM)  ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 
4. Taq DNA polymerase (5U) ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตร 
5. น้ํากลั่นปลอดเชื้อ  ปริมาตร 6.3 ไมโครลิตร 
6. DNA template   ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสประกอบดวยข้ันตอน ดังนี ้ ปฏิกิริยาเริ่มตน (initial denaturation) 94 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 9 นาที จากนั้นทําปฏิกิริยาทั้งหมด 38 รอบ โดยแตละรอบประกอบดวย
ขั้นตอนการแยกคูสายดเีอ็นเอ (denaturation) 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที การเขาจับคูกนั
ใหม (Annealing) ที่ 51 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที และ การเพิ่มความยาวของสายดีเอ็นเอ 
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(extension) ที่ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที และส้ินสุดปฏิกิริยาดวยการเพิ่มความยาวสายดี
เอ็นเอ (final extension) ที่ 75 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที (Kanchanaprayudh และคณะ, 2003) 

 
3.7.3  การตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอโดยวิธีเจลอิเล็คโทรโฟริซิส 

           ตรวจสอบยีนที่ไดจากการเพิ่มชิ้นสวนดเีอ็นเอ (PCR product) โดยการทาํ
เจลอิเล็คโทรโฟริซิส เตรียมอะกาโรสเจล (ภาคผนวก ค) หลอม และเทลงในแมพิมพที่มีหวี (comb) 
เสียบอยู แลวปลอยใหเจลแข็งตัว ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม (loading dye) ในอัตราสวน    
5 : 2 และหยอดตวัอยางลงในหลุมอะกาโรสเจล จากนั้นนาํไปทาํอิเล็คโทรโฟริซิสในเครื่อง 
Electrophoresis chamber โดยใชความตางศักย 100 โวลต เปนเวลา 30 นาที ตรวจสอบการเรืองแสง
ของดีเอ็นเอ โดยการยอมดวย Ethidium bromide (ภาคผนวก ค) สองภายใตรังสี UV ตรวจสอบ
ขนาดของยีนโดยการเปรยีบเทียบกับดเีอ็นเอมาตรฐาน 100 bp + 1.5 kb DNA ladder 
 
 3.7.4  วิเคราะหหาลําดับเบส 
           นําผลิตภัณฑของการเพิ่มชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ได ตามขั้นตอนที่ 3.7.3 มาวิเคราะหหา
ลําดับเบสของชิ้นสวนยีนที่ประมวลรหัส โดยวิธี derect sequencing โดยสงไปวเิคราะหหาลําดบั
เบสที่ สถาบันอณูชีววิทยาและพันธุศาสตร มหาวิทยาลยัมหิดล 
 
3.8 การแยกองคประกอบทางเคมีของสวนสกดัและการทําใหบริสุทธ์ิ 

3.8.1 การแยกองคประกอบทางเคมีของสวนสกดัของราเอนโดไฟต DTD 6 และการทํา
ใหบริสุทธิ์ 

นําราเอนโดไฟตสายพันธุ DTD 6 เล้ียงในอาหารเหลว Malt Extract Broth   
(MEB) เวลาประมาณ 4-6 สัปดาหที่อุณหภูมิหอง เมื่อครบกําหนดนํามากรองดวยกระดาษกรอง 
Whatman เบอร 1 จะไดสวนของน้ําเลีย้งเช้ือ และนําสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อมาสกัดดวยเอทิลแอซิ
เตทโดยเติมเอทิลแอซิเตทในปริมาตร 1:1 จากนัน้นําสวนของเสนใยนํามาปนใหละเอียดดวยเครือ่ง
ปน (blender) นําไปสกัดดวยเอทิลแอซิเตต นําสวนสกัดทั้งสองสวนรวมกนั จากนั้นนําไประเหย
ดวยเครื่องระเหยแบบหมุน  

หลังจากระเหยตัวทําละลายแลวไดผลึกสขีาวปนน้ํามนัสีเหลือง ทําการตกผลึก
ใหมดวยเฮกเซน จะไดของแข็งสีขาวปริมาณ 33 มิลลิกรัม (สารบริสุทธิ์ 1) เมื่อนําสารดังกลาวไป
แยกดวยโครมาโทกราฟแบบแผนบาง (thin layer chromatography: TLC)โดยใชระบบตัวทําละลาย
คือ เฮกเซน:เอทิลแอซิเตต ในอัตราสวน 20:80 จากนั้นนาํไปยอมดวย vanillin ทําใหแหงพบวามีจดุ
เดียว มีคา Rf เทากับ 0.78  
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FT-IR  สเปกตรัม ν max (cm-1): 2855  (s), 1656 (m), 1577 (m), 1460 (m), 1348 
(m), 1274 (s), 1169 (m), 1107 (m), 1049 (m), 1016 (m)  (รูปในภาคผนวก ง.) 

1H- NMR spectrum (CDCl3, 400 MHz ) δ(ppm) :  3.68(s, 3H, OCH3-7), 6.84(d, 
J = 3 Hz, 1H, H-2), 6.86(d, J = 3 Hz, 1H, H-6), 7.35(dd, J = 2.0, 2.0 Hz, 1H, H-3), 7.38(dd, J = 
4.0,5.0 Hz, 1H, H-5), 7.40(d, J = 3.0 Hz, 1H, H-4) (รูปในภาคผนวก ง.) 

1C- NMR spectrum (CDCl3, 100 MHz ) δ(ppm) :  29.65(CH3 -7), 29.69(CH-6), 
56.41(CH-4), 106.08(CH-3), 120.81(CH-5), 120.81(CH-2), 157.02(CH-1)   (รูปในภาคผนวก ง.)  

 
3.8.2    การแยกองคประกอบทางเคมีของสวนสกัดของราเอนโดไฟต FID 15 และ 

การทําใหบริสุทธิ์ 
นําราเอนโดไฟตสายพันธุ FID 15 เล้ียงในอาหารเหลว Malt Extract Broth   

(MEB) เปนเวลา 4 - 6 สัปดาหที่อุณหภูมิหอง เมื่อครบกําหนดนํามากรองดวยกระดาษกรอง 
Whatman เบอร 1 จะไดสวนของน้ําเลีย้งเช้ือ และนําสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อมาสกัดดวยเอทิลแอซิ
เตทโดยเติมเอทิลแอซิเตทในปริมาตร 1:1  จากนั้นนําสวนของเสนใยนํามาปนใหละเอียดดวยเครือ่ง
ปน (blender) นําไปสกัดดวยเอทิลแอซิเตต นําสวนสกัดทั้งสองสวนรวมกนั จากนั้นนําไประเหย
ดวยเครื่องระเหยแบบหมุน   

ไดของแข็งสีสม ปริมาณ 80 มิลลิกรัม นําสวนสกัดดงักลาวมาแยกดวยคอลัมน  
โครมาโทกราฟ ที่มีซิลิกาเปนตัวดดูซับ ใชตัวทําละลายเริ่มจาก เฮกเซน, เฮกเซน - เอทิลแอซิเตต 
และ เมทานอล ผลที่ไดแสดงดังตารางที่ 3.1 

ไดผลึกรูปเข็มสีขาวปริมาณ 4.5 มิลลิกรัม (สารบริสุทธิ์ 2) ที่ไดจากสวนที่ F5 จาก
การแยกดวยคอลัมนโครมาโทกราฟ โดยตวัชะคือ เฮกเซนและเอทิลแอซิเตต ในอัตราสวน  50:50 
ถึง 40:60  
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ตารางที่ 3.1 การแยกสวนสกดัจากราเอนโดไฟต สายพันธุ FID 15 
 

ตัวชะ 
ลําดับสวนที ่

เฮกเซน : เอทิลแอซิเตต 
ลักษณะสาร 

น้ําหนกั 
(มิลลิกรัม) 

    F1  (1-3) 
    F2  (4-6) 
    F3  (6-11) 
    F4   (12-14) 
    F5  (14-16) 
    F6  (17-21) 
    F7  (22-24) 
 
    F8  (25-27) 
    F9  (27-30) 

100:0 ถึง 90:10 
90:10 ถึง 80:20 
80:20 ถึง 60:40 
60:40 ถึง 50:50 
50:50 ถึง 40:60 
40:60 ถึง 20:80 
20:80 ถึง 0:100 

เอทิลแอซิเตต : เมทานอล 
0:100  ถึง 50:50 
50:50 ถึง :100 

- 
น้ํามันสีเหลือง 

ของเหลวหนืดสีน้ําตาล 
ของเหลวหนืดสีเหลือง 

ผลึกรูปเข็มสีขาว 
ผลึกสีขาวปนน้ํามัน 

ของเหลวหนืดสีเหลือง 
 

ของแข็งสีขาว 
ของแข็งสีขาว 

- 
5.4 

13.6 
8.1 
4.5 
7.7 

12.5 
 

4.4 
10.2 

 

FT-IR  สเปกตรัม νmax (cm-1) : 3409(s), 1733(m), 1693(m), 1449(s), 1369(s), 
1227(w) และ 1008(w)  (รูปในภาคผนวก ง.) 

 
1H- NMR spectrum (CDCl3, 400 MHz ) δ(ppm)  : 7.332 (2H, dd,  J = 7.2 และ 

7.6 Hz, 3-H และ 5-H), 7.260 (1H, dd, J = 7.2 และ 7.6 Hz, 4-H), 7.118 (2H, dd, J = 6.8 Hz, 2-H 
และ  6-H), 6.128 (1H, dd, J = 2.8 และ 12.8 Hz, 20-H), 5.717 (1H, dd, J = 9.6 และ 15.6 Hz, 13-
H), 5.693 (1H, t, J = 2.0 และ 2.0 Hz, 21-H), 5.372 (1H, dd, J = 5.2 และ 10.0 Hz, 14-H), 5.333 
(2H, s, 12-H), 5.158 (1H, dd, J = 2.4 และ 16 Hz, H-19), 5.118 (2H, s, H-12), 3.819 (1H, d, J = 
10.4 Hz, H-7), 3.239 (1H, dt, J = 4.4 และ 9.2 Hz, 3-H), 2.873 (1H, dd, J = 10 และ 9.6 Hz, 8-H), 
2.848 (2H, dd, J = 4.8 และ 12.4 Hz, 10-H), 2.794 (1H, 16-H), 2.758 (1H, d, J = 5.6 Hz, 5-H), 
2.717 (2H, dd, J = 9.2 และ 1.32 Hz, 10-H), 2.550 (2H, q, J = 11.2 Hz, 15- H), 2.303 (3H, s, H-
CH3 (Ac)), 2.171 (1H, dd, J = 3.6 และ 4.4 Hz, 4-H), 2.044 (2H, dd, J = 5.6 และ 14.4 Hz, 15-H), 
1.540 (3H, s, 23-H), 1.246 (3H, d, J = 6.4 Hz, 22-H), 0.959 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-11) (รูปใน
ภาคผนวก ง.) 
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1C- NMR spectrum (CDCl3, 100 MHz ) δ(ppm) : 210.319 (C-17), 173.640 (C-
1), 169.728 (CH3C(O)), 147.460 (C-6), 137.233 (C-1), 134.152 (C-14), 132.268 (C-20), 130.583 
(C-13), 129.065 (C-2), 128.943 (C-3), 127.601 (C-19), 127.098 (C-4), 114.538 (C-12), 77.696 
(C-18), 77.223 (C-21), 69.810 (C-9), 53.544 (C-3), 53.254 (C-9), 50.013 (C-4), 46.962 (C-8), 
45.315 (C-8), 45.315 (C-10), 42.318 (C-16), 37.704 (C-15), 32.656 (C-5), 24.160 (C-23), 2.858 
(C-CO), 19.386 (C-22), 13.659 (C-11)   (รูปในภาคผนวก ง.) 

 
3.9   การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งของสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได 

นําสารทั้ง 2 ชนิดมาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง โดยวิธี
ตามขอ 3.6 

 
3.10 การพิสูจนเอกลักษณสารบริสุทธ์ิดวยเทคนิคสเปกโทรสโกป 

3.10.1 Fourier transform infrared spectrometry (FT-IR) 
เตรียมสารตัวอยางใหเปนของแข็งโดยนตวัอยางมาผสมกับโพแทสเซยีมโบรไมด (KBr) 

บดใหละเอียดเปนเนื้อเดียวกนั จากนัน้นําไปอัดใหเปนแผนบางๆ แลวนําไปทดสอบ FT-IR ดวย
เครื่อง Perkin – Elmer Model 1760x Fourier transform infrared spectrophotometry ตั้งแตเลขคลื่น 
4,000 ถึง 400 cm-1 

 
3.10.2 Nuclear magnetic resonance spectrometry (NMR) 
วัด 1H-NMR, 13 C-NMR, gCOSY, gHSQC, gHMBC, gNOESY และ gTOCSY spectra 

ดวย Varian Spectrometer ที่ความถี่ 400 MHz สําหรับโปรตอน และความถี่ 100 MHz สําหรับ
คารบอน-13 ปริมาณเคมมิคอลชิฟท วัดในหนวยพีพีเอม็ (ppm) เปรียบเทียบกับมาตรฐาน protonate 
chloroform ที่มีคาเคมมิคอลชิฟท เทากับ 7.26 ppm 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง และวิจารณผลการทดลอง 
 

4.1  การเก็บตัวอยางใบพืช 
 เก็บตัวอยางใบพืชในปาเต็งรัง ตําบลไหลนาน อําเภอเวยีงสา จังหวัดนาน ประเทศไทย โดย
เก็บตัวอยาง 2  ฤดู ไดแกฤดูแลงในชวงเดือนมกราคม พ.ศ. 2550 ซ่ึงมีปริมาณน้ําฝนเฉลี่ยเทากับ 
4.60  ม.ม.   และฤดูฝนในชวงเดือนตุลาคม พ.ศ. 2550 ซ่ึงมีปริมาณน้าํฝนเฉลี่ยเทากบั 7.88  ม.ม. 
ปริมาณน้ําฝน และปริมาณความชื้นสัมพัทธเฉล่ียทั้งป พ.ศ. 2550 แสดงดังรูปที่ 4.1   ชนิดของพืช
ตัวอยางทั้ง 10 ชนิด แสดงในตารางที่ 4.1  การเก็บตวัอยางเก็บเฉพาะใบที่แข็งแรงปราศจากอาการ
ของโรคในชวงเวลา 10.00 – 12.00 น.   

 
ตารางที่ 4.1  ตัวอยางพืชจากปาเต็งรัง อ.เวยีงสา จ.นาน ที่นํามาใชแยกราเอนโดไฟต 
    

ลําดับ
ท่ี 

ชื่อวิทยาศาสตร ชื่อสามัญ วงศ 

1 Dipterocarpus  tuberculatus  Roxb. ยางพลวง DIPTEROCARPACEAE 

2 Dillenia     parviflora   Griff. สานหิ่ง DILLENIACEAE 

3 Shorea      siamensis   Miq. รัง DIPTEROCARPACEAE 

4 Garcinia   nigrolineata  Planch. ชะมวง GUTTIFERAE 

5 Shorea      obtusa   Wall. เต็ง DIPTEROCARPACEAE 

6 Bambusa arundinacea Willd. ไผ GRAMINEAE 

7 Aganosma    marginata  G. Don โมกเครือ APOCYNACEAE 

8 Dillenia ovata Wall. ex Hook. f. & Th. สานใบเล็ก DILLENIACEAE 

9 Flacourtia   indic  Merr. ตะขบปา FLACOURTIACEAE 

10 Dalbergia    oliveri  Gamble. ชิงชัน PAPILIONACEAE 
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รูปที่ 4.1  ปริมาณน้ําฝนและระดับความชืน้สัมพัทธ 
 
4.2  ราเอนโดไฟตท่ีแยกจากใบพืชในปาเตง็รังท้ัง 10 ชนิด 
 ไดราเอนโดไฟตทั้งหมด 302 ไอโซเลต 18 ชนิด 10 สกุล โดยราทีม่ีลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาทีแ่ตกตางกันแสดงดังรูป 4.2 จากการเก็บตัวอยางพืช 10 ชนิดทั้ง 2 ฤดู พบวาในฤดแูลง
สามารถแยกราเอนโดไฟตไดมากที่สุดจากตนรัง 18 ไอโซเลต และยางพลวง 17 ไอโซเลต ในฤดูฝน
สามารถแยกราเอนโดไฟตไดมากที่สุด 23 ไอโซเลต จากตนสานใบเล็ก และยางพลวง ราเอนโด
ไฟตทัง้หมดทีแ่ยกไดจากพืชแตละชนดิ แสดงดังตารางที่ 4.2  -  4.23 และราเอนโดไฟตเปรียบเทยีบ
ทั้ง 2 ฤด ูพบวาสามารถแยกราในฤดูฝนได 175 ไอโซเลต และแยกราในฤดูแลงได 127 ไอโซเลต 
แสดงในตารางที่ 4.24 จากผลการทดลองแสดงใหเหน็วาปริมาณน้าํฝนมีสวนสําคัญตอปริมาณรา
เอนโดไฟต และเมื่อปริมาณน้ําฝนลดลงจํานวนราที่พบกล็ดลงเชนกัน (Fisher และคณะ 1994) ซ่ึง
ปริมาณน้ําฝนเฉลี่ยในเดือนตลุาคมเทากับ 8.5 มิลลิเมตรตอวัน ในขณะที่การเก็บตัวอยางในฤดแูลง
ในเดือนมกราคมไมมีปริมาณน้ําฝนเลย (รูปที่ 4.1) ราเอนโดไฟตทีแ่ยกไดมากที่สุด 3 อันดับแรก
จากการเก็บตัวอยางทั้ง 2 ฤดูไดแก Phyllosticta  sp.1  60 ไอโซเลต,  Phomopsis  sp.1  54  ไอโซเลต 
และ  Xylaria  sp. 1  44 ไอโซเลต  (รูปที่ 4.2) ผลการวิจัยนี้สอดคลองกับผลงานวิจัยทีแ่ยกราเอนโด
ไฟตจากตนบนุนาค (Mesua  ferrea) บริเวณดอยสุเทพ จังหวดัเชียงใหม ราที่พบมากไดแก 
Guignardia sp. ซ่ึงเปน teleomorph ของ Phyllosticta  sp. สวนราทีพ่บรองลงมาไดแก Phomopsis 
sp., Xylaria sp. และ  Geosporium sp. ตามลําดับ (สายสมร และคณะ, 2541) 
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รูปที่ 4.2   ราเอนโดไฟตที่มลีักษณะทางสัณฐานวิทยาทีแ่ตกตางกันจากพืชในปาเต็งรัง จ.นานทั้ง 2 ฤดู 

(1) Aspergillus sp.1, (2) Daldinia  sp.,  (3) Mycelia sterilia 2, (4) Mycelia sterilia 3, (5) Fuusarium sp.1, (6) Xylaria sp.3, (7) Fusarium sp.2, 
(8) Nodulisporium sp., (9) Mycelia sterilia 1, (10) Paecilomyces sp., (11) Penicillium sp., (12) Xylaria sp.2, (13) Pestalotiopsis sp. (14) Phomopsis sp.1 
(15)  Phomopsis sp.2, (16) Phyllosticta sp.1, (17) Phyllosticta sp.2, (18) Xylaria sp.1  

  

 

49 
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ตารางที่ 4.2  ราเอนโดไฟตทีแ่ยกจากใบยางพลวง  (Dipterocarpus  tuberculatus  Roxb) 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 
รหัส ราเอนโดไฟต  รหัส ราเอนโดไฟต 

DTD  1 
DTD  2 
DTD  3 
DTD  4 
DTD  5 
DTD  6 
DTD  7 
DTD  8 
DTD  9 
DTD10 
DTD11 
DTD12 
DTD13 
DTD14 
DTD15 
DTD16 
DTD17 

Pestalotiopsis  sp. 
Pestalotiopsis  sp. 
Phomopsis  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Nodulisporium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
Xylaria  sp.1 
Nodulisporium  sp. 
Xylaria  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Nodulisporium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
Nodulisporium  sp. 

 DTW  1 
DTW  2 
DTW  3 
DTW  4 
DTW  5 
DTW  6 
DTW  7 
DTW  8 
DTW  9 
DTW10 
DTW11 
DTW12 
DTW13 
DTW14 
DTW15 
DTW16 
DTW17 
DTW18 
DTW19 
DTW20 
DTW21 
DTW22 
DTW23 

Pestalotiopsis  sp. 
Pestalotiopsis  sp. 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Nodulisporium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
Aspergillus  sp. 
Aspergillus  sp. 
Phomopsis  sp.1 
Nodulisporium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Mycelia sterilia 3 
 Mycelia sterilia  3 
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ตารางที่ 4.3  จํานวนราเอนโดไฟตที่แยกจากใบยางพลวง  (Dipterocarpus   tuberculatus  Roxb.) 
เปรียบเทียบระหวางฤดูแลงและฤดูฝน 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 

ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

 ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

Pestalotiopsis  sp. 
Xylaria  sp.1 
Nodulisporium sp. 
Phomopsis sp. 1 
 
 
รวม 

2 
3 
10 
2 

 
 

17 

11.76 
17.64 
58.82 
11.76 

 
 

100 

 Pestalotiopsis  sp. 
Xylaria  sp.1 
Nodulisporium sp. 
Phomopsis sp. 1 
Aspergillus  sp. 
Mycelia sterilia  3 
รวม 

4 
2 
7 
6 
2 
2 

23 

17.39 
8.69 

30.43 
26.08 
8.69 
8.69 
100 
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รูปที่ 4.3  เปอรเซ็นตราเอนโดไฟตที่แยกจากใบยางพลวงเปรียบเทียบระหวางฤดแูลงและฤดูฝน 
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ตารางที่ 4.4   ราเอนโดไฟตที่แยกจากใบสานหิ่ง  (Dillenia  parviflora  Griff.) 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 
รหัส ราเอนโดไฟต  รหัส ราเอนโดไฟต 

DPD  1 
DPD  2 
DPD  3 
DPD  4 
DPD  5 
DPD  6 
DPD  7 
DPD  8 
DPD  9 
DPD10 
DPD11 

 

Daldinia  sp. 
Fusarium sp.1 
Fusarium sp.1 
Fusarium sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Daldinia  sp. 
Phomopsis  sp.2 
Phomopsis  sp.2 
Phomopsis  sp.1 
Xylaria  sp.2 
Phomopsis  sp.1 
 

 DPW  1 
DPW  2 
DPW  3 
DPW  4 
DPW  5 
DPW  6 
DPW  7 
DPW  8 
DPW  9 
DPW10 
DPW11 
DPW12 
DPW13 
DPW14 
DPW15 
DPW16 
DPW17 
DPW18 
DPW19 

Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Daldinia  sp. 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Daldinia  sp. 
Phomopsis  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Aspergillus  sp. 
Aspergillus  sp. 
Xylaria  sp.1 
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ตารางที่ 4.5  จํานวนราเอนโดไฟตที่แยกจากใบสานหิ่ง (Dillenia parviflora  Griff.) เปรียบเทยีบ
ระหวางฤดแูลงและฤดูฝน 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 

ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

 ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

Daldinia  sp. 
Fusarium sp.1 
Phomopsis sp. 1 
Phomopsis sp. 2 
Xylaria  sp.2 
รวม 

2 
3 
3 
2 
1 
11 

18.18 
27.27 
27.27 
18.21 
9.09 
100 

 Daldinia  sp. 
Phomopsis sp. 1 
Phyllosticta  sp.1 
Aspergillus  sp. 
Xylaria  sp.1 
รวม 

2 
9 
4 
2 
2 

19 

10.52 
47.36 
21.05 
10.52 
10.52 
100 
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รูปที่ 4.4    จํานวนราเอนโดไฟตที่แยกจากใบสานหิ่ง เปรียบเทียบระหวางฤดูแลงและฤดูฝน 
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ตารางที่ 4.6  ราเอนโดไฟตทีแ่ยกจากใบรัง (Shorea   siamensis   Miq.) 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 
รหัส ราเอนโดไฟต  รหัส ราเอนโดไฟต 

SSD  1 
SSD  2 
SSD  3 
SSD  4 
SSD  5 
SSD  6 
SSD  7 
SSD  8 
SSD  9 
SSD10 
SSD11 
SSD12 
SSD13 
SSD14 
SSD15 
SSD16 
SSD17 
SSD18 

Phyllosticta  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Aspergillus  sp.  
Phyllosticta  sp.1 
Daldinia  sp. 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Daldinia  sp. 
Aspergillus  sp.  
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.1 

 SSW  1 
SSW  2 
SSW  3 
SSW  4 
SSW  5 
SSW  6 
SSW  7 
SSW  8 
SSW  9 
SSW10 
SSW11 
SSW12 
SSW13 
SSW14 
SSW15 
SSW16 

 

Fusarium sp.2 
Fusarium sp.2 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Penicillium sp.  
Penicillium sp.  
Phyllosticta  sp.2 
Phyllosticta  sp.2 
Phyllosticta  sp.2 
Phyllosticta  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



                                                                                                                

 

55 

ตารางที่ 4.7  จาํนวนราเอนโดไฟตที่แยกจากใบรัง (Shorea   siamensis   Miq.) เปรียบเทียบ ระหวาง
ฤดูแลงและฤดฝูน 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 

ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

 ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

Phyllosticta  sp.1 
Phomopsis sp. 1 
Aspergillus  sp. 
Daldinia  sp. 
Xylaria  sp.1 
 
รวม 

8 
4 
2 
2 
2 
 

18 

44.44 
22.22 
11.11 
11.11 
11.11 

 
100 

 Phyllosticta sp.1 
Phyllosticta sp.2 
Phomopsis sp. 1 
Fusarium sp.2 
Penicillium sp.  
Xylaria  sp.1 
รวม 

5 
3 
3 
2 
2 
1 

16 

31.25 
18.75 
18.75 
12.50 
12.50 
6.25 
100 
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รูปที่ 4.5   เปอรเซ็นตราเอนโดไฟตที่แยกจากใบรังเปรียบเทียบระหวางฤดูแลงและฤดูฝน2 ฤดู   
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ตารางที่ 4.8  ราเอนโดไฟตทีแ่ยกจากใบชะมวง (Garcinia   nigrolineata  Planch.) 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 
รหัส ราเอนโดไฟต  รหัส ราเอนโดไฟต 

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

 

Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Daldinia  sp. 
Paecilomyces sp. 
Paecilomyces sp. 
Daldinia  sp. 
Paecilomyces sp. 
Mycelia sterilia  1 
 
 

 GNW  1 
GNW  2 
GNW  3 
GNW  4 
GNW  5 
GNW  6 
GNW  7 
GNW  8 
GNW  9 
GNW10 
GNW11 
GNW12 
GNW13 
GNW14 

Penicillium  sp. 
Penicillium  sp. 
Penicillium  sp. 
Penicillium  sp. 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Daldinia  sp. 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Daldinia  sp. 
Penicillium  sp. 

 
ตารางที่ 4.9 จํานวนราเอนโดไฟตที่แยกจากใบชะมวง (Garcinia nigrolineata Planch.) เปรียบเทียบ  
ระหวางฤดแูลงและฤดูฝน 
  

ฤดูแลง  ฤดูฝน 

ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

 ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

Phomopsis sp. 1 
Paecilomyces sp. 
Daldinia  sp. 
Mycelia sterilia  1 
รวม 

2 
3 
2 
1 
8 

25.00 
37.50 
25.00 
12.50 
100 

 Phomopsis  sp.1 
Daldinia  sp. 
Phyllosticta sp.1 
Penicillium sp.  
รวม 

2 
2 
5 
5 

14 

14.25 
14.25 
35.70 
35.70 
100 
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รูปที่ 4.6  เปอรเซ็นตราเอนโดไฟตที่แยกจากใบชะมวงเปรียบเทียบระหวางฤดูแลงและฤดูฝน 
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ตารางที่ 4.10   ราเอนโดไฟตที่แยกจากใบเต็ง  (Shorea  obtusa   Wall.)   
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 
รหัส ราเอนโดไฟต  รหัส ราเอนโดไฟต 

SOD  1 
SOD  2 
SOD  3 
SOD  4 
SOD  5 
SOD  6 
SOD  7 
SOD  8 
SOD 9 

 

Nodulisporium  sp. 
Xylaria  sp.1 
Nodulisporium  sp. 
Phomopsis  sp.1 
Penicillium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
 
 
 

 SOW  1 
SOW  2 
SOW  3 
SOW  4 
SOW  5 
SOW  6 
SOW  7 
SOW  8 
SOW  9 
SOW10 
SOW11 
SOW12 
SOW13 
SOW14 

Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Penicillium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Daldinia  sp. 
Penicillium  sp. 
Phomopsis  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Daldinia  sp. 

 
ตารางที่ 4.11  จํานวนราเอนโดไตที่แยกจากใบเต็ง  (Shorea  obtusa   Wall.)  เปรียบเทยีบระหวาง
ฤดูแลงและฤดฝูน 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 

ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

 ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

Nodulisporium sp. 
Xylaria  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Penicillium  sp. 
 
รวม 

6 
1 
1 
1 
 
9 

66.66 
11.11 
11.11 
11.11 

 
100 

 Nodulisporium sp. 
Xylaria  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Penicillium sp.  
Daldinia  sp. 
รวม 

3 
4 
3 
2 
2 

14 

21.42 
28.57 
21.42 
14.28 
14.28 
100 
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รูปที่ 4.7  เปอรเซ็นตราเอนโดไฟตที่แยกจากใบเต็งเปรยีบเทียบระหวางฤดูแลงและฤดฝูน 
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ตารางที่ 4.12  ราเอนโดไฟตที่แยกจากใบไผ  (Bambusa arundinacea Willd.) 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 
รหัส ราเอนโดไฟต  รหัส ราเอนโดไฟต 

BAD  1 
BAD  2 
BAD  3 
BAD  4 
BAD  5 
BAD  6 
BAD  7 
BAD  8 
BAD 9 
BAD10 
BAD11 
BAD12 

 

Daldinia  sp. 
Xylaria  sp.1 
Penicillium  sp. 
Penicillium  sp. 
Daldinia  sp. 
Daldinia  sp. 
Daldinia  sp. 
Xylaria  sp.2 
Xylaria  sp.2 
Pestalotiopsis  sp. 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.1 

 BAW  1 
BAW  2 
BAW  3 
BAW  4 
BAW  5 
BAW  6 
BAW  7 
BAW  8 
BAW  9 
BAW10 
BAW11 
BAW12 
BAW13 
BAW14 
BAW15 
BAW16 

Xylaria  sp.1 
Aspergillus  sp. 
Aspergillus  sp. 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Pestalotiopsis  sp. 
Pestalotiopsis  sp. 
Pestalotiopsis  sp. 
Aspergillus  sp. 
Fusarium sp.2 
Daldinia  sp. 
Daldinia  sp. 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
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ตารางที่ 4.13  จํานวนราเอนโดไฟตที่แยกจากใบไผ (Bambusa arundinacea Willd.)เปรียบเทียบ
ระหวางฤดแูลงและฤดูฝน 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 

ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

 ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

Daldinia  sp. 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.2 
Penicillium  sp. 
Pestalotiopsis  sp. 
 
รวม 

4 
3 
2 
2 
1 
 

12 

33.33 
25.00 
16.66 
16.66 
8.33 

 
100 

 Daldinia  sp. 
Xylaria  sp.1 
Aspergillus  sp. 
Pestalotiopsis  sp. 
Phomopsis  sp.1 
Fusariun sp.2 
รวม 

2 
6 
3 
3 
1 
1 

16 

12.50 
37.50 
18.75 
18.75 
6.25 
6.25 
100 
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รูปที่ 4.8   เปอรเซ็นตราเอนโดไฟตที่แยกจากใบไผเปรียบเทียบระหวางฤดูแลงและฤดูฝน 
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ตารางที่ 4.14  ราเอนโดไฟตที่แยกจากใบโมกเครือ (Aganosma    marginata  G. Don) 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 
รหัส ราเอนโดไฟต  รหัส ราเอนโดไฟต 

AMD  1 
AMD  2 
AMD  3 
AMD  4 
AMD  5 
AMD  6 
AMD  7 
AMD  8 
AMD  9 

Phyllosticta  sp.1 
Penicillium  sp. 
Phomopsis  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Aspergillus  sp. 
Phyllosticta  sp.1 

 AMW  1 
AMW  2 
AMW  3 
AMW  4 
AMW  5 
AMW  6 
AMW  7 
AMW  8 
AMW  9 
AMW10 
AMW11 

Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Penicillium  sp. 
Penicillium  sp. 
Phyllosticta  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Phomopsis   sp.1 
Phomopsis   sp.1 
Phomopsis   sp.1 
Phyllosticta  sp.2 

 
ตารางที่ 4.15 จํานวนราเอนโดไฟตทีแ่ยกจากใบโมกเครือ (Aganosma marginata G. Don) 
เปรียบเทียบระหวางฤดูแลงและฤดูฝน 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 

ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

 ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

Phyllosticta  sp.1 
Penicillium  sp. 
Xylaria  sp.1 
Aspergillus  sp. 
Phomopsis  sp.1 
รวม 

3 
1 
3 
1 
1 
9 

33.33 
11.11 
33.33 
11.11 
11.11 
100 

 Phyllosticta sp.1 
Phyllosticta sp.2  
Penicillium sp.  
Xylaria  sp.1 
Phomopsis  sp.1. 
รวม 

4 
1 
2 
1 
3 

11 

36.36 
9.09 

18.18 
9.09 

27.27 
100 
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รูปที่ 4.9  เปอรเซ็นตราเอนโดไฟตที่แยกจากใบโมกเครือเปรียบเทียบระหวางฤดแูลงและฤดูฝน 
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ตารางที่ 4.16  ราเอนโดไฟตที่แยกใบสานใบเล็ก (Dillenia ovata Wall. ex Hook. f. & Th.)  
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 
รหัส ราเอนโดไฟต  รหัส ราเอนโดไฟต 

DID  1 
DID  2 
DID  3 
DID  4 
DID  5 
DID  6 
DID  7 
DID  8 
DID  9 
DID10 
DID11 
DID12 
DID13 
DID14 
DID15 

 

Phomopsis  sp.1 
Daldinia  sp. 
Phomopsis  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phomopsis  sp.2 
Phomopsis  sp.2 
Phyllosticta  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.1 
 

 DIW  1 
DIW  2 
DIW  3 
DIW  4 
DIW  5 
DIW  6 
DIW  7 
DIW  8 
DIW  9 
DIW10 
DIW11 
DIW12 
DIW13 
DIW14 
DIW15 
DIW16 
DIW17 
DIW18 
DIW19 
DIW20 
DIW21 
DIW22 
DIW23 

Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Penicillium  sp. 
Penicillium  sp. 
Xylaria  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.2 
Xylaria  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phyllosticta  sp.2 
Phyllosticta  sp.2 
Phyllosticta  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
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ตารางที่ 4.17  จํานวนราเอนโดไฟตที่แยกจากใบสานใบเล็ก(Dillenia ovata Wall.ex Hook. f.& Th.) 
เปรียบเทียบระหวางฤดูแลงและฤดูฝน 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 

ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

 ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

Phyllosticta  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.2 
Daldinia  sp. 
Xylaria  sp.1 
รวม 

4 
5 
2 
1 
3 
15 

26.66 
33.33 
13.33 
6.66 

20.00 
100 

 Phyllosticta sp.1 
Phyllosticta sp.2 
 Phomopsis  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Penicillium sp.  
รวม 

9 
3 
6 
3 
2 

23 

39.13 
13.04 
26.08 
13.04 
8.69 
100 
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รูปที่ 4.10  เปอรเซ็นตราเอนโดไฟตทีแ่ยกจากใบสานใบเล็กเปรียบเทยีบระหวางฤดแูลงและฤดูฝน 
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ตารางที่ 4.18  ราเอนโดไฟตที่แยกจากใบตะขบปา (Flacourtia   indic  Merr) 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 
รหัส ราเอนโดไฟต  รหัส ราเอนโดไฟต 

FID  1 
FID  2 
FID  3 
FID  4 
FID  5 
FID  6 
FID  7 
FID  8 
FID  9 
FID10 
FID11 
FID12 
FID13 
FID14 
FID15 

 

Mycelia sterilia  2 
Xylaria  sp.3 
Pestalotiopsis  sp. 
Phomopsis  sp.1 
Pestalotiopsis  sp. 
Phyllosticta  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Pestalotiopsis  sp. 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Xylaria  sp.2 

 FIW  1 
FIW  2 
FIW  3 
FIW  4 
FIW  5 
FIW  6 
FIW  7 
FIW  8 
FIW  9 
FIW10 
FIW11 
FIW12 
FIW13 
FIW14 
FIW15 
FIW16 
FIW17 

Pestalotiopsis  sp. 
Phyllosticta  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.2 
Phyllosticta  sp.2 
Xylaria  sp.3 
Xylaria  sp.3 
Xylaria  sp.3 
Xylaria  sp.3 
Xylaria  sp.3 
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ตารางที่ 4.19  จํานวนราเอนโดไฟตที่แยกจากใบตะขบปา (Flacourtia  indic  Merr) เปรียบเทยีบ
ระหวางฤดแูลงและฤดูฝน 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 

ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

 ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

Phyllosticta  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.2 
Xylaria  sp.3 
Pestalotiopsis  sp. 
Mycelia sterilia  2 
รวม 

6 
1 
2 
1 
1 
3 
1 
15 

40.00 
6.66 

13.33 
6.66 
6.66 

20.00 
6.66 
100 

 Phyllosticta sp.1 
Phyllosticta sp.2 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.3 
Phomopsis  sp.1 
Pestalotiopsis  sp. 
 
รวม 

5 
2 
2 
5 
2 
1 
 

17 

29.41 
11.76 
11.76 
29.41 
11.76 
5.88 

 
100 
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รูปที่ 4.11  เปอรเซ็นตราเอนโดไฟตทีแ่ยกจากใบตะขบปาเปรียบเทียบระหวางฤดูแลงและฤดูฝน 
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ตารางที่ 4.20  ราเอนโดไฟตที่แยกจากใบชงิชัน (Dalbergia   oliveri Gamble.) 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 
รหัส ราเอนโดไฟต  รหัส ราเอนโดไฟต 

DOD  1 
DOD  2 
DOD  3 
DOD  4 
DOD  5 
DOD  6 
DOD  7 
DOD  8 
DOD  9 
DOD10 
DOD11 
DOD12 
DOD13 
DOD14 

 

Paecilomyces sp. 
Penicillium  sp. 
Penicillium  sp. 
Paecilomyces sp. 
Xylaria  sp.1 
Paecilomyces sp. 
Pestalotiopsis  sp. 
Xylaria  sp.1 
Pestalotiopsis  sp. 
Xylaria  sp.2 
Xylaria  sp.3 
Paecilomyces sp. 
Paecilomyces sp. 
Xylaria  sp.1 
 

 DOW  1 
DOW  2 
DOW  3 
DOW  4 
DOW  5 
DOW  6 
DOW  7 
DOW  8 
DOW  9 
DOW10 
DOW11 
DOW12 
DOW13 
DOW14 
DOW15 
DOW16 
DOW17 
DOW18 
DOW19 
DOW20 
DOW21 

Xylaria  sp.1 
Pestalotiopsis  sp. 
Pestalotiopsis  sp. 
Penicillium  sp. 
Paecilomyces sp. 
Paecilomyces sp. 
Phyllosticta  sp.1 
Pestalotiopsis  sp. 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.3 
Paecilomyces sp. 
Phyllosticta  sp.1 
Pestalotiopsis  sp. 
Pestalotiopsis  sp. 
Phyllosticta  sp.1 
Paecilomyces sp. 
Xylaria  sp.3 
Paecilomyces sp. 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
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ตารางที่ 4.21  จํานวนราเอนโดไฟตที่แยกจากใบชิงชนั (Dalbergia   oliveri Gamble.) เปรียบเทียบ 
ระหวางฤดแูลงและฤดูฝน 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 

ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

 ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

Paecilomyces sp. 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.2 
Xylaria  sp.3 
Pestalotiopsis  sp. 
Penicillium sp. 
รวม 

5 
3 
1 
1 
2 
2 
14 

35.71 
21.42 
7.14 
7.14 

14.28 
14.28 
100 

 Paecilomyces sp. 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.3 
Pestalotiopsis  sp. 
Phyllosticta sp.1 
Penicillium sp. 
รวม 

5 
3 
2 
3 
7 
1 

21 

23.80 
14.28 
9.52 

14.28 
33.33 
4.76 
100 
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รูปที่ 4.12   เปอรเซ็นตราเอนโดไฟตทีแ่ยกจากใบชิงชันเปรียบเทียบระหวางฤดูแลงและฤดูฝน 
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4.3  การศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟตท่ีแยกจากพืชในปาเตง็รงั ท้ัง 10 ชนิด  
 ศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟตโดยวเิคราะหความถี่ของราเอนโดไฟตทีแ่ยกได
จากตัวอยางพชืแตละชนดิ  (Colonization Frequency) โดยคํานวณจากสูตรดังนี้ (Khan  และคณะ, 
2007) 
 % Colonization Frequency  =  (Ncol / Nt) × 100 
       เมื่อ   Ncol = จํานวนราทีแ่ยกไดจากใบพืช 
                 Nt    = จํานวนชิน้ใบทั้งหมดที่ใชในการศึกษา 
  
 จากตารางที่ 4.23 แสดงเปอรเซ็นต Colonization Frequency  (CF%) ซ่ึงไดจากการคํานวณ
ตามสูตรขางตน พบวาในฤดแูลง ตนรัง (Shorea   siamensis   Miq.) มีคา CF% สูงที่สุด ที่ 90% และ
ในฤดูฝน ยางพลวง (Dipterocarpus  tuberculatus  Roxb.) และสานใบเล็ก (Dillenia ovata Wall.ex 
Hook. f.& Th.) มีคา CF% สูงที่สุด ที่ 115% สําหรับการสํารวจทั้ง 2 ฤดูพบราเอนโดไฟตที่มีจํานวน 
สูงสุด ไดแก Phyllosticta  sp.1 60 ไอโซเลต , Phomopsis  sp.1 54 ไอโซเลต และ Xylaria  sp.1 44 
ไอโซเลต  
  ราเอนโดไฟตที่แยกไดจากใบพืชแตละชนดิ จากการสํารวจทั้ง 2 ฤดูสามารถจัดจําแนกเปน
กลุมใหญๆไดดังนี้ (ตารางที่ 4.24) 

1. Deuteromycetes  กลุม Coelomycetes ไดแก  Phyllosticta  sp.1,  Phyllosticta  sp.2,  
Phomopsis  sp.1,  Phomopsis  sp.2 และ  Pestalotiopsis  sp.  (รูปที่ 4.14) ราในกลุมนี้สรางสปอร
แบบไมอาศัยเพศภายในโครงสรางที่เรียกวา pcnidia  หรือ  acervulus  (วิจัย, 2546) 
 2. Deuteromycetes  กลุม  Hyphomycetes ไดแก Aspergillus  sp., Penicillium  sp.,  
Paecilomyces  sp., Fusarium  sp.1, Fusarium  sp.2 และ  Nodulisporium  sp. (รูปที่ 4.15) ราในกลุม
นี้สรางสปอรแบบไมอาศัยเพศโดยไมมีโครงสรางใดหอหุม 

3.   Ascomycetes  ไดแก  Xylaria  sp.1,   Xylaria  sp.2,   Xylaria  sp.3  และ  Daldinia  sp. 
สําหรับราเอนโดไฟตใน กลุม Ascomycetes  ที่แยกไดในงานวจิัยนี้ทกุชนิดอยูในกลุม Xylariaceae 
ทั้งหมด โดยมีรายงานวาราในกลุม Xylariaceae ที่เปนเอนโดไฟตมีถึง 11 สกุล (Whalley, 1996) ใน
การศึกษาราเอนโดไฟตในปาเต็งรังอําเภอเวียงสา จังหวดันาน พบราในกลุม Xylariaceae 4 ชนิด 2 
สกุล (รูปที่ 4.16) 
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ตารางที่  4.22   จํานวนราเอนโดไฟตทีแ่ยกไดจากพืชแตละชนิดระหวางฤดูแลงและฤดูฝน ในป พ.ศ.2550 ที่ อ.เวยีงสา จ.นาน 
DT DP SS GN SO BA AM DI FI DO 

ราเอนโดไฟต 
D W D W D W D W D W D W D W D W D W D W 

รวม 

Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.2 
Fusarium  sp.1 
Fusarium  sp.2 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.2 
Aspergillus  sp. 
Penicillium  sp. 
Pestalotiopsis  sp. 
Paecilomyces  sp. 
Daldinia  sp. 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.2 
Xylaria  sp.3 
Nodulisporium sp. 
Mycelia Sterilia 1 
Mycelia Sterilia 2  
Mycelia Sterilia 3 

- 
- 
- 
- 
2 
- 
- 
- 
2 
- 
- 
3 
- 
- 

10 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
6 
- 
2 
- 
4 
- 
- 
2 
- 
- 
7 
- 
- 
2 

- 
- 
3 
- 
3 
1 
- 
- 
- 
- 
2 
- 
2 
- 
- 
- 
- 
- 

4 
- 
- 
- 
9 
- 
2 
- 
- 
- 
2 
2 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

8 
- 
- 
- 
4 
- 
2 
- 
- 
- 
2 
2 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

5 
3 
- 
2 
3 
- 
- 
2 
- 
- 
- 
1 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
2 
- 
- 
- 
- 
3 
2 
- 
- 
- 
- 
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- 
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- 
- 
2 
- 
- 
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2 
- 
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- 
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- 
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2 
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- 
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- 
- 
3 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
2 
1 
- 
4 
3 
2 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
1 
1 
- 
3 
- 
3 
- 
2 
6 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

3 
- 
- 
- 
1 
- 
1 
1 
- 
- 
- 
3 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

4 
1 
- 
- 
3 
- 
- 
2 
- 
- 
- 
1 
- 
- 
- 
- 
- 
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4 
- 
- 
- 
5 
2 
- 
- 
- 
- 
1 
3 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
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3 
- 
- 
6 
- 
- 
2 
- 
- 
- 
3 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

6 
- 
- 
- 
1 
- 
- 
- 
3 
- 
- 
2 
1 
1 
- 
- 
1 
- 

5 
2 
- 
- 
2 
- 
- 
- 
1 
- 
- 
2 
- 
5 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
2 
2 
5 
- 
3 
1 
1 
- 
- 
- 
- 

7 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
1 
3 
5 
- 
3 
- 
2 
- 
- 
- 
- 

60 
9 
3 
3 

54 
3 

10 
20 
19 
13 
19 
44 
6 
9 

26 
1 
1 
2 

รวม 17 23 11 19 18 16 8 14 9 14 12 16 9 11 15 23 15 17 14 21 302 
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ตารางที่  4.23 colonization  frequency  (CF%) ของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากใบพืชแตละชนิดระหวางฤดูแลงและฤดูฝนในป พ.ศ.2550 ที่ อ.เวียงสา จ.นาน 
DT DP SS GN SO BA AM DI FI DO 

ราเอนโดไฟต 
D W D W D W D W D W D W D W D W D W D W 

 

Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.2 
Fusarium  sp.1 
Fusarium  sp.2 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.2 
Aspergillus  sp. 
Penicillium  sp. 
Pestalotiopsis  sp. 
Paecilomyces  sp. 
Daldinia  sp. 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.2 
Xylaria  sp.3 
Nodulisporium sp. 
Mycelia Sterilia 1 
Mycelia Sterilia 2  
Mycelia Sterilia 3 

- 
- 
- 
- 

10 
- 
- 
- 

10 
- 
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CF% รวม 85 115 55 95 90 80 40 70 45 70 60 80 45 55 75 115 75 85 70 105  72 
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ตารางที่ 4.24   จําแนกกลุมของราเอนโดไฟตที่แยกไดระหวางฤดูแลงและฤดูฝนในป พ.ศ.2550 ที่ 
 อ.เวียงสา จ.นาน 
 

จํานวนไอโซเลต 
ราเอนโดไฟต 

ฤดูแลง ฤดูฝน 
การจัดจําแนก 

Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.2 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.2 
Pestalotiopsis  sp. 
Aspergillus  sp. 
Penicillium  sp. 
Paecilomyces  sp. 
Fusarium  sp.1 
Fusarium  sp.2 
Daldinia  sp. 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.2 
Xylaria  sp.3 
Nodulisporium  sp. 
Mycelia Sterilia 1    
Mycelia Sterilia 2     
Mycelia Sterilia 3 
รวม 

21 
- 

19 
3 
8 
3 
6 
8 
3 
- 

11 
19 
6 
2 

16 
1 
1 
- 

127 

39 
9 

35 
- 

11 
7 

14 
5 
- 
3 
8 

25 
- 
7 

10 
- 
- 
2 

175 

Coelomycetes 
Coelomycetes 
Coelomycetes 
Coelomycetes 
Coelomycetes 
Hyphomycetes 
Hyphomycetes 
Hyphomycetes 
Hyphomycetes 
Hyphomycetes 
Ascomycetes 
Ascomycetes 
Ascomycetes 
Ascomycetes 
Hyphomycetes 
Unidentified 
Unidentified 
Unidentified 

 
 จากการจดัจําแนกกลุมของราเอนโดไฟตทีแ่ยกได พบวาราในกลุม  Coelomycetes  สูงที่สุด
ทั้งฤดูแลง และฤดูฝน ตามมาดวยกลุม Hyphomycetes  และ Ascomycetes  ตามลําดับ (รูปที่ 4.13) 
ในฤดูฝนสามารถพบราทั้ง 3 กลุมเพิ่มมากขึ้นจากฤดแูลง ผลการวิจัยนี้สอดคลองกับผลงานวิจยัที่
สํารวจความหลากหลายของราเอนโดไฟตบริเวณปาเบญจพรรณ (Decidous forest) ตอนใตประเทศ
อินเดีย ซ่ึงเปนปาโปรงเขตรอนคลายกับปาเต็งรังในประเทศไทย ผลการสํารวจราเอนโดไฟตพบวา
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พบราในกลุม Deuteromycotina สูงที่สุด โดยเฉพาะในกลุม Coelomycetes ซ่ึงราที่พบมากที่สุดใน
ฤดูหนาวคือ  Phyllosticta  sp. และ  Pestalotiopsis  sp. (Mysore  และคณะ, 2005) การศึกษาความ
หลากหลายของราเอนโดไฟตจากพืชสมุนไพรบริเวณ จงัหวัดกาญจนบุรี และนครราชสีมา ไดรา
เอนโดไฟตมากถึง 210 ไอโซเลต จัดเปนกลุม Coelomycetes 135 ไอโซเลต ตามมาดวยกลุม 
Hyphomycetes  25 ไอโซเลต และ Ascomycetes  20 ไอโซเลต ตามลําดับ (จิตรา, 2550) จาก
ผลการวิจัยดังกลาวจะเหน็ไดวาพบราในกลุม Coelomycetes มากที่สุดซ่ึงสอดคลองกับผลวิจัยนี้  

จากการสํารวจครั้งนี้ไมพบราในกลุม Zygomycetes และ Basidiomycetes  แตไดมีการ
รายงานวาราในกลุม  Basidiomycetes เปนราเอนโดไฟต เชนกัน  โดยสามารถแยก Shizophylumn  
commune  (เห็ดแครง หรือเห็ดตีนตุกแก) ไดจากตนสัก และตนจามจุรี (Chareprasert และคณะ,  
2006)  
 ราเอนโดไฟตในกลุม Deuteromycotina  มีจํานวนและความหลากหลายมากทีสุ่ด ซ่ึง
สอดคลองกับรายงานของ Bacon และ White, 1999 ที่พบวาราเอนโดไฟตในกลุม Deuteromycotina 
และ Ascomycotina สามารถพบไดทั่วไปในพืชตระกูลหญา และไมเนื้อแข็ง ในปาเขตรอน 
(Frohlich และ Hyde, 1999) 
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รูปที่ 4.13  จํานวนจํานวนราเอนโดไฟตกลุมตางๆเปรียบเทียบระหวางฤดูแลงและฤดูฝน 
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รูปที่ 4.14   ราเอนโดไฟตกลุม Coelomycetes ไดแก  Phyllosticta  sp.1 (1),  Phyllosticta  sp.2 (2),  
Phomopsis  sp.1 (3),  Phomopsis  sp.2 (4)และ  Pestalotiopsis  sp. (5) 
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รูปที่ 4.15 ราเอนโดไฟตในกลุม 
Hyphomycetes  ไดแก 
Aspergillus  sp. (1), 
 Penicillium  sp. (2),  
Paecilomyces  sp. (3),  
Fusarium  sp.1 (4),  
Fusarium  sp.2 (5 )และ  
Nodulisporium  sp. (6)

76 
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รูปที่ 4.16  ราเอนโดไฟตในตระกูล Xylariaceae ไดแก Xylaria  sp.1 (1),   Xylaria  sp.2 (2),   
Xylaria  sp.3 (3) และ Daldinia  sp. (4) 
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4.4 การทดสอบการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
 4.4.1  ทดสอบความสามารถสวนสกัดในการยับยั้งจุลินทรียกอโรค 
  นําราเอนโดไฟตที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่แตกตางกันในตัวอยางพืชแตละ
ชนิดมาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคโดยวิธี paper disk (นิตยา 
และคณะ, 2541) จุลินทรียที่ใช 5 ชนิด ไดแก 

1. Bacillus  subtilis ATCC6633 
2. Staphylococcus   aureus ATCC25923 
3. Pseudomonas   aeruginosa ATCC9027 
4. Escherichia coli ATCC25922 
5. Candida   albicans ATCC70014 
เมื่อวัดเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้ง    โดยวดัจากขอบของจุลินทรียทดสอบ

ที่ถูกยับยั้งผาน paper disk จนถึงขอบอีกดานหนึ่งของจลิุนทรียทดสอบที่ถูกยับยั้ง พบวา ราเอนโด
ไฟตแตละสายพันธุ สามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบ ไดแตกตางกนั ดังแสดงใน
ตารางที่ 4.25 จากผลการทดลองพบวาราเอนโดไฟตที่แยกไดสามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้ง
แบคทีเรียแกรมบวกไดมากกวาแบคทีเรียแกรมลบ และยีสต (ตารางที ่4.26)  ราเอนโดไฟตสายพนัธุ
ที่ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดเปนวงกวาง ไดแก DTD 8 , DTD 6 (รูปที ่4.17) 
 

         
          (A)              (B) 
รูปที่  4.17  แสดงการยับยั้งแบคทีเรียทดสอบ (A)Stapllylococcus   aureus, (B) Bacillus   subtil
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ตารางที่ 4.25  ผลการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบโดยสารสกัดจากราเอนโดไฟต 
จุลินทรียทดสอบ ราเอนโดไฟต

สายพันธุ B.  subtilis S.aureous P. aeroginosa E. coli  C.  albicans 
DTD  1 
DTD 3 
DTD  4 
DTD  6 
DTD 8 
DTW 1 
DTW 3  
DTW 8 
DTW11   
DTW23 
DPD  1 
DPD  3  
DPD  5 
DPD10 
DPW 1 
DPW 3 
DPW 7 
DPW 8 
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ตารางที่ 4.25  (ตอ)  ผลการยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบโดยสารสกัดจากราเอนโดไฟต 
จุลินทรียทดสอบ ราเอนโดไฟต

สายพันธุ B.  subtilis S.aureous P. aeroginosa E. coli  C.  albicans 
SSW11 
SSW12 
GND  1 
GND  3 
GND  4 
GND  8 
GNW 1 
GNW  5 
GNW12 
GNW13 
SOD  1 
SOD  2 
SOD  4 
SOD  5 
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SOW 4 
SOW11 
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SOW14 
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BAD  9 
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BAW11 

+++ 
- 
+ 

++ 
- 
- 

+++ 
- 
+ 

++ 
++ 
++ 
+ 

++ 
+ 
- 
+ 

++ 
+ 
+ 

++ 
++ 
++ 
+ 

++ 
+ 
- 
+ 

++ 

++ 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
- 
+ 

++ 
+ 
+ 

++ 
+ 
- 

++ 
+ 
+ 

++ 
++ 
+ 

++ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 

+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
+ 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
+ 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 

 



                                                                                                                

 

81 

ตารางที่ 4.25  (ตอ)  ผลการยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบโดยสารสกัดจากราเอนโดไฟต  
จุลินทรียทดสอบ ราเอนโดไฟต

สายพันธุ B.  subtilis S.aureous P. aeroginosa E. coli  C.  albicans 
BAW16 
AMD  2 
AMD   3   
AMD  4 
AMD  6 
AMD  8 
AMW  1 
AMW  4 
AMW  7 
AMW  8 
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ตารางที่ 4.25  (ตอ)  ผลการยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบโดยสารสกัดจากราเอนโดไฟต  
จุลินทรียทดสอบ ราเอนโดไฟต

สายพันธุ B.  subtilis S.aureous P. aeroginosa E. coli  C.  albicans 
FID 15 
FIW  1 
FIW  2 
FIW  3 
FIW  6 
FIW 11 
FIW 17 
DOD  1 
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DOD  5 
DOD  9 
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หมายเหตุ      -   หมายถึง  ไมยับยั้ง 
  +  หมายถึง  บริเวณยับยั้ง 1-7 มิลลิเมตร  
  ++  หมายถึง  บริเวณยับยั้ง 7-15 มิลลิเมตร 

+++  หมายถึง  บริเวณยับยั้งมากกวา 15 มิลลิเมตร  
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ตารางที่ 4.26 จํานวนราเอนโดไฟตที่มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรยีทดสอบ 
 

จุลินทรียทดสอบ 
จํานวนไอโซเลต 
ทีมีฤทธิ์ยับยั้ง 

เปอรเซ็นต 
(%) 

Bacillus  subtilis ATCC6633 73 70.87 แบคทีเรียแกรมบวก 
Staphylococcus   aureus ATCC25923 
 

64 62.13 

Pseudomonas   aeruginosa ATCC9027 14 13.59 แบคทีเรียแกรมลบ 
Escherichia  coli ATCC25922 
 

10 9.70 

ยีสต Candida   albicans ATCC70014 19 18.44 
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รูปที่ 4.18  เปรียบเทียบเปอรเซ็นตไอโซเลตที่มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบทั้ง 5 ชนิด 
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 4.4.2 ทดสอบความสามารถสวนสกัดในการยับยั้งการเจรญิของเซลลมะเร็ง 
  นําสวนสกัดทีไ่ดจากราเอนโดไฟต (crude extract) ที่แยกได มาทดสอบการยับยั้ง
การเจริญของเซลลมะเร็งตางๆ 5 ชนิด ไดแก เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร KatoIII (HTB-103) 
เซลลมะเร็งตับ HepG2 (HB-8065) เซลลมะเร็งลําไสใหญ SW620 (CCL-227) เซลลมะเร็งเตานม 
BT474 (HTB-20) และเซลลมะเร็งปอด (Chago) ตรวจสอบดวยวิธี MTT โดยการวัดการดดูกลนื
แสง เซลลที่มีชีวิตอยูจะตดิสี หลุมที่มีคาความดูดกลืนแสงสูงแสดงวายังมีเซลลที่มีชีวิตอยูมาก สวน
หลุมที่มีคาความดูดกลืนแสงนอยแสดงวา เซลลถูกยับยั้งการเจริญ  
  เปอรเซ็นตการยับยั้งเซลลมะเร็งชนิดตางๆของสวนสกัดจากราเอนโดไฟต แสดง
ดังตารางที่ 4.26  ตัวเลขที่พิมพตัวหนา หมายถึงการยบัยั้งแบบจําเพาะเจาะจง จากตารางที่ 4.26 
พบวาราเอนโดไฟตสายพนัธุ DTD 6 และ FID 15 ยับยั้ง เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร KatoIII ได
อยางจําเพาะ 
 
ตารางที่ 4.27 เปอรเซ็นตการการอยูรอดของเซลลมะเร็ง 

เปอรเซ็นตการอยูรอด  (%) ราเอนโดไฟต 
สายพันธุ Hep-G2 BT 474 KATO III Chago SW620 
DTD  1 
DTD  6 
DTD 3 
DTD  4 
DTD  8 
DTW  1 
DTW  3 
DTW  8 
DTW11 
DTW23 
DPD  1 
DPD  3 
DPD  5 
DPD 10 
DPW  3 
DPW  8 

54.12 
51.81 
70.06 
14.54 
46.97 
34.26 
53.84 
13.15 
66.29 
48.25 
14.68 
86.55 
14.82 
18.74 
13.00 
10.48 

65.85 
50.40 
86.17 
36.99 
78.45 
51.62. 
61.38 
37.39 
53.25 
42.68 
34.55 

131.06 
34.55 
50.00 
33.73 
32.11 

46.00 
29.00 
51.33 
13.00 
37.33 
28.83 
43.00 
13.16 
46.83 
32.16 
15.00 
42.93 
15.50 
18.33 
13.50 
12.66 

96.16 
67.96 
98.08 
18.10 
84.29 
92.68 
77.21 
23.62 
97.24 
30.93 
51.55 
99.25 
31.77 
24.34 
16.30 
19.66 

77.36 
42.18 
74.62 
38.66 
59.35 
66.04 
55.84 
12.56 
93.03 
68.40 
13.93 
48.51 
12.31 
18.28 
10.32 
14.05 
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ตารางที่ 4.27  (ตอ) เปอรเซ็นตการอยูรอดของเซลลมะเร็ง 
เปอรเซ็นตการอยูรอด  (%) ราเอนโดไฟต 

สายพันธุ Hep-G2 BT 474 KATO III Chago SW620 
DPW17 
SSD  2 
SSD  5 
SSD  7 
SSD18 
SSW  1 
SSW  4 
SSW  8 
SSW11 
GND 1 
GND  3 
GND  4 
GNW  1 
GNW12 
GNW13 
SOD  1 
SOD  2 
SOD  4 
SOD  5 
SOW  2 
SOW11 
SOW13 
SOW14 
BAD  1 
BAD  2 
BAD  3 
BAD  9 
BAD10 

54.12 
57.21 
23.21 
21.67 
27.18 
100.00 
65.24 
39.47 
38.06 
64.77 
70.21 
65.25 
40.89 
46.87 
67.14 
46.18 
111.11 
74.46 
53.42 
23.64 
51.06 
88.10 
114.31 
48.32 
17.10 
49.25 
65.61 
21.56 

41.59 
49.39 
35.36 
32.11 
40.30 
73.93 
77.57 
50.90 
51.51 
68.78 
81.21 
50.00 
37.27 
43.39 
52.72 
69.09 
85.15 
78.84 
42.72 
39.69 
57.27 
71.54 
53.72 
41.75 
26.32 
33.51 
42.55 
26.32 

36.66 
43.30 
22.66 
17.16 
31.29 
57.92 
67.60 
37.53 
39.96 
53.87 
61.97 
51.05 
30.28 
46.49 
42.95 
47.71 
54.75 
57.39 
45.70 
33.09 
47.17 
46.52 
54.01 
56.77 
21.15 
33.03 
41.49 
29.94 

99.64 
91.86 
98.32 
49.04 
97.40 
96.58 
98.11 
89.26 
99.05 
97.99 
98.93 
87.26 
94.69 
97.05 
96.10 
99.27 

100.11 
98.70 
93.51 
93.51 

100.70 
96.49 
94.86 
57.64 
75.61 
88.44 
93.34 
63.12 

68.65 
59.49 
52.23 
21.64 
63.16 

110.50 
112.08 
80.28 
68.48 

105.03 
97.98 
68.77 
60.71 
64.17 
82.87 
71.07 
99.85 

101.29 
61.00 
35.18 
95.97 
65.50 
52.71 
51.42 
16.40 
42.89 
74.09 
16.40 
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ตารางที่ 4.27  (ตอ) เปอรเซ็นตการอยูรอดของเซลลมะเร็ง 
เปอรเซ็นตการอยูรอด  (%) ราเอนโดไฟต 

สายพันธุ Hep-G2 BT 474 KATO III Chago SW620 
BAW 1 
BAW 2 
BAW 6 
BAW10 
BAW11 
BAW16 
AMD  2 
AMD  4 
AMD  6 
AMD  8 
AMW 4 
AMW 7 
AMW 8 
AMW11 
DID  1 
DID  2 
DID  7 
DID 11 
DIW 4 
DIW 6 
FID  1 
FID 2 
FID  3 
FID  7 
FID 15 
FIW 1 
FIW 3 
FIW17 

81.04 
100.37 
33.08 
90.70 
16.72 
15.61 
70.36 
109.29 
47.95 
112.63 
113.94 
32.03 
11.38 
112.86 
40.80 
12.19 
68.60 
58.53 
18.04 
59.67 
43.09 
83.12 
66.66 
60.00 
45.25 
83.41 
11.70 
13.49 

44.94 
64.89 
30.31 
74.20 
29.52 
27.65 
47.60 
77.12 
43.61 
67.28 
64.18 
40.87 
30.06 
65.25 
30.19 
29.05 
46.10 
76.01 
34.79 
60.47 
72.97 
83.78 
78.37 
58.44 
57.76 
86.82 
27.36 
30.06 

47.84 
61.83 
32.70 
46.21 
17.24 
17.41 
45.72 
67.69 
41.24 
57.44 
65.58 
39.31 
24.57 
48.37 
64.18 
23.09 
53.95 
85.25 
37.34 
74.44 
78.62 
79.36 
55.03 
65.60 
39.31 
87.46 
31.94 
28.50 

90.89 
96.38 
92.06 
97.78 
14.93 
17.03 
97.31 
98.24 
82.49 
98.01 
98.59 
94.78 
27.84 
42.53 

100.99 
42.53 
39.62 
95.37 
66.58 
95.85 

101.65 
97.51 
97.74 
93.72 
55.90 
97.74 
34.36 
13.27 

47.80 
94.83 
15.63 
93.02 
12.40 
15.50 
93.79 
88.75 
40.82 
70.54 

103.76 
13.37 
11.04 
63.44 
16.60 
11.77 
18.79 
93.74 
27.23 
94.23 
85.39 
94.84 
91.28 
61.71 
43.31 
90.79 
12.51 
12.02 
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ตารางที่ 4.27  (ตอ) เปอรเซ็นตการอยูรอดของเซลลมะเร็ง 
เปอรเซ็นตการอยูรอด  (%) ราเอนโดไฟต 

สายพันธุ Hep-G2 BT 474 KATO III Chago SW620 
DOD  1 
DOD  2 
DOD  5 
DOD  9 
DOD 10 
DOD 11 
DOW 1 
DOW18 

54.70 
12.30 
12.68 
15.28 
92.84 
102.69 
128.85 
35.87 

75.32 
31.41 
32.43 
34.12 
35.81 
62.98 

113.31 
31.49 

43.48 
29.23 
7.12 

25.79 
86.48 
67.67 
85.81 
36.27 

42.85 
16.11 
19.43 
51.30 

100.00 
94.16 

103.47 
70.43 

52.33 
12.02 
22.20 
12.76 
13.00 
98.52 
70.27 
95.10 
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รูปที่ 4.19  จํานวนสวนสกัดที่มีการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งชนิดตางๆ 
(A) จํานวนสวนสกัดที่ไมมีผลยบัยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง 
(B) จํานวนสวนสกัดที่มีผลยับยัง้การเจริญของเซลลมะเร็งทุกชนิด 
(C) จํานวนสวนสกัดที่มีผลยับยัง้การเจริญของเซลลมะเร็งตับ (Hep-G2) 
(D) จํานวนสวนสกัดที่มีผลยับยัง้การเจริญของเซลลมะเร็งเตานม (BT 474) 
(E) จํานวนสวนสกัดที่มีผลยับยัง้การเจริญของเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III) 
(F) จํานวนสวนสกัดที่มผีลยับยัง้การเจริญของเซลลมะเร็งปอด (Chago) 
(G) จํานวนสวนสกัดที่มีผลยับยัง้การเจริญของเซลลลําไส (SW 620) 
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4.4.3  การตรวจสอบการตายแบบอะพ็อบโทซิสของเซลลมะเร็ง 
  เมื่อนําสวนสกดัจากราเอนโดไฟต สายพันธุ DTD 6 ซ่ึงแยกไดจากตนพลวงและ 
FID 15 ซ่ึงแยกไดจากตะขบปามาทดสอบการกระตุนใหเซลลเกิดการตายแบบอะพ็อบโทซิส โดย
ใชกลองฟลูออเรสเซนต พบวาสวนสกดัทั้งสองสามารถกระตุนใหเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร 
(KATO III) เกดิอะพ็อบโทซสิได แสดงดังรูป 4.20 ลูกศรสีเหลืองชี้เซลลที่เกิดอะพ็อบโทซิส 

 
 
รูปที่ 4.20  การเกิดอะพ็อบโทซิสของเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III) 

(A) เมื่อถูกกระตุนดวยสวนสกดัของราเอนโดไฟตสายพันธุ DTD 6 
(B) เมื่อถูกกระตุนดวยสวนสกดัของราเอนโดไฟตสายพันธุ FID 15 
(C) เมื่อถูกกระตุนดวย etoposide (ชุดควบคุมบวก) 
(D) เมื่อถูกกระตุนดวย DMSO (ชุดควบคุมลบ)  
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4.4.4 การหาเวลาที่เหมาะสมในการตรวจสอบการตายแบบอะพ็อบโทซิส 
จากการตรวจสอบการตายแบบอะพ็อบโทซิสของเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร 

(KATO III) โดยตรวจสอบในชวงเวลาตางๆไดแก 24, 36, 48 และ 72 ช่ัวโมง พบวาสวนสกัดจากรา
เอนโดไฟตสายพันธุ FID 15 สามารถกระตุนใหเซลลมะเร็งกระเพาะอาหารตายแบบอะพ็อบโทซิส
ไดสูงสุดที่ 45% ในชัว่โมงที่ 48 และสวนสกัดจากราเอนโดไฟตสายพันธุ DTD 6 สามารถกระตุน
ใหเซลลมะเร็งกระเพาะอาหารตายแบบอะพ็อบโทซิสไดสูงสุดที่ 15% ในชัว่โมงที่ 48 เชนกนั     
(รูปที่ 4.21)  

จาการศึกษาพบวาสาร  Resveratrol สามารถกระตุนเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร 
(KATO III) ใหเกิดอะพ็อบโทซิสได และสามารถตรวจสอบไดในชัว่โมงที่ 48 ไดถึง 53% ในขณะ
ที่ช่ัวโมงที่ 24 สามารถตรวจสอบไดเพียง 8.3% เทานั้น  ( Atten และคณะ, 2001) ผลวิจัยดังกลาวจงึ
สอดคลองกับผลของงานวิจยันี้             
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รูปที่ 4.21 เปอรเซ็นการตายแบบอะพ็อบโทซิสสูงสุด 
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4.5 ราเอนโดไฟตท่ีคัดเลือกได 
  ราเอนโดไฟตที่คัดเลือกไดคอื ราเอนโดไฟตสายพันธุ DTD 6 ซ่ึงจากการพิสูจนเอกลักษณ

ทางสัณฐานวทิยาแลวพบวาคือ  Nodulisporium sp. (รูปที่ 4.2 ) เนื่องจากการศึกษาพบวาเปนราเอน
โดไฟตสายพนัธุที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียไดทั้ง 5 ชนิด มีฤทธิ์ยับยั้งการเจรญิ
ของเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III) อยางจาํเพาะ และสามารถกระตุนใหเซลลมะเร็ง
กระเพาะอาหารเกิดการตายแบบอะพ็อบโทซิสได 

 ราเอนโดไฟตท่ีคัดเลือกไดอีกสายพันธุคือ ราเอนโดไฟตสายพันธุ FID 15 ซ่ึงจากการ
พิสูจนเอกลักษณทางสัณฐานวิทยาแลวพบวาคือ  Xylaria sp.2  (รูปที่ 4.2 )เนื่องจากการศึกษาพบวา
เปนราเอนโดไฟตสายพันธุทีม่ีฤทธิ์ในการยบัยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกไดดี มีฤทธิ์
ยับยั้งการเจรญิของเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III) อยางจําเพาะ และสามารถกระตุนให
เซลลมะเร็งกระเพาะอาหารเกิดการตายแบบอะพ็อบโทซิสไดเชนกนั  จึงนําราเอนโดไฟตทั้งสอง
ชนิดไปพิสูจนเอกลักษณทางอณูชีววทิยาตอไป 
 
4.6 การพิสูจนเอกลักษณทางอณชูีววิทยา 
 ทําการสกัด และเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ ดวยดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) ของราเอน
โดไฟตสายพนัธุ DTD 6 และ FID 15 ดวยไพรเมอร ITS 1 และ ITS 4  ทําการตรวจสอบ PCR  
product เบื้องตนดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟริซิส ดังแสดงในรูปที่ 4.22 

 
 

รูปที่ 4.22  PCR product บนอะกาโรสเจลของราเอนโดไฟตสายพันธุDTD 6 (M1) และFID 15 (X1) 
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จากนั้นวิเคราะหหาลําดับเบสของยีนประมวลรหัส 18S rRNA ของราเอนโดไฟตทั้ง 2 สายพนัธุ 
โดยนําลําดับเบสของราเอนโดไฟตทั้ง 2 สายพันธุที่ไดไปเปรียบเทยีบกับฐานขอมูลใน Genbank 
และทํา sequence aligment แสดงดังรูป 4.23 - 4.24 พบวาราเอนโดไฟตสายพันธุ DTD 6 มีความ
ใกลเคียงกับ Nodulisporium sp. JP807  99% และ ราเอนโดไฟตสายพนัธุ FID 15 มีความใกลเคยีง
กับ  Xylaria  sp. T1070911  100% 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.23  เปรียบเทียบลําดับเบสของราเอนโดไฟต DTD 6 กับฐานขอมูล Genbank 

             
             
Nodulispor : 
M1(2)      : 
             

                                                                                 
         *        20         *        40         *        60         *        80 
CGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTATCTAAACTCCAACCCTATGTGAACCTACCGCCGTTGCCTCGGCGG
CGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTATCTAAACTCCAACCCTATGTGAACCTACCGCCGTTGCCTCGGCGG
CGT GGTGAACC GCGGAGGGATCATTACCGAGTTATCTAAACTCCAACCCTATGTGAACCTACCGCCGTTGCCTCGGCGG

      
      
 :  81
 :  81
      

             
             
Nodulispor : 
M1(2)      : 
             

                                                                                 
        *       100         *       120         *       140         *       160  
GCCGCGCTTACCTGCCCGGTAGCGCGCTACGGGCCCGCCGGTGGACTGCTAAACTCTGTTATTTATAAGTATCTCTGAATG
GCCGCGCTTACCTGCCCGGTAGCGCGCTACGGGCCCGCCGGTGGACTGCTAAACTCTGTTATTTATAAGTATCTCTGAATG
GCCGCGCTTACCTGCCCGGTAGCGCGCTACGGGCCCGCCGGTGGACTGCTAAACTCTGTTATTTATAAGTATCTCTGAATG

      
      
 : 162
 : 162
      

             
             
Nodulispor : 
M1(2)      : 
             

                                                                                 
       *       180         *       200         *       220         *       240   
CTTCAACTTAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAG
CTTCAACTTAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAG
CTTCAACTTAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAG

      
      
 : 243
 : 243
      

             
             
Nodulispor : 
M1(2)      : 
             

                                                                                 
      *       260         *       280         *       300         *       320    
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTG
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTG
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTG

      
      
 : 324
 : 324
      

             
             
Nodulispor : 
M1(2)      : 
             

                                                                                 
     *       340         *       360         *       380         *       400     
TTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCCTGCTGCTTAGTGTTGGGAGTCTAGGTCCCAGGGCCTAGTTCCTCAAAGTTATT
TTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCCTGCTGCTTAGTGTTGGGAGTCTAGGTCCCAGGGCCTAGTTCCTCAAAGTTATT
TTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCCTGCTGCTTAGTGTTGGGAGTCTAGGTCCCAGGGCCTAGTTCCTCAAAGTTATT

      
      
 : 405
 : 405
      

             
             
Nodulispor : 
M1(2)      : 
             

                                                                                 
    *       420         *       440         *       460         *       480      
GGCGGAGTTGGGGTATACTCTGAGCGTAGTAGTGTTCTTCTCGCTTTTGCAGTAGCCCTGGCGGCTTGCCGTAAAACCCCT
GGCGGAGTTGGGGTATACTCTGAGCGTAGTAGTGTTCTTCTCGCTTTTGCAGTAGCCCTGGCGGCTTGCCGTAAAACCCCT
GGCGGAGTTGGGGTATACTCTGAGCGTAGTAGTGTTCTTCTCGCTTTTGCAGTAGCCCTGGCGGCTTGCCGTAAAACCCCT

      
      
 : 486
 : 486
      

             
             
Nodulispor : 
M1(2)      : 
             

                                                                
   *       500         *       520         *       540         *
ATATCTTAGTGGTTGACCTCGAATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATTAC-
ATATCTTAGTGGTTGACCTCGAATCAGGTAG-AATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAG-
ATATCTTAGTGGTTGACCTCGAATCAGGTAG AATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT A  

      
      
 : 549
 : 548
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รูปที่ 4.24  แผนภูมิ Dendrogram แสดงความสัมพันธของ Nodulisporium sp. JP807 กับสายพันธุ
ใกลเคียง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.25   เปรียบเทียบลําดับเบสของราเอนโดไฟต FID 15 กับฐานขอมูล Genbank 

          
          
Xylaria : 
X1(2)   : 
          

                                                                                    
         *        20         *        40         *        60         *        80    
CCCAAACCCCATGTGAACATACCTAACGTTGCCTCGGCGGGTCGTACCTACCCTGTAGTGCACTTACCTGTAAGTGCCTACCCG
CCCAAACCCCATGTGAACATACCTAACGTTGCCTCGGCGGGTCGTACCTACCCTGTAGTGCACTTACCTGTAAGTGCCTACCCG
CCCAAACCCCATGTGAACATACCTAACGTTGCCTCGGCGGGTCGTACCTACCCTGTAGTGCACTTACCTGTAAGTGCCTACCCG

      
      
 :  84
 :  84
      

          
          
Xylaria : 
X1(2)   : 
          

                                                                                    
     *       100         *       120         *       140         *       160        
GTAGGCACGGGTAAGCCCGCCGGCGCCCCATTAAACTCTGTTTAATTACTGGATATCTGAATTACAACTAAATAAGTTAAAACT
GTAGGCACGGGTAAGCCCGCCGGCGCCCCACGAAACTCTGTTTAATTACTGGATATCTGAACTATAACTAAATGAGTTAAAACT
GTAGGCACGGGTAAGCCCGCCGGCGCCCCA  AAACTCTGTTTAATTACTGGATATCTGAA TA AACTAAAT AGTTAAAACT

      
      
 : 168
 : 168
      

          
          
Xylaria : 
X1(2)   : 
          

                                                                                    
 *       180         *       200         *       220         *       240         *  
TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAA
TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAA
TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAA

      
      
 : 252
 : 252
      

          
          
Xylaria : 
X1(2)   : 
          

                                                                                    
     260         *       280         *       300         *       320         *      
TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCTT
TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCTT
TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCTT

      
      
 : 336
 : 336
      

          
          
Xylaria : 
X1(2)   : 
          

                                                                                    
 340         *       360         *       380         *       400         *       420
CTGTTGCTTAGCGTTGGGGGCCTACCGTATGGCGGTAGCCCCTTAAAATTAGTGGCGGAGTCGGTTCACACTCTAGACGTAGTA
CTGTTGCTTAGCGTTGGGGGCCTACCGTATGGCGGTAGCCCCTTAAAATTAGTGGCGGAGTCGGTTCACACTCTAGACGTAGTA
CTGTTGCTTAGCGTTGGGGGCCTACCGTATGGCGGTAGCCCCTTAAAATTAGTGGCGGAGTCGGTTCACACTCTAGACGTAGTA

      
      
 : 420
 : 420
      

          
          
Xylaria : 
X1(2)   : 
          

                                                                                    
         *       440         *       460         *       480         *       500    
AATATTATCTCGCCTATTAGTTGGACCGGTCCCCTGCCGTAAAACCCCTAATTTATCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAAT
AATATTATCTCGCCTATTAGTTGGACCGGTCCCCTGCCGTAAAACCCCTAATTTTTCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAAT
AATATTATCTCGCCTATTAGTTGGACCGGTCCCCTGCCGTAAAACCCCTAATTT TCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAAT

      
      
 : 504
 : 504
      

          
          
Xylaria : 
X1(2)   : 
          

                                   
     *       520         *         
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

      
      
 : 539
 : 539
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รูปที่ 4.26  แผนภูม ิDendrogram แสดงความสัมพันธของ Xylaria sp. I1070911 กับสายพันธุ
ใกลเคียง        
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4.7 การวิเคราะหหาสูตรโครงสรางทางเคมีของสารบริสุทธ์ิท่ีไดจากราเอนโดไฟตท่ีคัดเลือกได 
4.7.1 การวิเคราะหหาโครงสรางทางเคมีของสารบริสุทธ 1 จากราเอนโดไฟตสายพันธุ  

DTD 6   
  ของแข็งสีขาวที่ได 33 มิลลิกรัม (สารบริสุทธิ์ 1) เมื่อนําสารดังกลาวไปแยกดวย
โครมาโทกราฟแบบแผนบาง (thin layer chromatography: TLC)โดยใชระบบตัวทําละลาย คือ       
เฮกเซน:เอทิลแอซิเตต ในอัตราสวน 20:80 จากนั้นนําไปยอมดวย vanillin ทําใหแหงพบวามีจุด
เดียว มีคา Rf เทากับ 0.78   

จากการวิเคราะหดวยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโตสโกป พบวามีการดูดกลืนคล่ืน

แสงที่  FT-IR  สเปกตรัม ν max (cm-1): 2855  (s), 1656 (m), 1577 (m), 1460 (m), 1348 (m), 1274 
(s), 1169 (m), 1107 (m), 1049 (m), 1016 (m)  (รูปในภาคผนวก ง.) 

จากนวิเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรัมทั้ง 1H- NMR และ1C- NMR พบ
ตําแหนงของโปรตอน และคารบอนดังนี ้

1H- NMR spectrum (CDCl3, 400 MHz ) δ(ppm) :  3.68(s, 3H, OCH3-7), 6.84(d, 
J = 3 Hz, 1H, H-2), 6.86(d, J = 3 Hz, 1H, H-6), 7.35(dd, J = 2.0, 2.0 Hz, 1H, H-3), 7.38(dd, J = 
4.0,5.0 Hz, 1H, H-5), 7.40(d, J = 3.0 Hz, 1H, H-4) (รูปในภาคผนวก ง.) 
  1C- NMR spectrum (CDCl3, 100 MHz ) δ(ppm) :  29.65(CH3 -7), 29.69(CH-6), 
56.41(CH-4), 106.08(CH-3), 120.81(CH-5), 120.81(CH-2), 157.02(CH-1)   (รูปในภาคผนวก ง.) 
  จากขอมูลทางสเปกโทรสโกปทั้งหมด (ภาคผนวก ง) สารบริสุทธิ์ 1 คือ 4-ethyl-
methoxybenzene หรือ  p-ethylanisole (รูปที่4.27) 
 

 
 
 

รูปที่ 4.27 โครงสรางของสารบริสุทธิ์ 1 
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 ในป 1979 พบวา 4-ethylanisole เปนผลิตภัณฑธรรมชาติที่สามารถสกัดไดจากพืช
(Leptolejeunea elliptica Schiffn.) (Nakayama และคณะ 1979) สารชนิดนี้ยังสามารถถูกผลิตโดยรา
เอนโดไฟต Fusarium oxysporum ที่แยกจาก Prunus  dulcis (sweet almond) (John และคณะ 2008 )    
สําหรับฤทธิ์ทางชีวภาพ  4-ethylanisole ยังไมมีการรายงาน  แตมีการรายงานเกี่ยวกับฤทธิ์ทาง
ชีวภาพของสารที่มีโครงสรางใกลเคียงกัน ไดแก  4-allylanisole (รูปที่ 4.28) โดยสารดังกลาว
สามารถแยกไดจากพืชหลายชนิดเชน  กะเพรา,  Pimpinella  anisum เปนตน  
 
 
 

 
 
 

รูปที่ 4.28  4-allylanisole (estragole) 
 
 4-allylanisole มีฤทธ์ิในการยับยั้งไวรัสโรคเริม (herpes simplex virus type 2) (Koch และ
คณะ 2008) นอกจากนี้ยังสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการกระตุนประสาทบริเวณสะโพกของหนู (Leal-
Cardoso และคณะ 2004) 
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4.7.2 การวิเคราะหหาโครงสรางทางเคมีของสารบริสุทธ 2 จากราเอนโดไฟตสายพันธุ  
FID 15 
  ผลึกรูปเข็มสีขาวท่ีไดจากแฟรกชันที่ 5 โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ  ผลึกรูป
เข็มสีขาวที่ได 4.5 มิลลิกรัม  
  จาการวิเคราะหดวยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโตสโกป พบวามีการดูดกลืนคล่ืนแสง

ที่  FT-IR  สเปกตรัม νmax (cm-1) : 3409(s), 1733(m), 1693(m), 1449(s), 1369(s), 1227(w) และ 
1008(w)  (รูปในภาคผนวก ง.) 

จากนวิเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรัมทั้ง 1H- NMR และ1C- NMR พบ
ตําแหนงของโปรตอน และคารบอนดังนี ้

1H- NMR spectrum (CDCl3, 400 MHz ) δ(ppm)  : 7.332 (2H, dd,  J = 7.2 และ 
7.6 Hz, 3-H และ 5-H), 7.260 (1H, dd, J = 7.2 และ 7.6 Hz, 4-H), 7.118 (2H, dd, J = 6.8 Hz, 2-H 
และ  6-H), 6.128 (1H, dd, J = 2.8 และ 12.8 Hz, 20-H), 5.717 (1H, dd, J = 9.6 และ 15.6 Hz, 13-
H), 5.693 (1H, t, J = 2.0 และ 2.0 Hz, 21-H), 5.372 (1H, dd, J = 5.2 และ 10.0 Hz, 14-H), 5.333 
(2H, s, 12-H), 5.158 (1H, dd, J = 2.4 และ 16 Hz, H-19), 5.118 (2H, s, H-12), 3.819 (1H, d, J = 
10.4 Hz, H-7), 3.239 (1H, dt, J = 4.4 และ 9.2 Hz, 3-H), 2.873 (1H, dd, J = 10 และ 9.6 Hz, 8-H), 
2.848 (2H, dd, J = 4.8 และ 12.4 Hz, 10-H), 2.794 (1H, 16-H), 2.758 (1H, d, J = 5.6 Hz, 5-H), 
2.717 (2H, dd, J = 9.2 และ 1.32 Hz, 10-H), 2.550 (2H, q, J = 11.2 Hz, 15- H), 2.303 (3H, s, H-
CH3 (Ac)), 2.171 (1H, dd, J = 3.6 และ 4.4 Hz, 4-H), 2.044 (2H, dd, J = 5.6 และ 14.4 Hz, 15-H), 
1.540 (3H, s, 23-H), 1.246 (3H, d, J = 6.4 Hz, 22-H), 0.959 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-11) (รูปใน
ภาคผนวก ง.) 
 

1C- NMR spectrum (CDCl3, 100 MHz ) δ(ppm) : 210.319 (C-17), 173.640 (C-
1), 169.728 (CH3C(O)), 147.460 (C-6), 137.233 (C-1), 134.152 (C-14), 132.268 (C-20), 130.583 
(C-13), 129.065 (C-2), 128.943 (C-3), 127.601 (C-19), 127.098 (C-4), 114.538 (C-12), 77.696 
(C-18), 77.223 (C-21), 69.810 (C-9), 53.544 (C-3), 53.254 (C-9), 50.013 (C-4), 46.962 (C-8), 
45.315 (C-8), 45.315 (C-10), 42.318 (C-16), 37.704 (C-15), 32.656 (C-5), 24.160 (C-23), 2.858 
(C-CO), 19.386 (C-22), 13.659 (C-11)   (รูปในภาคผนวก ง.) 
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  จากขอมูลทางสเปกโทรสโกปทั้งหมด (ภาคผนวก ง) พบวา สารบริสุทธ์ิ 2  คือ 
Cytochalasin D  (รูปที่4.29) 
 
 

 
 

รูปที่ 4.29 โครงสรางทางเคมีของสารบริสุทธิ์ 2 
 

   
  โดยสาร Cytochalasin D นี้สามารถถูกผลิตไดโดยราหลายสกุลโดยเฉพาะราใน
กลุม Xylariaceae ไดแก Xylaria sp., Daldinia sp., Hpoxylon sp. เปนตน  นอกจากนี้ยังสามารถผลิต
ไดจากราชนิดอื่น เชน  Phomopsis sp., Chaetomium sp. (ทัศวรรณ, 2548) 

 สําหรับการออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสารชนิดนี้ สามารถออกฤทธิ์ไดหลากหลาย
จากรายงานการวิจัยดังนี้  ในป 2007 Cytochalasin D ถูกใชเปนสารยับยัง้ปฏิกิริยา actin 
polymerization ของเซลลเม็ดเลือดขาวของหนู  (alveolar macrophage cell line, NR 8386) 
(Haberzettl และคณะ 2007) Cytochalasin D สามารถสงเสริมการเจริญของ callus แครอท (Scherer, 
2006) Cytochalasin D วามีผลตอการยับยั้งเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (jurket)(Bernd และคณะ, 2006) 
และสามารถยับยั้งเซลลมะเร็งลําไส (human colon adenocarcinoma cell line, HT-29) (Cohen และ
คณะ, 1999)  นอกจากนี้ยังมฤีทธิ์ยับยั้งความสามารถในการหดตัวของกลามเนื้อเรียบ (Bruijns และ
Bult, 2001) และฤทธิ์ในการยับยั้งการเพิม่จํานวนของ Entamoeba invadens (Makioka และคณะ 
2000) 
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4.8 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งของสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได 
นําสารบริสุทธิ์ทั้ง 2 ชนิด มาทดสอบการยบัยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง 5 ชนิดขางตนดวย

วิธี MTT จากนั้นหาคา IC50  (μg/ml) และทดสอบการกระตุนการตายแบบอะพ็อบโทซิส 
 

ตารางที่ 4.28  ฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งชนิดตางๆของสารบริสุทธิ์ 
 

IC50  (μg/ml) 
สารบริสุทธิ์ 

Hep-G2 BT-474 KATO III Chago SW 620 
1 
2 

6.777 
4.799 

4.147 
>10 

3.030 
5.840 

>10 
>10 

4.964 
4.666 

 
ตารางที่ 4.29 การกระตุนการตายแบบอะพ็อบโทซิสของมะเร็งชนิดตางๆของสารบริสุทธิ์ 

 
การตายแบบอะพ็อบโทซิส (%) 

สารบริสุทธิ์ 
Hep-G2 BT-474 KATO III Chago SW 620 

1 
2 

- 
3.03 

- 
- 

5.71 
21.09 

- 
- 

2.38 
6.49 

 
จากผลการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งชนิดตางๆ พบวาสารบริสุทธิ์ 

1 (4-ethylmethoxybenzene) สามารถยับยั้งมะเร็งไดทกุชนิดยกเวนมะเร็งปอด (chago) แตเมื่อนํามา
ทดสอบความสามรถในการกระตุนใหเกิดการตายแบบอะพ็อบโทซิสพบวาสามารถกระตุนใหเกดิ
ไดเพยีง 2 ชนิดเทานัน้ และมีเปอรเซ็นตที่คอนขางต่ํา ไดแก KATO III  (5.71%) และ SW 620  
(2.38%) สําหรับ สารบริสุทธิ์ 2 (cytochalasin D) สามารถยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งได 3 ชนดิ 
ไดแก เซลลมะเร็งตับ (Hep-G2), เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III) และเซลลมะเร็งลําไส 
(SW620) โดยมีคา IC50  เทากับ 4.779, 5.840 และ 4.666 ตามลําดับ ผลการกระตุนใหเกิดการตาย
แบบอะพ็อบโทซิสพบวา สารบริสุทธิ์ 2 สามารถกระตุนการเกดิ    อะพ็อบโทซิสไดสูงที่สุดใน
เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III) ที่ 21.09% นอกจากเซลลมะเร็งกระเพาะอาหารแลวมี
รายงานเกีย่วกบั Cytochalasin D วามีผลตอการยับยั้งเซลลมะเร็งชนิดอ่ืน ไดแก มะเร็งเม็ดเลือดขาว 
(jurket) (Bernd และคณะ, 2006) และสามารถยับยั้งเซลลมะเร็งลําไส (human colon 
adenocarcinoma cell line, HT-29) (Cohen และคณะ, 1999) ไดอีกดวย 
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บทท่ี 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

สามารถแยกราเอนโดไฟตไดทั้งหมด 302 ไอโซเลต 10 สกุล 18 ชนิด จากพืชทั้ง 10 ชนิด
ในปาเต็งรังปาเต็งรัง อําเภอเวียงสา จังหวดันาน พบวาในฤดูแลงสามารถแยกราเอนโดไฟตไดมาก
ที่สุดจากตนรัง ในฤดูฝนสามารถแยกราเอนโดไฟตไดมากที่สุดจากตนสานใบเล็ก และยางพลวง 
โดยราเอนโดไฟตที่แยกไดมากที่สุด 3 อันดับแรกจากการเก็บตัวอยางทั้ง 2 ฤดูไดแก Phyllosticta  
sp.1  ,  Phomopsis  sp.1  และ  Xylaria  sp. 1  จากการจัดจําแนกกลุมของราเอนโดไฟตที่แยกได 
พบวาราในกลุม  Coelomycetes  สูงที่สุดทั้งฤดูแลง และฤดูฝน ตามดวยกลุม Hyphomycetes  และ 
Ascomycetes  ตามลําดับ 

จาการศึกษาการออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งจุลินทรยีทดสอบ พบวาราเอนโดไฟตที่
แยกไดสามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดมากกวาแบคทีเรียแกรมลบ และยีสต 
สําหรับการออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งทดสอบทั้ง 5 ชนิด พบวาสวนสกัดจากรา       
เอนโดไฟตสายพันธุ DTD 6 และ FID 15 สามารถยับยั้ง เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III) 
อยางจําเพาะ และสามารถกระตุนใหเซลลดังกลาวเกดิการตายแบบอะพอ็บโทซิสได 15% และ 45% 
ตามลําดับ โดยสามารถตรวจสอบไดที่ช่ัวโมงที่ 48 เมื่อนําราเอนโดไฟตทั้ง 2 สายพันธุมาพิสูจน
เอกลักษณทางอณูพันธุศาสตรพบวา DTD 6 มีความใกลเคียงกับ Nodulisporium sp. JP807  99% 
และ ราเอนโดไฟตสายพันธุ FID 15 มีความใกลเคียงกับ  Xylaria  sp. T1070911  100%    

เมื่อนําราเอนโดไฟตทั้ง 2 สายพันธุมาเลี้ยงในอาหารเหลว Malt extrac เปนเวลา 6 สัปดาห
ทําการแยกสารบริสุทธิ์ จากน้ําเลี้ยงเชื้อ และเสนใย ดวยเทคนิคทางโครมาโทกราฟและการตกผลกึ 
จากนั้นพิสูจนโครงสรางของสาร ดวยเทคนิคทางสเปกโตรสโคป ไดสารบริสุทธิ์ 2 ชนดิคือ 4 -
ethylmethoxybenzene (สารบริสุทธิ์ 1) และ cytochalasin D (สารบริสุทธิ์ 2) เมื่นํามาทดสอบฤทธิ์
ทางชีวภาพในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง พบวาสารบริสุทธิ์ 1 สามารถยับยั้งมะเร็งไดทกุ
ชนิดยกเวนมะเร็งปอด (chago) สามารถกระตุนใหเกดิการตายแบบอะพ็อบโทซิสไดเพียง 2 ชนิด
เทานั้น และมีเปอรเซ็นตที่ต่ํา ไดแก เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III)  5.71% และ
เซลลมะเร็งลําไส (SW 620) 2.38% สําหรับ สารบริสุทธิ์ 2 สามารถยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง
ได 3 ชนดิ ไดแกเซลลมะเร็งตับ (Hep-G2), เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III) และ
เซลลมะเร็งลําไส (SW620) โดยมีคา IC50  เทากับ 4.779, 5.840 และ 4.666 ตามลําดับ ผลการกระตุน
ใหเกิดการตายแบบอะพ็อบโทซิสพบวา สารบริสุทธิ์ 2 สามารถกระตุนการเกดิอะพอ็บโทซิสไดสูง
ที่สุดในเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III) ที่ 21.09%   
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ภาคผนวก 
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ภาคผนวก ก 

 
สูตรอาหาร สารเคมี และการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย 

 
1. PDA (Potato dextrose agar) 

Potato    200.0 กรัม 
Glucose    20.0 กรัม 
Agar    20.0 กรัม 
Water    1,000  มิลลิลิตร 
ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อุณหภูมิ และความดันมาตรฐาน 
 

2.  PDB (Potato dextrose agar) 
Potato    200.0 กรัม 
Glucose    20.0 กรัม 
Water    1,000  มิลลิลิตร 
ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อุณหภูมิ และความดันมาตรฐาน 
 

3. MEB (Malt Extract Broth) 
Malt extract   2.0 กรัม 
Peptone    1.0 กรัม 
Glucose    20.0 กรัม 
Water    1,000 มิลลิลิตร 
ปรับ pH เปน 6.8 – 7.0 นึ่งฆาเชื้อเช้ือที่อุณหภูมิ และความดันมาตรฐาน 
 

4. NA (Nutrient Agar) 
Beef extract   1.0 กรัม 
Peptone    5.0 กรัม 
NaCl    8.0 กรัม 
Agar    18.0 กรัม 
Water    1,000 มิลลิลิตร 
ปรับ pH เปน 6.8 – 7.0 นึ่งฆาเชื้อเช้ือที่อุณหภูมิ และความดันมาตรฐาน 
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5. Sabouraud Broth 
Bacto peptone   10.0 กรัม 
Glucose    4.0 กรัม 
Water    1,000  มิลลิลิตร 
ปรับ pH เปน 5.6 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อุณหภูมิ และความดันมาตรฐาน 
 

6. 0.5 McFarland Standard 
BaCl3    0.048 M ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
H2SO4    0.36 M ปริมาตร 99.5 มิลลิลิตร 
อานคาความดดูกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร ใหอยูในชวง 0.08 – 0.10 
 

7. Vanillin solution 
Vanillin    4.5 กรัม 
95% ethanol   95 มิลลิลิตร 
Sulfuric acid   0.5 มิลลิลิตร 
ละลายใหเขากนั เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิหองในขวดสีชา 
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ภาคผนวก ข 

อาหาร สารเคมี และวิธีเตรียมท่ีใชในการเพาะเลี้ยงเซลลเกาะผิว 
 

1. RPMI1640 (stock reagent) 
 อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ผงสําเร็จรูป         10.4    กรัม 
 โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต                2     กรัม 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร กวนใหเปนเนื้อเดยีวกัน 
ปรับคาความเปนกรด-ดาง ใหมีคาประมาณ 6.9-7.4 ดวย 1 N HCl ปรับใหไดปริมาตร 1 ลิตร ทําให
ปราศจากเชื้อโดยกรองผานหวักรองอาหารเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อขนาด 0.22 ไมโครเมตร ลงใน
ขวดใสอาหารเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อขวดละ 90 มิลลิลิตร   ปดฝาและพันพาราฟลม เก็บในตูเย็นที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
2. อาหารเลี้ยงเซลล RPMI1640 ที่ม ี10 % Fetal bovine serum (working medium) 

อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 (stock reagent) 90 มิลลิลิตร 
Fetal bovine serum     10 มิลลิลิตร 
Gentamycin (100 mg/ml)                                        100 ไมโครลิตร 

 
3. MTT solution 
 MTT        50    มิลลิกรัม 
 PBS  (สําหรับทําการเพาะเลี้ยงเซลลเทานั้น)  10    มิลลิลิตร 
 ละลาย MTT ใน PBS ใสในหลอดฝาเกลียวขนาด 15 มิลลิลิตร ที่ปลอดเชื้อผสมใหเขากัน    
กรองผานชุดกรองสําเร็จรูปปราศจากเชื้อขนาด 0.22 ไมโครเมตร (ทําในตูปลอดเชือ้) แบงใสหลอด 
ไมโครเซนติฟวจที่ปลอดเชื้อขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 มิลลิลิตร หุมดวยแผนฟอยด เก็บที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 หมายเหตุ MTT เปนสารกอมะเร็ง ตองสวมทุกมือกอนช่ังหรือเตรียมสารทุกครั้ง 
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4. 1 X PBS ปริมาตร 1 ลิตร 
 NaCl      8 กรัม 
 KCl       0.2 กรัม 
 Na2HPO4·12H2O     3.63 กรัม 
 KH2PO4      0.24 กรัม 

เติมน้ํากลั่น 1 ลิตร ละลายใหเขากัน ปรับ pH ใหเทากับ 7.4 นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภมูิ 121 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เก็บรักษาไวที่อุณหภูม ิ4 องศา
เซลเซียส 
 
5. 0.04 N HCl  ใน isopropanol ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

ตวง isopropanol 80 มิลลิลิตร ในกระบอกตวงขนาด 100 มิลลิลิตร 
เติม HCl 0.331 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 100 ml ดวย isopropanol ปดฝา และเกบ็รักษาที่
อุณหภูมิหอง 
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ภาคผนวก ค 

สารเคมี และวิธีการเตรียมท่ีใชในเทคนิคทางอณูพันธุศาสตร 
 
1. 1 M Tris-HCl   (pH 8) ปริมาตร 1 ลิตร          

Tris base   121    กรัม 
 น้ํากลั่น    800    มิลลิลิตร 

ละลาย Tris base ใหเขากัน ปรับ pH ใหเทากับ 8 จากนั้นเติมน้ํากลั่นจนปริมาตรเปน 1 ลิตร 
นําไปนึ่งฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 

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

EDTA    186.10 กรัม 
 น้ํากลั่น    800 มิลลิลิตร 

ละลาย EDTA ใหเขากัน ปรับ pH ใหเทากบั 8 จากนั้นเตมิน้ํากลั่นจนปริมาตรเปน 1 ลิตร 
นําไปนึ่งฆาเชือ้ ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 

 
3. Washing buffer ปริมาตร 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 

เติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อจนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เก็บรักษาไวที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 
4. 2 X CTAB lysis buffer ปริมาตร 200 มิลลิลิตร  
 CTAB    4     กรัม 
 1 M Tris-HCl (pH 8.0)  20   มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) 

0.5 M EDTA (pH 8.0)  8    มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 2) 
 NaCl    16.36 กรัม 
 2-mercaptoethanol  1    มิลลิลิตร 
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เติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อ จนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เก็บรักษาไวที่
อุณหภูมิหอง 

 
5. Choloroform/isoamyl alcohol (24: 1 v/v) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

Choloroform   192 มิลลิลิตร 
 Isoamyl alcohol                8     มิลลิลิตร 

 
6. 20 % Polyethylene glycol 6000 (PEG) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

Polyethylene glycol 6000 20    กรัม 
 NaCl    14.61   กรัม 

เติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อจนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เก็บรักษาไวที่
อุณหภูมิหอง 

 
7. Tris-EDTA buffer (TE buffer) ปริมาตร 1 ลิตร 

1 M Tris-HCl (pH 8)  10    มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) 
 0.5 M EDTA (pH 8)  2   มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 2) 

เติมน้ํากลั่นจนไดปริมาตรเปน 1 ลิตร แลวผสมใหเขากนั นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภมูิ 121 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิหอง 

 
8. Ethidium brom 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

Ethidium bromide  0.2    กรัม 
น้ํากลั่น    20   มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากันเก็บรักษาไวในขวดสีชา ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส    
 

9. 1.5% Agarose gel (w/w) 
Agarose   1.65 กรัม 
0.5 X TBE (pH 8)  110 มิลลิลิตร  

 Ethidium bromide  4 ไมโครลิตร 
 ผสมใหเขากันแลวหลอมโดยใชความรอนจนใสเปนเนื้อเดียวกัน เก็บรักษาไวที่
อุณหภูมิหอง 
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ภาคผนวก ง 
ขอมูลสเปกโตรสโคป 
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รูปที่ 2  1H- NMR สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 1 116 
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รูปที่ 3   13C- NMR สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 1 117 
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รูปที่ 4   IR สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 2 
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รูปที่ 5  1H- NMR สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 2 119 
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รูปที่ 6  13C- NMR สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 2 

120 
 



                                                                                                                                                                      

 

121 

 
 

รูปที่ 7   HSQC  สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 2 

121 
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รูปที่ 8   HMBC  สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 2 122 
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รูปที่ 9  COSY  สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 2 

123 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นายธนวัช  สุจริตวรกุล สําเร็จการศึกษาระดับชั้นมัธยมศกึษาจากโรงเรียนอัสสัมชัญ สําโรง 
จังหวดัสมุทรปราการ ปการศึกษา 2543 สําหรับระดบัอุดมศึกษาสาํเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรี        
วิทยาศาตรบณัฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ จากภาควชิาชีววิทยาประยุกต  คณะวิทยาศาสตร       
สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง  ปการศกึษา 2547 และ ในปการศึกษา 
2549 ไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญาวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต ทีห่ลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ          
คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั 
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