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กิตติกรรมประกาศ 

 

โครงการน้ีสําเรจ็ไดตามเปาหมาย เพราะไดรับความรูและคําแนะนําที่เปนประโยชนตอการดําเนินการจาก

ผูมีพระคุณทั้งหลาย อาทิ  

อาจารยคณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่มอบวิชาความรูและประสบการณอันมีคา เปน

ประโยชนอยางย่ิงมาตลอดสี่ป  

อาจารยทีป่รึกษา ศาสตราจารย ดร. จันทรเพญ็ จันทรเจา ที่กรุณารบัโครงการวิจัยของขาพเจา ดูแลต้ังแต

เริ่มจนถึงปจจุบัน ใหความรูคําปรึกษาในการคนควาหาขอมลู วิธีการทําการทดลอง ตรวจแกไขการเขียนเรียบเรียง

ใหสมบูรณข้ึน  

พี่ ๆ ในแลป ที่ชวยแนะนําการใชเครื่องมือและใหคําแนะนําทางเทคนิคระหวางทําการทดลอง  

นอกจากน้ี ขาพเจาขอขอบคุณครอบครัวและญาติมิตรทุกทาน ที่มีสวนสนับสนุนชวยเหลือและใหกําลังใจ

ในการทําโครงการเสมอมา ความรูและประสบการณที่ไดรบัจากการทําโครงการน้ี ขาพเจาสามารถนําไปใชไดภาย

ภาคหนา ทั้งในการศึกษาตอ การทํางาน และชีวิตประจําวัน ขาพเจาหวังเปนอยางย่ิงวาโครงการของขาพเจาจะ

เปนประโยชนตอผูสนใจวิทยาศาสตรตอไป  

 

พิชามญชุ กวีผาติ 
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บทคัดยอ  

 

Escherichia coli เปนแบคทเีรียแกรมลบสายพันธุกอโรคในระบบทางเดินอาหารในมนุษย สวนเควอซิทิน

เปนสารประกอบฟลาโวนอยดที่พบในพืชและพรอพอลสิจากชันโรง สามารถออกฤทธ์ิทางชีวภาพไดหลากหลาย 

งานวิจัยน้ีไดทําการศึกษาฤทธ์ิตานการเติบโตของแบคทเีรีย E. coli top 10 ที่มีพลาสมิด pGem-T vector ของเค

วอซิทินทีล่ะลายใน dimethyl sulfoxide (DMSO) ทําการทดสอบฤทธ์ิตานการเติบโตของของแบคทีเรียดวยวิธี 

disc diffusion assay โดยความเขมขนของเควอซิทินที่เลอืกใชในการทดลองน้ี คือ 0, 0.12, 0.24, 0.36 และ 

0.48 กรัมตอมลิลลิิตร จากการทําการทดลอง 3 ซ้ํา บันทึกผลของเสนผานศูนยกลางของ clear zone แลว

วิเคราะหขอมูลทางสถิติโดยหาคาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน พบวาเสนผานศูนยกลางของ clear zone แปร

ผันตามความเขมขนของเควอซิทิน ทั้งน้ีความเขมขนของเควอซิทินสงูสุดที่เลือกใช คือ 0.48 กรัมตอมิลลลิิตรของ 

DMSO โดยใหคาเสนผานศูนยกลางของ clear zone กวางที่สุด คือ 9.23 ± 0.15 มิลลเิมตร จึงเลือกใชเควอซิทิน

ที่ความเขมขนน้ีมาเลี้ยงรวมกบั E. coli top 10 ใน nutrient broth จากน้ันนําไปบมที่ 37 oC, 130 รอบตอนาท ี

เปนเวลา 2 วัน เมื่อเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม พบวามีการเติบโตของ E. coli top 10 ในชุดควบคุมแตไมมีการ

เติบโตของเช้ือเลยในชุดที่ไดรับเควอซิทินจึงไมสามารถนํา culture ของเช้ือมาทํา plasmid isolation และ 

agarose gel electrophoresis เพื่อสังเกตการยอยสลายพลาสมิดได ในการทดลองครัง้ตอไป จึงควรหาความ

เขมขนของเควอซทิินทีเ่หมาะสมตอไป  

 

คําสําคัญ : เควอซิทิน, clear zone, Escherichia coli  
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Abstract 

 

Escherichia coli are gram-negative pathogenic bacteria in human gut. Quercetin is a 

flavonoid compound found in plants and stingless bee propolis. It has a lot of bioactivities. In 

this work, it was focused on the antibacterial activity of quercetin on E. coli top 10 containing 

pGem-T vector by disc diffusion assay. Quercetin was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO). 

The chosen concentrations of quercetin were 0, 0.12, 0.24, 0.36 and 0.48 g/ml. From 3 

replications in experiments, diameter of clear zone was recorded. Data were statistically 

analyzed by mean and standard deviation. According to the data, the diameter of clear zone 

was dependent on the concentration of quercetin. The highest concentration of 0.48 g/ml 

showed the widest diameter of clear zone of 9.23 ± 0.15 mm. Thus, quercetin at this 

concentration was used to treat E. coli top 10 in nutrient broth at 37 oC, 130 rpm for 2 days. 

Considering the result, there was the growth of E. coli top 10 in control but not in the treated 

group at all. Hence, the quercetin treated culture could not be used for plasmid isolation and 

agarose gel electrophoresis. In the future, in order to observe the plasmid degradation, finding 

the optimal concentration of quercetin must be required.  

 

Keywords: clear zone, Escherichia coli, quercetin 
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บทท่ี 1  

บทนําและการทบทวนวรรณกรรม 

 

ในปจจบุันโรคตาง ๆ แพรระบาด ทําใหประชากรเจบ็ปวย เสียชีวิต เสียสุขภาพจิต เสียคาใชจายในการ

รักษา สาเหตุหน่ึงคือโรคทีม่ีสาเหตุจากแบคทเีรีย Escherichia coli ซึ่งเปนแบคทเีรียแกรมลบ มีรูปรางเปนแทง 

ขนาด 1.1-1.5x 2.0-6.0 ไมโครเมตร สวนใหญเคลื่อนที่ไดดวย flagella เจรญิไดในสภาวะที่มีออกซิเจนและมี

ออกซเิจนนอย สามารถพบไดทั่วไปในลําไสของสัตวเลอืดอุนและมนุษย รวมถึงในสิ่งแวดลอม สามารถปนเปอน

จากสิง่ขับถายไปยังอาหารไดงาย ประกอบไปดวยกลุมทีก่อโรคและกลุมที่ไมกอโรคเชน สายพันธุ shiga toxin-

producing E. coli (STEC) สามารถผลิตสารพิษชิกา เปนสาเหตุของโรคอุจจาระรวง โรคอาหารเปนพิษและการ

ติดเช้ือในทางเดินปสสาวะ โรคเย่ือบุชองทองอักเสบ ไสต่ิงอักเสบ เย่ือหุมสมองอักเสบ และโลหิตติดเช้ือ ในโรค

อุจจาระรวง ทําใหเกิดอาการถายเหลว คลื่นไส อาเจียน ปวดบิด ถายเปนมูกเลือด เปนไขตํ่า อาจมีอาการแทรก

ซอนรุนแรงกอใหเกิด hemolytic uremic syndrome (HUS) ทําใหเม็ดเลือดแดงแตก ไตวายอาจมีอาการแทรก

ซอนทางสมอง กลามเน้ือกระตุก และเสียชีวิตได (World Health Organization, 2018)  

ในประเทศไทย ปพ.ศ. 2553 สํานักระบาดวิทยาไดรบัรายงานการระบาดโรคอาหารเปนพิษจากทั่ว

ประเทศจํานวน 62 เหตุการณ โดยพบมากสุดที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ขอมลูจากการวิเคราะหตัวอยางเพื่อ

ตรวจหาแบคทีเรียกอโรคในระบบทางเดินอาหาร จากหองปฏิบัติการฝายตรวจวินิจฉัยแบคทีเรียทางการแพทย

กรมวิทยาศาสตรการแพทยประจําป พ.ศ. 2553 จํานวน 59 ตัวอยาง จาก 7 จังหวัด พบแบคทีเรียกอโรค 28 

ตัวอยาง คิดเปน 47.5% โดยเปน E.coli ถึง 23.73% (กระทรวงสาธารณสุข, 2554)  

ในการกําจัดหรอืตานการเติบโตของ E. coli น้ัน มักใชยาปฏิชีวนะ ซึ่งเปนสารเคมีที่ตกคางในรางกายได 

กอใหเกิดการด้ือยาของ E. coli และมรีาคาสูง การใชผลิตภัณฑผึ้งจึงเปนทางเลือกใหมที่ดี เพราะผึ้งเปนแมลง

เศรษฐกจิและยังใหผลิตภัณฑทีม่ีประโยชนจํานวนมาก ไดแก นํ้าผึ้ง เกสรผึ้ง นมผึ้ง ไขผึง้ พิษผึง้ พรอพอลิส 

ผลิตภัณฑเหลาน้ีถูกนํามาใชเปนยาแผนโบราณในหลายทองถ่ิน ทั้งในประเทศไทย อินเดีย ประเทศในแถบยุโรป 

อียิปต มีงานวิจัยตอยอดเพื่อนําผลิตภัณฑผึ้งมาใชในเชิงการแพทยทางเลือกจํานวนมาก โดยพบวาพรอพอลสิไดรับ

ความสนใจมากเปนอยางย่ิงในยุโรป ชวงศตวรรษที่ 17 และ 20 (Wagh, 2013)  

โดยทั่วไป พรอพอลิสมีลกัษณะเปนยางเหนียว มีทั้งสีเขียว เหลือง แดง ไปจนถึงนํ้าตาลเขม เปนสารทีผ่ึ้ง

งานเกบ็มาจากยางไมหรือของเหลวที่ไดจากตนไมผสมกับเอนไซมและไขผึง้ เพื่อปดชองโหวของรงัทัง้ดานนอกและ

ดานใน ปองกันการเปยกช้ืน และหอหุมรางศัตรทูี่เขามาตายในรังและไมสามารถนําออกไปทิ้งนอกรงัได ไมใหเกิด

การเนาเหม็นและกอโรคตอผึ้ง ทั้งแบคทีเรีย ไวรัส และรา ชาวกรีกเรียกวา propolis มาจากคําวา pro แปลวา
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กอน polis แปลวาเมือง รวมแลวแปลวาปองกันเมือง ฮปิพอคราทสี บิดาแหงการแพทยนําพรอพอลิสมาใชรกัษา

บาดแผลและฝทั้งภายในและภายนอก พีดาเนียส ไดออสคอริดีส ไดกลาวถึงการใชพรอพอลิสรักษาแผลอักเสบ 

แผลตกสะเก็ด ผื่นผิวหนัง และอาการไอในหนังสือ De material Medica (Kuropatnicki et al., 2013)  

ความแข็งของพรอพอลสิข้ึนอยูกบัอุณหภูมิ พรอพอลสิจะมลีักษณะเหนียวระหวางอุณหภูมิ 25-45 องศา

เซลเซียส หากแชแข็งจะแข็งตัว เมื่ออุณหภูมิมากกวา 45 องศาเซลเซียสจะเหนียวข้ึน จะเปนของเหลวที่อุณหภูม ิ

60-70 องศาเซลเซียส และมีจุดหลอมเหลวกวา 100 องศาเซลเซียส สามารถละลายไดในนํ้า เมทานอล เอทา

นอล  คลอโรฟอรม ไดคลอโรมีเทน อีเทอร และ อะซิโตน พรอพอลสิมีคุณสมบัติที่ใชในการแพทยไดหลากหลาย 

ตานจุลชีพ ตานอนุมลูอสิระ ตานการเจรญิของเน้ืองอก ตานการอักเสบ ตานโปรโตซัว ปองกันตับจากสารพิษ ลด

ระดับนํ้าตาลในเลือด เพิ่มภูมิคุมกัน รักษาการติดเช้ือของชองคลอด อาการผิดปกติในสตรี และใชเปนวัสดุทางทัน

ตกรรม (Wagh, 2013) 

สวนประกอบของพรอพอลิสข้ึนอยูกับพืชในภูมิประเทศน้ัน ๆ และเวลาที่เกบ็ ประกอบไปดวย เรซิน 40-

50% ไขผึ้ง 30% นํ้ามันหอมระเหย 5-10% สารประกอบฟโนลิก 3-10% โดยพบสารฟลาโวนอยดเปนจํานวนมาก 

โดยอาจรวมตัวระหวางสารประกอบฟนอลดวยกัน หรือรวมอยูในรูปของหมูแอลคิลและหมูฟนิลเอสเทอร (Batlas 

et al., 2016) สารออกฤทธ์ิหลักทางชีวภาพในพรอพอลสิแบงออกเปน 3 ประเภท คือ 1) caffeic acid 

phenethyl ester (CAPE) พบในพรอพอลสิแถบยุโรป เอเชีย นิวซีแลนด 2) artepillin C (ARC) เปนพรอพอลิสบ

ราซิลสเีขียว และพรอพอลสิบราซลิสีแดง ซึ่งจะพบสารฟลาโวนอยดจําเพาะ เชน ไอโนเซมบริน ไดซีน และ ไบโอ

คานิน (de Castro et al., 2011)  

สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่สําคัญคือสารประกอบฟโนลิกและฟลาโวนอยด สารประกอบฟโนลิกพบในสวน

ตางๆ ของพืช ใบ ราก เปลือกไม ผลไม เมล็ด ไรโซม มีสตูรโครงสรางทางเคมเีปนวงแหวน ที่เปนอนุพันธของวง

แหวนเบนซิน มีหมูไฮดรอกซลิอยางนอยหน่ึงหมู มสีารตานอนุมูลอสิระ ตานแบคทีเรีย และออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 

สามารถปองกันและรักษาโรคไดหลากหลาย เชน โรคเบาหวาน โรคตับ โรคอวน โรคความดันโลหิตสงูโรคกระดูก

พรุน โรคหลอดเลือด และโรคไขขอ (Kala et al., 2016) โดยสารประกอบฟโนลิกจะไปยับย้ังความสามารถในการ

ซอมแซมดีเอ็นเอของแบคทีเรีย กลุมไฮดรอกซลิและอิเล็กตรอนทีเ่คลื่อนที่ไดของสารประกอบฟนอลิกจะทําใหเกิด

ความไมเสถียรของเย่ือหุมเมมเบรน เกิดการตายของเซลลโดยเปลี่ยนระดับพลงังานขับเคลื่อนโปรตอนทั่วเย่ือหุม

เมมเบรน (Ankolekar, 2013)  

สวนฟลาโวนอยดเปนสารประกอบฟนอลกิ ประเภทพอลิฟนอล มสีูตรโครงสรางทางเคมีเปนวงแหวนแอโร

มาติก ที่มจีํานวนหมูไฮดรอกซลิ รวมอยูในโมเลกุล ต้ังแต 2 วงข้ึนไป มีโครงสราง benzo-y-pyroneสามารถ

ละลายในนํ้าได สวนใหญมักพบอยูรวมกับนํ้าตาลในรูปของสารประกอบไกลโคไซด มีสาร apigenin, galangin, 

flavone และ flavonol, glycosides, isoflavones, flavanones และ chalcones ที่มีฤทธ์ิยับย้ังการอกัเสบจาก
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แบคทีเรีย (Kumar and Pandey, 2013) โดยฟลาโวนอยดจะเขาผานเขาชองของเย่ือหุมเมมเบรนและชักนําให

เกิดการแตกหักของดีเอ็นเอ (Du et al., 2017)  

เควอซิทิน (C15H10O7) เปน 1 ใน 6 subclasses ของฟลาโวนอยดที่สําคัญ พบไดในพืชและพรอพอลิส มี

ลักษณะเปนผงสเีหลืองเขม มรีากศัพทมาจากภาษาละตินคือ quercetum สามารถละลายไดนอยในนํ้า ละลายได

มากในไขมันและแอลกอฮอล มีคุณสมบัติในการตานอนุมลูอิสระ ตานการแข็งตัวของหลอดเลือด ตานการอกัเสบ 

ตานสารกอมะเร็ง ตานแบคทีเรีย ตานไวรัส ปกปองระบบประสาท ไดรบัการรับรองความปลอดภัย GRAS 

(Generally Recognized As Safe) จึงเปนที่นิยมในการใชรักษาโรค (Jaisinghani, 2017) ออกฤทธ์ิยับย้ัง

แบคทีเรียแทบทุกสายพันธุ โดยเฉพาะแบคทีเรียในทางเดินอาหาร ทางเดินหายใจ ระบบขับถาย ผิวหนัง (David 

et al., 2016)  

Dimethyl sulfoxide (DMSO) เปนสารอินทรียทีม่ีข้ัวสูง ไมมีสี กลิ่นคลายกระเทียม มีคุณสมบัติในการ

ขนสงโมเลกุลขนาดเล็กผานเย่ือหุมและแนวกั้นทีห่ลากหลาย DMSO ถูกนํามาใชเปนตัวทําละลายในทางการเภสัช

ศาสตร เน่ืองจากทําละลายไดดีทั้งสารมีข้ัวและไมมีข้ัว อีกทัง้ยังมปีระสิทธิภาพในการกระตุนตัวยา (Capriotti and 

Capriotti, 2012)  

การยอยสลายดีเอ็นเอ (DNA degradation) คือการสลาย phosphodiester bond หรอืพันธะ 

phosphodiester ภายในสาย DNA และ/หรือการสลายพนัธะไฮโดรเจนระหวางสาย DNA ทําให DNA ถูกทําลาย

ลง อาจเกิดไดจากหลายสาเหตุ เชน ไดรับความรอน สารเคมี หรอืรงัสบีางชนิด ทําใหเซลลน้ันไมสงัเคราะหโปรตีน

อีก การทําลายในลักษณะน้ีเกี่ยวของกบัการตายของเซลล แบบทีเ่รียกวา apoptosis เปนการตายของเซลลโดย

เซลลมกีารหดตัวเลก็ลง นิวเคลียสแตกออกเปนช้ิน (Kawane et al., 2014)  

จะเห็นไดวา พรอพอลสิสามารถตานแบคทเีรียกอโรคได อยางไรก็ตาม ยังขาดขอมูลในสวนที่วามีการยอย

สลาย DNA ของแบคทเีรียหรือไม จึงเลอืกศึกษาการออกฤทธ์ิของพรอพอลสิตอการยอยสลายพลาสมิด DNA ของ 

E.coli ที่ทําใหเกิดการติดเช้ือในระบบทางเดินอาหารของมนุษย  
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บทท่ี 2  

วัตถุประสงคของโครงการวิจัย  

 

เพื่อทําการศึกษาผลของสารสกัดเควอซิทินบรสิุทธ์ิที่มีตอการยอยสลายดีเอ็นเอ (DNA degradation) ของ

แบคทีเรีย Escherichia coli ที่กอโรคในมนุษย  
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บทท่ี 3  

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

1. ทําการเลี้ยงแบคทีเรีย Escherichia coli 

 การทดลองน้ีใช E. coli strain top 10   

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  

1. เตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือแบบแข็ง nutrient agar (NA) ดวย NA Himedia 14 กรัม นํ้ากลั่น 500 

มิลลิลิตร  

2. เตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือแบบเหลว nutrient broth (NB) ดวย NB Conda 4 กรัม นํ้ากลั่น 500 

มิลลิลิตร  

3. นํา NA และ NB ไปทําใหปลอดเช้ือโดย autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 

นาที ที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว  

4. เก็บ NB ในอุณหภูมิหอง  

5. เติม NA ที่อุนแลวลงในจานเพาะเช้ือ 20 ใบปริมาณพอประมาณใน laminar flow รอจนแข็งตัว

เก็บที่ 4 องศาเซลเซียส 

ทําการ heat shock transformation 

นํา pGEM-T easy vector (50 ng) 1 ไมโครลิตร มาบมกบั culture ของ E. coli top 10ปรมิาตร 50 

ไมโครลิตร ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลวนําไปทํา heat shock ที่ 42 องศาเซลเซียส 40วินาที และ

นําไปแชในนํ้าแข็งทันทีเปนเวลา 5 นาที ทําการเติม NB ปรมิาตร 200 มิลลลิิตร ทีม่ีแอมพซิิลิน 100 ไมโครกรมัตอ

มิลลิลิตร นําไป incubate ที่ 37 องศาเซลเซียส อัตราการเขยา 130 รอบตอนาที เปนเวลา 12 ช่ัวโมงหลังจากน้ัน

ทําการเพาะเช้ือใน NA โดยเตรียมจานเพาะเช้ือที่มี NA แลว 2 จาน หยด transformed culture ลงจานละ 100 

ไมโครลิตร ทําการ sterile ฆาเช้ือที ่spreader ดวยความรอนจากตะเกียงแอลกอฮอลกอนใชทุกครัง้ ปลอยใหเย็น 

แลวทําการเกลี่ยเช้ือใหทั่วจานจากน้ันนําไป incubate 37 องศาเซลเซียสขามคืน ทําการสังเกตโคโลนีเด่ียว ๆ บน

อาหารเลี้ยงเช้ือ NA 
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คัดเลือกโคโลนีเด่ียว  

ทําการ sterile ฆาเช้ือที ่needle loop ดวยความรอนจากตะเกียงแอลกอฮอล ปลอยใหเย็นใช needle 

loop เข่ียโคโลนีใหติดข้ึนมาเล็กนอย แลวใสลงใน NB ปริมาตร 250 มิลลลิิตรนําไป incubate ที่ 37 องศา

เซลเซียส ที่อัตราการเขยา 130 รอบตอนาที เปนเวลา 12 ช่ัวโมง 

ทํา plasmid purification 

ใชชุด QIAGEN Plasmid Mini Kit (Cat No./ID: 12123, Qiagen) ข้ันตอนตาง ๆ มีดังน้ี  

1. นําหลอด eppendorf ที่บรรจุ culture 4 หลอด ๆ ละ 1 มิลลลิิตรไป centrifuge 15 นาที ที่

อัตราเร็ว 8,000 รอบตอนาที ดูดสวนใสทิง้ 

2. ทําการ lysis ดวย buffer ATL 300ไมโครลิตรตอหลอด ทําใหเย่ือหุมเซลลแตกดวย vortex 

auto รวมตัวอยางใหเหลือ 2 หลอด  

3. เติม buffer P2 300 ไมโครลิตรตอหลอด ผสมสารดวยเทคนิคกลับ invert หัวทาย 4-6 ครั้งแลว

บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาท ี

4. เติม buffer P3 300 ไมโครลิตรตอหลอด ผสมสารดวยเทคนิคกลับ invert หัวทาย 4-6 ครั้ง 

แลวบมบนนํ้าแข็งเปนเวลา 5 นาท ี

5. นําไป centrifuge 10 นาที ที่อัตราเร็ว 13,000 รอบตอนาท ี 

6. ปเปตสวนใสมาใสใน spin column นําไป centrifuge 60 วินาทีที่อัตราเร็ว 13,000 รอบตอ

นาที ทิ้งสวน flow through 

7. ลาง column ดวย buffer PB 500 ไมโครลิตร นําไปcentrifuge 60 วินาทีที่อัตราเร็ว 13,000 

รอบตอนาที ทิ้งสวน flow through 

8. ลาง column ดวย buffer PE นําไป centrifuge 60 วินาทีที่อัตราเร็ว 13,000 รอบตอนาที ทิ้ง

สวน flow through 

9. ทําการชะพลาสมิดดีเอ็นเอดวยนํ้ากลั่น 50 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง 60 วินาที และ 

centrifuge 60 วินาที ที่อัตราเร็ว 13,000 รอบตอนาที นําสวน elution ไปวัดคาการดูดกลืน

แสงที่ 260 และ 280 นาโนเมตร 

10. เก็บสวน elution ที่ -20 องศาเซลเซียส  
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เตรียม glycerol stock 

เตรียม eppendorf ที่ปลอดเช้ือจํานวน 10 หลอด เติมกลีเซอรอลที่ปลอดเช้ือ 500 ไมโครลิตร และ 

culture ของ transformed E. coli 500 ไมโครลิตร ทําการผสมสารดวยเทคนิค pipette up and down เก็บ

เช้ือแบคทีเรียไวในอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

วัดคา absorbance ratio  

วัดคา absorbance ratio ระหวาง A 260 ตอ A 280 ของพลาสมิดดวยเครื่อง spectrophotometer 

รุน Genesys 10 series ทําการเจอืจางพลาสมิด 200 เทาในนํ้ากลั่น ใชพลาสมิด 5 ไมโครลิตร นํ้ากลั่น 995 

ไมโครลิตร ผสมโดยการ vortex, นําไป centrifuge แบบ quick spin เติมสารที่ไดลงในแกวควอตซ 800 

ไมโครลิตร บันทึกผล  

ทํา gel electrophoresis  

1. ช่ัง OmniPuragarose gel 0.32 กรัม นําไปผสมกบั 1X TBE buffer 40 มิลลิลิตร คนใหเขากัน 

นําเขาไมโครเวฟเปนเวลา 1 - 2 นาที รอจนอุน 

2. เทลงใน tray, ใส comb, ทิ้งไวจนวุนแข็งตัว แลวจึงเติม 1X TBE buffer เปน running buffer 

ใหทวมแผนวุน 

3. ผสม 6X DNA loading dye 2 ไมโครลิตร กบั plasmid E. coli top 10 5 ไมโครลิตรและ 

Ecodye 2 ไมโครลิตรลงบนแผนพาราฟน ใชเทคนิค pipette up and down ใหสารเขากัน  

4. ปเปตสาร 9 ไมโครลิตร ลงใน well ของแผนวุน 

5. ใช 100bp DNA ladder เปน marker  

6. ตอสายเขากบัเครือ่ง EPS-300 X ต้ังคาที่ 80 โวลต เปนเวลา 40 นาที นําไปสองใตรงัส ี

ultraviolet บันทึกผลที่ได  

2. การตรวจสอบฤทธิ์ตานการเติบโตของ E. coli 

 เตรียม quercetin ความเขมขนตาง ๆ 

1. เตรียมหลอด eppendorf 5 หลอด  

2. เติม quercetin SIGMA ปริมาณ 0, 0.002, 0.004, 0.006, 0.008 กรัม ลงในแตละหลอด 

ตามลําดับ  

3. เติมนํ้ากลั่น 500 ไมโครลิตร  
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4. ทําข้ันตอนยอยที่ 1-2 ซ้ํา แตเปลี่ยนตัวทําลายเปน dimethyl sulfoxide (DMSO) 500 

ไมโครลิตร  

5. เก็บสารไวในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

ใชวิธี disc diffusion assay  

1. ทําการเกลี่ย transformed E. coli top 10 cultureในปริมาตร 100 ไมโครลิตร บนอาหารเลี้ยง

เช้ือ NAในจานแกวที่มีเสนผานศูนยกลาง 11 เซนติเมตร ทิง้ไวใหแหง  

2. จากน้ันนําแผน paper disc จุมลงในสารละลายเควอซทิินตามความเขมขนทีเ่ตรียมไว วาง 

paper disc ลงบน NA กดเบา ๆ  

3. นําไปบมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 คืน จากน้ันวัดเสนผานศูนยกลางของบริเวณที่

ไมพบแบคทเีรีย (clear zone) ในอาหารเลี้ยงเช้ือดวย vernier caliper  

4. ทําการทดลองซ้ําทัง้หมด 3 ซ้ํา นําเสนอขอมูลในรูปของคาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

วิเคราะหขอมูลทางสถิติดวยวิธี One-way Analysis of Variance (ANOVA) เปรียบเทียบความ

แตกตางทางสถิติ โดยพิจารณาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ 95% (p < 0.05)  

3. ตรวจสอบการยอยสลายพลาสมิดดีเอ็นเอ E. coli 

ทําการบมพลาสมิดดีเอ็นเอรวมกับสารละลายเควอซิทิน โดยใชคาความเขมขน0.004 กรมั/มลิลลิิตรโดย

ใชอาหารเลี้ยงเช้ือเปนตัวควบคุม มีข้ันตอนการเตรียมสารทีใ่ช 2 ชุด ดังน้ี  

1. เตรียมชุด control ดวย NB 30 มิลลลิิตร, E. coli glycerol stock 100 ไมโครลิตร  

2. เตรียมชุด treatment ดวย NB 29 มิลลลิิตร, E. coli glycerol stock 100 ไมโครลิตร, 

สารละลายเควอซิทินใน DMSO 1 มิลลลิิตรที่มเีควอซิทิน 0.012 กรัม 

นําไปบมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่อัตราการเขยา 100 รอบตอนาที เปนเวลา 2 คืน  

จากน้ันหยดเช้ือที่ไดรบัการบมลงในจานเพาะเช้ือชุดละ 3 ใบ ๆ ละ 100 ไมโครลิตร ทําการ sterile ฆา

เช้ือ spreader กอนใชเกลี่ยเช้ือลงบน NA นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน บันทึกผลที่ได  
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บทท่ี 4  

ผลการวิจัย  

 

1. การเลีย้งเชื้อ transformed Escherichia coli top 10 

เมื่อเลี้ยงแบคทีเรีย transformed E. coli top 10 ใน NB พบวาหลงันําไปบม culture จะมลีักษณะขุน

ข้ึน และเมื่อนําไปเลี้ยงบน NA จะพบโคโลนีมลีักษณะเปนสีขาว เมื่อทดลองทําการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอของ 

transformed E. coli top 10 ไดผลดังในตารางที่ 1 

ตารางท่ี 1 ผลการวัดคา absorbance ratio ของพลาสมิดดีเอ็นเอของ transformed E. coli top 10 

plasmid Abs 260 Abs 280 Abs 260 / 280 

1 (control)  0.000  0.000  0.000  

2 0.010  0.007  1.429  

3  0.001  0.002 0.500  

 

จากตารางที่ 1 ผลการวัดคา absorbance ratio ของพลาสมิดดีเอ็นเอของ transformed E. coli top 

10 พบวาในหลอดที่ 2 และ 3 เปน 1.429 และ 0.500 ตามลําดับ เมือ่นําพลาสมิดดีเอ็นเอของ transformed E. 

coli top 10 มาทํา agarose gel electrophoresis ไดผลดังในรูปที่ 1 

 

รูปท่ี 1 แสดงผลการทํา gel electrophoresis  



10 

2. การตรวจสอบฤทธิ์ตานการเติบโตของ E. coli 

ตารางท่ี 2 แสดงความสามารถในการยับย้ังการเติบโตของ E. coli ของเควอซิทินในนํ้ากลั่นที่ความเขมขนตาง ๆ 

ความเขมขนของ 

เควอซิทิน 

(กรัม/มิลลิลิตร) 

เสนผานศูนยกลาง clear zone (มิลลิเมตร) 

A1 A2 A3 ۯഥ ± SD 

0 7.20 7.30 7.15 7.22 ± 0.08  

0.12 8.10 8.10 7.50 7.90 ± 0.35  

0.24  8.65 8.60 8.65 8.63 ± 0.03 

0.36  8.75 8.65 8.60 8.67 ± 0.08 

0.48  8.85 8.65 8.90 8.80 ± 0.13  

หมายเหตุ เมื่อทดการทดลองจริงไดเพิ่มเวลา incubate เปน 2 คืน เน่ืองจากผลในคืนที่ 1 สังเกตไดไมชัดเจน  

จากตารางที่ 2 แสดงความสามารถในการยับย้ังการเติบโตของ E. coli ของเควอซิทินในนํ้ากลั่นที่ความ

เขมขนตาง ๆ พบวาเควอซิทินในนํ้ากลั่นที่ความเขมขน 0, 0.12, 0.24, 0.36 และ 0.48 กรัม/มิลลิลิตร หลงัผาน

การบมจะทําใหเกิดเสนผานศูนยกลาง clear zone ที่ 7.22 ± 0.08, 7.90 ± 0.35, 8.63 ± 0.03, 8.67 ± 0.08 

และ 8.80 ± 0.13 มิลลิเมตร ตามลําดับ    

ตารางท่ี 3 แสดงความสามารถในการยับย้ังการเติบโตของ E. coli ของเควอซิทินใน DMSO ที่ความเขมขนตาง ๆ 

ความเขมขนของ 

เควอซิทิน 

(กรัม/มิลลิลิตร) 

เสนผานศูนยกลาง clear zone (มิลลิเมตร) 

B5 B2 B3 ۰ഥ ± SD 

0 7.20 7.45 7.15 7.27 ± 0.16  

0.12 8.35 8.30 8.20 8.28 ± 0.08  
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0.24  8.55 8.35 8.55 8.48 ± 0.12  

0.36  8.65 8.75 8.65 8.68 ± 0.06 

0.48  9.20 9.10 9.40 9.23 ± 0.15  

 

จากตารางที่ 3 แสดงความสามารถในการยับย้ังการเติบโตของ E. coli ของเควอซิทินใน DMSO ที่ความ

เขมขนตาง ๆ พบวาเควอซิทินในนํ้ากลั่นที่ความเขมขน 0, 0.12, 0.24, 0.36 และ 0.48 กรัม/มิลลิลิตร หลงัผาน

การบมจะทําใหเกิดเสนผานศูนยกลาง clear zone ที่ 7.27 ± 0.16, 8.28 ± 0.08, 8.48 ± 0.12, 8.68 ± 0.06 

และ 9.23 ± 0.15 มิลลิเมตร ตามลําดับ    

ตารางท่ี 4 วิเคราะหผลของเควอซทิินในนํ้ากลั่นที่ความเขมขนตาง ๆ ที่สามารถยับย้ังการเติบโตของ E. coli ทาง

สถิติดวยวิธี One-way Analysis of Variance (ANOVA) ที่ความเช่ือมั่น 95%  

ANOVA 

Source Degrees of 

freedom 

Sum of 

squares 

Mean 

square 

F Sig. 

Between groups 4 5.439 1.3560 45.328 .000 

Within groups 10 .300 0.03  

Total 14 5.739  

 

ความเขมขนของเควอซิทิน (กรัม/มิลลลิิตร) ۯഥ ± SD Tukey HSD 

0 7.22 ± 0.08  a  

0.12 7.90 ± 0.35 b 
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0.24 8.63 ± 0.03 c 

0.36 8.67 ± 0.08 c 

0.48 8.80 ± 0.13 c 

 

จากตารางที่ 4 คา Sig. มีคาเทากบั 0.000 ซึ่งนอยกวา 0.05 จึงยอมรับวาคาเฉลี่ยของเสนผานศูนยกลาง 

clear zone อยางนอย 2 ความเขมขนมีคาแตกตางกัน เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยแบบ Tukey HSD คาเฉลี่ยที่มี

อักษรตางกัน หมายความวา คาเฉลี่ยมีคาแตกตางกันอยางมนัียสําคัญทางสถิติที่ความเช่ือมั่น 95% 

ตารางท่ี 5 วิเคราะหผลของเควอซทิินใน DMSO ที่ความเขมขนตาง ๆ ที่สามารถยับย้ังการเติบโตของ E. coli ทาง

สถิติดวยวิธี One-way Analysis of Variance (ANOVA) ที่ความเช่ือมั่น 95%  

ANOVA 

Source Degrees of 

freedom 

Sum of 

squares 

Mean 

square 

F Sig.  

Between groups 4 6.238 1.559 108.797 .000 

Within groups 10 .143 .014  

Total 14 6.381  

 

ความเขมขนของเควอซิทิน (กรัม/มิลลลิิตร) ۰ഥ ± SD Tukey HSD 

0 7.27 ± 0.16 a 

0.12 8.28 ± 0.08 b 

0.24 8.48 ± 0.12 bc 
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0.36 8.68 ± 0.06 c 

0.48 9.23 ± 0.15 d 

 

จากตารางที่ 5 คา Sig. มีคาเทากบั 0.000 ซึ่งนอยกวา 0.05 จึงยอมรับวาคาเฉลี่ยของเสนผานศูนยกลาง 

clear zone อยางนอย 2 ความเขมขนมีคาแตกตางกัน เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยแบบ Tukey HSD คาเฉลี่ยที่มี

อักษรตางกัน หมายความวา คาเฉลี่ยมีคาแตกตางกันอยางมนัียสําคัญทางสถิติที่ความเช่ือมั่น 95% 

ตารางท่ี 6 วิเคราะหผลของเควอซิทินในนํ้ากลั่นและ DMSO ที่ความเขมขนตาง ๆ ที่สามารถยับย้ังการเติบโตของ 

E. coli ทางสถิติดวยวิธี Two-way Analysis of Variance (ANOVA) ที่ความเช่ือมั่น 95%  

ANOVA 

Source Degrees of 

freedom 

Sum of 

squares 

Mean 

square 

F  Sig.  

Intercept 2075.008 1 2075.008 60584.185 .000 

Concentration  11.298 4 2.825 82.470 .000 

Solvent .161 1 .161 4.710 .040 

Error .822 24 .034  

Total 2087.290 30  

  

จากตารางที่ 6 คา Sig. ของ concentration มีคาเทากบั 0.000 ซึ่งนอยกวา 0.05 จึงยอมรับวาคาเฉลี่ย

ของเสนผานศูนยกลาง clear zone อยางนอย 2 ความเขมขนมีคาแตกตางกัน คา Sig. ของ solvent มีคาเทากบั 

0.040 ซึ่งนอยกวา 0.05 จึงยอมรับวาคาเฉลี่ยของเสนผานศูนยกลาง clear zone ในตัวทําละลายที่ตางกันมีคา

แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ความเช่ือมั่น 95%   
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รูปท่ี 2 กราฟวิเคราะหผลของเควอซทิินที่ความเขมขนตางๆ ที่สามารถยับย้ังการเติบโตของ E. coli 

 

รูปท่ี 3 กราฟวิเคราะหผลของตัวทําละลายของเควอซิทินทีส่ามารถยับย้ังการเติบโตของ E. coli 

3. ตรวจสอบการยอยสลายพลาสมิดดีเอ็นเอ E. coli  

 ในชุด treatment ผูวิจัยเลือกใชเควอซทิินที่มีความเขมขนสูงสุดที่เลือกใชซึง่มีความเขมขน 0.48 กรัม/

มิลลิลิตร แตเน่ืองจากชุด treatment ไมมีการเจริญของ E. coli เลย จึงไมสามารถนําไปตรวจสอบการยอย

สลายพลาสมิดดีเอ็นเอได  
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ตารางท่ี 7 ผลการบมพลาสมิดดีเอ็นเอ ขอมลูจากการทดลอง 3 ซ้ํา  

ชุดการทดลอง การเติบโตของ E. coli 

ชุด control  มี  

ชุด treatment  ไมมี  

 

จากตารางที่ 7 แสดงผลการบมพลาสมิดดีเอ็นเอ ขอมูลจากการทดลอง 3 ซ้ํา พบวาในชุด control มีการ

เติบโตของ E. coli และในชุด treatment ไมมีการเติบโตของ E. coli ทั้ง 3 ซ้ํา  
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บทท่ี 5  

สรุปและวิจารณผลการวิจัย  

 

แบคทีเรีย E. coli สามารถเจรญิเติบโตไดเร็ว คาการดูดกลืนแสงหาจากตารางที่ 1 คา Abs260/280 

หลอดที่ 2 อยูที่ 1.429 หลอดที่ 2 อยูที่ 0.500 แสดงวามีการปนเปอนของโปรตีน เมื่อนําไปทํา gel 

electrophoresis ก็ใหผลดังรูปที่ 1 ซึ่งแถบดีเอ็นเอสงัเกตไดไมชัดเจน ทั้งน้ีอาจเกิดจากขอผิดพลาดของผูทดลอง

หรือชุดเครื่องมือที่ใชไมเหมาะสม  

จากการศึกษาการหาความสามารถในการยับย้ังการเติบโตของ E. coli ของเควอซิทินใหผลดังตารางที่ 2 

และตารางที่ 3 คือเสนผานศูนยกลางของ clear zone แปรผันตามความเขมขนของเควอซิทิน ผลการวิจัยน้ี

สอดคลองกบังานวิจัยของ Torres et al. (2018) ที่รายงานวา สารสกัดพรอพอลสิจากชันโรงมีคุณสมบัติในการ

ยับย้ังการเจรญิของแบคทเีรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ ข้ึนอยูกับปริมาณฟลาโวนอยด ซึ่งเควอซิทินเปน

สารประกอบที่ใหประสิทธิภาพสงู (Ristivojević et al, 2016) โดยจะทําใหเย่ือหุมเซลลเสียหาย เซลลแบคทีเรีย

เกิดการรั่ว  

เมื่อนําไปวิเคราะหขอมูลทางสถิติดวยโปรแกรม IBM SPSS Statistics 22 พบวาไดผลดังตารางที่ 4 

ตารางที่ 5 และตารางที่ 6 กลาวคือ DMSO มีความเหมาะสมทีจ่ะใชเปนตัวทําละลายเพราะละลายไดงาย และยัง

สามารถกระตุนประสิทธิภาพของเควอซิทินอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ซึ่งความเขมขนที่ใหผลการยับย้ังการเติบโต

ของ E. coli ที่ดีที่สุดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติคือ 0.48 กรมั/มิลลลิิตร จึงเลือกใชไปตรวจสอบการยอยสลาย 

พลาสมิดดีเอ็นเอ  

หลงัจากนําสารชุด control และ treatment ไปทําการเพาะเช้ือ เมื่อผานไป 2 คืนพบวาในชุด control 

มีการเจริญของ E. coli โดยสังเกตไดจากการข้ึนตะกอนขาวขุน แตในชุด treatment ไมมีการเจริญของ E. coli

เมื่อสังเกตดวยตาเปลา กลาวคือสารมีลกัษณะเปนสีเหลืองเขมตามสีของเควอซิทินแตไมมีตะกอนของเช้ือ และเมือ่

นําไปเลี้ยงบน NA ไดผลตามตารางที่ 7 คือ E. coli ในชุด control สามารถเจริญไดตามปกติ แตในชุด 

treatment ไมสามารถเจริญไดเลย จึงไมสามารถนํา culture ของเช้ือมาทํา plasmid isolation และ agarose 

gel electrophoresis เพื่อสงัเกตการยอยสลายพลาสมิดดีเอ็นเอได ในการทดลองครัง้ตอไปจึงควรหาความเขมขน

ของเควอซิทินที่เหมาะสมตอไป  
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