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 ในงานวิจัยนีไ้ด้ท าการเก็บตัวอย่างเห็ดจากพืน้ท่ีต่าง  ๆ ในประเทศไทยจ านวน 25 
ตวัอย่างและจัดจ าแนกโดยตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายนอกและภายใน พบว่า
สามารถจดัจ าแนกเห็ดได้ 8    ด คือ Amanita chepangiana Tulloss & Bhandary., Boletus 
vermiculosoides Smith & Thiers., Lentinus polychrous Lev’., Russula virescens 
(Schaeff.) Fr., Ganoderma colossus (Fr.) Baker., Lepiota sp., Phallus rugulosus [Fisch.] 
Kuntze และ Psilocybe cubensis [Earle] Sing. เม่ือท าการสกดัสารสกัดหยาบจากดอกเห็ดทัง้ 
8    ดและเส้นใยบริสทุธ์ิ 2    ดคือ PBRU-W0157 และ Schizophyllum commune และท าการ
วดัปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ด้วยวิธี antrone test พบว่าสารสกัดหยาบจาก S. commune มี
ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์มากท่ีสดุคือ 6.56 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร น าสารสกดัหยาบมาทดสอบฤทธ์ิ
ทางชีวภาพในการยบัยัง้เซลล์มะเร็งปอดและผลต่อการเ     ของเซลล์ตบัป    พบว่าสารสกัด
หยาบจากเห็ด   ด B. vermiculosoides มีประสิทธิภาพสงูสดุในการยบัยัง้เซลล์มะเร็งปอด ด 
เท่ากบั 96.56 เปอร์เซ็นต์และ                  ปอด ด  50 เปอร์เซ็นต์ (IC50) ท่ีความเข้มข้น 0.08 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีระดับความเข้มข้นนีมี้ผลต่อเซลล์ตบัป   น้อย า เม่ือเทียบกับเซลล์  
มะเร็งปอด โดย        า             9.92 เปอร์เซ็นต์     อท าการแยกพอลิแซ็กคาไรด์ออกจาก        
สารสกัดหยาบจากเห็ด   ด B. vermiculosoides ด้วยวิธี ultrafiltration, ion exchange 
chromatography  และ gel filtration chromatography และน าพอลิแซ็กคาไรด์มาท าการ
วิเคราะห์โครงสร้างด้วย 1H NMR พบวา่กราฟของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีได้มีลกัษณะและคา่ coupling 
constant ใกล้เคียงกบั  ป   ของพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดเบต้า-กลแูคน    า           ด          า 
 อ       า  ด  า  B. vermiculosoides  า า    า า    า   ป                    า    
    า        ป        ด  
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 In this research, twenty-five basidiocarps of mushroom samples were collected from 
natural areas in Thailand and identified using morphological examination including macroscopic 
and microscopic observation. Eight mushrooms were successfully identified as Amanita 
chepangiana Tulloss & Bhandary., Boletus vermiculosoides Smith & Thiers., Lentinus polychrous 
Lev’., Russula virescens (Fr.) Baker., Ganoderma colossus (Schaeff.) Fr., Lepiota sp., Phallus 
rugulosus [Fisch.] Kuntze and Psilocybe cubensis [Earle] Sing. The fruiting bodies of all eight 
species and two mycelia of PBRU-W0157 and Schizophyllum commune were extracted for their 
polysaccharides using hot water extraction. Polysaccharide content  was assessed using anthrone 
test method. It was found that S. commune contained the highest polysaccharide content as 6.56 
mg/ml. The extracted polysaccharides were tested for biological activities against lung cancer and 
hepatic cell lines. The crude polysaccharides from B. vermiculosoides indicated the highest 
inhibitory activity against lung cancer cell lines (95.56% cell inhibition) and showed 50% cell 
inhibition (IC50) at 0.08 mg/ml. At concentration of IC50, the polysaccharides affected the hepatic 
cell lines with 9.92% cell inhibition. The polysaccharides were purified using ultrafiltration,            
ion exchange chromatography and gel filtration chromatography and analyzed using 1H NMR.   
The NMR spectra and coupling constants of B. vermiculosoides polysaccharides were resemble 
to the pattern of β-glucan polysaccharide. This research suggested that polysaccharide from                       
B. vermiculosoides can be potentially developed and applied for cancer treatment. 
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บทที่  1 

บทน า 
 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 

เซลล์มะเร็งเป็นเซลล์ของร่างกายท่ีมีความผิดปกติท่ีสารพนัธุกรรม ส่งผลให้เซลล์
มีการเพิ่มจ านวนอย่างรวดเร็วและมากกว่าปกติ เกิดก้อนเนือ้ท่ีผิดปกติ ในท่ีสุดก็จะเกิด
การตายของเซลล์บริเวณก้อนเนือ้ท่ีผิดปกตนิัน้ นอกจากความผิดปกติท่ีสารพนัธุกรรมแล้ว
ยงัมีปัจจยัอีกหลายอย่างท่ีท าให้เกิดมะเร็ง เช่น การท างานท่ีผิดปกติของระบบภูมิคุ้มกัน
ภายในร่างกายมนษุย์เอง เป็นต้น ท าให้การรักษาโรคมะเร็งท าได้ยาก ดงันัน้มะเร็งจึงเป็น
สาเหตกุารตายอนัดบัต้น ๆ ของมนษุย์ในปัจจบุนั (El-Gohary, 2008) ส าหรับยาหรือสาร
ท่ีใช้ในการรักษานัน้มีราคาแพง ต้องน าเข้าจากต่างประเทศ และมกัพบอาการข้างเคียง
ด้วยเสมอ เน่ืองจากสารเคมีจากตวัยาไปท าลายเซลล์ปกติบางส่วนด้วย เพราะฉะนัน้จึงมี
การศกึษาค้นคว้าเพ่ือหาสารใหม ่ๆ ท่ีมีราคาถกู ปลอดภยัและมีประสิทธิภาพใกล้เคียงกนั
กบัยาท่ีใช้ในปัจจบุนัและไมท่ าลายเซลล์ปกตเิพ่ือมาพฒันาเป็นยาส าหรับใช้ทดแทน  พอลิ
แซ็กคาไรด์ (polysaccharide) จากเห็ด (mushroom) ก็เป็นหนึ่งในสารเหล่านัน้  เห็ดเป็น
กลุ่มของสิ่งมีชีวิตท่ีเติบโตจากรูปแบบของเส้นใยต่อเม่ือถึงระยะสร้างเซลล์สืบพันธุ์จึง
รวมตวัเป็นกลุ่มก้อนเกิดเป็นโครงสร้างหรือดอกขนาดใหญ่มองเห็นได้ด้วยตาเปล่า เห็ด
สามารถจดัจ าแนกไว้ใน 2 ไฟลมั (phylum) คือเบซิดิโอไมโคตา (basidiomycota) และ
แอสโคไมโคตา (ascomycota) แต่เห็ดส่วนใหญ่อยู่ในไฟลัมเบซิดิโอไมโคตา (วินัย       
กลิ่นหอม, 2548; อนงค์ จันทร์ศรีกุล และคณะ, 2551)  พอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดเป็น      
พอลิเมอร์ (polymer) ของคาร์โบไฮเดรต (carbohydrate) ท่ีพบได้เป็นจ านวนมากบน  
ผนงัเซลล์ (Moradali et al, 2007) โดยพอลิแซ็กคาไรด์สายหลกัท่ีพบจะเป็นโครงสร้างของ
น า้ตาลกลูโคส (glucose) ต่อกันเป็นสายยาวด้วยพนัธะเบต้า – (1,3) [ β – (1,3) ]     
เรียกว่า กลูแคน (glucans) ซึ่งละลายน า้ได้ ส าหรับช่ือเรียกของพอลิแซ็กคาไรด์ตวัอ่ืน     
ท่ีพบในเห็ดเช่น เฮทเทอโร-เบต้า-กลูแคน (hetero-β-glucans), อลัฟา-แมนโน-เบต้า-   
กลแูคน-คอมเพล็กซ์ (α-manno-β-glucan complexs) หรือเรียกตามชนิดของเห็ดนัน้ ๆ 
เช่น เลนติแนน (lentinan) จาก Lentinus edodes เป็นต้น ตา่งก็มีโครงสร้างสายหลกัเป็น
กลูแคนทัง้สิน้แต่แตกต่างกันท่ีชนิดของน า้ตาลท่ีมาต่อเป็นโซ่ก่ิงท่ีพันธะเบต้า – (1,6)        

   



2 

 

[ β - (1,6) ] ซึ่งส่งผลให้มีคุณสมบตัิในการต้านเซลล์มะเร็งได้ต่างกันด้วย (Mizuno, 
1996, 1999; Wasser and Weis, 1999; Ikekawa, 2001) 

ปริญญา รัตนะพิมาน (2535) ได้ท าการผลิตสารท่ีมีฤทธ์ิต่อต้านมะเร็งจากเห็ด
หม่ืนปี Ganoderma lucidum (Fr). Karst. โดยน าเส้นใยและดอกเห็ดมาสกดัด้วยน า้ร้อน 
และท าการตกตะกอนด้วยเอธานอล (ethanol) แล้วน าไปผ่านคอลัมน์โครมาโทรกราฟี 
(column chromatography) ได้สารพอลิแซ็กคาไรด์ออกมา น าไปทดสอบการออกฤทธ์ิ
ตอ่ต้านการเจริญของเซลล์มะเร็งปากมดลูกของคนท่ีเจริญในหนูไมซ์ไร้ขน (nude mice) 
พบว่า สารพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีแยกได้จากทัง้เส้นใยหรือดอกเห็ดมีฤทธ์ิยบัยัง้การเจริญของ
เซลล์มะเร็งในหนูไร้ขนสูงมาก และเม่ือทดสอบความเป็นพิษของสารพอลิแซ็กคาไรด์ท่ี
แยกได้ โดยการฉีดให้แก่หนูไร้ขน พบว่า มีค่า LD50 สูงถึง 6,000 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม
น า้หนกั       น     น ตลอดระยะเวลาท่ีท าการทดลอง 90 วนัซึง่แสดงว่าสารท่ีสกดัได้ไม่
มีผลต่อเซลล์ปกติและยังพบว่าน า้หนักตัวของหนู    นไม่มีการเปล่ียนแปลงอย่างมี
นยัส าคญัในทกุกลุม่การทดลอง 

ส าหรับประเทศไทยซึ่งเป็นพืน้ท่ีเขตร้อนชืน้นบัเป็นบริเวณท่ีมีความหลากหลาย
และปริมาณของเห็ดเป็นจ านวนมาก แตย่งัไม่ได้น ามาศกึษาเก่ียวกบัเร่ืองนีม้ากนกั ดงันัน้
งานวิจยันีจ้ึงมุ่งท่ีจะท าการสกัดสารพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดในประเทศไทยเพ่ือทดสอบ
ประสิทธิภาพในการต้านเซลล์มะเร็งและน าไปประยกุต์ใช้ตอ่ไป 

 
1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
  
  เพ่ือสกัดพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดบางชนิดในประเทศไทย และทดสอบฤทธ์ิทาง
 ชีวภาพของพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดในการต้านเซลล์มะเร็งปอด 
 
1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
 

1) ศกึษาค้นคว้าและรวบรวมข้อมลูจากเอกสารท่ีเก่ียวข้องกบังานวิจยั 
2) ส ารวจและเก็บตวัอยา่งเห็ดจากพืน้ท่ีตา่ง ๆ ในประเทศไทย 
3) จดัจ าแนกตวัอยา่งเห็ดท่ีเก็บได้โดยการตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวิทยา 
4) คดัเลือกและเตรียมดอกเห็ดหรือเส้นใยบริสุทธ์ิอบแห้งท่ีคดัแยกได้ก่อนสกัดสารพอลิ

แซ็กคาไรด์ 
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5) สกดัสารพอลิแซ็กคาไรด์จากดอกเห็ดหรือเส้นใยบริสทุธ์ิอบแห้ง 
6) หาปริมาณสารพอลิแซ็กคาไรด์ด้วยวิธี anthrone test 
7) ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพตอ่การต้านเซลล์มะเร็ง 
8) วิเคราะห์โครงสร้างของพอลิแซ็กคาไรด์ 
9) วิเคราะห์ข้อมลู สรุปผล และเขียนวิทยานิพนธ์ 

 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 
  ทราบข้อมูลของสารสกัดพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดบางชนิดในประเทศไทยท่ีมี
 ประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเซลล์มะเร็ง 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 
2.1 แนวคิดและทฤษฎี 
  
 2.1.1 มะเร็งและสาเหตขุองการเกิดมะเร็ง 
     
          มะเร็ง (cancer) คือกลุ่มของโรคท่ีเกิดเน่ืองจากเซลล์ร่างกายมีความผิดปกติ ส่งผล
ให้เซลล์มีการเจริญเติบโต มีการแบ่งตวัเพ่ือเพิ่มจ านวนเซลล์รวดเร็วและมากกว่าปกติ ดงันัน้จึง
อาจท าให้เกิดก้อนเนือ้ท่ีผิดปกติ และในท่ีสุดก็จะท าให้เกิดการตายของเซลล์ในก้อนเนือ้นัน้ โดย
ปกติแล้วเซลล์ทั่วไปจะมีการแบ่งเซลล์ประมาณ 50 ถึง 70 ครัง้ จึงจะเข้าสู่การตายของเซลล์ใน
กระบวนการเจริญปกติ (apoptosis) แต่เซลล์มะเร็งนัน้สามารถเจริญเติบโตได้ไม่สิน้สุด 
(immortal) และสามารถบกุรุกไปสู่เซลล์ข้างเคียงได้อีกด้วย (metastasis) ส าหรับสาเหตขุองการ
เกิดมะเร็งสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ประเภทคือ เกิดจากสิ่งแวดล้อมภายนอกร่างกาย ได้แก่    
สารก่อมะเร็งท่ีปนเปื้อนในอาหารและเคร่ืองด่ืม สารพิษจากเชือ้ราท่ีมีช่ือว่า อัลฟาทอกซิน 
(alfatoxin) สารก่อมะเร็งพวกไฮโดรคาร์บอน (hydrocarbon) ท่ีเกิดจากการปิ้งย่าง สีผสมอาหาร
ท่ีมาจากสีย้อมผ้า รังสีเอ็กซเรย์ (X-ray) และรังสีอลุตร้าไวโอเลต (ultraviolet) จากแสงแดด การติด
เชือ้ไวรัสฮิวแมนแพบพิลโลมา (humanpapillomaviruses) การสูบบุหร่ีและการด่ืมสุรา เป็นต้น 
(Daba และ Ezeronye, 2003) และเกิดจากความผิดปกติภายในร่างกายท่ีสารพนัธุกรรมหรือ      
ดีเอ็นเอของยีน (gene) ท่ีมีบทบาทในกระบวนการแบ่งตัวของเซลล์ 2 ชนิดคือ ทิวเมอร์              
ซบัเพรสเซอร์ยีน (tumor suppressors gene) และออนโคยีน (oncogene) โดยออนโคยีนนัน้เป็น
ยีนท่ีมีบทบาทกระตุ้นให้เซลล์มีการแบง่ตวัและท าให้เกิดวฏัจกัรของเซลล์ (cell division) แตก่าร
ท างานของออนโคยีนจะถูกควบคมุโดยทิวเมอร์ซับเพรสเซอร์ยีน เพราะฉะนัน้เม่ือสารพนัธุกรรม
ของทิวเมอร์ซับเพรสเซอร์ยีนมีความผิดปกติ ก็จะท าให้การท างานของยีนดังกล่าวผิดปกติ ไม่
สามารถควบคมุการท างานของออนโคยีนได้ ท าให้การแบ่งเซลล์เกิดขึน้อย่างรวดเร็วจนควบคุม
ไมไ่ด้และเกิดเป็นมะเร็งดงัท่ีได้กลา่วไปแล้วข้างต้น (Gibbs, 2003) 
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 2.1.2 วิธีการท่ีใช้ในการรักษามะเร็งในปัจจบุนั 
 
          1) การรักษามะเร็งโดยวิธีศลัยกรรม (surgery) หรือการรักษาด้วยวิธีการผ่าตดัเอา
ก้อนเนือ้ท่ีเป็นมะเร็งออกโดยตรง 
          2) การรักษามะเร็งโดยวิธีรังสีรักษา (radiotherapy) คือการฉายรังสีไปยงับริเวณท่ีมี
เซลล์มะเร็งอยูโ่ดยตรงเพ่ือฆา่เซลล์มะเร็ง วิธีนีม้กัจะท าร่วมกบัวิธีการทางศลัยกรรม 
          3) การรักษาด้วยวิธีเคมีบ าบัด (chemotherapy) คือการรักษาหรือการท าลาย
เซลล์มะเร็งท่ีแหล่งก าเนิดและท่ีได้กระจายไปตามท่อน า้เหลือง กระแสเลือดหรืออวัยวะอ่ืนของ
ร่างกาย เป็นการรักษามะเร็งแบบทัง้ตวัของผู้ ป่วยมะเร็ง โดยการรับประทานยา ท่ีประกอบด้วย
สารเคมีท่ีมีความสามารถในการฆา่หรือท าลายเซลล์มะเร็งอยา่งจ าเพาะเจาะจง เป้าหมายของการ
ใช้ยาในการรักษาก็คือใช้ยาในการรักษาในปริมาณท่ีน้อย แต่มีประสิทธิภาพสูงในการท าลาย
เซลล์มะเร็ง และให้มีผลกระทบตอ่เซลล์ปกติ (normal cell) ของร่างกายน้อยท่ีสดุเท่าท่ีจะเป็นได้ 
ส าหรับตวัยาท่ีนิยมใช้ในปัจจบุนัมีหลายชนิด ได้แก่ แอสไพริน (aspirin) ไพรอกซิแคน (piroxican) 
อินโดเมทาซิน (indomethacin) เป็นต้น ตัวยาเหล่านีจ้ะไปยับยัง้การท างานของเอนไซม์          
ไซโคลออกซิจิเนส (cyclooxygenase หรือ COX) ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีท าหน้าท่ีกระตุ้นการเปล่ียน
กรดอะราชิโดนิค (aracidonic acid) ไปเป็นสารโพรสตาแกรนดิน (prostaglandin) ซึ่งมีฤทธ์ิ
กระตุ้นการเจริญของเซลล์มะเร็ง (Jang et al., 1997; Wasser and Weis, 1999) แตก่ารรักษา
ด้วยวิธีนีม้กัจะมีผลข้างเคียงตามมาด้วยคือ เซลล์ปกตจิะถกูท าลายไปบางสว่น 
          4) การรักษาโดยใช้ฮอร์โมน (hormone) เป็นวิธีการรักษาท่ีมีความจ าเพาะเจาะจง
สงูมาก จึงไม่คอ่ยนิยมน าวิธีนีม้าใช้ในการรักษามากนกั เช่น ผู้ ป่วยท่ีเป็นมะเร็งเต้านมในวยัหลงั
หมดประจ าเดือน จะมีการตอบสนองตอ่การรักษาด้วยวิธีนีดี้มาก เม่ือผ่าตดัเอาก้อนมะเร็งออกไป
แล้ว เป็นต้น 
          5) การรักษาโดยการเพิ่มภูมิคุ้มกันให้กับร่างกาย เป็นวิธีการรักษาท่ีน าสารสกัด  
ต่าง ๆ ท่ีมีอยู่ในธรรมชาติมาช่วยกระตุ้นภูมิคุ้มกันของร่างกายให้สูงขึน้ เช่น สารสกัดจากพืช
สมนุไพรชนิดตา่ง ๆ สารประกอบพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ด เป็นต้น วิธีนีม้กัจะท าการรักษาร่วมกับ
วิธีเคมีบ าบดั ซึ่งสามารถลดผลข้างเคียงท่ีจะเกิดกับเซลล์ปกติของร่างกายได้ แต่การรักษาโดย
วิธีการเพิ่มภูมิคุ้มกันให้กับร่างกายนีย้ังอยู่ในระหว่างการศึกษาและต้องการข้อมูลอีกมากเพ่ือ
ยืนยนัวา่ได้ผลในการรักษามะเร็ง 
          6) การรักษาท่ียีนท่ีผิดปกติและท าให้เกิดมะเร็งโดยตรง เป็นวิธีการรักษาในอนาคต
ท่ีนักวิทยาศาสตร์ก าลังคิดค้น โดยพยายามก าจัดยีนท่ีมี โอกาสหรือมีความเส่ียงในการเกิด
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โรคมะเร็งออกไป แต่วิธีการนีเ้ป็นวิธีการท่ียากท่ีสุดและไม่นิยมน ามาใช้มากนัก เน่ืองจากมี
ค่าใช้จ่ายสูงและการเกิดมะเร็งก็ไม่ได้ขึน้อยู่กับยีนแค่เพียงยีนเดียว แต่เกิดจากยีนหลายชนิด ท่ี
ท างานร่วมกนั 

 
 2.1.3 มะเร็งท่ีพบมากในเพศชายและเพศหญิง 
     
          มะเร็งเป็นโรคท่ีเกิดได้ทัง้ในเพศชายและเพศหญิง นอกจากนีย้งัเป็นสาเหตขุองการ
เสียชีวิตอนัดบัต้น ๆ ของมนษุย์ โดยมะเร็งท่ีพบมากท่ีสดุในผู้ชายคือมะเร็งปอด ซึ่งสาเหตหุลกัของ
การเกิดมะเร็งชนิดนีม้าจากการสบูบหุร่ี รองลงมาคือมะเร็งตบั ซึ่งมีสาเหตสุ่วนใหญ่มาจากการด่ืม
เคร่ืองดื่มท่ีมีแอลกอฮอล์เป็นสว่นผสม ได้แก่ สรุาและเบียร์ เป็นต้น โดยพบว่าผู้ชายเป็นมะเร็งปอด
สงูถึง 17.1 เปอร์เซ็นต์ และเป็นมะเร็งตบั 14.8 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับมะเร็งท่ีพบมากท่ีสดุในผู้หญิงคือ
มะเร็งเต้านม รองลงมาคือมะเร็งปากมดลูก โดยเป็นมะเร็งเต้านมสูงถึง 40 เปอร์เซ็นต์และเป็น
มะเร็งปากมดลกู 18.6 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 2.1 และ 2.2) 
 

 
ภาพท่ี 2.1 โรคมะเร็งท่ีพบในเพศชาย (Attasara and Buasom, 2008) 
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ภาพท่ี 2.2 โรคมะเร็งท่ีพบในเพศหญิง (Attasara and Buasom, 2008) 

 
 2.1.4 ลกัษณะการเจริญเตบิโตของเซลล์สตัว์ 
     
          เซลล์สตัว์เป็นหนว่ยพืน้ฐานของสิ่งมีชีวิตท่ีมีความบอบบาง และมีเพียงเย่ือหุ้มเซลล์ 
(membrane) หุ้มล้อมรอบออร์แกเนล (organelle) ต่าง ๆ ไว้ เซลล์สตัว์เม่ือน ามาเพาะเลีย้งใน
ภาชนะเลีย้งเซลล์จะมีการเจริญ 2 รูปแบบ ได้แก่ เกาะผิวหรือแขวนลอยในอาหารเลีย้งเซลล์ 
ส าหรับเซลล์เกาะผิว (attached cell หรือ anchorage dependent cell) เป็นลกัษณะของเซลล์
โดยทัว่ไปท่ีมีความต้องการเกาะผิวเพ่ือการเจริญเติบโต โดยมีการเกาะแผ่บนพืน้ผิวภาชนะได้เป็น 
2 รูปแบบขึน้อยู่กับชนิดของเซลล์คือ เซลล์เกาะผิวท่ีมีลักษณะบางยาวคล้ายกระสวย วางตวักัน
ห่าง ๆ และง่ายตอ่การแยกเซลล์ออกจากกนั (fibroblast like cell) และเซลล์เกาะผิวท่ีมีลกัษณะ
เป็นเหล่ียม ๆ คล้ายกระเบือ้งปพืูน้ เซลล์ชนิดนีจ้ะเรียงตวัชิดกันมาก การแยกเซลล์ออกจากกัน
สามารถท าลายเซลล์รูปแบบนีไ้ด้ในบางครัง้ การเกาะแผ่ของเซลล์เกาะผิวนีต้้องการสารท่ีช่วยใน
การยดึเกาะ (attachment factor) ร่วมกบัโปรตีนทัง้ภายในเซลล์และภายนอกเซลล์ เช่น intergrin, 
actin และ vimitin เป็นต้น สว่นเซลล์แขวนลอยเป็นเซลล์ท่ีไมส่ามารถผลิตสารท่ีช่วยในการยึดเกาะ
กับพืน้ผิวภาชนะเลีย้งเซลล์ จึงแขวนลอยเจริญในอาหารในลักษณะเป็นเซลล์เด่ียว ๆ หรือ        
กลุม่เซลล์ เชน่ เซลล์มะเร็งบางชนิด เป็นต้น (กลัยาณี จิรศรีพงศ์พนัธ์, 2550)  
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 2.1.5 การเลีย้งเซลล์และสารเคมีท่ีใช้ในการเพาะเลีย้งเซลล์ 
  
          2.1.5.1 การเลีย้งเซลล์และอาหารท่ีใช้ในการเลีย้งเซลล์ 
 
           ก า ร เ ลี ้ย ง เ ซ ล ล์ ใ น ภ า ช น ะ เ ลี ้ย ง น อ ก ร่ า ง ก า ย ข อ ง สิ่ ง มี ชี วิ ต                           
(in vitro condition) ต้องจดัสภาพแวดล้อมเลียนแบบให้คล้ายสภาพแวดล้อมจริงท่ีเซลล์เจริญอยู่
ภายในสิ่งมีชีวิต โดยค านึงถึงอณุหภูมิ ความเป็นกรดดา่ง (pH) ความเข้มข้นของออกซิเจน ความ
เข้มข้นของคาร์บอนไดออกไซด์ และสารอาหาร ซึง่สารละลายท่ีให้สภาพแวดล้อมเหมาะสมตอ่การ
เจริญของเซลล์ได้ก็คืออาหารเลีย้งเซลล์ องค์ประกอบส่วนใหญ่ในอาหารเลีย้งเซลล์เป็นเกลือ     
อนินทรีย์ มีความเข้มข้นของเกลือประมาณ 150 มิลลิโมลาร์ การมีเกลือเป็นองค์ประกอบจะช่วย
ในการคงสภาพของเย่ือหุ้มเซลล์ได้ นอกจากนีเ้กลืออนินทรีย์ยังให้คุณสมบัติการเป็นบฟัเฟอร์ 
(buffer) ท่ีจัดการกับผลของคาร์บอนไดออกไซด์และกรดแลคติกท่ีเกิดจากกระบวนการ              
เมตาโบลิซึมของเซลล์ได้ โดยอาหารท่ีมีโซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต (NaHCO3) เป็นระบบ
บฟัเฟอร์ท่ีต้องบม่เลีย้งเซลล์ในท่ีท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ เพ่ือให้คา่ความเป็นกรดดา่ง
เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต (pH 6.9 ถึง 7.4) นอกจากนีใ้นอาหารเลีย้งเซลล์ยงัมีน า้ตาลและ 
กลตูามีนเป็นแหลง่พลงังานและไนโตรเจน มีฟีนอลเรด (phenol red) เป็นตวับอกคา่ความเป็นกรด
ดา่งของอาหารเลีย้งเซลล์คือ ถ้ามีสีส้มหรือสีแดง (pH 7.0 ถึง 7.4) แสดงว่ามีคา่ความเป็นกรดดา่ง
เหมาะสม อาหารเลีย้งเซลล์มีหลายชนิด ได้แก่ Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium หรือ 
DMEM ซึ่งเหมาะต่อเซลล์ของสัตว์เลีย้งลูกด้วยนม RPMI1640 เหมาะกับเซลล์ไฮบริโดมา 
(hybridoma cell) เป็นต้น (กลัยาณี จิรศรีพงศ์พนัธ์, 2550)  
 
          2.1.5.2 สารเสริมในอาหารเลีย้งเซลล์ 
        
                สาร เส ริมในอาหารเ ลี ย้ ง เซลล์หรือซี รัม  เ ป็นสารห รือน า้ เ ลือดท่ี มี
องค์ประกอบตา่ง ๆ มากมาย เช่น อลับมูิน (albumin) โกลบลูลิน (globulin) สารส่งเสริมการเจริญ 
(growth promoter) และสารยับยัง้การเจริญเติบโต (growth inhibitor) เป็นต้น โดยจะมี
องค์ประกอบและปริมาณมากน้อยเพียงใดขึน้กับชนิดของสตัว์ อายุของสตัว์ อาหารและสุขภาพ
ของสตัว์ท่ีน ามาใช้ในการผลิตซีรัม ซีรัมผลิตได้โดยการน าเลือดไปป่ันเหว่ียงหรือปล่อยให้เลือดจบั
ตัวกันเป็นก้อนแล้วค่อยน าไปป่ันเหว่ียง แล้วจึงน า   ละล     น      ซีรัมมากรองก าจัด
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จุลินทรีย์โดยผ่านตัวกรองขนาด 0.1 ไมโครเมตรเป็นอย่างน้อย และอาจผ่านกระบวนการอ่ืน
เพิ่มเตมิ ซีรัมท่ีนิยมใช้ในงานเพาะเลีย้งเซลล์คือ fetal bovine serum 
 
          2.1.5.3 phosphate buffer saline  
 
           phosphate buffer saline หรือ PBS เป็นสารละลายท่ีมีคณุสมบตัิเป็น
บัฟเฟอร์หรือมีค่าความเป็นกรดด่างเปล่ียนแปลงเล็กน้อย  และสามารถท างานโดยไม่ใช้
คาร์บอนไดออกไซด์ นอกจากนีย้งัให้ความดนัออสโมติกท่ีเหมาะสมจึงท าให้เซลล์อยู่รอดได้ แตไ่ม่
สามารถให้เซลล์เจริญเพิ่มจ านวนเน่ืองจากไมมี่สารอาหาร มกันิยมใช้ในการล้างเซลล์ และแช่เซลล์
ในชว่งระยะเวลาสัน้ ๆ  
 
                   2.1.5.4 ทริปซิน (trypsin) 
            
           ทริปซินเป็นเอนไซม์ย่อยโปรตีนชนิดหนึ่งเรียกว่า pancreatic serine 
protease แตมี่ช่ือทางการค้าว่าทริปซิน ใช้ในการแยกเซลล์หรือท าให้เซลล์หลดุจากผิวภาชนะโดย
ยอ่ยโปรตีนท่ีเป็นองค์ประกอบในการยดึเกาะของเซลล์กบัพืน้ผิวและสามารถยอ่ยเซลล์ได้ ดงันัน้จึง
ไม่ควรแช่เซลล์ไว้ในทริปซินนานเกินไปและควรหยุดปฏิกิริยาด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีจ านวน
มากกวา่ เพ่ือเจือจางทริปซินให้มีความเข้มข้นน้อยลง เน่ืองจากทริปซินเป็นเอนไซม์ชนิดหนึ่งจึงควร
อยูใ่นท่ีเย็นตลอดเวลาเพ่ือไมใ่ห้หมดฤทธ์ิเร็ว 
 
          2.1.5.5 trypan blue 
 
           trypan blue เป็นสีประเภทเดียวกับ safranin, eposin, congo red, 
erythrosin, nigrosin และ alcian blue ท่ีมีคณุสมบตัิไม่ซึมผ่านเข้าเซลล์หากเซลล์เมมเบรนยงัคง
สภาพดี ดงันัน้การย้อมเซลล์โดยเทคนิคนีจ้ึงเรียกว่า dye exclusion method ซึ่งท าให้เซลล์มีชีวิต
ไมต่ดิสี นิยมใช้ตรวจความมีชีวิตหรือการคงสภาพดีของเซลล์เมมเบรน สี trypan blue เป็นสีท่ีนิยม
ใช้แต่ก็เป็นสารอันตรายหากด่ืมหรือหายใจเข้าไป สามารถก่อให้เกิดความระคายเคืองตา เป็น
อนัตรายตอ่ผิวหนงั และสามารถก่อมะเร็งกบัสตัว์ทดลองได้ จงึควรใช้ด้วยความระมดัระวงั 
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          2.1.5.6 สารละลาย MTT 
 
                      สารละลาย MTT (3-[4,5 dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium 
bromide) เป็นสารละลายสีเหลืองท่ีมีความไวต่อแสง และสามารถท าปฏิกิริยากับเอนไซม์           
ไมโทคอนเดรียลดีไฮโดรจีเนส (mitochondrial dehydrogenase) ท่ีพบในเซลล์ท่ีมีชีวิตและมี
ปริมาณคงท่ี ท าให้เกิดผลึกสีม่วงของ formazan ท่ีไม่ละลายน า้ แตล่ะลายใน dimethylsulfoxide 
หรือ DMSO ได้สารละลายท่ีมีสีม่วงและสามารถวดัค่าการดดูกลืนแสงได้ท่ี 540-570 นาโนเมตร 
ซึ่งปริมาณฟอร์มาซานท่ีเกิดขึน้เป็นสดัส่วนโดยตรงกบัจ านวนเซลล์ท่ีมีชีวิต จึงนิยมใช้สารละลาย 
MTT ในการหาปริมาณของเซลล์ท่ียงัมีชีวิต 
 
 2.1.6 เห็ด 
    
          เห็ด (mushroom) คือกลุ่มราท่ีมีเส้นใยซึ่งสามารถรวมตวักนัเกิดเป็นโครงสร้างหรือ
ดอก (fruiting body) ขนาดใหญ่มองเห็นได้ด้วยตาเปล่าอนัเป็นท่ีเกิดของเซลล์สืบพนัธุ์หรือสปอร์ 
(spore) โครงสร้างหรือดอกนีมี้รูปร่างและลกัษณะแตกตา่งกันมากมายหลายแบบ เห็ดสามารถจดั
จ าแนกไว้ใน 2 ไฟลัม (phylum) คือ เบซิดิโอไมโคตา (basidiomycota) และแอสโคไมโคตา 
(ascomycota) แตส่่วนใหญ่อยู่ในไฟลมัเบซิดิโอไมโคตา ซึ่งเป็นพวกท่ีสร้างสปอร์แบบอาศยัเพศ 
(sexual spore) ท่ีมีช่ือเรียกว่าเบซิดิโอสปอร์ (basidiospore) สปอร์ชนิดนีเ้กิดอยู่ภายนอก
โครงสร้างท่ีมีรูปร่างคล้ายกระบองเรียกว่า เบซิเดียม (basidium) และพบเห็ดบางชนิดในไฟลมั
แอสโคไมโคตา ซึ่งมีสปอร์ท่ีเกิดแบบอาศยัเพศเรียกว่าแอสโคสปอร์ (ascospore) เกิดอยู่ภายใน
โครงสร้างรูปร่างคล้ายถงุเรียกว่าแอสคสั (ascus) ทัง้เบซิดิโอสปอร์ เบซิเดียม แอสโคสปอร์และ
แอสคสั มีขนาดเล็กมาก ต้องใช้กล้องจลุทรรศน์สอ่งดจูึงจะมองเห็น ดอกเห็ดมีชีวิตอยู่ไม่นานก็ตาย 
แตเ่ส้นใยของเห็ดท่ีเจริญอยู่ในดิน เศษซากพืช ซากสตัว์ หรือในเซลล์ของสิ่งมีชีวิตตา่ง ๆ เช่น พืช
และแมลง สามารถมีชีวิตอยู่ได้นานเป็นปีหรือหลายปี และสามารถสร้างดอกเห็ดดอกใหม่ได้อีก
เม่ือสภาพแวดล้อมเหมาะสม (อนงค์ จนัทร์ศรีกลุ, 2551) 
 
 2.1.7 การแบง่กลุม่ของเห็ดตามรูปร่างของท่ีให้ก าเนิดสปอร์ (อนงค์ จนัทร์ศรีกลุ, 2551) 
           
          ส่วนท่ีให้ก าเนิดสปอร์ของดอกเห็ด มีรูปร่างหลายแบบและสามารถน ามาใช้ในการ
แบง่เห็ดออกเป็นกลุม่ยอ่ย ๆ ได้ดงัตอ่ไปนี ้
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1) กลุ่มเห็ดท่ีมีครีบ (agarics or gilled mushrooms) เป็นกลุ่มเห็ดท่ีมีหมวกดอก
คล้ายร่ม ท่ีด้านล่างของหมวกดอกเป็นครีบชัดเจนและเป็นท่ีเกิดของสปอร์ 
อาจจะมีก้านหรือไม่มีก้านก็ได้ พบได้ทัว่ไปบนดิน ท่อนไม้ ใบไม้ผุหรือบนมูล
สตัว์ เป็นเห็ดกลุม่ท่ีมีลกัษณะพืน้ฐานของเห็ดราขนาดใหญ่มากท่ีสดุ 

2) กลุ่มเห็ดมนัป ู(chanterelles) เป็นเห็ดท่ีมีหมวกดอกคล้ายแตรหรือแจกนัปาก
บาน มีก้าน ผนงัด้านนอกของหมวกดอกท่ีมีรูปร่างเป็นกรวยอาจจะเรียบหรือ
หยกัยน่หรือเป็นร่องตืน้ ๆ สปอร์เกิดอยูบ่นผนงัด้านนี ้พบขึน้อยูบ่นดนิ 

3) กลุ่มเห็ดตบัเต่า (boletes) เป็นเห็ดท่ีมีหมวกดอกเนือ้อ่อนนิ่ม มีก้าน ด้านล่าง
ของหมวกดอกมีลกัษณะคล้ายฟองน า้ท่ีมีรูพรุน ชัน้ท่ีมีรูนีถู้กดึงแยกออกจาก
หมวกดอกได้โดยง่าย สปอร์เกิดอยูภ่ายในรู พบขึน้บนดนิ 

4) กลุ่มเห็ดหิง้ (polypores and bracet fungi) ดอกเห็ดกลุ่มนีมี้ลกัษณะคล้ายชัน้ 
หิง้ หรือพดั ไม่มีก้านหรือมีก้านเยือ้งไปทางด้านใดด้านหนึ่งของหมวก หรือติด
อยู่ทางด้านข้างของหมวก ส่วนใหญ่เนือ้เหนียวและแข็งคล้ายเนือ้ไม้ ด้านล่าง
หรือด้านหลังของหมวกมีรูขนาดเล็กเรียงกันแน่นและภายในรูเป็นท่ีเกิดของ
สปอร์ ชัน้ท่ีเป็นรูไมส่ามารถแยกออกมาจากสว่นหมวกได้ ตามปกติขึน้อยู่บนไม้ 
แตอ่าจพบขึน้บนดนิได้ 

5) กลุ่มเห็ดแผ่นหนัง (leather-bracket fungi) ดอกเห็ดกลุ่มนีมี้รูปร่างคล้าย
เคร่ืองหมายวงเล็บหรือคล้ายพดั ไม่มีก้าน มีลกัษณะเป็นแผ่นบางเหนียว และ
มกัเรียงซ้อนกนัหรือขึน้อยูต่ดิ ๆ กนั ด้านบนของหมวกมีสีอ่อนแก่สลบักนัเป็นวง 
และบนผิวของหมวกอาจมีขนสัน้ ๆ ด้านตรงข้ามซึ่งเป็นท่ีเกิดของสปอร์มี
ลกัษณะเรียบหรือเป็นรอยนนูขึน้ลง บางชนิดขึน้บนดนิ บางชนิดขึน้บนไม้ 

6) กลุ่มเห็ดหหูน ู(jelly fungi) ดอกเห็ดกลุ่มนีมี้รูปร่างหลายแบบ อาจเหมือนใบห ู
เนือ้บางคล้ายแผน่ยาง นิ่มและเป็นเมือก สปอร์เกิดอยู่ทางด้านท่ีมีรอยย่นหรือมี
รอยเส้นแตกแขนง ขึน้บนไปไม้ผใุนท่ีชืน้  

7) กลุ่มเห็ดท่ีเป็นแผ่นแบนราบไปกบัท่อนไม้ (crust and parchment fungi) ดอก
เห็ดกลุ่มนีมี้ลกัษณะเป็นแผ่นแข็งติดบนไม้ หรือมีขอบดอกโค้งงอออกจากท่อน
ไม้คล้ายหิง้ เนือ้เหนียวและไม่เป็นเมือก ด้านท่ีอยู่ตรงข้ามกับท่อนไม้คือท่ีเกิด
ของสปอร์ อาจมีลกัษณะเรียบ ยน่เป็นเส้นคดเคีย้วหรือนนูเป็นปุ่ ม 

8) กลุ่มเห็ดฟันเล่ือย (tooth fungi) ดอกเห็ดกลุ่มนีอ้าจมีหมวกดอกและก้าน 
หรือไม่มีก้านก็ได้ ด้านล่างของหมวกมีลกัษณะคล้ายขีเ้ล่ือยหรือหนาม ทิ่มลง
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หาพืน้ดิน สปอร์เกิดอยู่ท่ีซ่ีเล่ือยหรือหนามนี ้ดอกเห็ดอาจขึน้จากดินหรือขึน้บน
ไม้ 

9) กลุ่มเห็ดปะการัง และเห็ดกระบอง (coral and club fungi) ดอกเห็ดกลุ่มนีมี้
ลกัษณะตัง้ตรง อาจแตกแขนงเป็นก่ิงก้านเล็ก ๆ หรือตัง้ตรงและพองออกตอน
ปลายดคูล้ายกับกระบอง อยู่เด่ียว ๆ หรือเป็นกลุ่ม สปอร์เกิดบนผนงัด้านนอก
ของกระบองและตามก่ิงแขนง ขึน้บนดนิหรือบนไม้ 

10) กลุ่มเห็ดรูปร่มหบุ (gastroid agarics) ดอกเห็ดมีรูปร่างคล้ายกับร่มหุบ คือมี
หมวกดอกและก้านอยูต่รงกลางหมวก และหมวกอยู่ในลกัษณะคุม่ ไม่กางออก 
เน่ืองจากขอบหมวกติดอยู่กับก้าน ภายใต้หมวกมีแผ่นเนือ้เย่ือท่ีแตกเป็นร่อง
แยกออกหลายแขนง มองดคูล้ายกบัครีบท่ีบิดเบีย้ว เนือ้เย่ือส่วนนีคื้อท่ีเกิดของ
สปอร์ ซึง่จะเปล่ียนไปเป็นฝุ่ นผงทัง้หมดเม่ือดอกเห็ดแก่ สปอร์ออกสู่ภายนอกได้
ต่อ เ ม่ือหมวกดอกฉีกขาด มักพบเห็ดชนิด นี บ้นดินในท่ี ร้อนและแห้ง                
ในทะเลทรายและบนภเูขาสงู 

11) กลุม่เห็ดลกูฝุ่ นและเห็ดดาวดิน (puffballs and earthstars) ดอกเห็ดกลุ่มนีเ้ป็น
รูปทรงกลม รูปไข่ หรือรูปคล้ายผลสาล่ี บางชนิดเม่ือดอกแก่ผนังชัน้นอกแตก
และบานออกคล้ายกลีบดอกไม้ สปอร์เกิดอยู่ภายในส่วนท่ีเป็นทรงกลม        
เม่ือออ่นผา่ดเูนือ้ข้างในมีลกัษณะหยุ่นและอ่อนนุ่ม เม่ือแก่มีลกัษณะเป็นฝุ่ นผง 
ดอกเห็ดอาจเกิดบนดนิหรือบนไม้ 

12) กลุ่มเห็ดลูกฝุ่ นก้านยาว (stalked puffballs) ดอกเห็ดกลุ่มนีเ้ป็นรูปทรงกลม
คล้ายกับเห็ดลูกฝุ่ น แต่มีก้านยาวชัดเจน ปลายก้านสิน้สุดท่ีฐานของรูปทรง
กลมและสปอร์มีลักษณะเป็นฝุ่ นผงเกิดอยู่ภายในรูปทรงกลม มักจะพบใน
ทะเลทราย ในทราย หรือบนดนิในท่ีรกร้าง 

13) กลุ่มเห็ดรังนก (bird’s nest fungi) ดอกเห็ดกลุ่มนีมี้ขนาดเล็ก ตามปกติ
เส้นผ่าศนูย์กลางน้อยกว่า 1 เซนติเมตร รูปร่างคล้ายรังนกและมีสิ่งท่ีมองแล้ว
คล้ายไข ่รูปร่างกลมแบนวางอยูใ่นรัง ภายในไข่เต็มไปด้วยสปอร์ ดอกเห็ดนีเ้ม่ือ
ยงัออ่นด้านบนของรังมีเนือ้เย่ือปิดหุ้ม พบขึน้บนไม้ผุ 

14) กลุ่มเห็ดเขาเหม็น (stinkhorns) ดอกเห็ดกลุ่มนีเ้ม่ืออ่อนจะมีรูปร่างคล้ายไข ่
ต่อมาส่วนของก้านค่อย ๆ โผล่ดันเปลือกหุ้ มจนแตกออก เปลือกไข่ส่วนล่าง
กลายเป็นถงุหรือถ้วยหุ้มโคนดอก ด้านบนส่วนปลายก้านอาจจะมีหมวกหรือไม่
มี และมีสปอร์เป็นเมือกสีเข้มฉาบอยู่ ส่วนของก้านมีลกัษณะพรุนและนิ่มมาก 
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อาจมีร่างแหปกคลุมก้านท่ีโผล่ออกมาจากเปลือก อาจจะแตกคล้ายหนวด
ปลาหมึก หรือพองเป็นช่องโปร่งคล้ายลกูตะกร้อ ดอกเห็ดมีกลิ่นเหม็นมาก ขึน้
บนดนิท่ีมีซากพืชทบัถมหนา 

  
 2.1.8 เห็ดในป่า 
           
          เห็ดท่ีเกิดขึน้ในระบบนิเวศป่าธรรมชาติและสวนป่า เราสามารถส ารวจเก็บตวัอย่าง
ได้จากดิน ในน า้ ในพืช ต้นไม้ท่ียืนต้นอยู่ ขอนไม้ ตอไม้ ซากก่ิงไม้ ใบไม้ มูลสตัว์และอินทรียวตัถุ
ต่าง ๆ ท่ีมีชีวิตหรือไม่มีชีวิต เห็ดในป่าจะอยู่ใน 3 สภาพของวัตถุท่ีอาศัยคือ เห็ดแซบโปรไฟต์ 
(saprophyte) เห็ดกลุ่มนีจ้ะพบตามซากอินทรียวตัถท่ีุตายแล้ว (dead organic matters) เช่น 
ใบไม้ หญ้า ก่ิงก้าน ไม้ซุง ตอไม้ ผลไม้ เมล็ดไม้ มลูสตัว์ อาจจะพบดอกเห็ดท่ียงัมีชีวิตอยู่หรือดอก
เห็ดท่ีตายแล้วก็ได้ เห็ดประเภทนีส้ามารถส ารวจได้ทกุฤด ู  เห็ดพาราไซต์ (parasite) เห็ดกลุ่มนี ้
มกัจะเป็นเห็ดท่ีชอบท าลายต้นไม้ทัง้ท่ียังยืนต้นอยู่หรือท่ีตายไปแล้วซึ่งสามารถส ารวจได้ทุกฤด ู
และเห็ดไมคอร์ไรซา (mycorrhizal mushroom) เป็นกลุ่มเห็ดท่ีมีเส้นใยเจริญอยู่กับรากของพืช
ชัน้สูงท่ีมีชีวิตในแบบพึ่งพาอาศัยซึ่งกันและกัน กล่าวคือ เห็ดกลุ่มนีจ้ะได้รับสารอาหารพวก
คาร์โบไฮเดรตท่ีพืชสงัเคราะห์ขึน้มาใช้ในการเตบิโต สว่นพืชได้รับธาตอุาหารตา่ง ๆ และน า้ท่ีเส้นใย
ของเห็ดดูดขึน้มาจากดิน แล้วส่งผ่านมายังเซลล์พืช ความเป็นอยู่แบบนีช้่วยให้ทัง้เห็ดและพืช
เจริญเติบโตได้ดีขึน้ โดยเฉพาะพืชจะมีความแข็งแรงและทนทานตอ่สภาพแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสม
สงูกว่าปกติ เห็ดทัง้ 3 ประเภทนีมี้ทัง้ท่ีกินได้ ไม่มีข้อมูลว่ากินได้หรือไม่ได้ และเป็นพิษ โดยความ
เป็นพิษต่อคนท่ีกินเข้าไปมีอยู่หลายระดบั ตัง้แต่มีพิษอย่างอ่อน เช่น ท้องเสีย อาเจียน ประสาท
หลอน เป็นต้น จนถึงขัน้เสียชีวิต เห็ดบางชนิดนอกจากรับประทานได้แล้วยงัมีคณุสมบตัิเป็นยา
รักษาโรคอีกด้วย (อนงค์ จนัทร์ศรีกลุ, 2551) 
 
 2.1.9 สารสกดัท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีได้จากเห็ดกบัการรักษาโรคมะเร็ง 
 
          ประเทศในภูมิภาคเอเชียโดยเฉพาะจีนกับญ่ีปุ่ น ได้มีการศึกษาและน า เห็ดหลาย
สายพนัธุ์ ได้แก่ Ganoderma lucidum, Lentinus edodes และ Tremella fuciformis เป็นต้น มา
ใช้ในการรักษาโรคมะเร็งร่วมกับวิธีการทางเคมีบ าบดั โดยใช้สารสกัดท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพหลาย
ชนิดท่ีพบได้ในเห็ดเหล่านัน้ ได้แก่ พอลิแซ็กคาไรด์ (polysaccharides) ไกลโคโปรตีน 
(glycoproteins) โปรติโอไกลแคน (proteoglycans) โปรตีน (proteins) และเลคติน (lectin)     
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เป็นต้น สารเหลา่นีส้ามารถพบได้ทัง้ในดอกเห็ด เส้นใยบริสทุธ์ิของเห็ดและสปอร์ ในปัจจบุนัพบว่า
สารประกอบพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดเป็นสารท่ีนิยมน ามาใช้ในการต้านการเจริญเติบโตของ
เซลล์มะเร็ง (antitumor) และช่วยกระตุ้ นระบบภูมิคุ้ มกันของผู้ ป่วย (immunomodulating 
properties) ได้แก่ เซลล์เม็ดเลือดขาว (lymphocytes) เซลล์มาโครฟาจ (macrophages) เป็นต้น 
ให้สูงขึน้ นอกจากนีย้ังพบอีกว่าสารดังกล่าวมักจะไม่มีผลข้างเคียงและเป็นพิษต่อเซลล์ปกติ  
(Zhang et al., 2007) 
 
 2.1.10 พอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ด 
 
            พอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ด เป็นสารท่ีประกอบขึน้จากน า้ตาลโมเลกุลเ ด่ียว 
(monosaccharides) หลายชนิด และยึดติดกันด้วยพันธะไกลโคซิดิก (glycosidic linkages)     
พบได้บนผนงัเซลล์ของเห็ดเป็นส่วนใหญ่ มีทัง้ท่ีสามารถละลายน า้ได้และละลายไม่ได้ โดยพวกท่ี
สามารถละลายน า้ได้มักจะเป็นองค์ประกอบท่ีจับตัวกันเป็นโครงสร้างภายนอกท่ีสัมผัสกับ          
สิ่งตา่ง ๆ สามารถสกดัออกมาได้ง่ายกวา่พวกท่ีไมล่ะลายน า้ ซึง่เป็นโครงสร้างท่ีจบัตวักนัอยู่ภายใน 
(Wessels and Sietsman, 1979) น า้ตาลโมเลกลุเด่ียวท่ีพบมากและเป็นโครงสร้างหลกัของพอลิ
แซ็กคาไรด์ท่ีพบในเห็ดคือกลโูคส โดยจะตอ่กนัเป็นเส้นตรงสายยาวสลบักันไปมาท่ีเรียกว่า เบต้า-
กลแูคน (β-Glucans) (ภาพท่ี 2.3) จากนัน้จะมีน า้ตาลโมเลกลุเด่ียวชนิดอ่ืน ๆ เช่น กาแลคโทส 
(galactose) แมนโนส (mannose) อะราบิโนส (arabinose) และไซโลส (xylose) เป็นต้น มาตอ่
เป็นก่ิงก้านสาขาไม่มีท่ีสิน้สุด เรียกว่าเฮทเทอโรกลูแคน (heteroglucans) ซึ่งพบได้หลายรูปแบบ
แล้วแต่ชนิดของเห็ดดงัแสดงในตารางท่ี 2.1 นอกจากนีพ้อลิแซ็กคาไรด์บางชนิดท่ีพบก็จบัตวักับ
โปรตีน เรียกสารประกอบพวกนีว้่าพอลิแซ็กคาไรด์-โปรตีนคอมเพล็กซ์ (polysaccharide-protein 
complex) ความหลากหลายของโครงสร้างเหล่านีย้ังส่งผลต่อฤทธ์ิทางชีวภาพในการต้าน
เซลล์มะเร็งด้วย (Wasser, 2002) ปัจจบุนัมีการสกดัพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดและน ามาใช้ในการ
รักษามะเร็งแล้วหลายชนิด ดงัตอ่ไปนี ้

1) เลนติแนน (lentinan) เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีสกัดได้จากเห็ดกลุ่มกินได้สายพันธุ์ 
Lentinus edodes มีโครงสร้างเป็นเบต้า (1,3) กลูแคนหรือเบต้า (1,6) กลูแคนก็ได้ 
โดยพบเป็นครัง้แรกว่ามีประสิทธิภาพในการต้าน   ลล  ะ     sarcoma 180 
    ล             น Swiss albino mice (Chihara et al., 1970) นอกจากนีย้งัเป็น 
พอลิแซ็กคาไรด์ชนิดแรกท่ีพบว่ามีฤทธ์ิในการต้านเซลล์มะเร็งและได้มีการน ามาใช้
ร่วมกับวิธีเคมีบ าบดัอย่างแพร่หลายในประเทศญ่ีปุ่ น โดยมีการน าเลนติแนนไปใช้
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ร่วมกับยาในกลุ่ม tegafur เพ่ือรักษามะเร็งกระเพาะและมะเร็งล าไส้ พบว่าผู้ ป่วย 
19.5 เปอร์เซ็นต์มีอายยืุนขึน้มากกว่า 1 ปี 10.4 เปอร์เซ็นต์ มีอายยืุนขึน้มากกว่า 2 ปี 
และ 6.5 เปอร์เซ็นต์ มีอายุยืนขึน้มากกว่า 3 ปี อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (Furue      
et al., 1981 และ Taguchi et al., 1985) และยงัพบอีกว่าช่วยลดอาการบางอย่างท่ี
เกิดจากผลข้างเคียงของยาได้อีกด้วย เชน่ อาการผมร่วง เป็นต้น 

2) Active Hexose Correlated Compound (AHCC) เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีสกดัออกมา
จากอาหารเลีย้งเส้นใยบริสทุธ์ิของเห็ดหลายสายพนัธุ์รวมกนั รวมไปถึงเส้นใยบริสทุธ์ิ
ของ Lentinus edodes ด้วย  พอลิแซ็กคาไรด์ชนิดนีไ้ด้มีการน ามาใช้ในการรักษา
มะเร็งเป็นครัง้แรกในปี 1992 โดยสามารถลดการเจริญของมะเร็งตบัหลังจากการ
ผ่าตัด 1 ปีได้อย่างมีประสิทธิภาพและมีนัยส าคัญ เทียบกับผู้ ป่วยท่ีไม่ได้รับพอลิ
แซ็กคาไรด์ชนิดนี ้(Kamiyama, 1992) ปัจจุบนัมีการตัง้ศนูย์วิจยัส าหรับสร้างพอลิ
แซ็กคาไรด์ชนิดนีใ้นประเทศญ่ีปุ่ น เพราะนกัวิทยาศาสตร์เช่ือว่าการผสมผสานของ  
พอลิแซ็กคาไรด์ชนิดนีจ้ะท าให้สามารถรักษามะเร็งได้อีกหลายชนิด 

3) Grifan-D เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีสกัดได้จากกลุ่มเห็ดกินได้สายพนัธุ์ Grifola frondosa 
ซึ่งสามารถสกัดได้ง่ายและมีความบริสุทธ์ิสูงมาก โดยน ามาทดสอบครัง้แรกกับ
เซลล์มะเร็งตับท่ีถ่ายเข้าไปในหนู     และสามารถยับยัง้การเจริญเติบโตของ
เซลล์มะเร็งดงักล่าวได้อย่างมีนยัส าคญั และได้มีการน ามาใช้ในการรักษาร่วมกับวิธี
ทางเคมีบ าบดัอยา่งแพร่หลายในประเทศจีนและสหรัฐอเมริกา (Nanba, 1995) 
 

 
        ภาพท่ี 2.3 โครงสร้างของพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดเบต้า-กลแูคน (Moradali et al., 2007) 
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ตารางท่ี 2.1 สารประกอบพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีพบได้ในเห็ด น  ตา่ง ๆ 
 น     เห็ด ลกัษณะของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีพบ รายการอ้างอิง 

Polyporus confluens Xyloglucan Mizuno, 1999 
Ganoderma tsugae Arabinoglucan Zhuang et al., 1994 
Ganoderma lucidum β-(1,3)-glucuronoglucan, 

Mannogalactoglucan 
Cho, 1999 

Grifola frondosa Mannoxyloglucan, Xyloglucan Zhuang et al., 1994 
Agaricus blazei Mannogalactoglucan, 

Riboglucan 
Cho, 1999 

  
 2.1.11 กลไกการท างานของพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดในการต้านเซลล์มะเร็ง 
 
            กลไกการท างานของพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดตอ่การต้านเซลล์มะเร็งมีอยู่ด้วยกนั 3 
รูปแบบหลกั ๆ ได้แก่ กระตุ้นการสร้างสารบางชนิดท่ีใช้ในการป้องกันการบุกรุกของเซลล์มะเร็ง 
(cancer preventing activity) ส าหรับกลไกการท างานรูปแบบนีมี้การท าการทดลองในหนู     
โดยให้อาหารท่ีมีส่วนผสมของพอลิแซ็กคาไรด์เป็นองค์ประกอบแล้วท าการถ่ายเซลล์มะเร็งตบัเข้า
ไปในตวัหน ูพบวา่หนท่ีูได้รับพอลิแซ็กคาไรด์ก่อนท าการถ่ายเซลล์มะเร็ง เป็นมะเร็งน้อยลงกว่าหนู
ท่ีไม่ได้รับพอลิแซ็กคาไรด์มาก่อน แต่กลไกการท างานรูปแบบนีย้ังหาข้อพิสูจน์ได้ค่อนข้างยาก 
(Ikekawa, 2001) แบบท่ี 2 คือการกระตุ้นการสร้างภูมิคุ้มกันของร่างกายให้สูงขึน้ (immuno 
enhancing activity) เป็นกลไกท่ีพอลิแซ็กคาไรด์ไปกระตุ้นการท างานของพวกเซลล์เม็ดเลือดขาว
หรือเอนไซม์ต่าง ๆ ท่ีมีส่วนเก่ียวข้องกับระบบภูมิคุ้ มกันของร่างกาย ซึ่งปัจจุบนัเป็นกลไกท่ีได้รับ
การยอมรับและพิสูจน์ได้ โดยท าการถ่ายเซลล์มะเร็งเข้าไปในตัวหนู        น แล้วตามด้วย
สารประกอบพอลิแซ็กคาไรด์ พบว่าหากหนไูด้รับพอลิแซ็กคาไรด์หลงัจากได้รับเซลล์มะเร็งแล้วจะ
ไม่สามารถยับยัง้การเกิดเซลล์มะเร็งได้เลย (Maeda และ Chihara, 1971) ส าหรับพอลิ           
แซ็กคาไรด์ท่ีมีกลไกการท างานรูปแบบนีท่ี้ได้รับการศึกษาและพิสูจน์มาแล้วเป็นจ านวนมากคือ  
เลนติแนน โดยเลนติแนนจะไปกระตุ้นการท างานของ tumor necrosis factor (TNFα), 
interleukin-1, interleukin-3, interferon (ITF), Natural Killer cell และ cytotoxic                      
T lymphocytes ให้มีจ านวนมากขึน้และเข้าท าลายเซลล์มะเร็งได้ดีขึน้ (ภาพท่ี 2.4) และรูปแบบ
สดุท้ายคือการเข้าไปท าลายเซลล์มะเร็งโดยตรงของพอลิแซ็กคาไรด์ซึง่นกัวิทยาศาสตร์อธิบายไว้ว่า
บนเซลล์มะเร็งน่าจะมีตวัรับบนเซลล์ (receptor) ท่ีมีความเฉพาะเจาะจงกับพอลิแซ็กคาไรด์     
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เม่ือพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงกับตวัรับ ไปจบักับตวัรับท่ีผิวเซลล์ อาจจะไปมีผล
ตอ่เน่ืองกระตุ้นให้เกิดการตายของเซลล์ในกระบวนการเจริญปกติ (apoptosis) กลไกรูปแบบนีเ้ป็น
กลไกท่ีนกัวิทยาศาสตร์ต้องการมากท่ีสดุ แตก็่ยงัพิสจูน์ได้ไมช่ดัเจนเชน่กนั 
 

 
 

     ภาพท่ี 2.4 กลไกการท างานแบบกระตุ้นภมูิคุ้มกนัของร่างกายของเลนตแินน  
                         (Moradali et al., 2007) 
 
2.2 เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 
 
 Miyasaki et al. (1995) ได้ท าการรักษาผู้ ป่วยท่ีเป็นมะเร็งปากมดลกูจ านวน 90 คน โดย
วิธีรังสีรักษาและ 82 คน โดยวิธีรังสีรักษาร่วมกบัการให้สาร schizophyllan ซึ่งเป็นพอลิแซ็กคาไรด์
ท่ีสกดัจากอาหารเหลวท่ีใช้ในการเลีย้งเส้นใยบริสทุธ์ิของเห็ดสายพนัธุ์ Schizophyllum commune 
เป็นเวลา 5 ปี และท าการวดัจ านวน T-lymphocyte ซึ่งเป็นเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย
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ชนิดหนึ่ง พบว่าผู้ ป่วยท่ีรักษาโดยวิธีรังสีรักษาร่วมกับการให้สาร schizophyllan มีจ านวนของ     
T-lymphocyte สงูขึน้อยา่งมีนยัส าคญัเทียบกบัผู้ ป่วยท่ีรักษาด้วยวิธีรังสีรักษาเพียงอยา่งเดียว 
 
 ปริญญา รัตนะพิมาน (2535) ได้ท าการผลิตสารท่ีมีฤทธ์ิต่อต้านมะเร็งจากเห็ดหม่ืนปี 
[Ganoderma lucidum (Fr.) Karst] โดยน าเส้นใยหรือดอกเห็ดมาสกดัด้วยน า้ร้อน ตกตะกอนด้วย
เอธานอล แล้วน าไปผ่านคอลัมน์โครมาโทกราฟี ได้สารพอลิแซ็กคาไรด์ซึ่งน าไปทดสอบการ     
ออกฤทธ์ิในการต้านเซลล์มะเร็งปากมดลกูของมนษุย์ท่ีถกูปลกูถ่ายในหนูไมซ์ไร้ขน พบว่าสารพอลิ
แซ็กคาไรด์ท่ีแยกได้จากทัง้เส้นใยหรือดอกเห็ดมีฤทธ์ิยบัยัง้การเจริญของเซลล์มะเร็งดงักล่าวในหนู
สงูมาก และเม่ือทดสอบความเป็นพิษของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีแยกได้โดยการฉีดให้แก่หนู        น 
พบว่าน า้หนกัตวัของหนู        นไม่มีการเปล่ียนแปลงอย่างมีนยัส าคญัในทุกกลุ่มทดลองตลอด
ระยะเวลาท่ีท าการทดลอง 90 วนั 
 
  Chung et al. (2001) ได้ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัหยาบท่ีสกดัด้วยน า้
ร้อนจากเห็ดสายพนัธุ์ Ganoderma lucidum กบัเซลล์มะเร็งปอดของมนษุย์ท่ีมีความเข้มข้นของ
พอลิแซ็กคาไรด์เท่ากบั 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่าเซลล์มะเร็งปอดมีเปอร์เซ็นต์การอยู่รอดท่ี 
24.04 เปอร์เซ็นต์ และได้ท าการบม่สารสกดัดงักล่าวกบั human T cell line (H9) ซึ่งเป็นเซลล์ชนิด
หนึง่ในระบบภมูิคุ้มกนัของร่างกาย พบวา่สามารถเพิ่มจ านวนเซลล์ดงักล่าวได้จาก 100,000 เซลล์
ต่อมิลลิลิตร เป็น 400,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตรในเวลา 4 วัน นับเป็นข้อสนับสนุนทางอ้อมว่าสาร
สกดัหยาบจากเห็ดสายพนัธุ์ G. lucidum ช่วยในการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกนัของร่างกายเพ่ือยบัยัง้
การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งปอด และทดสอบสารสกดัหยาบจาก G. lucidum ตอ่เซลล์ปอด
ปกติของมนุษย์ พบว่าให้เปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของเซลล์สูงถึง 80 เปอร์เซ็นต์แสดงว่าสารสกัด
หยาบจาก G. lucidum มีผลเพียงเล็กน้อยตอ่เซลล์ปกติ 
 
 Lavi et al. (2006) ได้มีการน าอาหารเหลวท่ีใช้ในการเลีย้งเส้นใยบริสทุธ์ิของเห็ดสายพนัธุ์ 
Pleurotus ostreatus มาท าการสกดัพอลิแซ็กคาไรด์ด้วยเอธานอล 80 เปอร์เซ็นต์ท่ีอณุหภูมิ 80 
องศาเซลเซียสและระเหยเอาเอธานอลออกด้วยเคร่ืองระเหยสญุญากาศ น าตะกอนท่ีได้ไปสกดัตอ่
ด้วยน า้ร้อนและแยกสว่นท่ีเป็นน า้มาท าให้แห้งด้วยวิธี lyophilization จากนัน้น าไปท าการวิเคราะห์
โครงสร้างด้วยเทคนิค 13C NMR พบว่าได้พอลิแซ็กคาไรด์ชนิดแอลฟา-กลแูคน (α-glucan) ซึ่งเม่ือ
น าไปท าการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการยบัยัง้เซลล์มะเร็งล าไส้ (HT-29 colon cancer cells) 
พบว่าให้เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์เท่ากับ 20 เปอร์เซ็นต์ และน าเซลล์ท่ีถูกบ่มด้วยพอลิ



19 

 

แซ็กคาไรด์ดงักล่าวอีกชดุหนึ่งไปท าการวัดปริมาณ Annexin-positive cells ซึ่งเป็นสารท่ีท าหน้าท่ี
กระตุ้น Bax และ cytosolic cytochrome-c ท่ีท าหน้าท่ีชกัน าให้เกิดการตายของเซลล์ในการเจริญ
ปกต ิพบวา่มีปริมาณสงูขึน้อยา่งมีนยัส าคญั 
 
 Nie et al. (2006) ท าการแยกสารพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีไม่ละลายน า้ชนิดกลแูคนซลัเฟต 
(glucan-sulfate) จากเส้นใยบริสทุธ์ิของเห็ดสายพนัธุ์ Grifola frondosa ซึ่งมีมวลโมเลกลุ 28 กิโล
ดาลตนั และมีซัลเฟอร์เป็นองค์ประกอบ 16.4 เปอร์เซ็นต์ จากนัน้น าไปบ่มร่วมกับเซลล์มะเร็ง
กระเพาะ (SGC-7901) พบวา่สามารถยบัยัง้การเจริญเติบโตของเซลล์ดงักล่าวได้อย่างมีนยัส าคญั 
และเม่ือน าไปทดสอบกบั  ลล  ะ     sarcoma 180 และเซลล์มาโครฟาจ (macrophage) ซึ่งเป็น
เซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันท่ีถูกถ่ายเข้าไปใน Kunming mice พบว่ามีการกระตุ้นการสร้างเซลล์
ดงักลา่วมากขึน้ 
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บทที่  3 

วิธีด าเนินการวิจัย 
 
3.1 เซลล์ที่ใช้ในงานวิจัย 
 
ตารางท่ี 3.1 เซลล์ท่ีใช้ในงานวิจยั 

เซลล์ แหลง่ท่ีมา 
เซลล์ตบัปกติ (CH-LIVER) ATCC No: HB 
8065 
เซลล์มะเร็งปอด (CHAGO) 

สถาบนัเทคโนโลยีชีวภาพและ 
วิศวกรรมพนัธุศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

 
3.2 เคร่ืองมือ วัสดุและอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 
 
ตารางท่ี 3.2 เคร่ืองมือและอปุกรณ์ท่ีใช้ในงานวิจยั 

เคร่ืองมือและอปุกรณ์ แหลง่ท่ีมา 
กระบอกฉีดยาขนาด 10 และ 20 มิลลิลิตร 
กระดาษกรองท่ีมีรูขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
กระดาษกรองเบอร์หนึง่ 
กล้องจลุทรรศน์ phase contrast ชนิดหวักลบั 
กล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสง 
ขวดรูปชมพูข่นาด 250 และ 1000 มิลลิลิตร 
ขวดเลีย้งเซลล์ขนาด 25 และ 75 ลกูบาศก์เซนตเิมตร 
เคร่ืองกรองสญุญากาศ 
เคร่ืองบด 
เคร่ืองป่ันเหว่ียง 
เคร่ืองผสมด้วยแรงหมนุ (Vortex) 
เคร่ืองระเหยสญุญากาศ 
เคร่ืองสกดัสาร Soxhlet  
เคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสง 
เคร่ือง Microplate reader 

Terumo, Japan 
Millipore Corporation, USA 
Whatman, England 
Olympus, Japan 
Olympus, Japan 
Pyrex, USA 
SPL, Korea 
Gast Manufacturing, Inc., USA 
Philips, Netherland 
Kokusan, Japan 
Scientific Industries, Inc., USA 
Eyela, Japan 
Sac sci, Thailand 
Unico, Spain 
Met, USA 
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เคร่ืองมือและอปุกรณ์ แหลง่ท่ีมา 
เคร่ือง Plate mixer 
เคร่ือง Vivaflow 50 
จานเพาะเชือ้พลาสติกแบบปลอดเชือ้ 
ชดุกรองสารส าเร็จรูปแบบปลอดเชือ้ท่ีมีรูขนาด 0.2 
ไมโครเมตร 
ตู้ดดูควนั 
ตู้นึง่ฆา่เชือ้ 
ตู้บม่คาร์บอนไดออกไซด์ 
ตู้ปลอดเชือ้ (Laminar flow hood) 
ตู้อบ 
ถาดเลีย้งเซลล์ชนิด 96 หลมุ 
ปิเปตไฟฟ้า 
ปิเปตอตัโนมตัิ 
ปิเปตอตัโนมตัชินิดหลายช่อง 
หลอดป่ันเหว่ียงขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร 
อา่งควบคมุอณุหภมูิ 
Hemacytometer 
Peristatic pump 

IKA, Germany  
Sartorius Stedim Biotech, Germany 
SPL, Korea 
Sartorius Stedim Biotech, Germany 
 
Astec, USA 
Gammy Industrial Corp., Taiwan 
Forma Scientific, USA 
ISSCO, Thailand 
Memmert, Germany 
SPL, Korea 
IBS, Switzerland 
Gilson, France 
Genex, Finland 
SPL, Korea 
Forma Scientific, USA 
Boeco, Germany 
Cole-Parmer, Malaysia 
 

 
3.3 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 
 
ตารางท่ี 3.3 สารเคมีท่ีใช้ในงานวิจยั 

สารเคมี แหลง่ท่ีมา 
Acetone 
Anthrone (9, 10 – dihydro – 9 – oxoanthracene) 
Chloral hydrate 
DEAE-cellulose 

Fisher chemicals, UK 
Fluka, India 
Unilab, Australia 
Sigma, USA 
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สารเคมี แหลง่ท่ีมา 
Dextrose 
D-glucose 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) 
Di-sodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) 
DMEM 
Ethanol 95% 
Fetal bovine serum 
Glycine 
Hydrochloric acid (HCl) 
Iodine (Crystals) 
MTT (3-[4,5 dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide) 
Penicillin-streptomycin 
Potassium chloride (KCl) 
Potassium iodine (KI) 
Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) 
Rose Bengal 
Sephadex G-100 
Sodium chloride (NaCl) 
Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3) 
Sodium hydroxide (NaOH) 
Sulfuric acid 96-98% 
Trypan Blue 
Trypsin 0.25% 

Sigma, Germany 
Sigma, Germany 
Scharlau, Spain 
Merck, Germany 
Gibco, UK 
Merck, Germany 
Gibco, UK 
Univar, Australia 
Merck, Germany 
Gammaco, Thailand 
Ameresco, USA 
 
Gibco, UK 
Univar, Australia 
Analar, England 
Merck, Germany 
Fisher, USA 
Pharmacia, Sweden 
Merck, Germany 
Unilab, Australia 
Merck, Germany 
Merck, Germany 
Sigma, USA 
Gibco, UK 
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3.4 วิธีด าเนินงานวิจัย 
  
 3.4.1 การส ารวจและเก็บตวัอยา่งเห็ดจากพืน้ท่ีตา่ง ๆ ในประเทศไทย 
           
          ท าการส ารวจและเก็บตวัอย่างเห็ดจากแหล่งธรรมชาติพืน้ท่ีตา่ง ๆ จากบางจงัหวดั
ในประเทศไทย ในการศึกษานี ้ท าการเก็บตวัอย่างเห็ดตัง้แต่เดือนพฤษภาคม ถึงเดือนตุลาคม 
พ.ศ. 2551 ซึ่งเป็นช่วงฤดฝูนและมีโอกาสพบเห็ดได้ง่ายกว่าช่วงฤดอ่ืูน โดยเก็บตวัอย่างเห็ดทัง้ท่ี
เป็นดอกตมูและดอกท่ีบานแล้ว ซึ่งเจริญอยู่ในบริเวณต่าง ๆ เช่น บนพืน้ดิน ใต้ดิน บนก่ิงไม้ ใบไม้ 
ท่อนไม้ ขอนไม้ ต้นไม้ยืนต้นท่ีมีชีวิตหรือตายแล้ว หรือบนมลูสตัว์ ซากสตัว์ เป็นต้น โดยแยกเห็ดท่ี
รวบรวมได้ใส่ภาชนะให้แต่ละตัวอย่างไม่ปะปนกัน จากนัน้จึงน าตัวอย่างเห็ดท่ีได้มาท าการ
แบง่กลุม่และเก็บรักษา 
 
 3.4.2 การจดัจ าแนกตวัอย่างเห็ดท่ีเก็บได้โดยการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
(morphology) 
 
  3.4.2.1 การตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวิทยาภายนอก (macrostructure) 
    
   น าดอกเห็ดมาท าการแบง่กลุม่หรือจดัจ าแนกโดยท าการศกึษา จดบนัทึก
และถ่ายภาพลักษณะภายนอกท่ีมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า ได้แก่ ลักษณะของหมวกดอก (cap) 
ขนาดความกว้างความยาวของหมวกดอก ขนาดความกว้างความยาวของก้านดอก (stalk, stem) 
การมีอยู่ของปลอกก้านดอก (valva) และห่วง (ring, annulus) สีของดอกเทียบกบัตารางเทียบสี
มาตรฐาน การเปล่ียนสีของเนือ้เย่ือบางชนิดของเห็ดเม่ือถกูท าให้เกิดแผล กลิ่นหรือรสชาติของเห็ด 
(odor and taste) ลกัษณะของครีบและรูพรุน (gill, pores) เช่น ความถ่ีหรือความห่างของครีบ 
การเรียงตวัของครีบ เป็นต้น 
 
  3.4.2.2 การตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวิทยาภายใน (microstructure) 
 
   ใช้ใบมีดโกนท่ีคมตดัหมวกดอกเห็ดทางด้านแนวดิ่ง (vertically) หรือ  
ด้านตดั (cross หรือ X-section) และด้านขนาน (horizontally) กบัดอกเห็ดให้เป็นชิน้บาง วางบน
สไลด์ท่ี mount ด้วยน า้กลัน่ (distilled water) หนึ่งข้าง อีกหนึ่งข้าง mount ด้วยน า้ยา Melzer’s 
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ปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ (cover glass) น าไปตรวจสอบใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
(compound light microscope) เพ่ือตรวจสอบและเปรียบเทียบลกัษณะภายในของเนือ้เย่ือ 
(texture) ฐานสร้างสปอร์ (basidia) รูปร่างและลกัษณะสปอร์ (spores) เป็นต้น 
 
  น าลกัษณะทางสณัฐานวิทยาภายนอกและลักษณะทางสณัฐานวิทยาภายในท่ี
ได้มาท าการเปรียบเทียบกับเอกสารท่ีเก่ียวข้องกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเห็ด เช่น 
Diversity of Mushroom and Macrofungi in Thailand ของอนงค์ จนัทร์ศรีกลุและคณะ (2008), 
เห็ดในประเทศไทย ของอนงค์ จนัทร์ศรีกลุ และคณะ (2551) เป็นต้น 
 
 3.4.3 การคดัเลือกและเตรียมดอกเห็ดหรือเส้นใยบริสุทธ์ิอบแห้งเพ่ือการสกัดสารพอลิ
แซ็กคาไรด ์
 
  3.4.3.1 การคดัเลือกตวัอยา่งเห็ดบางสายพนัธุ์มาท าการสกดัสารพอลิแซ็กคาไรด์ 
    
   คัดเลือกตัวอย่างเห็ดบางสายพันธุ์หลังจากท าการแบ่งกลุ่มหรือจัด
จ าแนกโดยการตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวิทยา และตรวจสอบข้อมลูจากเอกสารท่ีเก่ียวข้อง
แล้ว พบว่ามีการศกึษาไม่มากนกัในประเทศไทย มาท าการสกดัสารพอลิแซ็กคาไรด์อย่างน้อย 10 
 น   
 
  3.4.3.2 การเตรียมดอกเห็ดอบแห้ง (dry specimen)  
 
   น าดอกเห็ดมาท าการอบแห้ง (drying) ในตู้อบ (oven) ท่ีอุณหภูมิ
ประมาณ 50-60 องศาเซลเซียส นานประมาณ 48 ชั่วโมง ถึง 1 สัปดาห์ แล้วแต่ชนิดของเห็ด 
หลังจากนัน้เก็บดอกเห็ดอบแห้งไว้ในกล่องพลาสติกหรือกล่องกระดาษหรือถุงกระดาษแล้วแต่
กรณี 
 

3.4.3.3 การแยกเส้นใยบริสทุธ์ิ (pure culture) 
    
   น าดอกเห็ดมาเช็ดผิวด้านนอกด้วยเอธานอล 70 เปอร์เซ็นต์ (ethanol 
70%) ในตู้ถ่ายเชือ้ (laminar flow) ใช้มีดผ่าตดัท่ีท าความสะอาดด้วยเอธานอล 95 เปอร์เซ็นต์และ
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ผ่านการลนไฟแล้ว เฉือนเนือ้เย่ือด้านใน ตดัเป็นชิน้เล็ก ๆ ขนาด 2 ถึง 3 มิลลิเมตร น ามาวางบน
จานเพาะเชือ้ (petri dish) ท่ีมีอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) หรือ PDA ผสม Rose 
Bengal 0.01% (W/V) (ภาคผนวก ข) ท่ีมีคา่ความเป็นกรดดา่ง (pH) ท่ี 5.5-6.5 บม่ท่ีอณุหภูมิห้อง 
(30±2 องศาเซลเซียส) ประมาณ 3 ถึง 5 วนั จะเห็นเส้นใยของเห็ดเจริญออกมาจากชิน้เนือ้เย่ือ ใน
แตล่ะวนัสงัเกตว่ามีการปนเปือ้นจากเชือ้อ่ืนหรือไม่ ถ้ามีการปนเปือ้นควรย้ายชิน้เนือ้เย่ือเห็ดลงใน
อาหารใหม ่(subculture) 
 
  3.4.3.4 การเตรียมเส้นใยบริสทุธ์ิก่อนน าไปท าการสกดั 
 
   เตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ Potato Dextrose Broth (PDB) (ภาคผนวก ข)    
ท่ีมีค่าความเป็นกรดด่าง 5±0.2 จ านวน 100 มิลลิลิตรใส่ในขวดทดลองรูปชมพู่ (erlenmeyer 
flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีผ่านการฆ่าเชือ้แล้ว อบฆ่าเชือ้ PDB ท่ีอณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส    
ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ เป็นเวลา 20 นาที ทิง้ให้เย็น น าเส้นใยบริสุทธ์ิท่ีอยู่ในจานเพาะ
เชือ้มาเจาะเป็นวงกลมด้วย cork border ขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 1 เซนติเมตร จ านวน 10 ชิน้ใส่
ลงใน PDB เลีย้งเส้นใยเห็ดในสภาพนิ่ง (stationary culture) บม่เชือ้เห็ดใน PDB ท่ีอณุหภูมิห้อง 
   น  ล  25 ถึง 30 วนั จึงน าเส้นใยเห็ดท่ีเจริญออกจาก PDB ในขวดเลีย้งมาล้างด้วยน า้กลั่น      
2 ถึง 3 ครัง้ หรือจนกว่าคราบอาหารเลีย้งหมด หรือให้มีคราบอาหาร ล    ติดอยู่น้อยท่ีสดุเท่าท่ีจะ
เป็นได้ น าเส้นใยท่ีได้ไปอบแห้งท่ี 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง และเก็บไว้เพ่ือน าไปท า
การสกดัสารพอลิแซ็กคาไรด์ตอ่ไป 
 
 3.4.4 การสกดัสารสกดัหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากดอกเห็ดหรือเส้นใยบริสทุธ์ิอบแห้ง 
 
          ท าการบดเส้นใยหรือดอกเห็ดท่ีอบแห้งแล้วด้วยเคร่ืองบด (blender) น าไปสกดัด้วย
น า้ร้อน ในอัตราส่วนเส้นใยหรือดอกเห็ด 1 กรัมต่อน า้กลัน่ 10 มิลลิลิตร เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ด้วย
เคร่ืองสกดัสาร soxhlet จากนัน้น าสารสกัดหยาบจากเห็ดท่ีได้กรองผ่านกระดาษกรองเบอร์หนึ่ง 
โดยใช้เคร่ืองกรองสญุญากาศ (vacuum pump) เพ่ือแยกส่วนผงละเอียดออกเป็นจ านวน 5 ครัง้ 
น าของเหลวท่ีกรองได้มาท าการกรองละเอียดอีกครัง้โดยใช้กระดาษกรองท่ีมีรูขนาด 0.2 
ไมโครเมตร สารสกดัหยาบท่ีได้จะน าไปท าการหาปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ด้วยวิธี anthrone test 
และทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการต้านเซลล์มะเร็งตอ่ไป 
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 3.4.5 การหาปริมาณสารพอลิแซ็กคาไรด์ด้วยวิธี anthrone test 
 
          เตรียมสารละลายอันโทรน (anthrone) โดยชั่งสารอันโทรน 0.2 กรัม ละลายใน
กรดซลัฟูริกเข้มข้น 96 ถึง 98 เปอร์เซ็นต์ (conc.H2SO4 96-98%) จ านวน 100 มิลลิลิตร เขย่า    
เบา ๆ ให้เข้ากันทิง้ไว้เป็นเวลา 30 นาที จึงน ามาใช้ทดสอบหาปริมาณสารพอลิแซ็กคาไรด์ โดย
ผสมสารสกดัหยาบจากเห็ดท่ีต้องการทดสอบ 0.5 มิลลิลิตรให้เข้ากนัดีกบัสารละลายอันโทรน 2.5 
มิลลิลิตร สงัเกตการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึน้ภายใน 5 นาที หากในสารสกัดมีพอลิแซ็กคาไรด์อยู่สี
ของสารละลายจะเปล่ียนเป็นสีเขียว หรือสีเขียวแกมน า้เงิน น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 625     
นาโนเมตร ท าเป็นจ านวน 3 ซ า้ น าค่าการดดูกลืนแสงเฉล่ียท่ีได้มาค านวณหาความเข้มข้นของ   
พอลิแซ็กคาไรด์ในสารสกัดหยาบจากเห็ด โดยเทียบจากกราฟของสารละลายกลูโคสมาตรฐาน 
(ภาคผนวก ก) 
 
 3.4.6 การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดในการ
ต้านเซลล์มะเร็ง 
 
  3.4.6.1 การเลีย้งเซลล์มะเร็ง 
    
   เพาะเลีย้งเซลล์มะเร็งปอดในขวดเลีย้งเซลล์ (tissue culture flasks หรือ 
T-flasks) ขนาด 75 ลกูบาศก์เซนติเมตร ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ Dulbecco’s Modified Eagles’ 
Medium (DMEM) ท่ีมีซีรัม (fetal bovine serum) 10 เปอร์เซ็นต์ และยาปฏิชีวนะ penicillin-
streptomycin 0.01 เปอร์เซ็นต์ จากนัน้น าไปบม่ในตู้บม่คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2 incubator) ซึ่ง
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ท่ี 5 เปอร์เซ็นต์ และมีความชืน้ 
เปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ทกุ ๆ 2 ถึง 3 วนัหรือเม่ือเซลล์มีจ านวนมากเกินไป 
 

 3.4.6.2 การท าให้เซลล์หลุดจากพืน้ผิวขวดเลีย้งเซลล์โดยใช้เอนไซม์ทริปซิน                   
(trypsinization) 

  
   น าเซลล์ในขวดเลีย้งเซลล์ท่ีมีการเจริญเติบโตดีหรือมีเซลล์เกือบเต็ม
พืน้ผิวด้านในของขวดเลีย้งเซลล์ มาดดูอาหารเลีย้งเก่าออก ล้างอาหารเลีย้งเซลล์ท่ียงัตกค้างอยู ่
โดยใช้ phosphate buffered saline (PBS) 2 มิลลิลิตร ดดู PBS ออก เติมเอนไซม์ทริปซิน 0.25 
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เปอร์เซ็นต์ จ านวน 2 มิลลิลิตร หรือใช้ปริมาตรท่ีมากพอท่ีคลุมเซลล์ท่ีเกาะพืน้ผิวได้อย่างทัว่ถึง 
เพ่ือท าให้เซลล์หลุดจากพืน้ผิวด้านในของขวดเลีย้ง ติดตามการหลุดของเซลล์โดยใช้กล้อง
จลุทรรศน์ phase contrast ชนิดหวักลบั (inverted phase contrast microscope) ในเวลา 2 ถึง 
5 นาที สามารถสังเกตเห็นการหลุดของเซลล์จากพืน้ผิวของขวดเลีย้งได้ เติมอาหารเลีย้งเซลล์ 
(DMEM) ในปริมาตร 1 ถึง 2 เท่าของปริมาตรเอนไซม์ทริปซินท่ีใช้เพ่ือหยุดปฎิกิริยาของเอนไซม์  
ทริปซิน ดูดของเหลวทัง้หมดออกจากขวดเลีย้งเซลล์ใส่ในหลอดป่ันเหว่ียง (centrifuge tube) 
ขนาด 25 มิลลิลิตร น าไปป่ันท่ี 2000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที เพ่ือตกตะกอนเซลล์ น าหลอด
ป่ันเหว่ียงท่ีเซลล์ตกตะกอนแล้ว มาเทส่วนท่ีเป็นส่วนใสทิง้ จากนัน้ท าให้เซลล์ท่ีอยู่ในหลอดป่ัน
เหว่ียงท่ีตกตะกอนเป็นก้อนด้านล่างมาท าให้เซลล์กระจายตวั โดยเติมอาหารเลีย้งเซลล์ใหม่ให้
เท่ากับปริมาตรก่อนท่ีจะท าการป่ันเหว่ียง ใช้ปิเปตดูดขึน้ลงเบา ๆ ประมาณ 10 ครัง้ ให้เซลล์
กระจายตวัทัว่อาหารเลีย้งเซลล์ท่ีใสเ่ข้าไปใหม ่(resuspend) ถ้าต้องการเพิ่มจ านวนเซลล์หรือเลีย้ง
เซลล์ตอ่เน่ือง (subculture) สามารถถ่ายเซลล์ไปยงัภาชนะเลีย้งเซลล์ขวดใหม่โดยปรับให้มีความ
เข้มข้นของเซลล์ท่ีเหมาะสม แต่หากต้องการจะทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดต่อการต้าน
เซลล์มะเร็ง ท าได้โดยค านวณหาจ านวนเซลล์ท่ีมีอยู่ในอาหารเลีย้งเซลล์ทัง้หมด โดยการน าเซลล์
แขวนลอย (cell suspension) มานบัจ านวนเซลล์โดยใช้ hemacytometer เพ่ือค านวณหาความ
เข้มข้นของเซลล์หรือจ านวนเซลล์ต่อหน่วยปริมาตร (เซลล์ต่อมิลลิลิตร) จากนัน้ เจือจางเซลล์
แขวนลอยให้ได้ความเข้มข้นและปริมาตรของเซลล์ตามต้องการแล้วจงึน าไปทดสอบตอ่ไป 
 
  3.4.6.3 การนบัจ านวนเซลล์เพ่ือน ามาค านวณหาความเข้มข้นของเซลล์ตอ่หน่วย 
(จ านวนเซลล์ตอ่มิลลิลิตร) โดยใช้ hemacytometer 
 
   น าเซลล์ในอาหารเลีย้งท่ีผ่านกระบวนการ trypsinization แล้ว มาหา
จ านวนเซลล์ในอาหารเลีย้ง 1 มิลลิลิตร โดยน าเซลล์แขวนลอยในอาหารเลีย้ง 20 ไมโครลิตรผสม
กบั 0.4 เปอร์เซ็นต์ Trypan Blue ในปริมาตรท่ีเท่ากนั ตัง้ทิง้ไว้ประมาณ 1 นาที เตรียมอปุกรณ์ 
hemacytometer โดยการท าความสะอาดทัง้ท่ีตัวสไลด์และแผ่นกระจกปิดด้วยเอธานอล 70 
เปอร์เซ็นต์ น าแผน่กระจกวางบนบริเวณท่ีจะใช้นบัเซลล์บนสไลด์ กดแผ่นกระจกปิดเบา ๆ ใช้ปิเปต
อตัโนมตัิผสมเซลล์ท่ีใส่ Trypan Blue ให้กระจายตวัสม ่าเสมอและแยกเป็นเซลล์เด่ียวในอาหาร
เลีย้ง ดดูเซลล์ในอาหารเลีย้งใส่ในช่องระหว่างแผ่นกระจกปิดสไลด์และตวัสไลด์ น าไปนบัจ านวน
เซลล์ในตารางตามท่ีก าหนด ด้วยกล้องจลุทรรศน์แบบใช้แสงชนิด phase contrast โดยนบัจ านวน
เซลล์ท่ีมีชีวิตซึ่งไม่ติดสีย้อม Trypan Blue เป็นสีฟ้าและน าผลท่ีได้มาค านวณหาความเข้มข้นของ



28 

 

เซลล์ หรือจ านวนเซลล์ตอ่หน่วยปริมาตร (ภาคผนวก ก) เพ่ือน ามาปรับให้มีความเข้มข้นของเซลล์
และปริมาตรท่ีเหมาะสมส าหรับการเลีย้งเซลล์ตอ่ (subculture) หรือน ามาทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ
ตอ่ไป 
 
  3.4.6.4 การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จาก
เห็ดและการหาปริมาณเซลล์โดย MTT assay 
 
   น าเซลล์แขวนลอยในอาหารเลีย้งจากข้อ 3.4.6.3 ท่ีได้ปรับให้มีความ
เข้มข้นของเซลล์เป็น 50,000 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร และมีปริมาตรท่ีเหมาะสมกบัความต้องการใช้งาน 
โดยการทดลองในถาดเลีย้งเซลล์ชนิด 96 หลุม แต่ละหลุมมีปริมาตรท่ีเหมาะสมประมาณ 200 
ไมโครลิตร ดงันัน้การทดลองท่ีใช้ถาดเลีย้งเซลล์ 1 ถาด จะต้องการเซลล์แขวนลอยประมาณ 20 
มิลลิลิตร น าเซลล์แขวนลอยใส่ในจานเพาะเชือ้ขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 9 เซนติเมตรท่ีปลอดเชือ้ 
ใช้ปิเปตอตัโนมตัิชนิดหลายช่อง (multichannel pipette) ดดูเซลล์แขวนลอยใส่ในถาดเลีย้งเซลล์
ชนิด 96 หลุม แต่ละหลุมได้รับเซลล์แขวนลอย 200 ไมโครลิตร ดังนัน้ในแต่ละหลุมจะมีเซลล์
ประมาณ 5,000 ถึง 10,000 เซลล์ น าถาดท่ีมีเซลล์ไปบ่มในตู้บ่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีมี
ความชืน้และมีคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์ นาน 24 ชัว่โมง เม่ือครบก าหนดการบม่ น าถาดท่ี
มีเซลล์มาดดูอาหารเลีย้งเซลล์ออก แล้วเตมิอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีสารสกดัหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์
จากเห็ดชนิดตา่ง ๆ ท่ีสนใจศกึษา หรือสารสกดัพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดชนิดท่ีได้คดัเลือกมาแล้วใน
ความเข้มข้นต่าง ๆ จ านวน 200 ไมโครลิตร น าไปบ่มในสภาพเช่นเดียวกับข้างต้นเป็นเวลา 72 
ชัว่โมง เม่ือครบก าหนดให้น าเซลล์ในถาดเลีย้งเซลล์ไปตรวจสอบผลของสารสกดัตอ่การมีชีวิตรอด
ของเซลล์โดยใช้เทคนิค MTT assay ตอ่ไป โดยดดูอาหารเลีย้งเซลล์ในแตล่ะหลมุออก จากนัน้เติม
สารละลาย MTT (3-[4,5 dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) ใน PBS ท่ี
คา่ความเป็นกรดดา่ง 7.4 ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร จ านวน 100 ไมโครลิตร น าถาดไป
บม่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในตู้ ท่ีมีความชืน้เป็นเวลา 2 ถึง 4 ชัว่โมง เซลล์ท่ีมีชีวิตรอดอยู่จะ
สามารถเปล่ียนสารละลาย MTT ซึง่เป็น tetrazolium dye ท่ีมีสีเหลืองให้เป็น formazan ท่ีเป็นผลึก
สีน า้เงินหรือสีม่วง ซึ่งความเข้มข้นของสีท่ีเกิดขึน้เป็นสดัส่วนโดยตรงกบัจ านวนเซลล์ท่ีรอดชีวิตจึง
ท าให้สามารถวดัความเข้มของสีท่ีเกิดขึน้โดยใช้เทคนิคทาง colorimetric method ได้ และเม่ือ
เปรียบเทียบสีกับเซลล์ในหลุมท่ีไม่ได้รับสารสกัดก็สามารถไปค านวณหาเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต
ของเซลล์ท่ีได้รับสารสกัดได้ ในขัน้ตอนตอ่ไปดดูสารละลาย MTT ท่ียงัเหลืออยู่ออกจากทกุหลุม 
เติม DMSO (dimethylsulfoxide) 200 ไมโครลิตร น าไปเขย่าบน plate mixer 5 นาที เพ่ือละลาย



29 

 

ผลึกท่ีเกิดขึน้ เติม glycine buffer (0.1M glycine in 0.1M NaCl pH 10.5) 25 ไมโครลิตร เขย่า
บน plate mixer 5 นาที น าถาดเลีย้งเซลล์ท่ีท าการทดลองไปวดัคา่การดดูกลืนแสง (absorbance) 
ท่ีช่วงคล่ืน 540 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง microplate reader ทนัที โดยใช้หลมุท่ีมีเซลล์แตไ่ม่ได้รับ
สารสกดัเป็นกลุม่ควบคมุ น าคา่การดดูกลืนแสงในแตล่ะหลมุทดลองแตล่ะหลมุท่ีได้รับสารสกดัมา
ค านวณหาอตัราการมีชีวิตรอดของเซลล์โดยเปรียบเทียบกบัคา่การดดูกลืนแสงของหลมุควบคมุ 
 
  3.4.6.5 การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการต้านเซลล์มะเร็งของสารสกดัหยาบท่ีมี
พอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดท่ีมีประสิทธิภาพสงูสดุท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ 
 
   ท าการทดลองตามข้อท่ี 3.4.6.1-3.4.6.4 แตท่ าการบ่มเซลล์มะเร็งปอดท่ี 
72 ชัว่โมงด้วยสารสกัดหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดและมีประสิทธิภาพสงูสดุท่ีความเข้มข้น
ตา่ง ๆ ได้แก่ 0.01, 0.02, 0.05, 0.10 และ 0.20 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ตามล าดบั 
 
 3.4.7 การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดท่ีมี
ประสิทธิภาพสงูสดุตอ่การเตบิโตของเซลล์ปกต ิ(normal cell lines) 
 
          ท าการทดลองตามข้อท่ี 3.4.6.1-3.4.6.5 แตใ่ช้เซลล์ตบั    แทนเซลล์มะเร็งปอดใน
การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ด 
 
 3.4.8 กา             สารสกดัหยาบจากเห็ดท่ีมีประสิทธิภาพสงูสดุในการต้านเซลล์มะเร็ง 
และผลตอ่การเตบิโตของเซลล์ปกต ิ
 
  3.4.8.1 การ            สารสกดัหยาบจากเห็ดโดยการท า ultrafiltration 
 
   น าสารสกัดหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุด
หลงัจากท าการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพแล้วมาท าการ ultrafiltration ด้วยเคร่ือง vivaflow 50 ท่ีมี
มวลโมเลกลุ cut off เทา่กบั 5000 ดาลตนั (Da) เพ่ือแยกสารท่ีมีมวลโมเลกลุขนาดเล็กออก ท าการ
เก็บสารสกัดหยาบท่ีมีมวลโมเลกุลสูงกว่า 5000 ดาลตนัไปหาปริมาณของพอลิแซ็กคาไรด์ด้วยวิธี 
anthrone test จากนัน้น าไปท าให้เข้มข้นขึน้ด้วยเคร่ืองระเหยสญุญากาศ (evaporator) ท่ีอณุหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส จนแห้ง แช่ตะกอนด้วยเอธานอล 95 เปอร์เซ็นต์ ในอัตราส่วนสารสกัด               
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1 มิลลิลิตรต่อเอธานอล 6 มิลลิลิตร ตัง้ทิง้ไว้นาน 1 ชัว่โมง ท าการแยกเอธานอลและตะกอนออก
โดยน าไปป่ันท่ี 5000 รอบตอ่นาที ด้วยเคร่ืองป่ันเหว่ียงนาน 10 นาที น าส่วนท่ีเป็นตะกอนมาท าให้
แห้งด้วยอะซิโตน (acetone) เก็บตะกอนไปแยกให้บริสุทธ์ิมากขึน้ด้วยวิธี ion exchange 
chromatography และ gel filtration chromatography เพ่ือน าไปวิเคราะห์โครงสร้างด้วยเทคนิค 
NMR (nuclear magnetic resonance)  
 
  3.4.8.2 การ            สารสกัดหยาบจากเห็ดให้บริสุทธ์ิด้วยวิธี ion exchange 
chromatography  
  
   น าดีอีเออี-เซลลูโลส (DEAE-cellulose) 10 กรัม แช่ในน า้กลัน่ 1 ลิตร
นาน 1 คืน จากนัน้จึงกรองเอาน า้ออกด้วยเคร่ืองกรอง เติม 0.1 โมลาร์ ไฮโดรคลอริก (0.1 M HCl) 
ลงในดีอีเออี-เซลลูโลส แช่ไว้ 30 นาที ล้างกรดออกด้วยน า้กลัน่จนสารละลายมีค่าความเป็นกรด
ดา่ง (pH) เทา่กบั 7 จงึกรองน า้ออก เติม 0.1 โมลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด์ (0.1 M NaOH) แช่ไว้ 30 
นาที ล้างด่างออกด้วยน า้กลัน่จนได้สารละลายท่ีเป็นกลาง บรรจุดีอีเออี-เซลลูโลส ลงในคอลมัน์
แก้ว (glass column) ขนาด 2 x 30 เซนติเมตร ให้สงู 15 หรือ 20 เซนติเมตร ปรับสมดลุด้วยน า้
กลัน่ 12 ถึง 24 ชัว่โมง ใช้อตัราการไหลของน า้กลัน่ 60 ถึง 120 มิลลิลิตรตอ่ชัว่โมง น าตะกอนของ
สารสกัดหยาบจากเห็ดท่ีเตรียมได้จากข้อ 3.4.8.1 มาแยกสารประกอบต่าง ๆ ท่ีไม่เก่ียวข้องออก
โดยน าตะกอนของสารสกัดหยาบจากข้อ 3.4.8.1 มาละลายน า้ในอตัราส่วนตะกอน 1 กรัมตอ่น า้
กลัน่ 10 มิลลิลิตร แล้วน ามาผ่านคอลมัน์ดีอีเออี-เซลลูโลสตามปริมาตรท่ีต้องการ ชะด้วยน า้กลัน่
ด้วยอตัราการไหลท่ีใช้ตอนปรับสมดลุและเก็บสารท่ีออกจากคอลมัน์ในหลอดทดลอง (fractions) 
หลอดละ 8 มิลลิลิตร ทดสอ การเกิดสีด้วยสารละลายอนัโทรนวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 625 นาโน
เมตรเพ่ือติดตามหลอดท่ีมีสารพอลิแซ็กคาไรด์ จนกระทั่งค่าการดูดกลืนแสงลดลงต ่ากว่า 0.1 
หน่วย จึงท าการชะตามด้วย 0.1 โมลาร์ โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต (0.1 M NaHCO3) จากนัน้
ท าการรวมของเหลวจากหลอดท่ีมีคา่การดดูกลืนแสงสงูกวา่ 0.1 หน่วยเข้าด้วยกนั แล้วน าไปท าให้
เข้มข้นขึน้ด้วยเคร่ืองระเหยสุญญากาศ เติมน า้กลั่นลงไปละลายตะกอนประมาณ 5 ถึง 10 
มิลลิลิตร แล้วน าไปท าให้บริสทุธ์ิมากขึน้ด้วยวิธี gel filtration chromatography 
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  3.4.8.3 การ            สารสกัดหยาบจากเห็ดให้บริสุทธ์ิด้วยวิธี gel filtration 
chromatography 
 
   น า sephadex G-100 จ านวน 50 กรัม แช่ในน า้กลัน่ 1 ลิตร นาน 1 คืน 
อุ่นไล่ก๊าซออกจากเม็ดเจล เป็นเวลา 30 นาที ทิง้ไว้ให้เย็น กรองน า้ออกแล้วเติมน า้กลัน่ลงไปใหม่
จึงน ามาบรรจลุงในคอลมัน์ขนาด 2 x 50 เซนติเมตร ให้สงู 40 เซนติเมตร ปรับสมดลุด้วยน า้กลัน่ 
เป็นเวลา 12 ถึง 24 ชัว่โมง ด้วยอตัราการไหลของน า้กลัน่ 15 มิลลิลิตรต่อชัว่โมง น าสารสกดัจาก
ข้อ 3.4.8.2 จ านวน 4 มิลลิลิตร ผ่านคอลมัน์ sephadex G-100 แล้วชะด้วยน า้กลัน่ด้วยอตัราการ
ไหลท่ีใช้ปรับสมดลุ เก็บสารท่ีออกจากคอลมัน์ในหลอดทดลอง (fractions) หลอดละ 8 มิลลิลิตร 
ติดตามผลด้วยวิธีการเดียวกันกับข้อ 3.4.8.2 แต่จะท าการรวมของเหลวจากหลอดท่ีมีค่าการ
ดดูกลืนแสงตัง้แต ่0.08 หน่วยขึน้ไป น าไปท าให้เข้มข้นขึน้ด้วยเคร่ืองระเหยสญุญากาศ เก็บส่วนท่ี
เป็นตะกอนไปท าให้แห้งด้วยอะซิโตน แล้วน าไปท าการวิเคราะห์โครงสร้างตอ่ไป 
 
 3.4.9                               ะ     ล แ                              
                         ะ               น      น  ลล  ะ    และ                 
  ลล                  น       IC50  
 
                   ล                   -3.4.6.5 แ          ะ     ล แ                
แ                                 ะ                           น       IC50 
 น        ลล  ะ       และ  ลล           น  ล             
 
 3.4.10 การวิเคราะห์โครงสร้างของสารประกอบพอลิแซ็กคาไรด์ท่ี            จากสารสกัด
หยาบจากเห็ด 
 
            น าตะกอนของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผ่านการทดสอบว่ามีฤทธ์ิทางชีวภาพต่อการต้าน
เซลล์มะเร็งและแยกให้บริสทุธ์ิแล้วมาท าการวิเคราะห์โครงสร้างด้วยเทคนิค NMR (Tada et al., 
2009) 
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บทที่  4 

ผลการทดลอง 
 
4.1 การส ารวจและเก็บตัวอย่างเหด็จากพืน้ท่ีต่าง ๆ ในประเทศไทย 
 
      จากการส ารวจและเก็บตัวอย่างเห็ดในสภาพธรรมชาติจากพืน้ท่ีต่าง ๆ ของประเทศไทย
สามารถได้ตวัอยา่งเห็ดทัง้สิน้ 25          ดงัแสดงในตารางท่ี 4.1 
 
ตารางท่ี 4.1 จ านวนตวัอยา่งเห็ดท่ีได้จากการส ารวจจากพืน้ท่ีตา่ง ๆ ในประเทศไทย 

สถานท่ีส ารวจและเก็บตวัอย่างเห็ด จ านวนตวัอยา่งท่ีเก็บได้ 
อ าเภอเมือง จงัหวดัปัตตานี 4 
อทุยานแหง่ชาตเิอราวณั  

อ าเภอศรีสวสัดิ ์จงัหวดักาญจนบรีุ 
4 

สถานีพฒันาและสง่เสริมการอนรัุกษ์สตัว์ป่าเขาน า้พุ 
อ าเภอศรีสวสัดิ ์จงัหวดักาญจนบรีุ 

6 

อ าเภอเมือง จงัหวดันครปฐม 1 
สถานีวิจยัสิ่งแวดล้อมสะแกราช  

อ าเภอวงัน า้เขียว จงัหวดันครราชสีมา 
8 

สวนสตัว์เปิดเขาเขียว 
อ าเภอศรีราชา จงัหวดัชลบรีุ 

2 

 
4.2 การจัดจ าแนกตัวอย่างเห็ดที่เก็บได้โดยการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 
     จากการตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวิทยาภายนอกและภายในของตวัอย่างเห็ดท่ีเก็บได้
จากพืน้ท่ีต่าง ๆ ของประเทศไทย และท าการเปรียบเทียบลักษณะท่ีได้กับเอกสารท่ีเก่ียวข้องกับ
การจัดจ าแนกเห็ด พบว่าสามารถจัดจ าแนกตัวอย่าง เห็ ด ท่ี ไ ด้ในระดับสกุล  (Genus)             
จ านวน 1 สายพนัธุ์ และในระดบัชนิด (Species) จ านวน 7 สายพนัธุ์ ซึง่มีรายละเอียดดงันี ้
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 4.2.1 สายพนัธุ์ท่ีเก็บได้จากอทุยานแหง่ชาตเิอราวณั อ าเภอศรีสวสัดิ์ จงัหวดักาญจนบรีุ มี
รายละเอียดดงัตอ่ไปนี ้
 
  4.2.1.1 สายพนัธุ์เอราวณั 6  
    
   ท าการเก็บเม่ือวนัท่ี 18 พฤษภาคม พ.ศ.2551 บริเวณท่ีเห็ดขึน้คือพืน้ดิน
ริมทางไปอุทยานแห่งชาติเอราวณั อ าเภอศรีสวสัดิ์ จงัหวดักาญจนบุรี ท าการเก็บมาเป็นจ านวน 
13 ดอก มีทัง้ท่ีเป็นดอกตมูและดอกท่ีบานแล้ว มีขนาดเส้นผ่าศนูย์กลางของหมวกดอกตัง้แต ่1.8 
เซนติเมตรถึง 6.7 เซนติเมตร มีความยาวก้านตัง้แต ่4.2 เซนติเมตรถึง 10 เซนติเมตร มีลกัษณะ
ทางสณัฐานวิทยาภายนอกท่ีสามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่าท่ีส าคญั ได้แก่ มีห่วง ไม่มีปลอกก้าน
ดอก ก้านกลวงแข็ง หมวกดอกมีสีน า้ตาลตรงกลางถัดมามีสีขาว ท่ีฐานก้านไม่บวมหรือโป่งพอง 
(ภาพท่ี 4.1) และมีลกัษณะทางสณัฐานวิทยาภายในท่ีสังเกตได้ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ท่ีส าคญั 
ได้แก่ มีสปอร์เป็นรูปไข ่ขนาดกว้าง 4 ถึง 6 ไมโครเมตร ยาว 8 ถึง 10 ไมโครเมตร มีสีเหลือง หรือสี
เหลืองแกมน า้ตาล (yellow brown) ไม่ท าปฏิกิริยากับ Melzer’s reagent (non-amyloid) ผนงั
สปอร์มี 2 ชัน้ มีติ่งหรือช่องเปิดท่ีปลายสปอร์ (apical germ pore) มีหยดน า้มนั (oil drop) อยู่
ภายใน 1-2 หยด (ภาพท่ี 4.1) ซึง่สายพนัธุ์เอราวณั 6 สามารถจดัจ าแนกได้ในสกลุ Lepiota sp. 
 
 4.2.2 สายพนัธุ์ท่ีเก็บได้จากสถานีพฒันาและส่งเสริมการอนรัุกษ์สตัว์ป่าเขาน า้พ ุอ าเภอ
ศรีสวสัดิ ์จงัหวดักาญจนบรีุ มีรายละเอียดดงัตอ่ไปนี ้
 
  4.2.2.1 สายพนัธุ์เขาน า้พ ุ12  

 
  ท าการเก็บเม่ือวนัท่ี 18 พฤษภาคม พ.ศ.2551 บริเวณท่ีเห็ดขึน้คือบนมลู

สัตว์ระหว่างทางเดินป่าภายในสถานีพัฒนาและส่งเสริมการอนุรักษ์สัตว์ป่าเขาน า้พุ อ าเภอ         
ศรีสวัสดิ์ จังหวัดกาญจนบุรี ท าการเก็บมาเป็นจ านวน  3 ดอก เป็นดอกท่ีบานแล้ว มีขนาด
เส้นผ่าศนูย์กลางตัง้แต ่6.5 ถึง 10 เซนติเมตร มีความยาวก้านตัง้แต่ 5.5 ถึง 12 เซนติเมตร มี
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาภายนอกท่ีสามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่าท่ีส าคญั ได้แก่ หมวกดอก
เป็นรูประฆงัแล้วแบน กลางหมวกมีปมนนูเล็ก ๆ หนืดมือ ผิวหมวกเรียบ ขอบบาง มีสีเหลืองอ่อน 
กลางหมวกมีสีน า้ตาลอ่อน มีห่วงขนาดใหญ่เห็นได้ชัด บริเวณครีบมีสีด า หรือสีน า้เงินเข้ม       
(ภาพท่ี 4.2) และมีลกัษณะทางสณัฐานวิทยาภายในท่ีสังเกตได้ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ท่ีส าคญั 
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ได้แก่ สปอร์มีขนาดกว้าง 8 ถึง 10 ไมโครเมตร ยาว 12.5 ถึง 16 ไมโครเมตร ทรงรียาว เรียบ ผนงั
หนา มีรูงอกแคบ ๆ 1 รู มีสีน า้ตาลอมมว่ง (ภาพท่ี 4.2) ซึ่งสายพนัธุ์เขาน า้พ ุ12 สามารถจดัจ าแนก
ได้เป็นชนิด Psilocybe cubensis [Earle] Sing. เห็ดชนิดนีกิ้นไมไ่ด้ มีพิษ ท าให้เกิดประสาทหลอน 

 
 4.2.2.2 สายพนัธุ์เขาน า้พ ุ13 

 
  ท าการเก็บเม่ือวนัท่ี 18 พฤษภาคม พ.ศ.2551 บริเวณท่ีเห็ดขึน้คือพืน้ดิน

ระหว่างทางเดินป่าภายในสถานีพฒันาและส่งเสริมการอนุรักษ์สตัว์ป่าเขาน า้พุ อ าเภอศรีสวสัดิ ์
จงัหวดักาญจนบรีุ ท าการเก็บมาเป็นจ านวน 4 ดอก เป็นดอกท่ีบานแล้ว มีขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง
ตัง้แต ่2 ถึง 3 เซนตเิมตร มีความยาวก้านตัง้แต ่10 ถึง 15 เซนติเมตร มีลกัษณะทางสณัฐานวิทยา
ภายนอกท่ีสามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่าท่ีส าคญั ได้แก่ หมวกดอกมีลกัษณะเป็นรูปไข่ มีสีขาว
ไปถึงชมพอู่อน หรือชมพูเข้ม ก้านมีลกัษณะเป็นทรงกระบอก เรียวเล็กด้านบน คล้ายฟองน า้ มีสี
ชมพูอ่อน ปลายบนมีสีชมพูเข้มถึงแดง (ภาพท่ี 4.3) และมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายในท่ี
สงัเกตได้ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ท่ีส าคญั ได้แก่ สปอร์มีขนาดกว้าง 2 ไมโครเมตร ยาวตัง้แต ่4 ถึง 
5 ไมโครเมตร รูปไข ่เรียบ ผนงับาง มีสีน า้ตาลอมเขียวหม่น ๆ (ภาพท่ี 4.3) ซึ่งสายพนัธุ์เขาน า้พ ุ13 
สามารถจดัจ าแนกได้เป็นชนิด Phallus rugulosus [Fisch.] Kuntze เห็ดชนิดนีไ้มมี่ข้อมลูวา่กินได้ 
 
 4.2.3 สายพนัธุ์ ท่ีเก็บได้จากสถานีวิจยัสิ่งแวดล้อมสะแกราช อ าเภอวงัน า้เขียว จงัหวัด
นครราชสีมา มีรายละเอียดดงัตอ่ไปนี ้
 
  4.2.3.1 สายพนัธุ์สะแกราช 16 
 
   ท าการเก็บเม่ือวนัท่ี 10 มิถนุายน พ.ศ.2551 บริเวณท่ีเห็ดขึน้คือพืน้ดิน
บริเวณสถานีวิจยัสิ่งแวดล้อมสะแกราช อ าเภอวงัน า้เขียว จงัหวดันครราชสีมา บางส่วนท าการซือ้
มาจากหน้าสถานีวิจัยดังนัน้จ านวนตัวอย่างจึงมีมาก ส่วนใหญ่เป็นดอกท่ีบานแล้ว มีข นาด
เส้นผ่าศนูย์กลางตัง้แต ่5 ถึง 10 เซนติเมตร มีความยาวก้านตัง้แต ่4 ถึง 6 เซนติเมตร มีลกัษณะ
ทางสณัฐานวิทยาภายนอกท่ีสามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่าท่ีส าคญั ได้แก่ หมวกดอกมีลกัษณะ
นนู กลางหมวกเป็นแอ่งเล็กน้อย แห้ง เม่ือแก่มกัปริแตกเป็นเกล็ดใหญ่ ขอบเป็นลอนเล็กน้อย มีสี
เขียวอมเทา หรือมีสีเขียวตรงกลางท่ีบุ๋มชัดเจน มีครีบติดก้าน กว้างเล็กน้อย เรียงถ่ี สีขาว แต่
สามารถเปล่ียนเป็นสีครีมก็ได้ ก้านเรียบ สีขาว (ภาพท่ี 4.4) และมีลักษณะทางสัณฐานวิทยา
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ภายในท่ีสงัเกตได้ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ท่ีส าคญั ได้แก่ สปอร์มีขนาดกว้างตัง้แต่   7 ถึง  8 
ไมโครเมตร ยาวตัง้แต ่8 ถึง 10 ไมโครเมตร ทรงรี มีปุ่ มและตาข่ายบางส่วน เม่ือย้อมด้วย Melzer’s 
reagent จะติดสีน า้เงินเข้ม (Amyloid) (ภาพท่ี 4.4) ซึ่งสายพนัธุ์สะแกราช 16 สามารถจดัจ าแนก
ได้เป็นชนิด Russula virescens (Schaeff.) Fr. เห็ดชนิดนีกิ้นได้ 
 
  4.2.3.2 สายพนัธุ์สะแกราช 23 
 
   ท าการเก็บเม่ือวนัท่ี 22 มิถนุายน พ.ศ.2551 เป็นเห็ดท่ีท าการซือ้มาจาก
หน้าสถานีวิจยัสิ่งแวดล้อมสะแกราช อ าเภอวงัน า้เขียว จงัหวดันครราชสีมา ดงันัน้จ านวนตวัอย่าง
จึงมีมาก มีทัง้ ท่ี เป็นดอกตูม และดอกท่ีบานแล้ว ส่วนใหญ่เป็นดอกท่ีบานแ ล้ว มีขนาด
เส้นผา่ศนูย์กลางตัง้แต ่3 ถึง 10 เซนตเิมตร มีความยาวก้านตัง้แต ่13 ถึง 15 เซนติเมตร มีลกัษณะ
ทางสณัฐานวิทยาภายนอกท่ีสามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่าท่ีส าคญั ได้แก่ หมวกดอกมีสีขาว แต่
สามารถเปล่ียนเป็นสีครีมเข้ม หรือสีน า้ตาลอ่อนได้ ไม่มีริว้ท่ีขอบหมวก การเรียงตวัของครีบติดกนั
มาก มีห่วง มีปลอกก้านดอกชดัเจน (ภาพท่ี 4.5) และมีลกัษณะทางสณัฐานวิทยาภายในท่ีสงัเกต
ได้ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ท่ีส าคญั ได้แก่ สปอร์มีขนาดกว้างตัง้แต่ 6 ถึง 8 ไมโครเมตร ยาว 10 
ไมโครเมตร สปอร์มีลักษณะกลมหรือค่อนข้างกลม มีตุ่มตรงปลาย สีใสหรือขาว มีหยดน า้มัน  
ขนาดเล็ก  (ภาพท่ี 4.5) ซึ่งสายพนัธุ์สะแกราช  23 สามารถจดัจ าแนกได้เป็นชนิด  Amanita 
chepangiana Tulloss & Bhandary. เห็ดชนิดนีกิ้นได้ 
 
  4.2.3.3 สายพนัธุ์สะแกราช 24  
 
   ท าการเก็บเม่ือวนัท่ี 22 มิถุนายน พ.ศ.2551 เป็นเห็ดท่ีซือ้มาจากหน้า
สถานีวิจยัสิ่งแวดล้อมสะแกราช อ าเภอวงัน า้เขียว จงัหวดันครราชสีมา ดงันัน้จ านวนตวัอย่างจึงมี
มาก ส่วนใหญ่เป็นดอกท่ีบานแล้ว มีขนาดเส้นผ่าศนูย์กลางตัง้แต ่1 ถึง 3 เซนติเมตร มีความยาว
ก้านตัง้แต ่2 ถึง 3 เซนติเมตร มีลกัษณะทางสณัฐานวิทยาภายนอกท่ีมองเห็นได้ด้วยตาเปล่าท่ี
ส าคญั ได้แก่ ผิวของหมวกค่อนข้างขรุขระ มีสีน า้ตาลเข้มหรือสีด า มีสีเหลืองแทรกอยู่บ้างในบาง
จุด ท่ีก้านก็มีลักษณะของสีเช่นเดียวกับหมวก ครีบมีลักษณะเป็นรูขนาดเล็กจ านวนมากคล้าย
ฟองน า้ (ภาพท่ี 4.6) และมีลกัษณะทางสณัฐานวิทยาภายในท่ีสงัเกตได้ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ท่ี
ส าคญั ได้แก่ สปอร์มีความกว้างตัง้แต ่4 ถึง 5 ไมโครเมตร ยาวตัง้แต ่8 ถึง 10 ไมโครเมตร สปอร์มี
ลกัษณะคล้ายผลมะม่วง มีหยดน า้มนั 1 ถึง 2 หยด ผนงัสปอร์บาง มีสีเหลืองหรือสีเหลืองอ่อน 
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(true yellow or light yellow) (ภาพท่ี 4.6) ซึ่งสายพนัธุ์สะแกราชสามารถจดัจ าแนกได้เป็นชนิด 
Boletus vermiculosoides Smith & Thiers. เห็ดชนิดนีกิ้นได้ 
 
 4.2.4 สายพันธุ์ ท่ีเก็บได้จากสวนสัตว์เปิดเขาเขียว อ าเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี มี
รายละเอียดดงัตอ่ไปนี ้
 
  4.2.4.1 สายพนัธุ์เขาเขียว 25  
 
   ท าการเก็บเม่ือวนัท่ี 23 สิงหาคม พ.ศ.2551 บริเวณท่ีเห็ดขึน้คือใต้กอไม้
ไผ่ภายในบริเวณสวนสตัว์เปิดเขาเขียว อ าเภอศรีราชา จงัหวดัชลบรีุ ท าการเก็บมาเป็นจ านวน 2 
ดอก มีขนาดเส้นผ่าศนูย์กลางตัง้แต ่20 ถึง 25 เซนติเมตร ไม่มีก้าน มีลกัษณะทางสณัฐานวิทยา
ภายนอกท่ีมองเห็นได้ด้วยตาเปล่าท่ีส าคัญ ได้แก่ ดอกเห็ดมีรูปร่างคล้ายชัน้หรือหิง้ เนือ้เห็ด
คอ่นข้างเหนียวแตน่ิ่มกวา่เห็ดหิง้ทัว่ ๆ ไป หมวกดอกมีสีส้มหรือสีน า้ตาลอ่อน ขอบหมวกด้านล่างมี
สีขาว ครีบเป็นรู มีสีเหลือง หลุดง่ายเม่ือสัมผัส (ภาพท่ี 4.7) และมีลักษณะทางสัณฐานวิทยา
ภายในท่ีสังเกตได้ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ท่ีส าคญั ได้แก่ สปอร์มีความกว้างตัง้แต่ 5 ถึง 8 
ไมโครเมตร ยาวตัง้แต่ 6 ถึง 8 ไมโครเมตร สปอร์มีลกัษณะกลม (Oval) หวัสปอร์ตดัเล็กน้อย         
มีหยดน า้มนั สปอร์มีผนงั 2 ชัน้ มีสีเหลืองหรือสีเหลืองอ่อน (ภาพท่ี 4.7) ซึ่งสายพนัธุ์เขาเขียว 25 
สามารถจดัจ าแนกได้เป็นชนิด Ganoderma colossus (Fr.) Baker. เห็ดชนิดนีไ้มมี่ข้อมลูวา่กินได้ 
 
  4.2.4.2 สายพนัธุ์เขาเขียว 26 
 
   ท าการเก็บเม่ือวนัท่ี 23 สิงหาคม พ.ศ.2551 บริเวณท่ีเห็ดขึน้คือ บนขอน
ไม้ระหว่างทางเดินภายในสวนสตัว์เปิดเขาเขียว อ าเภอศรีราชา จงัหวดัชลบุรี ท าการเก็บมาเป็น
จ านวน 5 ดอก เป็นดอกท่ีบานเต็มท่ีแล้วทัง้หมด มีขนาดเส้นผ่าศนูย์กลางตัง้แต่ 5 เซนติเมตรถึง 
15 เซนติเมตร มีความยาวก้านตัง้แต่ 0.5 เซนติเมตรถึง 2.5 เซนติเมตร มีลกัษณะทางสณัฐาน
วิทยาภายนอกท่ีมองเห็นได้ด้วยตาเปล่าท่ีส าคญั ได้แก่ ลกัษณะหมวกดอกเป็นรูปกรวยลึก มีสี
น า้ตาลออ่น ปกคลมุด้วยขนสัน้และเกล็ดงอขึน้สีน า้ตาลอ่อนโดยเฉพาะบริเวณกลางหมวก ขอบงอ
ลงแล้วเหยียดตรง มีรอยฉีกตามขอบ ครีบเรียวยาวลงไปติดก้าน แคบ เรียงถ่ี มีสีน า้ตาลอ่อนหรือ
น า้ตาลเข้ม เนือ้เห็ดเหนียวมากและแข็ง (ภาพท่ี 4.8) ซึ่งสายพนัธุ์เขาเขียว 26 สามารถจดัจ าแนก
ได้เป็นชนิด Lentinus polychrous Lev’. เห็ดชนิดนีกิ้นได้ 
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 จากจ านวนตัวอย่างเห็ดทัง้ 8 สายพันธุ์ ท่ีสามารถจัดจ าแนกได้ในระดับสกุลและ น   
สามารถน ามาแบง่กลุ่มได้ 3 กลุ่ม ได้แก่ เห็ดกินได้ เห็ดท่ีไม่มีข้อมลูว่ากินได้ และเห็ดพิษ ดงัแสดง
ในตารางท่ี 4.2 
 
ตารางท่ี 4.2 การจดัแบง่กลุม่เห็ดท่ีสามารถจดัจ าแนกได้ในระดบัสกลุและชนิด 

เห็ดกินได้ เห็ดท่ีไมมี่ข้อมลูวา่กินได้ เห็ดพิษ 
 

Amanita chepangiana 
Boletus vermiculosoides 

Lentinus polychrous 
Russula virescens 

 

 
Ganoderma colossus 

Lepiota sp. 
Phallus rugulosus  

 

 
 

Psilocybe cubensis 
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ภาพท่ี 4.1 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเห็ดสายพนัธุ์เอราวณั 6 ท่ีสามารถจดัจ าแนกได้เป็นสกลุ 
    Lepiota sp. :  A. ลกัษณะดอกเห็ด B. ลกัษณะสปอร์ในน า้กลัน่ภายใต้กล้องจลุทรรศน์
     ท่ีก าลงัขยาย 400X  

 

A 

B 
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ภาพท่ี 4.1 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเห็ดสายพนัธุ์เอราวณั 6 ท่ีสามารถจดัจ าแนกได้เป็นสกลุ 
    Lepiota sp. :  A. ลกัษณะดอกเห็ด B. ลกัษณะสปอร์ในน า้กลัน่ภายใต้กล้องจลุทรรศน์
     ท่ีก าลงัขยาย 400X  

 

A 

B 
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ภาพท่ี 4.2 ลักษณะทางสณัฐานวิทยาของเห็ดสายพนัธุ์เขาน า้พุ 12 ท่ีสามารถจดัจ าแนกได้เป็น
     ชนิด Psilocybe cubensis [Earle] Sing. :  A. ลกัษณะดอกเห็ด B. ลกัษณะสปอร์ใน
     น า้กลัน่ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ท่ีก าลงัขยาย 1000X  

A 

B 

10 µm 
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ภาพท่ี 4.3 ลักษณะทางสณัฐานวิทยาของเห็ดสายพนัธุ์เขาน า้พุ 13 ท่ีสามารถจดัจ าแนกได้เป็น
     ชนิด Phallus rugulosus [Fisch.] Kuntze :  A. ลกัษณะดอกเห็ด B. ลกัษณะสปอร์ใน
     น า้กลัน่ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ท่ีก าลงัขยาย 40X  

A 

B 
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ภาพท่ี 4.4 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเห็ดสายพนัธุ์สะแกราช 16 ท่ีสามารถจดัจ าแนกได้  
     เป็นชนิด Russula virescens (Schaeff.) Fr. :  A. ลกัษณะดอกเห็ด B. ลกัษณะ 
                สปอร์ ใน Melzer’s reagent ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ท่ีก าลงัขยาย 1000X  

A 

B 

10 µm 
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ภาพท่ี 4.5 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเห็ดสายพนัธุ์สะแกราช 23 ท่ีสามารถจดัจ าแนกได้ 
     เป็นชนิด Amanita chepangiana Tulloss & Bhandary. : A. ลกัษณะดอกเห็ด  
     B. ลกัษณะสปอร์ในน า้ ล  นภายใต้กล้องจลุทรรศน์ท่ีก าลงัขยาย 1000X 

A 

B 

10 µm 
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ภาพท่ี 4.6 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเห็ดสายพนัธุ์สะแกราช 24 ท่ีสามารถจดัจ าแนกได้เป็น
     ชนิด Boletus vermiculosoides Smith & Thiers. :  A. ลกัษณะดอกเห็ด B. ลกัษณะ
     สปอร์ในน า้กลัน่ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ท่ีก าลงัขยาย 1000X  

A 

B 

10 µm 

1 cm 
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ภาพท่ี 4.7 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเห็ดสายพนัธุ์เขาเขียว 25 ท่ีสามารถจดัจ าแนกได้เป็น
     ชนิด Ganoderma colossus (Fr.) Baker :  A. ลกัษณะดอกเห็ด B. ลกัษณะสปอร์
     ในน า้ ล  นภายใต้กล้องจลุทรรศน์ท่ีก าลงัขยาย 1000X  

A 

B 

10 µm 

10 cm 
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ภาพท่ี 4.8 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเห็ดสายพนัธุ์เขาเขียว 26 ท่ีสามารถจดัจ าแนกได้เป็น
     ชนิด Lentinus polychrous Lév. :  A. ลกัษณะดอกเห็ด  
 
4.3 การคัดเลือกและเตรียมดอกเห็ดหรือเส้นใยบริสุทธ์ิอบแห้งท่ีคัดแยกได้ก่อนสกัดสาร
พอลิแซ็กคาไรด์  
  
     น าตวัอยา่งเห็ดจากธรรมชาตทิัง้ 8 สายพนัธุ์ท่ีสามารถจดัจ าแนกได้ในระดบัสกลุและชนิดแล้ว 
มาท าการเตรียมตวัอย่างแห้ง โดยอบท่ี 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง และท าการบดให้
เป็นผงด้วยเคร่ืองบด (ภาพท่ี 4.9) และมีการน าเส้นใยบริสทุธ์ิของเห็ด 2  น  คือ Schizophyllum 
commune และ PBRU-W0157 ท่ีแยกได้จากหน่วยปฏิบตัิการวิจยัการใช้ประโยชน์จากชีวมวลพืช 
ภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั (ภาพท่ี 4.10) มาใช้ในการ
สกัดพอลิแซ็กคาไรด์ด้วย โดยน าเส้นใยบริสุทธ์ิท่ีได้จะถูกน าไปเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ชนิด PDB 
เพ่ือเพิ่มจ านวนเส้นใยซึง่จะสงัเกตพบว่า การเจริญเติบโตของเส้นใยเห็ดบนอาหาร PDB จะให้เส้น
ใยเห็ดมีลกัษณะสีขาว หนา เม่ือเส้นใยเห็ดได้รับแสงสว่างสลบักับช่วงไม่มีแสง เส้นใยจะเปล่ียน
จากสีขาวเป็นสีเหลืองแกมน า้ตาลบ้าง อาจจะมีการสร้างตุม่เห็ด (primordia) แตไ่ม่สามารถเจริญ
เป็นดอกเห็ดท่ีสมบรูณ์ได้ คือจะมีลกัษณะเป็นก้านดอกไมมี่การแผ่ขยายออกเป็นดอกเห็ด ไม่มีการ

A 
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สร้างสปอร์ ใช้เวลาในการเจริญเตบิโตในสภาวะนิ่งเฉล่ีย 30 วนั จงึจะเตม็ผิวหน้าของ PDB (ภาพท่ี 
4.11) จากนัน้น าแผ่นเส้นใยบริสุทธ์ิดงักล่าวออกมาจากขวดรูปชมพู่และน าไปล้างด้วยน า้กลั่น 
พบว่าแผ่นของเส้นใยมีลกัษณะเหนียวแตไ่ม่มากนกั สามารถฉีกขาดได้ง่ายถ้าจบัหรือล้างด้วยน า้
กลัน่แรงเกินไป เม่ือน าไปอบท่ี 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 48 ชัว่โมง แล้วน าไปบดหรือป่ันให้เป็น
ผง พบว่ามีลกัษณะเป็นผงสีขาวขุ่นคล้ายผงแป้ง (ภาพท่ี 4.12) โดยเฉล่ียจะได้น า้หนกัเส้นใยแห้ง
ประมาณ 1 กรัมตอ่อาหารเลีย้งปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 

 

 
 
ภาพท่ี 4.9 ลกัษณะของดอกเห็ดอบแห้งบางสว่นท่ีถกูป่ันเป็นผงก่อนน ามาท าการสกดัสาร:  
     A. A. chepangiana, B. B. vermiculosoides, C. G. colossus,  
     D. L. polychrous, E. P. cubensis และ F. R. virescens 
 
 
 

A B C 

D E F 
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ภาพท่ี 4.10 เส้นใยบริสทุธ์ิของเห็ด 2  น  คือ A. PBRU-W0157 และ B. S. commune ท่ี  
       น ามาจากหนว่ยปฏิบตักิารวิจยัการใช้ประโยชน์จากชีวมวลพืช ภาควิชาพฤกษศาสตร์ 
       คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

A 

B 
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ภาพท่ี 4.11 การเจริญเติบโตของเส้นใยเห็ดบนอาหารเลีย้งเชือ้ชนิด PDB โดยบม่ท่ีอุณหภูมิห้อง
       และเลีย้งในสภาวะนิ่งเป็นเวลา 25-30 วนั: A. PBRU-W0157 และ B. S. commune 

A 

B 
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ภาพท่ี 4.12 การเตรียมเส้นใยบริสทุธ์ิอบแห้ง: A. แผ่นเส้นใยบริสทุธ์ิท่ีถูกน าออกมาจากขวดรูป
       ชมพูท่ี่ใช้เลีย้งเป็นเวลา 25-30 วนั, B. แผน่เส้นใยบริสทุธ์ิหลงัจากล้างด้วยน า้กลัน่แล้ว
       C. แผน่เส้นใยบริสทุธ์ิหลงัจากน าไปอบแล้วเป็นเวลา 48 ชัว่โมง และ D. เส้นใยบริสทุธ์ิ
       อบแห้งท่ีถกูป่ันให้เป็นผงแล้ว 
 
4.4 การสกัดสารสกัดหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากดอกเหด็หรือเส้นใยบริสุทธ์ิอบแห้ง 
 
      เม่ือน าดอกเห็ดหรือเส้นใยบริสุทธ์ิอบแห้งไปท าการสกัดด้วยน า้ร้อน ด้วยเคร่ืองสกัดสาร 
soxhlet ด้วยอตัราส่วนดอกเห็ดหรือเส้นใย 1 กรัมตอ่น า้กลัน่ 10 มิลลิลิตร เป็นเวลา 3 ชัว่โมง และ
น าไปท าการป่ันตกและกรองเพ่ือเอาตะกอนออกพบว่า ผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการสกดัมีลกัษณะเป็น
สารละลายสีน า้ตาลเข้มหรือสีน า้ตาลอ่อน มีกลิ่นเฉพาะตวัขึน้อยู่กบัชนิดของเห็ด ดงัแสดงในภาพ
ท่ี 4.13 
 

A B 

C D 
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  ภาพท่ี 4.13 สารสกดัหยาบจากเห็ด น  ตา่ง ๆ: 

         A. A. chepangiana, B.  P. rugulosus,            

         C. B. vermiculosoides, D. G. colossus,     

         E. L. polychrous, F. Lepiota sp., G. PBRU-W0157,  

         H. P .cubensis, I. R. virescens, J. S. commune 

 

A B C 

D E F 

G H I 

J 
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4.5 การหาปริมาณสารพอลิแซ็กคาไรด์ด้วยวิธี anthrone test 
 
     น าสารสกัดหยาบจากเห็ด น  ต่าง ๆ ท่ีสกัดได้จ านวน 0.5 มิลลิลิตรผสมให้เข้ากันกับ
สารละลายอนัโทรนจ านวน 2.5 มิลลิลิตร ตัง้ทิง้ไว้ 5 นาที พบว่าสารสกัดหยาบจากเห็ดท่ีมีพอลิ
แซ็กคาไรด์เป็นองค์ประกอบจะให้สารละลายท่ีมีสีเขียว หรือสีเขียวแกมน า้เงิน โดยความเข้มของสี
จะมากหรือน้อยขึน้อยู่กับความเข้มข้นของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีเป็นองค์ประกอบในสารสกัดหยาบ
จากเห็ด เม่ือน าสารสกัดหยาบจากกลุ่มเห็ดกินได้ น  ต่าง ๆ ได้แก่  A. chepangiana,            
B. vermiculosoides, L. polychrous และ R. virescens ไปท าการหาปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์
ด้วยวิธี anthrone test และวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 625 นาโนเมตร จ านวน 3 ซ า้ 
พบวา่ได้คา่การดดูกลืนแสงเฉล่ียตัง้แต ่0.153 ถึง 0.276 และน าคา่การดดูกลืนแสงเฉล่ียท่ีได้ไปท า
การค านวนหาความเข้มข้นของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีเป็นองค์ประกอบในสารสกัดเทียบกบักราฟของ
สารละลายกลโูคสมาตรฐาน (ภาคผนวก ก) พบว่ามีคา่ตัง้แต ่1.02 ถึง 1.77 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 
และยงัพบว่า 1 กรัมของดอกเห็ดอบแห้งกลุ่มดงักล่าวให้ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ตัง้แต่ 9.80 ถึง 
18.71 มิลลิกรัม โดยทัง้ 3 ค่าดงักล่าวพบมากท่ีสุดในกลุ่มเห็ดกินได้ น   B. vermiculosoides 
และพบน้อยท่ีสดุใน     น   R. virescens ดงัแสดงในตารางท่ี 4.3 เม่ือน าสารสกัดหยาบจาก   
เส้นใยบริสทุธ์ิ 2  น  คือ PBRU-W0157 และ S. commune ไปท าการหาปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์
ด้วยวิธี anthrone test และวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 625 นาโนเมตร จ านวน 3 ซ า้ 
พบว่าได้คา่การดดูกลืนแสงเฉล่ียเท่ากับ 0.622 และ 0.657 ตามล าดบั และน าค่าการดดูกลืนแสง
เฉล่ียท่ีได้ไปท าการค านวนหาความเข้มข้นของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีเป็นองค์ประกอบในสารสกัด
หยาบจากเห็ด พบว่ามีค่าเท่ากับ 2.07 และ 6.56 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั และยงัพบว่า    
1 กรัมของเส้นใยบริสุทธ์ิอบแห้งให้ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ 24.33 และ 73.85 กรัม ตามล าดับ     
ดงัแสดงในตารางท่ี 4.4 เม่ือน าสารสกดัหยาบจากกลุ่มเห็ดท่ีไม่มีข้อมูลว่ากินได้ น  ตา่ง ๆ ได้แก่ 
G. colossus, Lepiota sp., P. rugulosus ไปท าการหาปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ด้วยวิธี anthrone 
test และวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 625 นาโนเมตร จ านวน 3 ซ า้ พบว่าได้ค่าการ
ดดูกลืนแสงเฉล่ียตัง้แต ่0.043 ถึง 0.259 โดยคา่ดงักลา่วพบมากท่ีสดุในกลุ่มเห็ดท่ีไม่มีข้อมลูว่ากิน
ได้ น   Lepiota sp. และพบน้อยท่ีสดุใน     น   P. rugulosus และน าคา่การดดูกลืนแสงเฉล่ียท่ี
ได้ไปท าการค านวนหาความเข้มข้นของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีเป็นองค์ประกอบในสารสกดัหยาบจาก
เห็ด พบว่ามีค่าตัง้แต่ 0.086 ถึง 1.00 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยค่าดังกล่าวพบมากท่ีสุดในเห็ด
 น   G. colossus และพบน้อยท่ีสดุในเห็ด น   P. rugulosus และยงัพบว่า 1 กรัมของดอกเห็ด
อบแห้งกลุม่ดงักลา่วให้ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ตัง้แต ่8.66 ถึง 53.13 มิลลิกรัม โดยคา่ดงักล่าวพบ



52 

 

มากท่ีสดุในเห็ด น    P. rugulosus และน้อยท่ีสดุในเห็ด น   G. colossus ดงัแสดงในตารางท่ี 
4.5 และเม่ือน าสารสกดัจากกลุ่มเห็ดพิษ น   P. cubensis มาท าการหาปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์
ด้วยวิธี anthrone test และวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 625 นาโนเมตร จ านวน 3 ซ า้ 
พบว่าได้ค่าการดดูกลืนแสงเฉล่ียเท่ากับ 0.113 น าค่าการดดูกลืนแสงเฉล่ียท่ีได้ไปท าการค านวน
หาความเข้มข้นของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีเป็นองค์ประกอบในสารสกดัหยาบจากเห็ด พบว่ามีคา่เท่ากบั 
0.75 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร และยงัพบว่า 1 กรัมของดอกเห็ดอบแห้ง น  ดงักล่าวให้ปริมาณพอลิ
แซ็กคาไรด์เทา่กบั 7.53 มิลลิกรัม ดงัแสดงในตารางท่ี 4.6 
 
ตารางท่ี 4.3 ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ของสารสกดัหยาบจากกลุม่เห็ดกินได้ 

ชนิดของเห็ด ความเข้มข้นของ 
พอลิแซ็กคาไรด์ 

ในสารสกดัหยาบจากเห็ด 
(มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร) 

ความเข้มข้นของ 
พอลิแซ็กคาไรด์ตอ่ 
ผงเห็ด 1 กรัม 
(มิลลิกรัม) 

Amanita chepangiana 1.12 11.57 ± 0.82 
Boletus vermiculosoides 1.77 18.71 ± 0.88 

Lentinus polychrous 1.17 10.07 ± 0.43 
Russula virescens 1.02 9.80 ± 0.19 

 
ตารางท่ี 4.4 ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ของสารสกดัหยาบจากเส้นใยเห็ดท่ีมาจากหนว่ยปฏิบตักิาร 
                   วิจยัการใช้ประโยชน์จากชีวมวลพืช 

ชนิดของเห็ด ความเข้มข้นของ 
พอลิแซ็กคาไรด์ 

ในสารสกดัหยาบจากเห็ด 
(มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร) 

ความเข้มข้นของ 
พอลิแซ็กคาไรด์ตอ่ 
ผงเห็ด 1 กรัม 
(มิลลิกรัม) 

PBRU-W0157 2.07 24.33 ± 0.41 
Schizophyllum commune 6.56 73.85 ± 0.79 
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ตารางท่ี 4.5 ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ของสารสกดัหยาบจากกลุม่เห็ดท่ีไมมี่ข้อมลูวา่กินได้ 
ชนิดของเห็ด ความเข้มข้นของ 

พอลิแซ็กคาไรด์ 
ในสารสกดัหยาบจากเห็ด 
(มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร) 

ความเข้มข้นของ 
พอลิแซ็กคาไรด์ตอ่ 
ผงเห็ด 1 กรัม 
(มิลลิกรัม) 

Ganoderma colossus 1.00 8.66 ± 0.30 
Lepiota sp. 0.086 11.19 ± 0.72 

Phallus rugulosus  0.14 53.13 ± 2.14 
 
ตารางท่ี 4.6 ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ของสารสกดัหยาบจากกลุม่เห็ดพิษ 

ชนิดของเห็ด ความเข้มข้นของ 
พอลิแซ็กคาไรด์ 

ในสารสกดัหยาบจากเห็ด 
(มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร) 

ความเข้มข้นของ 
พอลิแซ็กคาไรด์ตอ่ 
ผงเห็ด 1 กรัม 
(มิลลิกรัม) 

Psilocybe cubensis 0.75 7.53 ± 0.42 
 
4.6 การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดในการ
ต้านเซลล์มะเร็งปอด 
 
      ท าการเลีย้งเซลล์มะเร็งปอดในขวดเลีย้งเซลล์ท่ีมีอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด DMEM ผสมกับซีรัม
และยาปฏิชีวนะ ในภาวะท่ีไม่มีสารสกัดหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ด โดยบ่มในตู้ บ่ม
คาร์บอนไดออกไซด์ท่ีควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ท่ี 5 
เปอร์เซ็นต์ และมีความชืน้ พบวา่เซลล์มะเร็งปอดท่ีเลีย้งมีลกัษณะเป็นเซลล์เกาะผิว บางยาวคล้าย
กระสวย ด้านบนและด้านล่างของเซลล์ไม่แตกตา่งกนั (fibroblast like cell) (ภาพท่ี 4.14) ใช้เวลา
ในเพิ่มจ านวน 2 ถึง 3 วนั จึงจะปกคลุมเต็มผิวของภาชนะเลีย้งเซลล์ จากนัน้เม่ือน าเซลล์มะเร็ง
ปอดมาท าการบม่ด้วยสารสกดัหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดทัง้ 3 กลุ่มคือ กลุ่มเห็ดกินได้ กลุ่ม
เห็ดท่ีไม่มีข้อมูลว่ากินได้ กลุ่มเห็ดพิษ และจากเส้นใยบริสุทธ์ิ 2  น  คือ PBRU-W0157 และ       
S. commune เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ในถาดเลีย้งเซลล์ 96 หลมุ โดยท าการหาปริมาณเซลล์ท่ีมีชีวิต
ด้วยวิธี MTT assay และวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร จากนัน้น าค่าการดดูกลืนแสง
เฉล่ียท่ีได้มาคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์ (% cell survival) เทียบกบัเซลล์ท่ีไม่ได้ถกู
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บ่มด้วยสารสกัดหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ด พบว่าสารสกัดหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จาก
กลุ่มเห็ดกินได้คือ A. chepangiana, B. vermiculosoides, L. polychrous และ R. virescens 
ให้เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอดตัง้แต ่3.44 ถึง 68.9 เปอร์เซ็นต์ สารสกดัหยาบท่ีมี
พอลิแซ็กคาไรด์จากเส้นใยเห็ด 2  น  คือ PBRU-W0157 และ S. commune ให้เปอร์เซ็นต์ความ
อยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอดเท่ากับ 45.41 และ 63.88 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั สารสกัดหยาบท่ีมี 
พอลิแซ็กคาไรด์จากกลุ่มเห็ดท่ีไม่มีข้อมลูว่ากินได้คือ G.colossus, Lepiota sp., P. rugulosus  
ให้เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอดตัง้แต่ 38.12 ถึง 75.60 เปอร์เซ็นต์  และสารสกัด
หยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากกลุ่มเห็ดพิษคือ P. cubensis ให้เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของ
เซลล์มะเร็งปอดเท่ากับ 82.57 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ก) (ภาพท่ี 4.16) และยังพบว่าสารสกัด
หยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากกลุ่มเห็ดกินได้ น   B. vermiculosoides มีประสิทธิภาพสงูสุดใน
การต้านการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง โดยให้เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอดต ่า
ท่ีสุด นอกจากนีย้ังพบว่าเซลล์มะเร็งปอดท่ีถูกบ่มด้วยสารสกัดหยาบจากเห็ด น  ดังกล่าว           
มีลักษณะกลม ไม่แผ่ยาวคล้ายกระสวย แขวนลอยอยู่ในสารละลายและมีจ านวนน้อยลงเม่ือ
สงัเกตภายใต้กล้องจลุทรรศน์เทียบกบัภาวะท่ีไม่มีสารสกดั (ภาพท่ี 4.15) ตอ่มาน าสารสกดัหยาบ
ท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดกลุ่มกินได้ น   B. vermiculosoides มาท าการบม่เซลล์มะเร็งปอดท่ี 
72 ชัว่โมง ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ ได้แก่ 0.01, 0.02, 0.05, 0.10 และ 0.20 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 
พบว่าให้เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอดอยู่ระหว่าง 80.48 ถึง 22.63 เปอร์เซ็นต์   
(ภาพท่ี 4.17) โดยท่ีความเข้มข้น 0.08 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ให้เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์ท่ี 
50 เปอร์เซ็นต์ เรียกวา่คา่ IC50 เม่ือน าเปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอดท่ีบม่ร่วมกบัสาร
สกัดหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ด น  ตา่ง ๆ มาท าการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติแบบจ าแนก
ทางเดียว (complete randomized design) โดยท าการเปรียบเทียบคา่เฉล่ียระหว่างกลุ่มทดลอง
หรือระหว่าง 2 คา่เฉล่ีย (multiple comparisons) (ภาคผนวก ก) จะเห็นได้ว่าสารสกัดหยาบท่ีมี
พอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ด น  ต่าง ๆ และแต่ละกลุ่มมีผลต่อเปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดอย่างมี
นัยส าคัญ นอกจากนีย้ังมีแนวโน้มไปในทิศทางเดียวกันในแต่ละกลุ่ม  ส าหรับเปอร์เซ็นต์         
ควา อยูร่อดของเซลล์มะเร็งปอดท่ีบม่ร่วมกบัสารสกดัหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากกลุ่มเห็ดกินได้
 น   B. vermiculosoides ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ มาท าการวิเคราะห์ข้อมลูทางสถิติ (ภาคผนวก ก) 
จะเห็นได้ว่าสารสกดัหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากกลุ่มเห็ดกินได้ น   B. vermiculosoides ท่ี
ความเข้มข้นต่าง ๆ มีผลต่อเปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอดอย่างมีนัยส าคัญ             
มีแนวโน้มท่ีจะสามารถยบัยัง้ได้มากขึน้เม่ือมีความเข้มข้นสงูขึน้ 
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ภาพท่ี 4.14 ลกัษณะของเซลล์มะเร็งปอด                                                                          
    ล    ใน    ล      ลล  น       ล      น  ล             

        

 

 
ภาพท่ี 4.15 ลกัษณะของเซลล์มะเร็งปอดท่ี    น    ล      ลล  น       ล                             

   น  ล             ร่วมกบัสารสกดัหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ด B. vermiculosoides 

100 µm 

100 µm 



1 

 

 
 

ภาพท่ี 4.16 เปอร์เซ็นต์ความอยูร่อดของเซลล์มะเร็งปอดเม่ือบม่ร่วมกบัสารสกดัหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดชนิดตา่ง ๆ 
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2 

 

 
 

ภาพท่ี 4.17 เปอร์เซ็นต์ความอยูร่อดของเซลล์มะเร็งปอดเม่ือบม่ร่วมกบัสารสกดัหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ด Boletus vermiculosoides ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ 
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4.7 การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดท่ีมี
ประสิทธิภาพสูงสุดต่อการเตบิโตของเซลล์ตับ     
 
       ท าการเลีย้งเซลล์ตบั    ในขวดเลีย้งเซลล์ท่ีมีอาหารเลีย้งเซลล์ชนิด DMEM      ซีรัมและยา
ปฏิชีวนะ ในสภาวะท่ีไม่ มีสารสกัดหยาบท่ี มีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ด โดยบ่มในตู้ บ่ม
คาร์บอนไดออกไซด์ท่ีควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ท่ี 5 
เปอร์เซ็นต์ และมีความชืน้ พบว่าเซลล์ตับ    ท่ีเลีย้งมีลักษณะเป็นเซลล์เกาะผิวคล้ายกับ             
เซลล์มะเร็งปอด แตมี่ความหนาแน่นน้อยกว่า และใช้เวลาในการเจริญเติบโต 7 ถึง 10 วนั จึงจะ
ปกคลุม เต็มผิ วภาชนะ เ ลี ย้ ง เซลล      น  นน                    ล แ           
    ล         น    น   B. vermiculosoides                 น    IC50 และ      ล       (      
0 08 และ 0.11   ลล          ลล ล   )              ลล            น  ล             ในถาดเลีย้ง
เซลล์ 96 หลมุ โดยท าการหาปริมาณเซลล์ด้วยวิธี MTT assay และวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 540 
นาโนเมตร จากนัน้น าค่าการดูดกลืนแสงเฉล่ียท่ีได้มาคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์ 
พบว่าให้เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์ตบั    เป็น  94.95, 90.08  และ  82.73  ตามล าดบั 
(ภาพท่ี 4.18) เห็นได้ว่าความเข้มข้นท่ีคา่ IC50 (0.08 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร) ของสารสกดัหยาบท่ีมี
พอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ด B. vermiculosoides มีผลต่อการยบัยัง้การเจริญเติบโตของเซลล์ปกติ
น้อยมากเม่ือเทียบกบัเซลล์   ปกตท่ีิไมไ่ด้ท าการบม่ด้วยสารสกดัดงักล่าว ส าหรับเปอร์เซ็นต์ความ
อยู่รอดของเซลล์ตบั    ท่ีบ่มร่วมกับสารสกัดหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากกลุ่มเห็ดกินได้ น     
B. vermiculosoides ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ มาท าการวิเคราะห์ข้อมลูทางสถิติ (ภาคผนวก ก) จะ
เห็นได้ว่าสารสกดัหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดกลุ่มกินได้ น   B. vermiculosoides ท่ีความ
เข้มข้นท่ีคา่ IC50 (0.08 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร) ไม่มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญั มีแนวโน้มท่ีจะ
ไมย่บัยัง้การเจริญเตบิโตของเซลล์ตบั     แตเ่ม่ือเทียบกบัความเข้มข้นท่ีสงูกว่าช่วงดงักล่าว กลบั
มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ แสดงว่าเม่ือเพิ่มความเข้มข้นมากขึน้จะไปมีผลต่อการ
เจริญเตบิโตของเซลล์ตบั     
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ภาพท่ี 4.18 เปอร์เซ็นต์ความอยูร่อดของเซลล์ตบั         บม่ร่วมกบัสารสกดัหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ด Boletus vermiculosoides ท่ีความเข้มข้น       
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4.8                สารสกัดหยาบจากเห็ดท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุดในการต้านเซลล์มะเร็ง
ปอดและผลต่อการเตบิโตของเซลล์ตับ     
 
       เม่ือน าสารสกดัหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากกลุ่มเห็ดกินได้ น   B. vermiculosoides มาท า 
ultrafitration ด้วยเคร่ือง vivaflow 50 ท่ีมีมวลโมเลกลุ cut off เท่ากบั 5000 ดาลตนั พบว่าสาร
สกัดหยาบจากเห็ดดงักล่าวท่ีมีองค์ประกอบของสารท่ีมีมวลโมเลกุลต ่ากว่า 5000 ดาลตนั จะมี
ลักษณะเป็นสารละลายสีขาวขุ่น ส่วนสารสกัดท่ีมีมวลโมเลกุลมากกว่า 5000 ดาลตัน จะมีสี
น า้ตาลเข้ม มีความหนืดสูงขึน้ เม่ือน าไปหาปริมาณของพอลิแซ็กคาไรด์ด้วยวิธี anthrone test 
พบวา่มีคา่การดดูกลืนแสงเฉล่ียเพิ่มขึน้จาก 0.276 เป็น 0.342 และคิดเป็นปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์
เทา่กบั 2.27 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร จากนัน้น าสารสกัดหยาบท่ีมีมวลโมเลกลุสงูกว่า 5000 ดาลตนั
จากการท า ultrafiltration ไปท าให้บริสทุธ์ิขึน้ด้วยวิธี ion exchange chromatography ท่ีชะด้วย
น า้กลั่นท่ีมีอัตราการไหล 60 ถึง 120 มิลลิลิตรต่อชั่วโมง และเก็บสารท่ีออกมาจากคอลัมน์ใส่
หลอดทดลองหลอดละ 8 มิลลิลิตร ท าให้เกิดสีด้วยสารละลายอนัโทรน ติดตามคา่การดดูกลืนแสง
ท่ี 625 นาโนเมตร จนกระทั่งคา่การดดูกลืนแสงลดลงต ่ากว่า 0.1 หน่วย จึงชะด้วยสารละลาย 0.1 
โมลาร์ โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนตด้วยวิธีการเดียวกันพบว่า ค่าการดดูกลืนแสงจะเร่ิมสูงกว่า 
0.1 หน่วย ในหลอดทดลองท่ี 17 และสงูสุดท่ีค่าการดดูกลืนแสงเท่ากบั 0.442 ในหลอดทดลองท่ี 
21 และเร่ิมมีคา่การดดูกลืนแสงต ่ากว่า 0.1 หน่วย ในหลอดทดลองท่ี 24 และพบว่าคา่การดดูกลืน
แสงเม่ือชะด้วย 0.1 โมลาร์ โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต จะมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดเท่ากับ 
0.218 ในหลอดทดลองท่ี 44 (ภาพท่ี 4.19) จากนัน้ท าการรวมสารประกอบพอลิแซ็กคาไรด์          
ท่ีแยกได้และมีค่าการดูดกลืนแสงท่ี 0.1 หน่วยขึน้ไปเข้าด้วยกัน น าไปท าการแยกต่อให้บริสุทธ์ิ  
มากขึน้ ด้วยวิธี gel filtration chromatography ชะด้วยน า้กลัน่ท่ีมีอตัราการไหล 15 มิลลิลิตร  
เก็บสารท่ีออกจากคอลัมน์และติดตามค่าการดูดกลืนแสงด้วยวิธีเดียวกันกับ ion exchange 
chromatography แตท่ าการเก็บจนกระทัง่ค่าการดดูกลืนแสงลดต ่าลงกว่า 0.08 หน่วย พบว่าค่า
การดดูกลืนแสงจะเร่ิมสูงกว่า 0.08 หน่วย ในหลอดทดลองท่ี 12 และสูงสุดท่ีค่าการดดูกลืนแสง
เท่ากับ 0.176 ในหลอดทดลองท่ี 13 และเร่ิมมีค่าการดูดกลืนแสงต ่ากว่า 0.08 หน่วย ในหลอด
ทดลองท่ี 14 (ภาพท่ี 4.20) 
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 ภาพท่ี 4.19 การแยกสารประกอบพอลิแซ็กคาไรด์จากสารสกดัหยาบจากเห็ด Boletus vermiculosoides ด้วยวิธี ion exchange chromatography 
              ด้วยคอลมัน์ดีอีเออี-เซลลโูลส ขนาด 2 X 30 เซนตเิมตร ชะด้วยน า้กลัน่และ 0.1 โมลาร์ โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต อตัราการไหล  
              60-120 มิลลิลิตรตอ่ชัว่โมง เก็บใสห่ลอดทดลองหลอดละ 8 มิลลิลิตร 
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 ภาพท่ี 4.20 การแยกสารประกอบพอลิแซ็กคาไรด์จากสารสกดัหยาบจากเห็ด Boletus vermiculosoides ด้วยวิธี gel filtration chromatography 
              ด้วยคอลมัน์ Sephadex G-100 ขนาด 2 X 50 เซนตเิมตร ชะด้วยน า้กลัน่ อตัราการไหล 15 มิลลิลิตรตอ่ชัว่โมง เก็บใสห่ลอดทดลอง 
        หลอดละ 8 มิลลิลิตร 
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4.9                                                                   สาร
สกัดหยาบจากเห็ดที่ มีประสิทธิภาพสูงสุดในการต้านเซลล์มะเร็งและต่อการเติบโตของ
เซลล์   ปกตทิี่ความเข้มข้นท่ีค่า IC50  
 
       น าเซลล์มะเร็งปอดและเซลล์ตบั    มาท าการบ่มด้วยสารประกอบพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีแยกได้
ด้วยวิธี ultrafiltration, ion exchange chromatography และ gel filtration chromatography 
จากสารสกดัหยาบจากกลุ่มเห็ดกินได้ น   B. vermiculosoides ท่ีความเข้มข้น 0.08 มิลลิกรัมตอ่
มิลลิลิตร เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ในถาดเลีย้งเซลล์ 96 หลมุ โดยท าการหาปริมาณเซลล์ด้วยวิธี MTT 
assay และวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 540 นาโนเมตร จากนัน้น าคา่การดดูกลืนแสงเฉล่ียท่ีได้มาคิด
เป็นเปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์ พบว่าสารประกอบพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีแยกได้ด้วยวิธี  
ultrafitration, ion exchange chromatography และ gel filtration chromatography ท่ีความ
เข้มข้น 0.08 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ให้เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอดเท่ากับ 75.76 
เปอร์เซ็นต์ และเซลล์ตบั    เท่ากบั 87.10 เปอร์เซ็นต์ โดยเทียบกบัเซลล์ทัง้สองชนิดท่ีไม่ได้ถกูบม่
ร่วมกบัสารประกอบดงักลา่ว (ภาพท่ี 4.21)  
 
4.10 การวิเคราะห์โครงสร้างของสารประกอบพอลิแซ็กคาไรด์ที่            จากสารสกัด
หยาบจากเหด็ 
 
       น าตะกอนของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีผ่านการทดสอบว่ามีฤทธ์ิทางชีวภาพในการต้านเซลล์มะเร็ง
และแยกให้บริสุทธ์ิแล้วมาท าการวิเคราะห์โครงสร้างด้วยเทคนิค NMR น ากราฟท่ีได้ไปท าการ
เปรียบเทียบกับโครงสร้างของพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดเบต้ากลูแคน (Tada et al, 2009) ซึ่งเป็น
โครงสร้างหลกัของสารประกอบกลุ่มนีท่ี้มีฤทธ์ิในการต้านเซลล์มะเร็งและพบได้มากท่ีสุด พบว่า 
กราฟ 1H NMR ของพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดเบต้ากลแูคนจะมีคา่ Coupling constants อยู่ในต าแหน่ง
ท่ี 4.559 4.559 4.542 และ 4.254 ppm ส่วนกราฟ 1H NMR ของสารประกอบพอลิแซ็กคาไรด์ท่ี
แยกได้จากกลุ่มเห็ดกินได้ น   B. vermiculosoides มีคา่ Coupling constants อยู่ในต าแหน่งท่ี 
4.610 4.608 4.568 และ 4.553 ppm (ภาพท่ี 4.22) 
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ภาพท่ี 4.21 เปอร์เซ็นต์ความอยูร่อดของเซลล์มะเร็งปอดและเซลล์ตบั    ท่ีบม่ร่วมกบั                                                                                                                  
สาร  ะ   พอลิแซ็กคาไรด์               จากเห็ด Boletus vermiculosoides ท่ีความเข้มข้น 0.08 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร
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ภาพท่ี 4.22  กราฟแสดงผลการวิเคราะห์โครงสร้างของสารประกอบพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ด:  
        A. กราฟ 1H NMR ของพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดเบต้ากลแูคนจากเห็ด G. frondosa   
                   (Tada et al, 2009), B. กราฟ 1H NMR ของสารประกอบพอลิแซ็กคาไรด์จากกลุม่  
                   เห็ดกินได้ น   B. vermiculosoides 
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บทที่  5 

สรุปผลการทดลอง อภปิรายผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 
5.1 อภปิรายผลการทดลอง  
 
      การส ารวจและเก็บตวัอย่างเห็ดในสภาพธรรมชาติจากพืน้ท่ีตา่ง ๆ ในประเทศไทย สามารถได้
ตวัอย่างทัง้สิน้ 25          เม่ือน ามาตรวจสอบลกัษณะทางสัณฐานวิทยาภายนอกและภายใน 
พบว่าสามารถจัดจ าแนกเห็ดท่ีได้ในระดับสกุล จ านวน 1 สายพันธุ์ คือ Lepiota sp. โดย
เปรียบเทียบได้จากรายงานของ Arora (1979) แตเ่น่ืองจากเห็ด    ดงักล่าวมีการอ้างอิงมากกว่า 
400 ชนิดและมีลกัษณะท่ีใกล้เคียงกนัมากจึงท าให้การจ าแนกถึงระดบัชนิดนัน้ท าได้ยาก ส าหรับ
ตัวอย่า ง เห็ ด ท่ีสามารถจัดจ าแนกไ ด้ ในระดับชนิด มีจ านวน 7 สายพันธุ์ คื อ  Amanita 
chepangiana, Boletus vermiculosoides, Lentinus polychrous, Russula virescens, 
Ganoderma colossus, Phallus rugulosus และ Psilocybe cubensis โดยเห็ด                 
L. polychrous, R. virescens, P. rugulosus และ P. cubensis เป็นเห็ดท่ีมีรายงานใน     
ประเทศไทยโดยอนงค์ จันทร์ศรีกุลและคณะ (2551) ส่วนเห็ด     A. chepangiana,                   
B. vermiculosoides และ G. colossus เป็นเห็ดท่ีมีลกัษณะเหมือนกบัรายงานของ Yang (1992), 
Smith & Theirs (1971) และ Ryvarden & Johansen (1980) ตามล าดบั นอกจากนีย้งัพบว่าเห็ด
ทัง้  3 ชนิดนีมี้รายงานไม่มากนักในประเทศไทย เ ม่ือท าการแบ่งกลุ่มเห็ดท่ีจัดจ าแนกได้                
ในระดับสกุลและชนิด พบว่าอยู่ในกลุ่มเห็ดกินได้จ านวน 4     คือ A. chepangiana,                 
B. vermiculosoides, L. polychrous และ R. virescens อยู่ในกลุ่มเห็ดท่ีไม่มีข้อมลูว่ากินได้หรือ
ไม่ได้จ านวน 3     คือ G. colossus, Lepiota sp. และ P. rugulosus และอยู่ในกลุ่มเห็ดพิษ
จ านวน 1     คือ P. cubensis  
 การสกดัสารสกดัหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากดอกเห็ด 8     และเส้นใยบริสุทธ์ิอบแห้ง 
2     คือ PBRU-W0157 และ Schizophyllum commune ท่ีน ามาจากหน่วยปฏิบตัิการวิจยัการ
ใช้ประโยชน์จากชีวมวลพืช ภาควิชาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
ท าโดยการสกดัด้วยน า้ร้อน เน่ืองจากสารประกอบพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีเป็นโครงสร้างหลกัท่ีพบในเห็ด
เป็นกลุ่มท่ีสามารถละลายน า้ได้ (Mizuno, 1996) และเม่ือน าสารสกัดหยาบท่ีได้มาหาปริมาณ   
พอลิแซ็กคาไรด์ด้วยวิธี anthrone test ซึ่งเป็นวิธีท่ีนิยมใช้ในการหาความเข้มข้นของพอลิเมอร์
ดงักล่าว โดยผสมสารสกัดหยาบจากเห็ดท่ีเจือจางแล้วกับสารละลายอนัโทรนท่ี    ผสมระหว่าง
ส รอันโทรนกับกรดซัลฟิวริกเข้มข้น พบว่าสารสกัดท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์เป็นองค์ประกอบจะให้
สารละลายท่ีมีสีเขียวหรือสีเขียวแกมน า้เงิน โดยสารสกัดหยาบจากเส้นใยบริสุทธ์ิของเห็ด         
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S. commune มีปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์มากท่ีสดุคือ 6.56 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรและยงัพบว่า 1 
กรัมของเส้นใยบริสุทธ์ิอบแห้งของเห็ด    ดงักล่าวให้ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์เท่ากบั 73.85 กรัม  
Kumari et al. (2007) ท าการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ด     S. commune NRCM โดยท าการ
เลีย้งเส้นใยบริสทุธ์ิของเห็ดใน seed culture medium ท่ีอณุหภูมิ 28 องศาเซลเซียส และท าการ
ป่ันเหว่ียงท่ี 180 รอบต่อนาที เป็นเวลา 68 ชั่วโมง จากนัน้น าส่วนท่ีเป็นของเหลวมาวิเคราะห์
ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ โดยการตกตะกอนด้วย isopropanal 96 เปอร์เซ็นต์ ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ตัง้ทิง้ไว้เป็นเวลา 1 ชัว่โมง พบว่ามีปริมาณของพอลิแซ็กคาไรด์เท่ากบั 8.03 มิลลิกรัมตอ่
มิลลิลิตร และปริญญา รัตนะพิมาน (2535) ได้ท าการสกัดพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ด     
Ganoderma lucidum โดยท าการสกดัด้วย น า้ร้อนและวิเคราะห์หาปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ด้วย
วิธี anthrone test พบว่าเส้นใยบริสุทธ์ิอบแห้ง 1 กรัม ให้ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์เท่ากับ 31 
มิลลิกรัม จากการศกึษาครัง้นีจ้ะเห็นได้ว่าเส้นใยบริสทุธ์ิอบแห้งจากเห็ด     S. commune ให้
ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีสงูเม่ือเทียบกับการผลิตพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ด    อ่ืน ๆ แตก่ารสกัด
ออกมาให้ได้ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีสงูหรือต ่าขึน้อยู่กบัปัจจยัหลายชนิดร่วมกนั เช่น วิธีการท่ีใช้
ในการสกดั ระยะเวลาท่ีใช้ในการสกดั และอาหารท่ีใช้ในการเลีย้งเส้นใยบริสทุธ์ิ เป็นต้น 
 การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดในการต้าน
  ร  ร        เซลล์มะเร็งปอดและผลตอ่การเติบโตของเซลล์ตบั     ส าหรับสารสกดัหยาบท่ีมี
พอลิแซ็กคาไรด์จากกลุ่มเห็ดกินได้     Boletus vermiculosoides ซึ่งมีความเข้มข้น 1.77 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ให้เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอดต ่าสุดคือ 3.44 เปอร์เซ็นต์ 
และเม่ือน าสารสกัดหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดดังกล่าว                       บ่ม
เซลล์มะเร็งปอด พบว่าให้เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอดคือ 50 เปอร์เซ็นต์ท่ีความ
เข้มข้น 0.08 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เรียกว่าความเข้มข้นท่ีค่า IC50 ซึ่ง                 พอลิ
แซ็กคาไรด์จาก     B. vermiculosoides      ลล  ะ ร  นัน้ยงัไม่มีรายงานมาก่อนในประเทศไทย  
Chung et al. (2001) ได้ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกดัหยาบท่ีสกดัด้วยน า้ร้อนจากเส้นใย
บริสทุธ์ิของเห็ด     G. lucidum กบัเซลล์มะเร็งปอดของมนษุย์ท่ีความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร พบว่าให้เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอดท่ี 24.04 เปอร์เซ็นต์ และได้ท าการ
บม่สารสกัดดงักล่าวกบั human T cell line (H9) ซึ่งเป็นเซลล์ชนิดหนึ่งในระบบภูมิคุ้มกันของ
ร่างกายมนษุย์ พบว่าสามารถเพิ่มจ านวน human T cell line (H9) ได้จาก 100,000 เซลล์ต่อ
มิลลิลิตร เป็น 400,000 เซลล์ต่อมิลลิลิตรในเวลา 4 วัน แสดงว่าสารสกัดหยาบจากเห็ด           
G. lucidum ช่วยในการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายเพ่ือยับยัง้การเจริญเติบโตของ
เซลล์มะเร็งปอด นอกจากนีย้งัท าการทดสอบ ล   ส รส           G. lucidum กบัเซลล์ปอด
ปกติของมนุษย์ พบว่าให้เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์สงูถึง 80 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับการศึกษา



68 
 
ครัง้นีเ้ห็นได้ว่าสารสกัดหยาบจากกลุ่มเห็ดกินได้     B. vermiculosoides สามารถยับยัง้              
การเจริญเตบิโตของเซลล์มะเร็งปอดได้ดีในระดบัหนึ่งเม่ือเปรียบเทียบกบัรายงานอ่ืน ๆ  กลไกการ
ท างานเป็นไปได้ว่าพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีเป็นองค์ประกอบจากเห็ดกินได้     B. vermiculosoides  
อาจจะไปจบักบัตวัรับ (receptor) บางชนิดบนเซลล์มะเร็งปอดแล้วท าให้เกิดการยบัยัง้การเจริญได้ 
เ น่ื องจาก ในการทดลองค รั ้ง นี บ้่ มสารสกัดหยาบดัง กล่ าว ร่ วมกับ   ลล  ะ  ร      
แ         ส       ลล    ระ                ร               ส   ร             ส รส       
     B. vermiculosoides    ล ระ      ลล    ระ                         ส รส                 
G. lucidum  ร        ร     ร   ะ                     รทดสอบความเป็นพิษของพอลิ
แซ็กคาไรด์ท่ีแยกได้โดยการฉีดให้แก่หนู     ร    พบว่าน า้หนักตัวของหนู     ร   ไม่มีการ
เปล่ียนแปลงอย่างมีนยัส าคญัในทกุกลุ่มทดลองตลอดระยะเวลาท่ีท าการทดลอง 90 วนั ซึ่งแสดง
ว่าสารท่ีสกดัได้ไม่มีผลตอ่เซลล์ปกติ       ร    พบว่าสารสกดัหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากกลุ่ม
เห็ดกินได้     B. vermiculosoides ท่ีความเข้มข้น 0.08 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ให้เปอร์เซ็นต์
ความอยู่รอดของเซลล์ตบัเท่ากบั 90.08 เปอร์เซ็นต์ซึ่งแสดงว่าพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดกินได้     
B. vermiculosoides ไมไ่ด้เป็นอนัตรายตอ่เซลล์ปกติ              
 การ    ร ส     ส ร ระ   พอลิแซ็กคาไรด์จากสารสกัดหยาบจากกลุ่มเห็ดกินได้        
B. vermiculosoides ด้วยวิธ   ultrafiltration, ion exchange chromatography และ gel 
filtration chromatography และน ามาท าการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการต้านเซลล์มะเร็งปอด
และตอ่การเติบโตของเซลล์ตบั     พบว่าสามารถยับยัง้การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งปอดได้
บ้าง และมีผลต่อการเติบโตของเซลล์ตบั    เล็กน้อย        ร กับผลของปริญญา รัตนะพิมาน 
(2535)   โดยให้เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอดและเซลล์ตบั    เท่ากบั 75.76 และ 
87.10 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั จะเห็นได้ว่าความสามารถในการยบัยัง้เซลล์มะเร็งลดล   Chow et 
al. (2003) ทดลองเลีย้งเซลล์มะเร็งปากมดลูก MAD-MB-231 ใน in vitro และบ่มด้วย PSP 
(polysaccharide-peptide complex) จากเห็ดสายพนัธุ์ Trametes versicolor พบว่าสามารถ
ยับยัง้การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งดังกล่าวได้อย่างมีนัยส าคัญ และท าการบ่มร่วมกับ            
T-lymphocytes พบว่าไม่สามารถกระตุ้ นการเพิ่มจ านวนของเซลล์ดังกล่าวได้ นอกจากนี  ้         
พอลิแซ็กคาไรด์บางชนิด เช่น schizophyllan ท่ีสกัดได้และ       ร ส     แล  จากเห็ด               
S. commune ก็มีความสามารถในการยับยัง้เซลล์มะเร็งลดลงถ้าไม่บ่มร่วมกับสารอ่ืน เช่น    
โปรตีนหรือยาบางชนิด (Daba & Ezeronye, 2003)                        hi   h      
   ส   ร            hi              i              (Wasser and Weis, 1999) แสดงว่า
สารประกอบพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีแยกได้จากกลุ่มเห็ดกินได้     B. vermiculosoides อาจจะต้อง
ท างานร่วมกับสารอ่ืน เช่น โปรตีน เม็ดสี และเกลือบางชนิด เป็นต้น ท่ีถูกแยกออกไปด้วยวิธ   
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ultrafitration, ion exchange chromatography และ g   fi     i    h      g   h                
จึง      ส ร         ร    ร ส       ประสิทธิภาพในการยับยัง้การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง
ล ล                  ส รส               
 การวิเคราะห์โครงสร้างของสารประกอบพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีแยกได้จากสารสกัดหยาบจาก
กลุ่มเห็ดกินได้     B. vermiculosoides โดยการวิเคราะห์แบบ 1H NMR พบว่าได้กราฟท่ีมี
ลกัษณะใกล้เคียงกนักบัร  แ  ของพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดเบต้า-กลแูคนของ Tada et al. (2007) ซึ่ง
พบในเห็ด     Grifola frondosa ท่ีสกดัด้วยน า้และมีฤทธ์ิในการยบัยัง้เซลล์มะเร็งตอ่มลกูหมาก
ได้ (Fullerton et al., 2000) แสดงว่าสารประกอบพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีแยกได้น่าจะมีเบต้า-กลแูคน
เป็นโครงสร้างหลกั เน่ืองจากเบต้า-กลแูคนนัน้เป็นโครงสร้างหลกัและมีจ านวนมากในเห็ด สามารถ
ละลายน า้ได้ และมีรายงานวา่มีฤทธ์ิในการต้านเซลล์มะเร็งชนิดตา่ง   (Moradali et al., 2007) 
 
5.2 สรุปผลการทดลอง 
 
     การส ารวจและเก็บตวัอย่างเห็ดในสภาพธรรมชาติจากพืน้ท่ีตา่ง ๆ ในประเทศไทย สามารถได้
ตัวอย่างทัง้สิน้ 25          น ามาจัดจ าแนกโดยลักษณะทางสัณฐานวิทยาได้ในระดับสกุล          
1 สายพนัธุ์คือ Lepiota sp. และในระดบัชนิด 7 สายพนัธุ์คือ Amanita chepangiana, Boletus 
vermiculosoides, Lentinus polychrous, Russula virescens, Ganoderma colossus, 
Phallus rugulosus และ Psilocybe cubensis เม่ือท าการแบง่กลุ่มเห็ดท่ีจดัจ าแนกได้ พบว่าอยู่
กลุ่มเห็ดกินได้ 4     คือ A. chepangiana, B. vermiculosoides, L. polychrous และ             
R. virescens อยูใ่นกลุม่ท่ีไม่มีข้อมลูว่ากินได้หรือไม่ได้ 3     คือ G. colossus, Lepiota sp. และ 
P. rugulosus และอยู่ในกลุ่มเห็ดพิษ 1     คือ P. cubensis จากนัน้น าเห็ดทัง้ 8     และเส้นใย
บริสทุธ์ิ 2     คือ PBRU-W0157 และ Schizophyllum commune มาสกดัด้วยน า้ร้อนด้วยเคร่ือง
สกดัสาร soxhlet และหาความเข้มข้นของพอลิแซ็กคาไรด์ด้วยวิธี anthrone test พบว่าสารสกดั
หยาบจากเห็ดมีความเข้มข้นของพอลิแซ็กคาไรด์ตัง้แต ่0.086 ถึง 6.56 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตรโดย
พบมากท่ีสุดในสารสกัดหยาบจากเห็ด     S. commune จากนัน้น าสารสกัดหยาบท่ีมีพอลิ
แซ็กคาไรด์จากเห็ดไปบม่ร่วมกบัเซลล์มะเร็งปอด พบว่าให้เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็ง
ปอดตัง้แต ่3.44 ถึง 100.1 เปอร์เซ็นต์ โดยสารสกดัหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากกลุ่มเห็ดกินได้
     B. vermiculosoides ให้เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดต ่าสดุหรือมีประสิทธิภาพสงูสดุในการยบัยัง้
เซลล์มะเร็งปอด นอกจากนีย้งัพบว่าสารสกัดหยาบจากเห็ดสายพนัธุ์ดงักล่าวให้เปอร์เซ็นต์ความ
อยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอดท่ี 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50)   ท่ีความเข้มข้น 0.08 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ตอ่มาน าสารสกดัหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากกลุ่มเห็ดกินได้     B. vermiculosoides ท่ีความ
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เข้มข้น 0.08 มลิลิกรัมตอ่มิลลิลิตร มาท าการบม่ร่วมกบัเซลล์ตบั     พบว่าให้เปอร์เซ็นต์ความอยู่
รอดเทา่กบั 90.08 เปอร์เซ็นต์ จากนัน้ท าการแยกพอลิแซ็กคาไรด์จากสารสกัดหยาบจากเห็ดกินได้
     B. vermiculosoides ให้บริสุทธ์ิโดยวิธี ultrafiltration, ion exchange chromatography 
และ gel filtration chromatography        น ามาบม่ร่วมกบัเซลล์มะเร็งปอดและเซลล์ตบั     
ให้เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดของเซลล์มะเร็งปอดและเซลล์ตับ    เท่ากับ 75.76 และ 87.10 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั            ลล             ร         ร     ร  ส        ลล  ะ ร      
แ  ส ร            B. vermiculosoides        ร ส             ระ     ร             
         ร   ร             ล ล  ะ  ร                ส  ร ส         
                ส รส               B. vermiculosoides          ร  ร       ลล  ะ ร      
     ร      ร      ส ร            ร        ส  และ  ล                  สุดท้ายน าพอลิ      
แซ็กคาไรด์ท่ีแยกได้มาท าการวิเคราะห์โครงสร้างของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีแยกได้ด้วยเทคนิค 1H NMR 
พบวา่มีลกัษณะใกล้เคียงกบัร  แ  ของพอลิแซ็กคาไรด์ชนิดเบต้า-กลแูคน 
 
5.3 ข้อเสนอแนะ 
 
      การส ารวจและเก็บตวัอย่างเห็ดในสภาพธรรมชาติจากพืน้ท่ีต่าง ๆ ของประเทศไทย ไม่ว่าจะ
เป็นการเก็บเห็ดเพ่ือน ามารับประทานหรือเพ่ือการวินิจฉยัชนิด จะต้องมีการเตรียมตวัท่ีดีและทราบ
ถึงฤดกูาลท่ีเหมาะสมในการออกไปเก็บเห็ดซึ่งก็คือฤดฝูน โดยเฉพาะตอนต้นฤดหูรือภายหลงัจาก
ท่ีมีฝนตกแล้ว 3 ถึง 4 วนั และมีแดดส่องจนพืน้ดินอบอุ่นในระหว่างนัน้ด้วย เพราะความชืน้และ
ความอบอุ่นช่วยให้เส้นใยของราท่ีอยู่ใต้ดิน หรือในเศษซากสิ่งมีชีวิตเจริญอย่างรวดเร็วและ
สมบูรณ์เต็มท่ีจนสร้างดอกเห็ดขึน้มาได้ การเก็บดอกเห็ดควรเก็บทัง้ท่ีเป็นดอกตมูและดอกท่ีบาน
แล้ว ในขณะท่ีเก็บต้องสงัเกตและจดบนัทึกสภาพท่ีดอกเห็ดเจริญอยู่ เช่น ดอกเห็ดขึน้อยู่บนสิ่งใด 
เกิดเด่ียว ๆ กระจายอยู่ห่างกันหรือเกิดเป็นกลุ่มอยู่ใกล้ ๆ กัน เป็นต้น ต้องรีบอธิบายลักษณะ
ภายนอกของดอกเห็ดในขณะท่ีดอกยังสดอยู่ เม่ือบันทึกลักษณะภายนอกเรียบร้อยแล้ว ถ้า
สามารถวินิจฉยัช่ือดอกเห็ดได้ถึงระดบัสกลุและชนิดก็ควรท่ีจะกระท าให้เสร็จโดยเร็ว 
      การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพในการต้านเซลล์มะเร็งและผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ปกติ
ของสารสกัดหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ด ควรจะทดสอบกับเซลล์จากระบบภูมิคุ้มกันด้วย 
เพ่ือท าการตรวจสอบว่าสารสกัดดงักล่าวจะช่วยกระตุ้นการสร้างหรือยบัยัง้การเจริญเติบโตของ
เซลล์ และยังสามารถน าไปใช้ในการอธิบายกระบวนการท่ีเกิดขึน้จากผลการทดสอบฤทธ์ิทาง
ชีวภาพได้ชดัเจนมากย่ิงขึน้ 
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ภาคผนวก ก 

ก.1 การท ากราฟสารละลายน า้ตาลกลโูคสมาตรฐาน 

 การท ากราฟสารละลายน า้ตาลกลูโคสมาตรฐานท าได้โดย เตรียมสารละลายน า้ตาล

กลโูคสท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ กนัคือ 0, 0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25 และ 0.30 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองหลอดละ 0.5 มิลลิลิตร ผสมสารละลายอนัโทรนลงไป 2.5 มิลลิลิตร 
ในแตล่ะความเข้มข้นท าเป็นจ านวน 3 ซ า้ ตัง้ทิง้ไว้ 5 นาที แล้วน าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ี 625 

นาโนเมตร น าคา่ท่ีได้มาสร้างกราฟสารละลายกลโูคสมาตรฐาน (ภาพท่ี ก.1) 

 

 

ภาพท่ี ก.1 กราฟของสารละลายกลโูคสมาตรฐาน โดยวิธี anthrone test 
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ก.2 ตวัอย่างวิธีค านวณค่าความเข้มข้นของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีเป็นองค์ประกอบในสารสกัดหยาบ

จากเห็ดเทียบกบักราฟสารละลายกลโูคสมาตรฐาน 

Amanita chepangiana Tulloss & Bhandary. 

1) ท าการเจือจางสารสกดัหยาบจากเห็ด 1 มิลลิลิตรตอ่น า้กลัน่ 19 มิลลิลิตร (อตัราสว่น 1:20) 

2) น า้หนกัผงท่ีใช้ในการสกดัสารทัง้หมดคือ 53.24 กรัม 

3) ปริมาตรของสารสกดัทัง้หมดคือ 550 มิลลิลิตร 

4) คา่การดดูกลืนแสงท่ี 625 นาโนเมตร โดยวิธี anthrone test คือ 0.180, 0.155, 0.168 

    ดงันัน้      (0.180/3.007) X 20 (จ านวนเทา่ท่ีเจือจาง) มีคา่เทา่กบั 1.20 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 

        (0.155/3.007) X 20 (จ านวนเทา่ท่ีเจือจาง) มีคา่เทา่กบั 1.04 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 

                   (0.168/3.007) X 20 (จ านวนเทา่ท่ีเจือจาง) มีคา่เทา่กบั 1.12 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 

    เพราะฉะนัน้ความเข้มข้นของพอลิแซ็กคาไรด์เฉล่ียคือ 1.12 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 

5) สารสกดัหยาบจากเห็ด 1 มิลลิลิตร มีปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์เป็นองค์ประกอบ 1.12 มิลลิกรัม     

    ดงันัน้ สารสกดัหยาบจากเห็ด 550 มิลลิลิตร จะมีปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์เป็นองค์ประกอบ  

    เทา่กบั 1.12 X 550 หรือ 616 มิลลิกรัม แสดงวา่ผงเห็ด 53.24 กรัมท่ีใช้ในการสกดัทัง้หมด มี 

    ปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์ 616 มิลลิกรัม ดงันัน้ผงเห็ด 1 กรัม จะมีปริมาณพอลิแซ็กคาไรด์เทา่กบั    

    616/53.24 หรือ 11.57 มิลลิกรัม 

    หมายเหต ุส าหรับการค านวณหาคา่ความเข้มข้นของพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีเป็นองค์ประกอบในสาร  

    สกดัหยาบจากเห็ดชนิดอ่ืน ๆ ก็ใช้วิธีการเดียวกนักบัวิธีการข้างต้นท่ีกลา่วมา 
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ก.3 ตวัอยา่งวิธีการค านวณหาปริมาณเซลล์ด้วยวิธี hemacytometer 

 1 ช่องตารางส่ีเหล่ียมจตัรัุสมีปริมาตรเท่ากบั 1 X 1 X 0.1 หรือ 0.1 ลกูบาศก์มิลลิเมตร 

และปริมาตร 0.1 ลกูบาศก์มิลลิเมตรมีคา่เทา่กบั 10-4 มิลลิลิตร 

 จ านวนเซลล์มีชีวิต (ย้อมไม่ติดสี Trypan blue) ในช่องนับเซลล์ทัง้ 4 ช่องมีค่าเท่ากับ 

35+30+31+34 หรือ 130 เซลล์ และมีคา่เฉล่ียเทา่กบั 130/4 หรือ 32.5 เซลล์ 

 จ านวนเซลล์ตาย (ย้อมติดสี Trypan blue) ในช่องนับเซลล์ทัง้ 4 ช่องมีค่าเท่ากับ 

4+5+4+5 มีคา่เทา่กบั 18 เซลล์ และมีคา่เฉล่ียเทา่กบั 18/4 หรือ 4.5 เซลล์ 

 โดยตวัอย่างท่ีนบัถูกเตรียมจากเซลล์ 0.2 มิลลิลิตร (200 ไมโครลิตร) เจือจางด้วยอาหาร

เลีย้งเซลล์ 0.4 มิลลิลิตร (400 ไมโครลิตร) ใน น าสารละลายเซลล์ท่ีเจือจางแล้วใน มา 0.02 

มิลลิลิตร (20 ไมโครลิตร) ผสมกับ 0.4 เปอร์เซ็นต์ Trypan blue 0.02 มิลลิลิตร (อตัราส่วน 1:1) 

ย้อมเป็นเวลา 1 นาที ดงันัน้ dilution Factor (1) มีค่าเท่ากับ (0.2+0.4)/0.2 หรือ 3 และค่า 

dilution Factor (2) มีคา่เท่ากบั (0.02+0.02)/0.02 หรือ 2 จะได้ว่าคา่ dilution Factor รวมเท่ากบั 

3 X 2 หรือ 6 

 เซลล์ตวัอยา่งท่ีนบัได้มีจ านวนเซลล์มีชีวิตเท่ากบั (130/4) X 104 หรือ 3.25 X 105 เซลล์ตอ่

มิลลิลิตร มีจ านวนเซลล์ตายเท่ากับ (18/4) X 104 หรือ 4.5 X 104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ดงันัน้

เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตมีคา่เท่ากบั [32.5/(32.5+4.5)] X 100 หรือ 87.84 เปอร์เซ็นต์และมี      

เซลล์ตัง้ต้นก่อนเจือจางเท่ากบั [(130+18)/4] X 6 (dilution Factor)X 104 หรือ 2.22 X 106 เซลล์

ตอ่มิลลิลิตร 

 สมมติให้เซลล์ตัง้ต้นแขวนลอยอยู่ในอาหารเลี ย้งเซลล์ในหลอดป่ันเหว่ียงขนาด 25 

มิลลิลิตร จ านวน 6 มิลลิลิตร เพราะฉะนัน้เซลล์ทัง้หมดในภาชนะเลีย้งมีคา่เท่ากบั 2.22 X 106 X 6 

หรือ 1.33 X 107 เซลล์ 

 1 หลมุของถาดเลีย้งเซลล์ 96 หลมุ บรรจสุารละลายเซลล์รวมกบัอาหารเลีย้งเซลล์จ านวน 

200 ไมโครลิตร (0.2 มิลลิลิตร) สมมติว่าบรรจเุซลล์ทัง้หมด 36 หลมุ ดงันัน้ใช้ปริมาตรสารละลาย

เซลล์จ านวน 36 X 0.1 หรือ 3.6 มิลลิลิตร แตเ่ตรียมจริง 4 มิลลิลิตร 
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 เน่ืองจากสารละลายเซลล์ 0.1 มิลลิลิตร มีจ านวนเซลล์ 5000 เซลล์ ดงันัน้สารละลาย 4 

มิลลิลิตร จะมีจ านวนเซลล์เทา่กบั (5000 X 4)/0.1 หรือ 200,000 เซลล์ 

 แต่เซลล์ตัง้ต้นมีความมีชีวิต 87.84 เปอร์เซ็นต์ เพราะฉะนัน้ต้องใช้เซลล์จากเซลล์ตัง้ต้น

เทา่กบั (100 X 200,000)/87.84 หรือ 2.28 X 105 เซลล์ 

 และต้องใช้เซลล์จากเซลล์ตัง้ต้นเท่ากบั (2.28 X 105)/2.22 X 106 หรือ 0.10 มิลลิลิตร 

ดงันัน้จะดดูเซลล์จากหลอดป่ันเหว่ียงมาจ านวน 0.08 มิลลิลิตร ผสมกบัอาหารเลีย้งเซลล์ให้ได้ 4 

มิลลิลิตร กระจายเซลล์ให้สม ่าเสมอกนัแล้วคอ่ยหยอดลงหลมุ หลมุละ 100 ไมโครลิตร 

 

ก.4 วิธีค านวณเปอร์เซ็นต์ความอยูร่อดของเซลล์มะเร็งปอด 

 สมมติ ให้คา่การดดูกลืนแสงเฉล่ียของเซลล์มะเร็งปอดท่ีไม่ได้ถกูบม่ด้วยสารสกดัหยาบท่ี

มีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดเท่ากับ 1.600 หรือคิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ และให้ค่าการดดูกลืนแสง

เฉล่ียของเซลล์มะเร็งปอดท่ีถูกบ่มด้วยสารสกัดหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ด เท่ากับ 0.800 

เพราะฉะนัน้ เปอร์เซ็นต์ความอยูร่อดของเซลล์คิดเป็น (0.800/1.600) X 100 = 50 เปอร์เซ็นต์ 
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ก.5 การวิเคราะห์ข้อมลูทางสถิติ 

1) ฤทธ์ิทางชีวภาพในการต้านเซลล์มะเร็งของสารสกัดหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากกลุ่มเห็ด    

    ตา่ง ๆ โดยการศึกษานีจ้ะเก็บผลเป็นเปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดเฉล่ียของเซลล์มะเร็งปอดท่ีบ่ม

ร่วมกบัสารสกัดหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากกลุ่มเห็ด    ต่าง ๆ จ านวน 10          ละ 3 ซ า้ 

ได้ผลดงัแสดงในตารางท่ี ก.1 

ตารางท่ี ก.1 เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดเฉล่ียของเซลล์มะเร็งปอดท่ีบ่มร่วมกับสารสกัดหยาบท่ีมี       

พอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ด 10      

    เห็ด 
เปอร์เซ็นต์ความอยูร่อดเฉล่ียของเซลล์มะเร็งปอด 

ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 ครัง้ท่ี 3 

A. chepangiana 62.89 62.85 60.55 

B. vermiculosoides 3.98 4.14 2.18 

L. polychrous 68.07 70.15 68.69 

R. virescens 67.36 67.10 68.64 
PBRU-W0157 45.66 45.72 44.84 

S. commune 64.44 64.27 62.94 

G. colossus 74.91 76.12 75.79 
Lepiota sp. 36.56 39.83 37.99 

P. rugulosus 102.11 99.75 98.47 

P. cubensis 81.80 78.76 87.28 
 

H0 = ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัระหว่างเปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดเฉล่ียของเซลล์มะเร็ง

ปอดท่ีบม่ร่วมกบัสารสกดัหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากกลุม่เห็ด    ตา่ง ๆ 10       

H1 = มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัระหว่างเปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดเฉล่ียของเซลล์มะเร็งปอดท่ี

บม่ร่วมกบัสารสกดัหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากกลุม่เห็ด    ตา่ง ๆ 10      อยา่งน้อย  1 คา่ 
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2) ฤทธ์ิทางชีวภาพในการต้านเซลล์มะเร็งปอดของสารสกัดหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดท่ีมี

ประสิทธิภาพสูงสุด โดยการศึกษานีจ้ะเก็บผลเป็นเปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดเฉล่ียของเซลล์มะเร็ง

ปอดท่ีบม่ร่วมกบัสารสกดัหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากกลุ่มเห็ดกินได้     B. vermiculosoides ท่ี

ความเข้มข้นตา่ง ๆ จ านวน 3 ซ า้ ได้ผลดงัแสดงในตารางท่ี ก.2 

ตารางท่ี ก.2 เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดเฉล่ียของเซลล์มะเร็งปอดท่ีบ่มร่วมกับสารสกัดหยาบท่ีมี       

พอลิแซ็กคาไรด์จากกลุม่เห็ดกินได้     B. vermiculosoides ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ 

ความเข้มข้น 
(มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร) 

เปอร์เซ็นต์ความอยูร่อดเฉล่ียของเซลล์มะเร็งปอด 
ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 ครัง้ท่ี 3 

0.01 80.39 80.79 80.26 
0.02 75.86 74.53 73.65 
0.05 62.68 61.36 63.58 
0.10 36.53 35.51 37.04 
0.20 22.26 22.58 23.05 

 

H0 = ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัระหว่างเปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดเฉล่ียของเซลล์           

มะ เ ร็ งปอด ท่ีบ่ม ร่ วมกับสารสกัดหยาบ ท่ี มีพอลิ แซ็ กคาไ ร ด์จากกลุ่ ม เห็ ด กินไ ด้                             

B. vermiculosoides ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ 

H1 = มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัระหว่างเปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดเฉล่ียของเซลล์มะเร็งปอดท่ี

บม่ร่วมกบัสารสกดัหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากกลุ่มเห็ดกินได้     B. vermiculosoides ท่ีความ

เข้มข้นตา่ง ๆ อยา่งน้อย 1 คา่ 
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3) ฤทธ์ิทางชีวภาพตอ่การเจริญเตบิโตของเซลล์ตบั    ของสารสกดัหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จาก

เห็ดท่ีมีประสิทธิภาพสงูสุด โดยการศึกษานีจ้ะเก็บผลเป็นเปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดเฉล่ียของเซลล์

ตับ    ท่ี บ่ ม ร่ วม กั บส า รสกั ดหย าบ ท่ี มี พ อลิ แ ซ็ กค า ไ ร ด์ จ า กกลุ่ ม เ ห็ ด กิ น ไ ด้                                              

B. vermiculosoides ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ จ านวน 3 ซ า้ ได้ผลดงัแสดงในตารางท่ี ก.3 

ตารางท่ี ก.3 เปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดเ     ของเซลล์ตับท่ีบ่มร่วมกับสารสกัดหยาบท่ีมีพอลิ         

แซ็กคาไรด์จากกลุม่เห็ดกินได้     B. vermiculosoides ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ 

ความเข้มข้น 
(มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร) 

เปอร์เซ็นต์ความอยูร่อดเฉล่ียของเซลล์ตบั     
ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 ครัง้ท่ี 3 

0.05 93.94 95.28 95.63 
0.08 90.08 90.19 89.97 
0.11 82.50 82.81 82.88 

 

H0 = ไมมี่ความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัระหว่างเปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดเฉล่ียของเซลล์ตบั    ท่ี

บม่ร่วมกบัสารสกดัหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากกลุ่มเห็ดกินได้     B. vermiculosoides ท่ีความ

เข้มข้นตา่ง ๆ 

H1 = มีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัระหวา่งเปอร์เซ็นต์ความอยู่รอดเฉล่ียของเซลล์ตบั    ท่ีบม่

ร่วมกับสารสกัดหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากกลุ่มเห็ดกินได้     B. vermiculosoides ท่ีความ

เข้มข้นตา่ง ๆ อยา่งน้อย 1 คา่ 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมสาร 

ข.1 การเตรียมน า้ยา Melzer’s reagent ส าหรับการตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวิทยาภายใน 

  ผลกึไอโอดีน (Iodine Crystals)   0.5 กรัม 

  โพแทสเซียมไอโอไดด์ (KI)   1.5 กรัม 

  คลอรอลไฮเดรต (Chloralhydrate)  22 กรัม 

  น า้กลัน่ (Distilled water)   20 มิลลิลิตร 

ผสมผลึกไอโอดีน 0.5 กรัม โพแทสเซียมไอโอไดด์ 1.5 กรัม คลอรอลไฮเดรต 22 กรัมและน า้กลัน่ 

20 มิลลิลิตร เข้าด้วยกนั เขยา่เบา ๆ ให้เข้ากนั แล้วจงึน าไปใช้ 

ข.2 การเตรียมอาหารเพ่ือใช้ในการแยกเส้นใยบริสทุธ์ิและการเลีย้งเชือ้ 

 1). Potato Dextrose Agar (PDA) 

  มนัฝร่ัง      200  กรัม 

  เดกโทรส (Dextrose) หรือกลโูคส (Glucose) 20  กรัม 

  ผงวุ้น (Agar)     20 กรัม 

  น า้กลัน่      1000 มิลลิลิตร 

น ามนัฝร่ัง 200 กรัม น าไปต้มในน า้กลัน่จนเดือด สงัเกตเห็นชิน้มนัฝร่ังเร่ิมนิ่ม น ามากรองเนือ้มนั

ฝร่ังออกด้วยผ้าขาวบาง เติมน า้ตาลเดกโทรสหรือน า้ตาลกลูโคส 20 กรัม ปรับค่าความเป็นกรด

ดา่งให้ได้ 6.5 และเติมผงวุ้น 20 กรัมลงไปในสารละลายท่ียงัร้อนอยู่เพ่ือให้ผงวุ้นละลายได้ง่ายขึน้ 

เม่ือผงวุ้นละลายหมดให้ปรับปริมาตรสารละลายให้เป็น 1000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ี 121 

องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้นาน 15 นาที แล้วจงึน าไปใช้ 
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 2). PDA ผสมผง Rose Bengal 0.01% (W/V) 

ผสมผง Rose Bengal 0.01 กรัมต่ออาหารเลีย้งเชือ้ชนิด PDA 100 มิลลิลิตร โดยผสม Rose 

Bengal ใน PDA หลงัจากท่ีผงวุ้นละลายหมด น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ี 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 

ปอนด์ตอ่ตารางนิว้นาน 15 นาที แล้วจงึน าไปใช้  

 3). Potato Dextrose Broth (PDB) 

ท าการเตรียมด้วยวิธีการเดียวกนักบัการเตรียม PDA แตไ่มต้่องใสผ่งวุ้นลงไป 

ข.3 การเตรียมอาหารเลีย้งเซลล์และสารเคมีท่ีใช้ในงานเพาะเลีย้งเซลล์ 

 1). อาหารเลีย้งเซลล์ 

  อาหารเลีย้งเซลล์ชนิด DMEM แบบส าเร็จรูปและผา่นการฆา่เชือ้แล้ว 

  ซีรัมส าเร็จรูปและผา่นการฆา่เชือ้แล้ว (Fetal Bovine Serum) 

  ยาปฏิชีวนะ (Penicillin-streptomycin) 

ใ ช้ ปิ เปตดูดอาหาร เ ลี ย้ ง เซลล์ชนิด  DMEM แบบส า เ ร็จ รูปและผ่านการฆ่า เ ชื อ้                                               

แล้วใส่หลอดป่ันเหว่ียงขนาด 50 มิลลิลิตร ท่ีผ่านการฆ่าเชือ้แล้วท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ จ านวน 45 มิลลิลิตร จากนัน้ใช้หลอดฉี ยาขนาด 20 มิลลิลิตร 

ดดูอาหารเลีย้งเซลล์จากหลอดป่ันเหว่ียงท่ีกล่าวไปแล้วข้างต้นมากรองผ่านชดุกรองท่ีมีขนาดรู 0.2 

ไมโครเมตร ท่ีผา่นการฆา่เชือ้แล้ว ใสล่งในหลอดป่ันเหว่ียงขนาด 50 มิลลิลิตรท่ีผ่านการฆ่าเชือ้แล้ว 

เม่ือจะน ามาใช้ให้เตมิซีรัมจ านวน 5 มิลลิลิตรและยาปฏิชีวนะจ านวน 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากนั 

 

หมายเหต ุซีรัมจะต้องน าไปท าการกรองผ่านตวักรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร ตามวิธีการเดียวกับ

    การกรองอาหารเลีย้งเซลล์ ก่อนจะน ามาท าการผสม 
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 2). Phosphate buffered saline (PBS) 

  โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)    8 กรัม 

  โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl)   0.2 กรัม 

  ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)  1.25 กรัม 

  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.2 กรัม 

  น า้กลัน่      1000 มิลลิลิตร 

ผสมผงโซเดียมคลอไรด์ 8 กรัม โพแทสเซียมคลอไรด์ 0.2 กรัม ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1.25 

กรัม โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.2 กรัม และน า้กลัน่ 1000 มิลลิลิตรเข้าด้วยกนั ปรับคา่

ความเป็นกรดดา่งให้ได้ 7.4 น าไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ี 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้

นาน 15 นาที โดยสารละลาย PBS จะเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 

3). Trypan blue 0.4% (W/V) 

 Trypan blue   0.4  กรัม 

 PBS pH 7.4  100 มิลลิลิตร 

ผสม Trypan blue 0.4 กรัม ลงในสารละลาย PBS 100 มิลลิลิตร ปรับคา่ความเป็นกรดด่างให้ได้ 

7.2 แบง่เก็บใสใ่นขวดไว้ ถ้าละลายยากสามารถใช้ความร้อนชว่ยในการละลายได้ 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 
 
 นายวิศรุต กิจพิพิธ เกิดเม่ือวนัท่ี 23 มิถนุายน พ.ศ.2527 ท่ีจงัหวดัปัตตานี ส าเร็จ
การศกึษาหลกัสตูรวิทยาศาสตรบณัฑิต สาขาพฤกษศาสตร์ จากคณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั ในปีการศกึษา 2549 และเข้าศกึษาตอ่ในหลกัสตูรวิทยาศาสตรมหาบณัฑิตของ
คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เม่ือปีการศกึษา 2550       เ                     
2553 
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THAILAND. In Proceeding of the 21th Annual Meeting and International Conference of 
Thai Society for Biotechnology: 638-644. Queen Sirikit National Convention Center 
Bangkok, Thailand. September 24-25, 2009. 
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ภาพท่ี 4.3 ลักษณะทางสณัฐานวิทยาของเห็ดสายพนัธุ์เขาน า้พุ 13 ท่ีสามารถจดัจ าแนกได้เป็น
     ชนิด Phallus rugulosus [Fisch.] Kuntze :  A. ลกัษณะดอกเห็ด B. ลกัษณะสปอร์ใน
     น า้กลัน่ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ท่ีก าลงัขยาย 40X  

A 

B 



1 

 
 

ภาพท่ี 4.16 เปอร์เซ็นต์ความอยูร่อดของเซลล์มะเร็งปอดเม่ือบม่ร่วมกบัสารสกดัหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ดชนิดตา่ง ๆ 
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ภาพท่ี 4.17 เปอร์เซ็นต์ความอยูร่อดของเซลล์มะเร็งปอดเม่ือบม่ร่วมกบัสารสกดัหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ด Boletus vermiculosoides ท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ 
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ภาพท่ี 4.18 เปอร์เซ็นต์ความอยูร่อดของเซลล์ตบั         บม่ร่วมกบัสารสกดัหยาบท่ีมีพอลิแซ็กคาไรด์จากเห็ด Boletus vermiculosoides ท่ีความเข้มข้น       
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ภาพท่ี 4.19 การแยกสารประกอบพอลิแซ็กคาไรด์จากสารสกดัหยาบจากเห็ด Boletus vermiculosoides ด้วยวิธี ion exchange chromatography 
             ด้วยคอลมัน์ดีอีเออี-เซลลโูลส ขนาด 2 X 30 เซนตเิมตร ชะด้วยน า้กลัน่และ 0.1 โมลาร์ โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต อตัราการไหล  
             60-120 มิลลิลิตรตอ่ชัว่โมง เก็บใสห่ลอดทดลองหลอดละ 8 มิลลิลิตร 
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ภาพท่ี 4.20 การแยกสารประกอบพอลิแซ็กคาไรด์จากสารสกดัหยาบจากเห็ด Boletus vermiculosoides ด้วยวิธี gel filtration chromatography 
             ด้วยคอลมัน์ Sephadex G-100 ขนาด 2 X 50 เซนตเิมตร ชะด้วยน า้กลัน่ อตัราการไหล 15 มิลลิลิตรตอ่ชัว่โมง เก็บใสห่ลอดทดลอง 
       หลอดละ 8 มิลลิลิตร 
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ภาพท่ี 4.21 เปอร์เซ็นต์ความอยูร่อดของเซลล์มะเร็งปอดและเซลล์ตบั    ท่ีบม่ร่วมกบั                                                                                                                  
สาร  ะ   พอลิแซ็กคาไรด์               จากเห็ด Boletus vermiculosoides ท่ีความเข้มข้น 0.08 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร
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ภาคผนวก ก 

ก.1 การท ากราฟสารละลายน า้ตาลกลโูคสมาตรฐาน 

 การท ากราฟสารละลายน า้ตาลกลูโคสมาตรฐานท าได้โดย เตรียมสารละลายน า้ตาล

กลโูคสท่ีความเข้มข้นตา่ง ๆ กนัคือ 0, 0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25 และ 0.30 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองหลอดละ 0.5 มิลลิลิตร ผสมสารละลายอนัโทรนลงไป 2.5 มิลลิลิตร 
ในแตล่ะความเข้มข้นท าเป็นจ านวน 3 ซ า้ ตัง้ทิง้ไว้ 5 นาที แล้วน าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ี 625 
นาโนเมตร น าคา่ท่ีได้มาสร้างกราฟสารละลายกลโูคสมาตรฐาน (ภาพท่ี ก.1) 

 

 

ภาพท่ี ก.1 กราฟของสารละลายกลโูคสมาตรฐาน โดยวิธี anthrone test 
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