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กิตติกรรมประกาศ 

 

โครงการน้ีสําเรจ็ไดตามเปาหมาย เพราะไดรับความรูและคําแนะนําที่เปนประโยชนตอการดําเนินการจาก

ผูมีพระคุณทั้งหลาย อาทิ  

อาจารยคณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่มอบวิชาความรูและประสบการณอันมีคา เปน

ประโยชนอยางย่ิงมาตลอดสี่ป  

อาจารยทีป่รึกษา ศาสตราจารย ดร. จันทรเพญ็ จันทรเจา ที่กรุณารบัโครงการวิจัยของขาพเจา ดูแลต้ังแต

เริ่มจนถึงปจจุบัน ใหความรูคําปรึกษาในการคนควาหาขอมลู วิธีการทําการทดลอง ตรวจแกไขการเขียนเรียบเรียง

ใหสมบูรณข้ึน  

พี่ ๆ ในแลป ที่ชวยแนะนําการใชเครื่องมือและใหคําแนะนําทางเทคนิคระหวางทําการทดลอง  

นอกจากน้ี ขาพเจาขอขอบคุณครอบครัวและญาติมิตรทุกทาน ที่มีสวนสนับสนุนชวยเหลือและใหกําลังใจ

ในการทําโครงการเสมอมา ความรูและประสบการณที่ไดรบัจากการทําโครงการน้ี ขาพเจาสามารถนําไปใชไดภาย

ภาคหนา ทั้งในการศึกษาตอ การทํางาน และชีวิตประจําวัน ขาพเจาหวังเปนอยางย่ิงวาโครงการของขาพเจาจะ

เปนประโยชนตอผูสนใจวิทยาศาสตรตอไป  

 

พิชามญชุ กวีผาติ 
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บทคัดยอ  

 

Escherichia coli เปนแบคทเีรียแกรมลบสายพันธุกอโรคในระบบทางเดินอาหารในมนุษย สวนเควอซิทิน

เปนสารประกอบฟลาโวนอยดที่พบในพืชและพรอพอลสิจากชันโรง สามารถออกฤทธ์ิทางชีวภาพไดหลากหลาย 

งานวิจัยน้ีไดทําการศึกษาฤทธ์ิตานการเติบโตของแบคทเีรีย E. coli top 10 ที่มีพลาสมิด pGem-T vector ของเค

วอซิทินทีล่ะลายใน dimethyl sulfoxide (DMSO) ทําการทดสอบฤทธ์ิตานการเติบโตของของแบคทีเรียดวยวิธี 

disc diffusion assay โดยความเขมขนของเควอซิทินที่เลอืกใชในการทดลองน้ี คือ 0, 0.12, 0.24, 0.36 และ 

0.48 กรัมตอมลิลลิิตร จากการทําการทดลอง 3 ซ้ํา บันทึกผลของเสนผานศูนยกลางของ clear zone แลว

วิเคราะหขอมูลทางสถิติโดยหาคาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน พบวาเสนผานศูนยกลางของ clear zone แปร

ผันตามความเขมขนของเควอซิทิน ทั้งน้ีความเขมขนของเควอซิทินสงูสุดที่เลือกใช คือ 0.48 กรัมตอมิลลลิิตรของ 

DMSO โดยใหคาเสนผานศูนยกลางของ clear zone กวางที่สุด คือ 9.23 ± 0.15 มิลลเิมตร จึงเลือกใชเควอซิทิน

ที่ความเขมขนน้ีมาเลี้ยงรวมกบั E. coli top 10 ใน nutrient broth จากน้ันนําไปบมที่ 37 oC, 130 รอบตอนาท ี

เปนเวลา 2 วัน เมื่อเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม พบวามีการเติบโตของ E. coli top 10 ในชุดควบคุมแตไมมีการ

เติบโตของเช้ือเลยในชุดที่ไดรับเควอซิทินจึงไมสามารถนํา culture ของเช้ือมาทํา plasmid isolation และ 

agarose gel electrophoresis เพื่อสังเกตการยอยสลายพลาสมิดได ในการทดลองครัง้ตอไป จึงควรหาความ

เขมขนของเควอซทิินทีเ่หมาะสมตอไป  

 

คําสําคัญ : เควอซิทิน, clear zone, Escherichia coli  
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Abstract 

 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

the optimal concentration of quercetin must be required.  

 

Keywords: clear zone, Escherichia coli, quercetin 
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บทท่ี 1  

บทนําและการทบทวนวรรณกรรม 

 

ในปจจบุันโรคตาง ๆ แพรระบาด ทําใหประชากรเจบ็ปวย เสียชีวิต เสียสุขภาพจิต เสียคาใชจายในการ

รักษา สาเหตุหน่ึงคือโรคทีม่ีสาเหตุจากแบคทเีรีย Escherichia coli ซึ่งเปนแบคทเีรียแกรมลบ มีรูปรางเปนแทง 

ขนาด 1.1-1.5x 2.0-6.0 ไมโครเมตร สวนใหญเคลื่อนที่ไดดวย flagella เจรญิไดในสภาวะที่มีออกซิเจนและมี

ออกซเิจนนอย สามารถพบไดทั่วไปในลําไสของสัตวเลอืดอุนและมนุษย รวมถึงในสิ่งแวดลอม สามารถปนเปอน

จากสิง่ขับถายไปยังอาหารไดงาย ประกอบไปดวยกลุมทีก่อโรคและกลุมที่ไมกอโรคเชน สายพันธุ shiga toxin-

producing E. coli (STEC) สามารถผลิตสารพิษชิกา เปนสาเหตุของโรคอุจจาระรวง โรคอาหารเปนพิษและการ

ติดเช้ือในทางเดินปสสาวะ โรคเย่ือบุชองทองอักเสบ ไสต่ิงอักเสบ เย่ือหุมสมองอักเสบ และโลหิตติดเช้ือ ในโรค

อุจจาระรวง ทําใหเกิดอาการถายเหลว คลื่นไส อาเจียน ปวดบิด ถายเปนมูกเลือด เปนไขตํ่า อาจมีอาการแทรก

ซอนรุนแรงกอใหเกิด hemolytic uremic syndrome (HUS) ทําใหเม็ดเลือดแดงแตก ไตวายอาจมีอาการแทรก

ซอนทางสมอง กลามเน้ือกระตุก และเสียชีวิตได (World Health Organization, 2018)  

ในประเทศไทย ปพ.ศ. 2553 สํานักระบาดวิทยาไดรบัรายงานการระบาดโรคอาหารเปนพิษจากทั่ว

ประเทศจํานวน 62 เหตุการณ โดยพบมากสุดที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ขอมลูจากการวิเคราะหตัวอยางเพื่อ

ตรวจหาแบคทีเรียกอโรคในระบบทางเดินอาหาร จากหองปฏิบัติการฝายตรวจวินิจฉัยแบคทีเรียทางการแพทย

กรมวิทยาศาสตรการแพทยประจําป พ.ศ. 2553 จํานวน 59 ตัวอยาง จาก 7 จังหวัด พบแบคทีเรียกอโรค 28 

ตัวอยาง คิดเปน 47.5% โดยเปน E.coli ถึง 23.73% (กระทรวงสาธารณสุข, 2554)  

ในการกําจัดหรอืตานการเติบโตของ E. coli น้ัน มักใชยาปฏิชีวนะ ซึ่งเปนสารเคมีที่ตกคางในรางกายได 

กอใหเกิดการด้ือยาของ E. coli และมรีาคาสูง การใชผลิตภัณฑผึ้งจึงเปนทางเลือกใหมที่ดี เพราะผึ้งเปนแมลง

เศรษฐกจิและยังใหผลิตภัณฑทีม่ีประโยชนจํานวนมาก ไดแก นํ้าผึ้ง เกสรผึ้ง นมผึ้ง ไขผึง้ พิษผึง้ พรอพอลิส 

ผลิตภัณฑเหลาน้ีถูกนํามาใชเปนยาแผนโบราณในหลายทองถ่ิน ทั้งในประเทศไทย อินเดีย ประเทศในแถบยุโรป 

อียิปต มีงานวิจัยตอยอดเพื่อนําผลิตภัณฑผึ้งมาใชในเชิงการแพทยทางเลือกจํานวนมาก โดยพบวาพรอพอลสิไดรับ

ความสนใจมากเปนอยางย่ิงในยุโรป ชวงศตวรรษที่ 17 และ 20 (Wagh, 2013)  

โดยทั่วไป พรอพอลิสมีลกัษณะเปนยางเหนียว มีทั้งสีเขียว เหลือง แดง ไปจนถึงนํ้าตาลเขม เปนสารทีผ่ึ้ง

งานเกบ็มาจากยางไมหรือของเหลวที่ไดจากตนไมผสมกับเอนไซมและไขผึง้ เพื่อปดชองโหวของรงัทัง้ดานนอกและ

ดานใน ปองกันการเปยกช้ืน และหอหุมรางศัตรทูี่เขามาตายในรังและไมสามารถนําออกไปทิ้งนอกรงัได ไมใหเกิด

การเนาเหม็นและกอโรคตอผึ้ง ทั้งแบคทีเรีย ไวรัส และรา ชาวกรีกเรียกวา propolis มาจากคําวา pro แปลวา



2 

กอน polis แปลวาเมือง รวมแลวแปลวาปองกันเมือง ฮปิพอคราทสี บิดาแหงการแพทยนําพรอพอลิสมาใชรกัษา

บาดแผลและฝทั้งภายในและภายนอก พีดาเนียส ไดออสคอริดีส ไดกลาวถึงการใชพรอพอลิสรักษาแผลอักเสบ 

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

ความแข็งของพรอพอลสิข้ึนอยูกบัอุณหภูมิ พรอพอลสิจะมลีักษณะเหนียวระหวางอุณหภูมิ 25-45 องศา

เซลเซียส หากแชแข็งจะแข็งตัว เมื่ออุณหภูมิมากกวา 45 องศาเซลเซียสจะเหนียวข้ึน จะเปนของเหลวที่อุณหภูม ิ

60-70 องศาเซลเซียส และมีจุดหลอมเหลวกวา 100 องศาเซลเซียส สามารถละลายไดในนํ้า เมทานอล เอทา

นอล  คลอโรฟอรม ไดคลอโรมีเทน อีเทอร และ อะซิโตน พรอพอลสิมีคุณสมบัติที่ใชในการแพทยไดหลากหลาย 

ตานจุลชีพ ตานอนุมลูอสิระ ตานการเจรญิของเน้ืองอก ตานการอักเสบ ตานโปรโตซัว ปองกันตับจากสารพิษ ลด

ระดับนํ้าตาลในเลือด เพิ่มภูมิคุมกัน รักษาการติดเช้ือของชองคลอด อาการผิดปกติในสตรี และใชเปนวัสดุทางทัน

ตกรรม (Wagh, 2013) 

สวนประกอบของพรอพอลิสข้ึนอยูกับพืชในภูมิประเทศน้ัน ๆ และเวลาที่เกบ็ ประกอบไปดวย เรซิน 40-

50% ไขผึ้ง 30% นํ้ามันหอมระเหย 5-10% สารประกอบฟโนลิก 3-10% โดยพบสารฟลาโวนอยดเปนจํานวนมาก 

โดยอาจรวมตัวระหวางสารประกอบฟนอลดวยกัน หรือรวมอยูในรูปของหมูแอลคิลและหมูฟนิลเอสเทอร (Batlas 

et al., 2016) สารออกฤทธ์ิหลักทางชีวภาพในพรอพอลสิแบงออกเปน 3 ประเภท คือ 1) caffeic acid 

phenethyl ester (CAPE) พบในพรอพอลสิแถบยุโรป เอเชีย นิวซีแลนด 2) artepillin C (ARC) เปนพรอพอลิสบ

ราซิลสเีขียว และพรอพอลสิบราซลิสีแดง ซึ่งจะพบสารฟลาโวนอยดจําเพาะ เชน ไอโนเซมบริน ไดซีน และ ไบโอ

คานิน (de Castro et al., 2011)  

สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพที่สําคัญคือสารประกอบฟโนลิกและฟลาโวนอยด สารประกอบฟโนลิกพบในสวน

ตางๆ ของพืช ใบ ราก เปลือกไม ผลไม เมล็ด ไรโซม มีสตูรโครงสรางทางเคมเีปนวงแหวน ที่เปนอนุพันธของวง

แหวนเบนซิน มีหมูไฮดรอกซลิอยางนอยหน่ึงหมู มสีารตานอนุมูลอสิระ ตานแบคทีเรีย และออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 

สามารถปองกันและรักษาโรคไดหลากหลาย เชน โรคเบาหวาน โรคตับ โรคอวน โรคความดันโลหิตสงูโรคกระดูก

พรุน โรคหลอดเลือด และโรคไขขอ (Kala et al., 2016) โดยสารประกอบฟโนลิกจะไปยับย้ังความสามารถในการ

ซอมแซมดีเอ็นเอของแบคทีเรีย กลุมไฮดรอกซลิและอิเล็กตรอนทีเ่คลื่อนที่ไดของสารประกอบฟนอลิกจะทําใหเกิด

ความไมเสถียรของเย่ือหุมเมมเบรน เกิดการตายของเซลลโดยเปลี่ยนระดับพลงังานขับเคลื่อนโปรตอนทั่วเย่ือหุม

เมมเบรน (Ankolekar, 2013)  

สวนฟลาโวนอยดเปนสารประกอบฟนอลกิ ประเภทพอลิฟนอล มสีูตรโครงสรางทางเคมีเปนวงแหวนแอโร

มาติก ที่มจีํานวนหมูไฮดรอกซลิ รวมอยูในโมเลกุล ต้ังแต 2 วงข้ึนไป มีโครงสราง benzo-y-pyroneสามารถ

ละลายในนํ้าได สวนใหญมักพบอยูรวมกับนํ้าตาลในรูปของสารประกอบไกลโคไซด มีสาร apigenin, galangin, 

flavone และ flavonol, glycosides, isoflavones, flavanones และ chalcones ที่มีฤทธ์ิยับย้ังการอกัเสบจาก
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แบคทีเรีย (Kumar and Pandey, 2013) โดยฟลาโวนอยดจะเขาผานเขาชองของเย่ือหุมเมมเบรนและชักนําให

เกิดการแตกหักของดีเอ็นเอ (Du et al., 2017)  

เควอซิทิน (C15H10O7) เปน 1 ใน 6 subclasses ของฟลาโวนอยดที่สําคัญ พบไดในพืชและพรอพอลิส มี

ลักษณะเปนผงสเีหลืองเขม มรีากศัพทมาจากภาษาละตินคือ quercetum สามารถละลายไดนอยในนํ้า ละลายได

มากในไขมันและแอลกอฮอล มีคุณสมบัติในการตานอนุมลูอิสระ ตานการแข็งตัวของหลอดเลือด ตานการอกัเสบ 

ตานสารกอมะเร็ง ตานแบคทีเรีย ตานไวรัส ปกปองระบบประสาท ไดรบัการรับรองความปลอดภัย GRAS 

(Generally Recognized As Safe) จึงเปนที่นิยมในการใชรักษาโรค (Jaisinghani, 2017) ออกฤทธ์ิยับย้ัง

แบคทีเรียแทบทุกสายพันธุ โดยเฉพาะแบคทีเรียในทางเดินอาหาร ทางเดินหายใจ ระบบขับถาย ผิวหนัง (David 

et al., 2016)  

Dimethyl sulfoxide (DMSO) เปนสารอินทรียทีม่ีข้ัวสูง ไมมีสี กลิ่นคลายกระเทียม มีคุณสมบัติในการ

ขนสงโมเลกุลขนาดเล็กผานเย่ือหุมและแนวกั้นทีห่ลากหลาย DMSO ถูกนํามาใชเปนตัวทําละลายในทางการเภสัช

ศาสตร เน่ืองจากทําละลายไดดีทั้งสารมีข้ัวและไมมีข้ัว อีกทัง้ยังมปีระสิทธิภาพในการกระตุนตัวยา (Capriotti and 

Capriotti, 2012)  

การยอยสลายดีเอ็นเอ (DNA degradation) คือการสลาย phosphodiester bond หรอืพันธะ 

phosphodiester ภายในสาย DNA และ/หรือการสลายพนัธะไฮโดรเจนระหวางสาย DNA ทําให DNA ถูกทําลาย

ลง อาจเกิดไดจากหลายสาเหตุ เชน ไดรับความรอน สารเคมี หรอืรงัสบีางชนิด ทําใหเซลลน้ันไมสงัเคราะหโปรตีน

อีก การทําลายในลักษณะน้ีเกี่ยวของกบัการตายของเซลล แบบทีเ่รียกวา apoptosis เปนการตายของเซลลโดย

เซลลมกีารหดตัวเลก็ลง นิวเคลียสแตกออกเปนช้ิน (Kawane et al., 2014)  

จะเห็นไดวา พรอพอลสิสามารถตานแบคทเีรียกอโรคได อยางไรก็ตาม ยังขาดขอมูลในสวนที่วามีการยอย

สลาย DNA ของแบคทเีรียหรือไม จึงเลอืกศึกษาการออกฤทธ์ิของพรอพอลสิตอการยอยสลายพลาสมิด DNA ของ 

E.coli ที่ทําใหเกิดการติดเช้ือในระบบทางเดินอาหารของมนุษย  
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บทท่ี 2  

วัตถุประสงคของโครงการวิจัย  

 

เพื่อทําการศึกษาผลของสารสกัดเควอซิทินบรสิุทธ์ิที่มีตอการยอยสลายดีเอ็นเอ (DNA degradation) ของ

แบคทีเรีย Escherichia coli ที่กอโรคในมนุษย  
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บทท่ี 3  

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

1. ทําการเลี้ยงแบคทีเรีย Escherichia coli 

 การทดลองน้ีใช E. coli strain top 10   

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  

1. เตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือแบบแข็ง nutrient agar (NA) ดวย NA Himedia 14 กรัม นํ้ากลั่น 500 

มิลลิลิตร  

2. เตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือแบบเหลว nutrient broth (NB) ดวย NB Conda 4 กรัม นํ้ากลั่น 500 

มิลลิลิตร  

3. นํา NA และ NB ไปทําใหปลอดเช้ือโดย autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 

นาที ที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางน้ิว  

4. เก็บ NB ในอุณหภูมิหอง  

5. เติม NA ที่อุนแลวลงในจานเพาะเช้ือ 20 ใบปริมาณพอประมาณใน laminar flow รอจนแข็งตัว

เก็บที่ 4 องศาเซลเซียส 

ทําการ heat shock transformation 

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

ไมโครลิตร ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลวนําไปทํา heat shock ที่ 42 องศาเซลเซียส 40วินาที และ

นําไปแชในนํ้าแข็งทันทีเปนเวลา 5 นาที ทําการเติม NB ปรมิาตร 200 มิลลลิิตร ทีม่ีแอมพซิิลิน 100 ไมโครกรมัตอ

มิลลิลิตร นําไป incubate ที่ 37 องศาเซลเซียส อัตราการเขยา 130 รอบตอนาที เปนเวลา 12 ช่ัวโมงหลังจากน้ัน

ทําการเพาะเช้ือใน NA โดยเตรียมจานเพาะเช้ือที่มี NA แลว 2 จาน หยด transformed culture ลงจานละ 100 

ไมโครลิตร ทําการ sterile ฆาเช้ือที ่spreader ดวยความรอนจากตะเกียงแอลกอฮอลกอนใชทุกครัง้ ปลอยใหเย็น 

แลวทําการเกลี่ยเช้ือใหทั่วจานจากน้ันนําไป incubate 37 องศาเซลเซียสขามคืน ทําการสังเกตโคโลนีเด่ียว ๆ บน

อาหารเลี้ยงเช้ือ NA 
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คัดเลือกโคโลนีเด่ียว  

ทําการ sterile ฆาเช้ือที ่needle loop ดวยความรอนจากตะเกียงแอลกอฮอล ปลอยใหเย็นใช needle 

loop เข่ียโคโลนีใหติดข้ึนมาเล็กนอย แลวใสลงใน NB ปริมาตร 250 มิลลลิิตรนําไป incubate ที่ 37 องศา

เซลเซียส ที่อัตราการเขยา 130 รอบตอนาที เปนเวลา 12 ช่ัวโมง 

ทํา plasmid purification 

ใชชุด QIAGEN Plasmid Mini Kit (Cat No./ID: 12123, Qiagen) ข้ันตอนตาง ๆ มีดังน้ี  

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

อัตราเร็ว 8,000 รอบตอนาที ดูดสวนใสทิง้ 

2. ทําการ lysis ดวย buffer ATL 300ไมโครลิตรตอหลอด ทําใหเย่ือหุมเซลลแตกดวย vortex 

auto รวมตัวอยางใหเหลือ 2 หลอด  

3. เติม buffer P2 300 ไมโครลิตรตอหลอด ผสมสารดวยเทคนิคกลับ invert หัวทาย 4-6 ครั้งแลว

บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาท ี

4. เติม buffer P3 300 ไมโครลิตรตอหลอด ผสมสารดวยเทคนิคกลับ invert หัวทาย 4-6 ครั้ง 

แลวบมบนนํ้าแข็งเปนเวลา 5 นาท ี

5. นําไป centrifuge 10 นาที ที่อัตราเร็ว 13,000 รอบตอนาท ี 

6. ปเปตสวนใสมาใสใน spin column นําไป centrifuge 60 วินาทีที่อัตราเร็ว 13,000 รอบตอ

นาที ทิ้งสวน flow through 

7. ลาง column ดวย buffer PB 500 ไมโครลิตร นําไปcentrifuge 60 วินาทีที่อัตราเร็ว 13,000 

รอบตอนาที ทิ้งสวน flow through 

8. ลาง column ดวย buffer PE นําไป centrifuge 60 วินาทีที่อัตราเร็ว 13,000 รอบตอนาที ทิ้ง

สวน flow through 

9. ทําการชะพลาสมิดดีเอ็นเอดวยนํ้ากลั่น 50 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง 60 วินาที และ 

centrifuge 60 วินาที ที่อัตราเร็ว 13,000 รอบตอนาที นําสวน elution ไปวัดคาการดูดกลืน

แสงที่ 260 และ 280 นาโนเมตร 

10. เก็บสวน elution ที่ -20 องศาเซลเซียส  
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เตรียม glycerol stock 

เตรียม eppendorf ที่ปลอดเช้ือจํานวน 10 หลอด เติมกลีเซอรอลที่ปลอดเช้ือ 500 ไมโครลิตร และ 

culture ของ transformed E. coli 500 ไมโครลิตร ทําการผสมสารดวยเทคนิค pipette up and down เก็บ

เช้ือแบคทีเรียไวในอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

วัดคา absorbance ratio  

วัดคา absorbance ratio ระหวาง A 260 ตอ A 280 ของพลาสมิดดวยเครื่อง spectrophotometer 

รุน Genesys 10 series ทําการเจอืจางพลาสมิด 200 เทาในนํ้ากลั่น ใชพลาสมิด 5 ไมโครลิตร นํ้ากลั่น 995 

ไมโครลิตร ผสมโดยการ vortex, นําไป centrifuge แบบ quick spin เติมสารที่ไดลงในแกวควอตซ 800 

ไมโครลิตร บันทึกผล  

ทํา gel electrophoresis  

1. ช่ัง OmniPuragarose gel 0.32 กรัม นําไปผสมกบั 1X TBE buffer 40 มิลลิลิตร คนใหเขากัน 

นําเขาไมโครเวฟเปนเวลา 1 - 2 นาที รอจนอุน 

2. เทลงใน tray, ใส comb, ทิ้งไวจนวุนแข็งตัว แลวจึงเติม 1X TBE buffer เปน running buffer 

ใหทวมแผนวุน 

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

Ecodye 2 ไมโครลิตรลงบนแผนพาราฟน ใชเทคนิค pipette up and down ใหสารเขากัน  

4. ปเปตสาร 9 ไมโครลิตร ลงใน well ของแผนวุน 

5. ใช 100bp DNA ladder เปน marker  

6. ตอสายเขากบัเครือ่ง EPS-300 X ต้ังคาที่ 80 โวลต เปนเวลา 40 นาที นําไปสองใตรงัส ี

ultraviolet บันทึกผลที่ได  

2. การตรวจสอบฤทธิ์ตานการเติบโตของ E. coli 

 เตรียม quercetin ความเขมขนตาง ๆ 

1. เตรียมหลอด eppendorf 5 หลอด  

2. เติม quercetin SIGMA ปริมาณ 0, 0.002, 0.004, 0.006, 0.008 กรัม ลงในแตละหลอด 

ตามลําดับ  

3. เติมนํ้ากลั่น 500 ไมโครลิตร  
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4. ทําข้ันตอนยอยที่ 1-2 ซ้ํา แตเปลี่ยนตัวทําลายเปน dimethyl sulfoxide (DMSO) 500 

ไมโครลิตร  

5. เก็บสารไวในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

ใชวิธี disc diffusion assay  

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

เช้ือ NAในจานแกวที่มีเสนผานศูนยกลาง 11 เซนติเมตร ทิง้ไวใหแหง  

2. จากน้ันนําแผน paper disc จุมลงในสารละลายเควอซทิินตามความเขมขนทีเ่ตรียมไว วาง 

paper disc ลงบน NA กดเบา ๆ  

3. นําไปบมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 คืน จากน้ันวัดเสนผานศูนยกลางของบริเวณที่

ไมพบแบคทเีรีย (clear zone) ในอาหารเลี้ยงเช้ือดวย vernier caliper  

4. ทําการทดลองซ้ําทัง้หมด 3 ซ้ํา นําเสนอขอมูลในรูปของคาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

วิเคราะหขอมูลทางสถิติดวยวิธี One-way Analysis of Variance (ANOVA) เปรียบเทียบความ

แตกตางทางสถิติ โดยพิจารณาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ 95% (p < 0.05)  

3. ตรวจสอบการยอยสลายพลาสมิดดีเอ็นเอ E. coli 

ทําการบมพลาสมิดดีเอ็นเอรวมกับสารละลายเควอซิทิน โดยใชคาความเขมขน0.004 กรมั/มลิลลิิตรโดย

ใชอาหารเลี้ยงเช้ือเปนตัวควบคุม มีข้ันตอนการเตรียมสารทีใ่ช 2 ชุด ดังน้ี  

1. เตรียมชุด control ดวย NB 30 มิลลลิิตร, E. coli glycerol stock 100 ไมโครลิตร  

2. เตรียมชุด treatment ดวย NB 29 มิลลลิิตร, E. coli glycerol stock 100 ไมโครลิตร, 

สารละลายเควอซิทินใน DMSO 1 มิลลลิิตรที่มเีควอซิทิน 0.012 กรัม 

นําไปบมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่อัตราการเขยา 100 รอบตอนาที เปนเวลา 2 คืน  

จากน้ันหยดเช้ือที่ไดรบัการบมลงในจานเพาะเช้ือชุดละ 3 ใบ ๆ ละ 100 ไมโครลิตร ทําการ sterile ฆา

เช้ือ spreader กอนใชเกลี่ยเช้ือลงบน NA นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน บันทึกผลที่ได  
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บทท่ี 4  

ผลการวิจัย  

 

1. การเลีย้งเชื้อ transformed Escherichia coli top 10 

เมื่อเลี้ยงแบคทีเรีย transformed E. coli top 10 ใน NB พบวาหลงันําไปบม culture จะมลีักษณะขุน

ข้ึน และเมื่อนําไปเลี้ยงบน NA จะพบโคโลนีมลีักษณะเปนสีขาว เมื่อทดลองทําการสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอของ 

transformed E. coli top 10 ไดผลดังในตารางที่ 1 

ตารางท่ี 1 ผลการวัดคา absorbance ratio ของพลาสมิดดีเอ็นเอของ transformed E. coli top 10 

plasmid Abs 260 Abs 280 Abs 260 / 280 

1 (control)  0.000  0.000  0.000  

2 0.010  0.007  1.429  

3  0.001  0.002 0.500  

 

จากตารางที่ 1 ผลการวัดคา absorbance ratio ของพลาสมิดดีเอ็นเอของ transformed E. coli top 

10 พบวาในหลอดที่ 2 และ 3 เปน 1.429 และ 0.500 ตามลําดับ เมือ่นําพลาสมิดดีเอ็นเอของ transformed E. 

coli top 10 มาทํา agarose gel electrophoresis ไดผลดังในรูปที่ 1 

 

รูปท่ี 1 แสดงผลการทํา gel electrophoresis  
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2. การตรวจสอบฤทธิ์ตานการเติบโตของ E. coli 

ตารางท่ี 2 แสดงความสามารถในการยับย้ังการเติบโตของ E. coli ของเควอซิทินในนํ้ากลั่นที่ความเขมขนตาง ๆ 

ความเขมขนของ 

เควอซิทิน 

(กรัม/มิลลิลิตร) 

เสนผานศูนยกลาง clear zone (มิลลิเมตร) 

A1 A2 A3 ۯഥ ± SD 

0 7.20 7.30 7.15 7.22 ± 0.08  

0.12 8.10 8.10 7.50 7.90 ± 0.35  

0.24  8.65 8.60 8.65 8.63 ± 0.03 

0.36  8.75 8.65 8.60 8.67 ± 0.08 

0.48  8.85 8.65 8.90 8.80 ± 0.13  

หมายเหตุ เมื่อทดการทดลองจริงไดเพิ่มเวลา incubate เปน 2 คืน เน่ืองจากผลในคืนที่ 1 สังเกตไดไมชัดเจน  

จากตารางที่ 2 แสดงความสามารถในการยับย้ังการเติบโตของ E. coli ของเควอซิทินในนํ้ากลั่นที่ความ

เขมขนตาง ๆ พบวาเควอซิทินในนํ้ากลั่นที่ความเขมขน 0, 0.12, 0.24, 0.36 และ 0.48 กรัม/มิลลิลิตร หลงัผาน

การบมจะทําใหเกิดเสนผานศูนยกลาง clear zone ที่ 7.22 ± 0.08, 7.90 ± 0.35, 8.63 ± 0.03, 8.67 ± 0.08 

และ 8.80 ± 0.13 มิลลิเมตร ตามลําดับ    

ตารางท่ี 3 แสดงความสามารถในการยับย้ังการเติบโตของ E. coli ของเควอซิทินใน DMSO ที่ความเขมขนตาง ๆ 

ความเขมขนของ 

เควอซิทิน 

(กรัม/มิลลิลิตร) 

เสนผานศูนยกลาง clear zone (มิลลิเมตร) 

B5 B2 B3 ۰ഥ ± SD 

0 7.20 7.45 7.15 7.27 ± 0.16  

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

0.36  8.65 8.75 8.65 8.68 ± 0.06 

0.48  9.20 9.10 9.40 9.23 ± 0.15  

 

จากตารางที่ 3 แสดงความสามารถในการยับย้ังการเติบโตของ E. coli ของเควอซิทินใน DMSO ที่ความ

เขมขนตาง ๆ พบวาเควอซิทินในนํ้ากลั่นที่ความเขมขน 0, 0.12, 0.24, 0.36 และ 0.48 กรัม/มิลลิลิตร หลงัผาน

การบมจะทําใหเกิดเสนผานศูนยกลาง clear zone ที่ 7.27 ± 0.16, 8.28 ± 0.08, 8.48 ± 0.12, 8.68 ± 0.06 

และ 9.23 ± 0.15 มิลลิเมตร ตามลําดับ    

ตารางท่ี 4 วิเคราะหผลของเควอซทิินในนํ้ากลั่นที่ความเขมขนตาง ๆ ที่สามารถยับย้ังการเติบโตของ E. coli ทาง

สถิติดวยวิธี One-way Analysis of Variance (ANOVA) ที่ความเช่ือมั่น 95%  

ANOVA 

Source Degrees of 

freedom 

Sum of 

squares 

Mean 

square 

F Sig. 

Between groups 4 5.439 1.3560 45.328 .000 

Within groups 10 .300 0.03  

Total 14 5.739  

 

ความเขมขนของเควอซิทิน (กรัม/มิลลลิิตร) ۯഥ ± SD Tukey HSD 

0 7.22 ± 0.08  a  

0.12 7.90 ± 0.35 b 
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0.24 8.63 ± 0.03 c 

0.36 8.67 ± 0.08 c 

0.48 8.80 ± 0.13 c 

 

จากตารางที่ 4 คา Sig. มีคาเทากบั 0.000 ซึ่งนอยกวา 0.05 จึงยอมรับวาคาเฉลี่ยของเสนผานศูนยกลาง 

clear zone อยางนอย 2 ความเขมขนมีคาแตกตางกัน เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยแบบ Tukey HSD คาเฉลี่ยที่มี

อักษรตางกัน หมายความวา คาเฉลี่ยมีคาแตกตางกันอยางมนัียสําคัญทางสถิติที่ความเช่ือมั่น 95% 

ตารางท่ี 5 วิเคราะหผลของเควอซทิินใน DMSO ที่ความเขมขนตาง ๆ ที่สามารถยับย้ังการเติบโตของ E. coli ทาง

สถิติดวยวิธี One-way Analysis of Variance (ANOVA) ที่ความเช่ือมั่น 95%  

ANOVA 

Source Degrees of 

freedom 

Sum of 

squares 

Mean 

square 

F Sig.  

Between groups 4 6.238 1.559 108.797 .000 

Within groups 10 .143 .014  

Total 14 6.381  

 

ความเขมขนของเควอซิทิน (กรัม/มิลลลิิตร) ۰ഥ ± SD Tukey HSD 

0 7.27 ± 0.16 a 

0.12 8.28 ± 0.08 b 

0.24 8.48 ± 0.12 bc 
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0.36 8.68 ± 0.06 c 

0.48 9.23 ± 0.15 d 

 

จากตารางที่ 5 คา Sig. มีคาเทากบั 0.000 ซึ่งนอยกวา 0.05 จึงยอมรับวาคาเฉลี่ยของเสนผานศูนยกลาง 

clear zone อยางนอย 2 ความเขมขนมีคาแตกตางกัน เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยแบบ Tukey HSD คาเฉลี่ยที่มี

อักษรตางกัน หมายความวา คาเฉลี่ยมีคาแตกตางกันอยางมนัียสําคัญทางสถิติที่ความเช่ือมั่น 95% 

ตารางท่ี 6 วิเคราะหผลของเควอซิทินในนํ้ากลั่นและ DMSO ที่ความเขมขนตาง ๆ ที่สามารถยับย้ังการเติบโตของ 

E. coli ทางสถิติดวยวิธี Two-way Analysis of Variance (ANOVA) ที่ความเช่ือมั่น 95%  

ANOVA 

Source Degrees of 

freedom 

Sum of 

squares 

Mean 

square 

F  Sig.  

Intercept 2075.008 1 2075.008 60584.185 .000 

Concentration  11.298 4 2.825 82.470 .000 

Solvent .161 1 .161 4.710 .040 

Error .822 24 .034  

Total 2087.290 30  

  

จากตารางที่ 6 คา Sig. ของ concentration มีคาเทากบั 0.000 ซึ่งนอยกวา 0.05 จึงยอมรับวาคาเฉลี่ย

ของเสนผานศูนยกลาง clear zone อยางนอย 2 ความเขมขนมีคาแตกตางกัน คา Sig. ของ solvent มีคาเทากบั 

0.040 ซึ่งนอยกวา 0.05 จึงยอมรับวาคาเฉลี่ยของเสนผานศูนยกลาง clear zone ในตัวทําละลายที่ตางกันมีคา

แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ความเช่ือมั่น 95%   
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รูปท่ี 2 กราฟวิเคราะหผลของเควอซทิินที่ความเขมขนตางๆ ที่สามารถยับย้ังการเติบโตของ E. coli 

 

รูปท่ี 3 กราฟวิเคราะหผลของตัวทําละลายของเควอซิทินทีส่ามารถยับย้ังการเติบโตของ E. coli 

3. ตรวจสอบการยอยสลายพลาสมิดดีเอ็นเอ E. coli  

 ในชุด treatment ผูวิจัยเลือกใชเควอซทิินที่มีความเขมขนสูงสุดที่เลือกใชซึง่มีความเขมขน 0.48 กรัม/

มิลลิลิตร แตเน่ืองจากชุด treatment ไมมีการเจริญของ E. coli เลย จึงไมสามารถนําไปตรวจสอบการยอย

สลายพลาสมิดดีเอ็นเอได  
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ตารางท่ี 7 ผลการบมพลาสมิดดีเอ็นเอ ขอมลูจากการทดลอง 3 ซ้ํา  

ชุดการทดลอง การเติบโตของ E. coli 

ชุด control  มี  

ชุด treatment  ไมมี  

 

จากตารางที่ 7 แสดงผลการบมพลาสมิดดีเอ็นเอ ขอมูลจากการทดลอง 3 ซ้ํา พบวาในชุด control มีการ

เติบโตของ E. coli และในชุด treatment ไมมีการเติบโตของ E. coli ทั้ง 3 ซ้ํา  
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บทท่ี 5  

สรุปและวิจารณผลการวิจัย  

 

แบคทีเรีย E. coli สามารถเจรญิเติบโตไดเร็ว คาการดูดกลืนแสงหาจากตารางที่ 1 คา Abs260/280 

หลอดที่ 2 อยูที่ 1.429 หลอดที่ 2 อยูที่ 0.500 แสดงวามีการปนเปอนของโปรตีน เมื่อนําไปทํา gel 

electrophoresis ก็ใหผลดังรูปที่ 1 ซึ่งแถบดีเอ็นเอสงัเกตไดไมชัดเจน ทั้งน้ีอาจเกิดจากขอผิดพลาดของผูทดลอง

หรือชุดเครื่องมือที่ใชไมเหมาะสม  

จากการศึกษาการหาความสามารถในการยับย้ังการเติบโตของ E. coli ของเควอซิทินใหผลดังตารางที่ 2 

และตารางที่ 3 คือเสนผานศูนยกลางของ clear zone แปรผันตามความเขมขนของเควอซิทิน ผลการวิจัยน้ี

สอดคลองกบังานวิจัยของ Torres et al. (2018) ที่รายงานวา สารสกัดพรอพอลสิจากชันโรงมีคุณสมบัติในการ

ยับย้ังการเจรญิของแบคทเีรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ ข้ึนอยูกับปริมาณฟลาโวนอยด ซึ่งเควอซิทินเปน

สารประกอบที่ใหประสิทธิภาพสงู (Ristivojević et al, 2016) โดยจะทําใหเย่ือหุมเซลลเสียหาย เซลลแบคทีเรีย

เกิดการรั่ว  

เมื่อนําไปวิเคราะหขอมูลทางสถิติดวยโปรแกรม IBM SPSS Statistics 22 พบวาไดผลดังตารางที่ 4 

ตารางที่ 5 และตารางที่ 6 กลาวคือ DMSO มีความเหมาะสมทีจ่ะใชเปนตัวทําละลายเพราะละลายไดงาย และยัง

สามารถกระตุนประสิทธิภาพของเควอซิทินอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ซึ่งความเขมขนที่ใหผลการยับย้ังการเติบโต

ของ E. coli ที่ดีที่สุดอยางมีนัยสําคัญทางสถิติคือ 0.48 กรมั/มิลลลิิตร จึงเลือกใชไปตรวจสอบการยอยสลาย 

พลาสมิดดีเอ็นเอ  

หลงัจากนําสารชุด control และ treatment ไปทําการเพาะเช้ือ เมื่อผานไป 2 คืนพบวาในชุด control 

มีการเจริญของ E. coli โดยสังเกตไดจากการข้ึนตะกอนขาวขุน แตในชุด treatment ไมมีการเจริญของ E. coli

เมื่อสังเกตดวยตาเปลา กลาวคือสารมีลกัษณะเปนสีเหลืองเขมตามสีของเควอซิทินแตไมมีตะกอนของเช้ือ และเมือ่

นําไปเลี้ยงบน NA ไดผลตามตารางที่ 7 คือ E. coli ในชุด control สามารถเจริญไดตามปกติ แตในชุด 

treatment ไมสามารถเจริญไดเลย จึงไมสามารถนํา culture ของเช้ือมาทํา plasmid isolation และ agarose 

gel electrophoresis เพื่อสงัเกตการยอยสลายพลาสมิดดีเอ็นเอได ในการทดลองครัง้ตอไปจึงควรหาความเขมขน

ของเควอซิทินที่เหมาะสมตอไป  
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