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แยกราเอนโดไฟตในใบไมจากพืช 9 ชนิดไดแก เต็ง รัง กระโดน ยอปา กระทุม  ปอลาย 

สมอไทย แค และทองหลาง ในปาเต็งรังบริเวณจงัหวดัตากโดยทาํการศึกษาในฤดฝูนในป พ.ศ. 

2550 และฤดูแลงในป พ.ศ. 2551 จํานวน 340 ตัวอยาง  โดยนาํตัวอยางใบไมจากพชืดังกลาวมา

จําแนกชนิดของราเอนโดไฟตตามหลักสณัฐานวิทยาไดราเอนโดไฟตทั้งสิน้ 231 ตัวอยาง พบวา

ความหลากหลายทางชีวภาพในฤดูฝนมีมากกวาฤดูแลงโดยพบ Mycelia sterilia sp.2 มากทีส่ดุ 

พบราเอนโดไฟตที่พบไดบอยไดแก Phomopsis sp., Nigrospora sp., Pestalothiopsis sp.,  

Xylaria sp. เมื่อทดสอบความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 5 ชนิด 

ไดแก Pseudomonas aeruginosa ATCC9027 Escherichia coli ATCC25922 Bacillus 

subtilis ATCC6633 Staphylococcus aureus ATCC25923 Candida albicans ATCC 70014 

พบวามีราเอนโดไฟตเพียง 1 สายพนัธุไดแก สายพนัธุ DSO2 ที่ยับยัง้การเจริญของจุลินทรียไดทุก

ชนิด เมื่อนํามาทดสอบความสามารถในการสรางสารออกฤทธิย์ับยัง้เซลลมะเร็ง 7 ชนิดและเซลล

ปกติ 1 ชนิดดวยวธิี MTT assay  พบวาราเอนโดไฟตสายพนัธุ WAC9 สามารถยับยั้งเซลลมะเร็ง

เม็ดเลือดขาวไดจําเพาะเจาะจง และราเอนโดไฟตสายพันธุ WGE2 สามารถยับยั้งเซลลมะเร็ง

ลําไสไดจําเพาะเจาะจง เมื่อจําแนกสายพนัธุโดยวิธทีางอณูชีววทิยา พบวาราเอนโดไฟตสายพนัธุ 

WAC9 คือ Glomerella cingutala และราเอนโดไฟตสายพนัธุ WGE2 คือ Phomopsis sp. 

หลังจากนั้นไดทําการศึกษาราเอนโดไฟตทัง้ 2 สายพนัธุเพื่อสนับสนุนการตายของเซลลแบบอะ

พอพโตซิส โดยสายพันธุ WAC9 สามารถกระตุนเซลลมะเร็งมีการตายแบบอะพอพโตซิสได 
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 Endophytic fungi were isolated from 340 samples leaf of 9 Dipterocarp forest 

tree species such as Shorea obtuse, Shorea siamensis, Careya sphaerica, Morinda 

pubescens, Anthocephalus chinensis, Grewia criocarpa, Terminalia chebula, 

Fermandoa adenophylla, Erythrina variegate in Tak province during wet season 

2007 and dry season 2008. Total 231 endophytic fungi isolates were obtained and 

identification based on morphological characteristic. Biodiversity of endophytic fungi 

were greater in wet season than dry season. Mycelia sterilia sp.2 was the most 

frequency isolated from all different plant host species. Moreover, the typical 

endophytic fungi genera such as Phomopsis sp., Nigrospora sp., Pestalothiopsis sp. 

and Xylaria sp. were commonly found in this area.  DSO2 was one isolate showed 

broad spectrum antimicrobial against Pseudomonas aeruginosa ATCC9027 

Escherichia coli ATCC25922 Bacillus subtilis ATCC6633 Staphylococcus aureus 

ATCC25923 Candida albicans ATCC 70014.  A anticancer activity against seven 

human cell lines and non cancer kidney African green monkey (Vero) cell lines by 

using MTT assay. WAC9 and WGE2 were activitied against human acute T-cell 

leukemia and human colorectal adenocarcinoma respectively. Both strain were then 

identified as Glomerella cingutala and Phomopsis sp. by molecular technique. Strain 

WAC9 showed apoptosis character. 
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ผูชวยศาสตราจารย ดร.ธนาภัทร ปาลกะ ที่ไดใหความชวยเหลือดานการทดสอบฤทธิ์การตอตาน

เซลลมะเร็ง ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณเปนอยางสงู 
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วณิชยและรองศาสตราจารย ดร.ธีรวฒัน มงคลอัศวรัตน ไดกรุณาใหขอคิดเห็น ขอเสนอแนะ และ

ปรับปรุงวิทยานิพนธฉบับนี้ใหสมบูรณยิ่งขึน้ 

 ขอขอบคุณเจาหนาที่หลกัสตูรเทคโนโลยชีีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลยัทุกทานที่ใหความชวยเหลือ และอํานวยความสะดวกในการเรียนและการทาํวิจยั

ดวยดีมาโดยตลอด 

ขอขอบคุณรองศาสตราจารย ดร.ธีรวัฒน มงคลอัศวรัตน คณบดีคณะวิทยาศาสตร      

รองศาสตราจารย ดร.นวลพรรณ ณ ระนอง หัวหนาภาควิชาชวีวทิยาประยกุต คณะวิทยาศาสตร 

สถาบันเทคโลโนยพีระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบงั ที่เอ้ือเฟอสถานที่ในการทาํวิจัย  

ขอขอบคุณ คุณสงา เครอืฮวบ เจาหนาที่อุทยานแหงชาติตากสนิมหาราชในการเก็บ

ตัวอยางใบไมและการจําแนกพันธุ 

ขอขอบพระขอบคุณคณาจารยหลกัสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ ที่ประสิทธิ์ประสาทวิชาความรู 

อบรมส่ังสอน และใหความเมตตาเสมอมา 

 ขอขอบคุณเพื่อนๆ พี่ๆ นองๆ ในหลกัสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ และภาควิชาจุลชวีวทิยา ที่

รวมเรียน รวมทํากจิกรรมดวยกันมา ทัง้ยังใหความชวยเหลือ และใหคาํปรึกษาในเรือ่งตางๆดวยดี

เสมอมา 

 ทายสุดนี ้ขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดา และครอบครัวของขาพเจา ที่คอยใหความรัก 

ความหวงใย เปนกาํลังใจ และใหความชวยเหลือดานตางๆ ตลอดการทําวทิยานพินธ และตลอด

ชีวิตของขาพเจา 
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บทที่1 
 

บทนํา 
 

ปจจุบันการดื้อยาปฏิชีวนะของจุลินทรียตางๆมีแนวโนมเพิ่มมากขึน้  ดังนั้นจงึมีความ

พยายามในการหายาปฏิชีวนะตัวใหมๆทีม่ีประสิทธิภาพมากกวาเดิมเพื่อใชในการตอตานจุลินทรีย

กอโรค  ราเปนสิ่งมีชีวิตทีม่ีความหลากหลายทางชวีภาพสูงและเปนแหลงสําคัญที่สรางสารออก

ฤทธิท์างชีวภาพ  พบวามีราอยูจําพวกหนึง่ที่อาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชทีม่ชีีวิตโดยไมกอใหเกิดโรคกับ

พืช  นอกจากนี้ราบางชนิดยงัสามารถสรางสารชนิดเดียวกันกับพชืที่ราอาศัยอยู  เรียกราชนิดนีว้า 

ราเอนโดไฟต 

ราเอนโดไฟตเปนราที่อาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชทีม่ีชีวิตบริเวณทั้งในเซลลและชองวางระหวาง

เซลลพืช  ในสวนของเปลือกไม เนื้อไม กานใบ ใบ และรากของพืชช้ันสูง  โดยมีความสมัพนัธกบั

พืชในลักษณะที่เปนภาวะพึ่งพาอาศยัซึ่งกนัและกนั (mutualism) เชนการที่ราเอนโดไฟตสราง

สารพิษปองกนัแมลงและสตัวแกพืช  ในขณะที่พืชใหทีอ่ยูอาศัยและอาหารแกรา  (Ju และคณะ, 

1998 ; Daisy และคณะ, 2002) และภาวะอิงอาศัย  (commensalism)  จนกระทั่งทําใหเกิดโรค

กับพืชไดถาตนพืชมีสภาวะออนแอหรือมคีวามเครียดเกิดขึ้น  ราเอนโดไฟตอาจจะอาศัยอยูในชวง

ใดชวงหนึง่หรอืทั้งหมดของวงชวีิตพืช  และเปนสาเหตขุองการติดเชือ้ที่ไมปรากฏอาการในเนื้อเยื่อ

พืช  ทัง้นี้ไมรวมราไมคอไรซา  แตรวมราทีอ่าศัยอยูในเนือ้เยื่อพืช  ในระยะเวลาที่ยาวนานกอนที่จะ

เปนสาเหตุใหเกิดอาการของโรคในพืชที่ราอาศัยอยู  ถงึแมวาราเหลานี้จะถูกจัดเปนราทีก่อใหเกดิ

โรคแตก็ยังสามารถดํารงชีวติแบบเอนโดไฟตไดในวงชวีติ 

ไดมีการประมาณการวามีรามากกวา 1 ลานชนิดในโลก (Hawkworth และ Rossman, 

1987)   และมเีพียง 1 แสนชนิดเทานัน้ทีถ่กูคนพบ ซึง่แสดงใหเห็นวายงัมีราอีกเปนจาํนวนมากที่ยงั

ไมถูกคนพบ   โดยราที่ยงัไมถูกคนพบเหลานี้มีความเปนไปไดวาอยูในชั้นหิน ทะเลทราย ทะเล 

และภายในสิง่มีชีวิตเชน สัตวและพืช    

บนโลกนี้มพีืชประมาณ 300,000 ชนิด   ความหลากหลายของราเอนโดไฟตจะมมีากเปน 

5 เทาโดยเฉลีย่ตามความหลากหลายของพืช (Rodrigues และ Petrini, 1997) ซึ่งอาจจะทําใหพบ

ราเอนโดไฟตเปนจํานวนถงึ 1.5 ลานชนดิ จากการศึกษาพบวาตอนนี้มีพชืเพยีงสวนนอยเทานัน้ที่

ไดมีการศึกษาถึงความสัมพนัธทางชีววิทยาของราเอนโดไฟตอยางสมบูรณ ซึ่งในประเทศไทยยังมี

การศึกษาเกี่ยวกับความหลากหลายทางชวีภาพของราเอนโดไฟตนอยมาก   
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จากการศึกษาสารที่มีฤทธิท์างชวีภาพของราเอนโดไฟตพบวามีสารทีน่าสนใจและ

สามารถนํามาพัฒนาเพื่อใชเปนยาชนิดใหมๆไดเชน สารที่ออกฤทธิ์กดภูมิคุมกัน 

(Immunosuppressive agents) สารที่มฤีทธิ์ตานมะเรง็ (Anticancer agents) และสารที่มีฤทธิ์

ตานเชื้อจุลินทรีย (Antimicrobial agents) ตัวอยางเชน ราเอนโดไฟต Acremonium sp. ที่อาศัย

อยูในตน European yew (Taxus  baccata) สามารถสรางสารกลุม leucino statins ซึ่งเปนเปป

ไทดที่มีฤทธิย์บัยั้งการเจริญของเชื้อราและเซลลมะเรง็ (Strobel และคณะ, 1996) และจาก

การศึกษาราเอนโดไฟตทีพ่บในตน Taxus  mairei  และ  Torreya  grandis  พบวาราเอนโดไฟต 

2 ชนิดคือ Paecilomyces sp. และ Aspergillus clavatus ที่สามารถสราง Brefeldin A ที่มี

คุณสมบัติยับยั้งการเจริญของเซลลมะเรง็หลายชนิด (Wang และคณะ, 2002)   

ปาเต็งรัง (Dipterocarp forest) ปาเต็งรังเปนสงัคมหนึง่ในกลุมปาผลัดใบ ฉะนั้นลักษณะ

สําคัญในอันดบัแรกของการจําแนกคือ การผลัดใบของไมสวนใหญในทุกระดับชัน้เรือนยอด ลําดบั

ตอไปในการจาํแนก ปาเต็งรังมีถิ่นกระจายโดยกวาง ๆ ซอนทับกันอยูกับปาผสมผลัดใบแตอาจ

แคบกวาเล็กนอย ทั้งนี้เนื่องจากปจจัยกําหนดที่เกี่ยวของกับความแหงแลง สังคมพชืชนิดนี้แทจริง

แลวมีพบในประเทศแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต โดยเฉพาะประเทศไทย ลาว กัมพูชา เมียนมาร 

และบางสวนของประเทศเวียดนามเทานัน้ ในประเทศอินเดียอาจมปีาซาลที่มีลักษณะคลายคลึง

กันกระจายอยูในบางสวน เฉพาะประเทศไทย มีปรากฏตั้งแตจังหวดัเพชรบุรีขึ้นไปจนถงึเหนือสุด

ในจังหวัดเชยีงราย สวนใหญปรากฏสลับกันไปกนัปาผสมผลัดใบคือยึดครองในสวนทีพ่ื้นที่มีความ

แหงแลงจัด กักเก็บน้าํไดเลว เชน บนสนัเนิน พืน้ที่ราบที่เปนทรายจัด มหีินบนผิวดนิมาก หรือ บน

ดินลูกรังที่มีชัน้ของลูกรังตืน้ มีปรากฏตั้งแตความสูงจากระดับน้ําทะเล 50 เมตร ขึ้นไปจนถงึ 1,000 

เมตร  พรรณไมเดนในปาเต็งรัง ไดแก พรรณไมเดนในปาเต็งรัง ไดแก กลุม deciduous 

dipterocarp 5 ชนิด คือ กราด Dipterocarpus intricatus, เหียง D. obtusifolius, พลวง D. 

tuberculatus, เต็ง Shorea obtusa, และรัง S. siamensis (Dipterocarpaceae) พรรณไมเดนอื่น 

ๆ เชน คํามอกหลวง Gardenia sootepensis, คํามอกนอย G. obtusifolia, กวาว Haldina 

cordifolia, ตุมกวาว Mitragyna rotundifolia, ระเวียง Catunaregam tomentosa, ยอปา 

Morinda pubescens (Rubiaceae), คาง Albizia odoratissima, ซาก Erythrophleum spp., 

ประดูปา Pterocarpus macrocarpus,  

 ปาเต็งรังในเขตจังหวัดตากเปนจุดทีน่าสนใจในการเขาไปศึกษา  เนื่องจากมีความ

หลากหลายทางระบบนิเวศวิทยาจงึสงผลใหมีความหลากหลายทางชวีภาพของราเอนโดไฟต อีก

ทั้งยงัไมเคยมกีารเขาไปศึกษาในเรื่องความหลากหลายทางชวีภาพของราเอนโดไฟตรวมไปถึงการ
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สรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพของราเอนโดไฟต นอกจากนี้ในเขตปาเต็งรังอุดมไปดวยพืชที่มใีบ

ขนาดใหญ จงึนาจะพบราเอนโดไฟตเปนจํานวนมาก จึงทาํใหมีโอกาสในการพบสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพชนิดใหมไดมากยิ่งขึน้ 
 
วัตถุประสงค  

งานวิจยันี้มุงเนนในการแยกราเอนโดไฟตจากใบพชืในปาเต็งรังจงัหวดัตาก โดยจะเก็บ

ตัวอยางพืชจํานวน  9 ชนิดไดแก  เต็ง  (Shorea obtuse Wall.) รัง (Shorea siamensis Miq.) 

กระโดน (Careya sphaerica Roxb.) ยอปา (Morinda elliptica Ridl.) กระทุม (Anthocephalus 

chinensis Lamk.) สมอไทย (Terminalia Chebula Retz.) ปอลาย  (Grewia eriocarpa Juss.) 

แค (Markhamia stipulate Wall.) ทองหลาง (Erythrina variegata L.)ซึ่งพืชทัง้ 9 ชนิดนีย้ังไมเคย

มีรายงานวามกีารศึกษาในเรื่องความหลากหลายทางชีวภาพของราเอนโดไฟตรวมไปถึงการสราง

สารออกฤทธิท์างชีวภาพของราเอนโดไฟตมากอน  โดยแยกราเอนโดไฟตในฤดูแลง และในชวงฤดู

ฝน เพื่อเปรียบเทียบชนิดและปริมาณของราเอนโดไฟตทั้ง 2 ฤดูกาล และทําการทดสอบ

ความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เพือ่หาสายพนัธุที่สามารถสรางสารออกฤทธิ์

ทางชีวภาพทีม่ีประสิทธิภาพสูงในการยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรค และยับยั้งการเจริญของ

เซลลมะเร็ง  

 
ขั้นตอนงานวิจัย 

1. คนควาและศกึษาขอมูลจากเอกสารงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
2. เก็บตัวอยางใบพืช 9 ชนิดจากปาเตง็รัง และแยกราเอนโดไฟตจากตัวอยางพืชให

ไดเชื้อบริสุทธิ์และเก็บรักษาเชื้อบริสุทธิ ์

3. สกัดสวนสกัดออกฤทธิท์างชีวภาพ ทดสอบการออกฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอนโด

ไฟต   

4. จัดจําแนกชนดิของราเอนโดไฟตและพิสูจนเอกลักษณทางอณูชีววทิยาของราเอน
โดไฟตที่คัดเลือกได 

5. สรุป วิจารณขอมูล และเขียนวทิยานพินธ 

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบัจากการวิจยันี ้
 ไดราเอนโดไฟตที่มีความสามารถสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพที่ประสิทธิภาพสูงในการ

ยับยั้งการเจรญิของจุลินทรยีกอโรคและเซลลมะเร็ง 



 4 

บทที่ 2 

 
เอกสาร และงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
2.1 รา (Fungi) 
 
 ราเปนกลุมส่ิงมีชีวิตชนิดหนึง่ที่มีความหลากหลายมากในโลก (Hyde, 2001) โดยพบมาก

เปนอันดับสองรองมาจากแมลง  แตราที่ศึกษามจีํานวน  80,000-120,000 ชนิด (species) ดังนั้น

จึงมีราอีกเปนจํานวนมากทีย่ังไมมีการคนพบ Rossman (1994) ไดรายงานวาจาํนวนชนิดของรา

นาจะมีมากกวา 1 ลานชนดิ (ตารางที ่ 2.1) และจากงานวิจัยของ Frohlich และ Hyde (1999) 

Hawksworth (2001) และ Hyde (2001) ไดคาดการณจํานวนชนดิของราวาอาจจะมีประมาณ 

100,000 ถึง 9.9 ลานชนิด   นอกจากนีร้ายังเปนสิ่งมชีีวิตที่มีความจําเพาะตอโฮสท   ซึง่ไดมกีาร

คาดการณวาจะมีรา 5-6 ชนิดที่จาํเพาะตอพืชชนิดหนึง่ๆ (Hawkworth, 1991; 2001; Kirk และ

คณะ, 2001)    จากการศึกษาความหลากหลายของราในปจจุบนัพบวา ราในเขตรอนมีจํานวน

และมีความหลากหลายมากกวาเขตอบอุน  และอาจจะมีรามากกวา 1.5 ลานชนิดทีถู่กคนพบ 

(Dreyfuss และ Chapela, 1994; Frohlich และ Hyde, 1999; Arnold และคณะ, 2000) 

 ประชากรของราแตละชนิดจะพบแตกตางกันตามสิ่งแวดลอมและโฮสท  ยกตัวอยางเชน 

ราเอนโดไฟต  ราไมคอไรซา (mychorrhiza) กลุมราบนผิวใบ  (phylloplane)   กลุมราทาํลายเนือ้

ไม (wood-attacking) กลุมราพาราไซตพชื (plant parasitic)   กลุมรายอยสลายเศษใบไม (litter 

decomposition)  กลุมราทีอ่าศัยที่รากพชื (root-inhabiting fungi)   กลุมราเหลานี้พบอยูในสวน

ตางๆในตนไมเดียวกนั  (Hyde, 1995)  นอกจากนี้ยงัพบวากลุมของราจะมีการสื่อสารกันกบัโฮสท

ที่อาศัยอยูไมวาจะเปนพืชหรือสัตว  ซึ่งการสื่อสารหรือปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระหวางราและโฮสทนั้นจะ

มีการเปลี่ยนแปลงได (Suzuki และคณะ, 2002) 
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กลุมรา จํานวนราทีม่กีารคาดการณ 
Well-known  

     Aphyllophorales s. lat. 20000 

     Macrolichens 20000 
Moderately well-known  

     Agaricales s. lat. 80000 

     Dermatiaceous and aquatic hyphomycetes 80000 

     Uredinales 50000 

     Hypocreales and Xylariales 50000 

     Ustilaginales 15000 

     Gasteromycetes 10000 

     Erysiphales 10000 

     Jelly fungi s.lat. 5000 

     Pezizales 3000 

     Myxomycetes 1500 

     Endomycetales 1000 
Poorly known  

     Non-dermatiaceous hyphomycetes 200000 

     Coelomycetes 200000 

     Other perithecioid ascomycetes 100000 

     Helotiales 70000 

     Insect-specific fungi 50000 

     Crustose lichens 20000 

     Mucorales 20000 

     Oomycetes 20000 

     Chytridiomycetes 20000 

     Endogonales and Glomales 1000 
Total 1028500 

ตารางที่ 2.1  กลุมของราและการคาดการณจํานวนราทีม่ีทั้งหมดที่พบบนโลก (Rossman, 1994) 
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2.2 ความหลากหลายทางชีวภาพของราในประเทศไทย 
 
 การศึกษาราในประเทศไทย ปจจุบันมกีารคนพบราในกลุมตางๆไปแลวทั้งสิน้ประมาณ 

6,000 ชนิด (Hywel-Jones และ Boonpratuang, 2001; Jones และ Hyde, 2004) ซึ่งในจาํนวนที่

กลาวมานั้นมหีลายสายพันธุเปนราชนิดใหม  (Photita และคณะ, 2000; 2002; Pinruan และคณะ

, 2002; 2004a; 2004b; 2004c; Somrithipol และคณะ, 2002a; Bussaban และคณะ, 2003a; 

2003b Somrithipol และ Jones, 2003a; 2003b; 2003c; Pinnoi และคณะ, 2004; Promputtha 

และคณะ, 2004a; 2005a) การที่ประเทศไทยตั้งอยูในเขตที่มีความหลากหลายทางชีวภาพสงูที่สุด

แหงหนึง่ของโลก จึงคาดวาประเทศไทยมีสิ่งมีชวีิตในกลุมตางๆ ทีสํ่าคัญประมาณรอยละ 7-10 

ของจํานวนสิ่งมีชีวิตในกลุมตางๆ ที่คาดวานาจะมีอยูจริงในโลก  และหากคาํนวณจาํนวนชนิดของ

ราที่คาดวานาจะมีในประเทศไทย ประมาณรอยละ 7-10 ของราทั้งหมดในโลก พบวาประเทศไทย

นาจะมีราอยูถงึ 100,000 - 150,000 ชนิด ซึ่งเมื่อเทียบกบัจํานวนราทีถู่กคนพบในประเทศไทยแลว 

ยังมีรามากถึงรอยละ 94 ทีย่ังไมถกูคนพบ  อยางไรกต็ามจํานวนราที่คนพบในประเทศไทยก็ยงัมี

จํานวนนอยเมือ่เทียบกบัประเทศอื่นๆในพืน้ที่ขางเคียงกนัดังแสดงในตารางที ่ 2.2 (Jones และ 

Hyde, 2004)    
 

ประเทศ จํานวนราทีม่กีารรายงาน จํานวนราชนดิใหม 

จีน 10000 919 

ฮองกง 2000 ไมมีรายงาน 

อินเดีย ไมมีรายงาน 1554 

อินโดนีเชยี ไมมีรายงาน 67 

ญี่ปุน 14000 736 

มาเลเซยี 2015 432 

ฟลิบปนส 4698 ไมมีรายงาน 

ไตหวัน 5396 260 

ไทย 2000-3000  278 

 
ตารางที่ 2.2 จํานวนของราที่ทราบในประเทศแถบเอเชยีชวงระหวางป 1987-2004 (Jones and 

Hyde, 2004) 
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 ราที่พบในประเทศไทยไดแก กลุมเห็ด (Soythong, 1994; Desjardin, และคณะ, 2000; 

2003; Sanmee และคณะ, 2003)  ราเอนโดไฟต (Lumyong และคณะ, 2000; Bussaban และ

คณะ, 2001; Photita และคณะ, 2001a; Wiyakrutta และคณะ, 2003) ราไมคอไรซา (Youpensuk 

และคณะ, 2004; 2005) ไลเคน (Homochantara และ Coppins, 2002; Jariangprasert และ

คณะ, 2002; 2003)  ราที่กลาวมาทัง้หมดพบไดทั้งที่เปนน้าํจืด น้าํเคม็ ในอากาศ บนพืช ดนิ ไดมี

ศึกษาวจิัยราจากดินและเศษซากพชื พบราทีน่าสนใจหลายชนิด บางชนิดเปนราชนิดใหมที่ไมเคย

รายงานพบมากอน ราบางชนิดสรางเอนไซม และสารทุติยภูม ิ (secondary metabolites) ที่

สามารถจะพฒันาไปใชเปนยาปองกันกําจัดรา แบคทีเรีย ยีสตสาเหตโุรคพืช   
 
2.3 ราเอนโดไฟต (Endophytic fungi) 
 
 De Bary (1866) ไดใหความจํากัดความเกี่ยวกบัจุลินทรียที่อาศัยอยูภายในเนื้อเยือ่พืชวา 

“เอนโดไฟต”เปนครั้งแรก   ซึ่งการแฝงตัวอยูในพืชในตามคําจํากัดความของเอนโดไฟต    คือการที่

จุลินทรียอาศยัอยูในเนื้อเยือ่พืชในลักษณะที่พึง่พาอาศยักัน (mutualism symbiosis) ไมกอใหเกดิ

โรคในพืชที่อยูอาศัย   แตอาจกอใหเกิดโรคในพืชไดหากมีสิ่งเราหรือพชืออนแอลง  ซึ่งตอมาไดมี

ผูใหคําจํากัดความของคาํวาเอนโดไฟตอยางมากมาย   ซึ่งในป 1995 Wilson (1995) ไดใหคํา

จํากัดความของเอนโดไฟตที่มีคนนิยมใชมากที่สุด คือ “จุลินทรียทกุชนิดที่อาศัยอยูในเนื้อเยื่อพชืที่

แข็งแรง โดยอาจจะอาศยัอยูเพียงชวงใดชวงหนึง่ของชวีติหรือตลอดวงจรชีวิต  และจะไมกอใหเกิด

อาการในพืชทีอ่าศัยอยู”   นอกจากนี้ราเอนโดไฟตยงัอาศัยอยูรวมกับโฮสทในลกัษณะพึ่งพาอาศัย

กัน ราเอนโดไฟตสามารถพบไดในพืชทกุชนิด(Arnold และคณะ,  2000) และแยกไดจากเนื้อเยือ่

ทุกสวนของพชื ไมวาจะเปนสวนของดอก ใบ เปลือกไม ทอลําเลยีง ราก เมล็ด กิ่งไม    

 ในปจจุบนัการศึกษาเกีย่วกบัราเอนโดไฟตไดรับความสําคัญในแงววิฒันาการ (Carroll, 

1998; Saikonen และคณะ, 2004) นิเวศวิทยา (Gamboa และ Bayman, 2001; Romeo และ

คณะ, 2001; Kumar และ Hyde, 2004)   สัณฐานวทิยา (Guo และคณะ, 2000; 2001; 2003; 

Promputtha และคณะ, 2005b) และเปนแหลงในการผลิตสารออกฤทธิท์างชีวภาพ (Stierle และ

คณะ, 1999) 

 ราเอนโดไฟตสามารถอาศัยอยูไดทั้งภายในเซลลของพืชหรือชองวางระหวางเซลล 

(Petrini, 1991) โดยเสนใยของราเอนโดไฟตจะแทรกเขาไปในเซลลเพือ่ที่จะใชอาหารรวมกันกับพชื

ที่อาศัยอยูโดยไมแสดงอาการใหเหน็ในพชืที่ถูกอาศัย     
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รูปที่ 2.1 เสนใยของราเอนโดไฟตในเนื้อเยือ่พืช 

 

 การจัดกลุมราเอนโดไฟตในทางนิเวศวทิยา สามารถแบงไดเปน 2 กลุมดังนี ้ 

 1. Clavicipitaceous grass endophyte คือ กลุมราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในหญา  ซึง่เปน

ราในวงศ Clavicipitaceae  การคนพบราเอนโดไฟตกลุมนี ้  เร่ิมตนจากการพบราในเมล็ดของ

หญาชนิดหนึ่ง (Lolium tumulentum L.) ซึ่งเปนวัชพชืชนิดหนึ่ง  ซึง่เกิดในแปลงของ Vogh ในป

ค.ศ. 1989  จากการศึกษาแสดงใหเห็นวาราในกลุมนี้มีแหลงอาศยัในพืชชนิดอืน่อีกมาก  ซึ่ง

ทั้งหมดจะเปนหญาในตระกูล Poaceae หญาจาํพวกหญาแหวหมู (Sedge)   ตระกูล 

Cryperaceae และหญาทรงสูงชนิดหนึง่ (rush) ตระกูล Jancaceae โดยมีหญากวา 80 สกุลและ

หลายรอยสายพันธุอาศัยอยู    

 ไดมีการศึกษาราเอนโดไฟตกลุม Clavicipitaceous   พบวาราเอนโดไฟตกลุมนีส้ามารถ

สรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพที่สาํคัญไดแก loliterm B, paramine และ ergovaline โดยสารพษิ

ดังกลาวจะมีผลตอแมลง คือ ทําใหแมลงอดอาหาร  ลดอัตราการเจริญ  และทําใหอัตราการรอด

ชีวิตลดลงโดยราเอนโดไฟตที่สามารถสรางกลุมพิษดังกลาวไดแก Acremonium lolii  และ 

Epichole typhina     สาร loliterm B จะมีผลตอระบบประสาท เมื่อสัตวกินสารชนิดนี้เขาไป จะทํา

ใหเดินไมสะดวกหรือยนืลาํบาก  สาร ergovaline เปนสาเหตุใหสัตวอุณหภูมิสูงขึ้น  เนื่องจากสาร

Endophytic hyphae (Neotyphodium lolii) of 
perennial ryegrass (Lolium perenne) at 400X 

The tall fescue endophytic fungi  
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ดังกลาวจะสงผลตอการขยายตัวของหลอดเลือด  โดยสารกลุม Alkaliods ที่สรางโดยราเอนโดไฟต

นี้เปนสารออกฤทธิท์างชีวภาพกลุมหลักที่จะชวยตอตานในการเขามารกุรานของแมลงศัตรูพืช 

(Miles และคณะ, 1998)  

 2. Non-Clavicipitaceous grass endophyte คือ ราเอนโดไฟตในไมยืนตนหรือไมพุมแต

ทั้งนี้จะรวมราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในหญาที่ไมไดอยูในวงศ Clavicipitaceae ราในกลุมนี้ไดแก

กลุมราในดวิิชนัยอย Ascomycota, Deuteromycota, Zygomycota และ Basidiomycota   

การศึกษาราเอนโดไฟตกลุมนี้เพิ่งจะมีประมาณ 20 ปทีผ่านมา  โดยเริ่มศึกษาจากตนสนพันธุยุโรป  

หลังจากนั้นมรีายงานที่รวบรวมรายชื่อของพืชที่มีราเอนโดไฟต  เพือ่ศึกษาการกระจายตวัของรา

เอนโดไฟตซึ่งปจจุบันพบวารากลุมนีม้ีความหลากหลายทางชวีภาพสูง 

 การกระจายตวัของราเอนโดไฟตกลุม Non-Clavicipitaceous grass endophyte ขึ้นอยู

กับหลายปจจัย   การกระจายตวัของราเอนโดไฟตขึน้อยูกับหลายปจจัย เชน ความจาํเพาะตอ

โฮสท   ปริมาณน้าํ ความชื้น ปริมาณเมฆ ความตอเนื่องของสภาพภูมิศาสตร นอกจากนีย้ัง

เกี่ยวของกับตําแหนงของพืช   ความสงูของตนไม   การกระจายตัวของกิ่งไม   อายุของพืชชนดิ

นั้นๆ   เปนตน 

 Carroll และ Carroll (1978) แสดงใหเหน็วาความถี่ของการแฝงตัวของราเอนโดไฟตในตน

สน Douglas จะเพิ่มข้ึนขึน้อยูกับปจจัยที่เกี่ยวของกบัปริมาณน้าํฝน   ปริมาณหมอกในบริเวณ

นั้นๆ   ซึง่ตอมา Rodrigues (1994) ไดพบวาราเอนโดไฟตที่แยกไดจากตัวอยางในฤดฝูนมีปริมาณ

มากกวาวาราเอนโดไฟตที่แยกไดจากตัวอยางในฤดูแลง        

 ไดมีนักวิจยัหลายคนทําการศึกษาเกีย่วกับความสัมพันธระหวางความสูงของตนไมกบัการ

กระจายของราเอนโดไฟต  Bernstein และ Carroll (1977) ไดรายงานวาไมพบความสัมพนัธ

ระหวางความสูงของยอดไมกับจํานวนของราเอนโดไฟต   อยางไรก็ตาม Johnson และ Whitney 

(1989a) ไดแสดงใหเห็นวาปริมาณของราเอนโดไฟตจะลดลงในตนไมที่มีความสงูมากกวา    

 Rodrigues (1994) พบวาไมวาจะเปน อายุของใบไม ระยะการเติบโตของพืช พืน้ที ่

ฤดูกาล ลวนมผีลตอการกระจายตวัและปรมิาณของราเอนโดไฟตทัง้สิ้น  
 
2.4 ความหลากหลายทางชีวภาพของราเอนโดไฟต 
 

เนื่องจากราเอนโดไฟตเปนจลิุนทรียชนิดหนึ่งที่มีจาํนวนมากและมีความหลากหลายทาง

ชีวภาพสงู  ซึง่บนโลกมีบริเวณปาเขตอบอุนและบริเวณปาเขตรอนชื้นอยางมากมาย     จงึคาดวา

ในบริเวณทีม่พีรรณพืชมากก็จะมีลักษณะเฉพาะของราเอนโดไฟตมากเชนกนั   และเอนโดไฟต
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อาจจะมวีิวัฒนาการตามเหมือนกับพรรณพืชทองถิน่แตละชนิด ราเอนโดไฟตเปนราที่มีความ

แตกตางกนัทัง้ชนิดและนิเวศวิทยา  (Bacon และคณะ, 1988)   ราเอนโดไฟตสวนใหญอยูในไฟลมั   

Ascomycota   และ Deuteromycota   โดยความถี่ของราเอนโดไฟตที่พบจะขึ้นอยูกับระบบ

นิเวศวทิยาของถิ่นที่อยูของพืชที่อาศัยอยู 

 การศึกษาเกี่ยวกับราเอนโดไฟตในปจจุบนัจะมุงเนนศึกษาราเอนโดไฟตในแตละทองถิ่น 

โดยเฉพาะความสัมพันธระหวางแตละชนดิของราเอนโดไฟตกับพืชแตละชนิด  โดยมีการตั้ง

ขอสังเกตเกี่ยวกับการกระจายของราเอนโดไฟตแตละทองทีว่าเปนไปได 2 ลักษณะ คือ การ

กระจายของเอนโดไฟตจากพืชชนิดหนึง่ไปสูพืชชนิดเดียวกนัในพื้นทีต่างกนัโดยอาศัยปจจัยทาง

ธรรมชาติ เชน ลม สัตวที่เปนพาหนะตางๆ (แมลง นก เปนตน)  และการแพรกระจายอีกลักษณะ

หนึง่เปนการกระจายจากรุนหนึง่ไปสูอีกรุนหนึง่โดยการพฒันาผานเมลด็และเจริญพรอมเมล็ด

ตอไป (Bayman และคณะ, 1998)     

 

 
 

รูปที่ 2.2 วงจรชีวิตของราเอนโดไฟตในหญา 

   การเจริญของราเอนโดไฟตจะจําเพาะเจาะจงกับพืชอาศัยโดยมีกลไกในการจดจาํ เชน 

การงอกของแอสโคสปอรของ Xylaria sp. ที่เปนเอนโดไฟตจะตอบสนองตอสารสกัดของ 

monolignol glucoside ของพืชที่อาศัยอยู (Chapela, 1991)  Carroll และคณะ (1977) ไดเสนอ

วาราเอนโดไฟตจะจําเพาะตอเนื้อเยื่อบางชนิด  เชนเดยีวกับการศึกษาของ Petrini และ Fisher 

(1988) 
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2.5 การศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟตในประเทศไทย  
 
 ความรูสวนใหญเกี่ยวกับราเอนโดไฟตมักมีที่มีจากพืชเขตอบอุน (Fisher และคณะ, 1994; 

Strobel, 1996; Taylor และคณะ, 1999) แตปจจุบันไดมีการศึกษาราเอนโดไฟตในพืชเขตรอนกนั

มากขึ้น (Arnold และคณะ, 2000; 2003; Suryanarayanan และคณะ, 2002; 2003)   โดย 

Arnold และคณะ (2001) พบวาราเอนโดไฟตในพชืเขตรอนมีมากกวาพืชในเขตอบอุน 

 ในปจจุบนัการศึกษาเกีย่วกบัความหลากหลายทางชวีภาพราเอนโดไฟตในพืชเขตรอนเพิ่ม

มากขึ้น  แตในประเทศไทยกลับมีรายงานเกี่ยวกับความหลากหลายทางชวีภาพราเอนโดไฟตเพยีง

ไมกี่ฉบับทัง้ๆที่มีความหลากหลายทางชีวภาพมาก (Panthong., 1991) การศึกษาเกี่ยวกบัราเอน

โดไฟตในประเทศไทยมกัมุงเนนในการศึกษาเกีย่วกบัพชืประจําถิน่เพือ่หาแหลงผลติสารออกฤทธิ์

ทางชีวภาพมากกวาจะศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของราเอนโดไฟต  การศึกษาเกี่ยวกับ

ความหลากหลายทางชีวภาพของราเอนโดไฟต เชน ราเอนโดไฟตที่แยกจากตนสัก (Mekkamol 

และคณะ, 1998) การกระจายของราเอนโดไฟตจากดอยสุเทพ-ปุย (Lumyong., 1998)  ราเอนโด

ไฟตในตนบนุนาค (Mesua ferrea) และ ตนแตงชั่ง (Prunus arborea)  (Hyde และคณะ, 1997) 

ราเอนโดไฟตที่แยกไดจากผล  เมล็ด  ลําตน  ชอดอกของตนลองกอง (Dimocarpus longana) 

(Sardsud และคณะ, 1998)  ราเอนโดไฟตจากกิง่และใบไผ (Lumyong และคณะ, 2000)  ราเอน

โดไฟตที่แยกไดจากใบสัก (Tectona grandis L.) และใบจามจุรี(Samanea saman Merr.) 

(Chareprasert และคณะ, 2001) นอกจากนีใ้นประเทศไทยยังมปีาอีกหลายเขตที่มีความ

หลากหลายทางชวีภาพสงูและมีการเขาไปศึกษาความหลากหลายทางชวีภาพของราเอนโดไฟต

นอย เชน ปาเต็งรัง เปนตน 
 
2.6 การแยกราเอนโดไฟตและการจําแนกชนิดของราเอนโดไฟต 
  
 ในปจจุบนัมีวธิีการแยกราเอนโดไฟตจากชิน้สวนพืชมากมาย  ซึ่งขึน้อยูกบัการนาํไปใช

งาน  เนื่องจากองคประกอบของพืชแตละสวนไมเหมือนกนั  แตส่ิงหนึ่งที่พงึควรระวังคือการแยกรา

เอนโดไฟตควรแยกจากชิน้สวนของพืชที่มคีวามสดและแข็งแรง  ซึง่ในการเก็บตัวอยางนัน้จําเปนที่

จะตองปองกนัการสูญเสยีน้ําจากการคายน้ําของพืช โดยการเก็บแยกสวนกับบรรยากาศภายนอก  

เพื่อลดอัตราการตายของเนือ้เยื่อพืช และลดการปนเปอนของราและแบคทีเรียภายนอก (Bills, 

1996) 
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 วิธีการแยกราเอนโดไฟตที่มจีากชิน้สวนพชืมากมายนัน้ โดยสวนใหญจะมีขั้นตอนการทาํ

ความสะอาดพื้นผวิของชิน้สวนพืชเหมือนกนั (Taylor และคณะ, 1999)     การทําความสะอาด

พื้นผวิของชิน้สวนพืชจะมเีอทิลแอลกอฮอลเปนตัว surfactant   และมีโซเดียมไฮโปคลอไรดเปนตัว

ฆาเชื้อภายนอก    ความเขมขนและเวลาในการจุมเอทิลแอลกอฮอลและมีโซเดียมไฮโปคลอไรด

ขึ้นอยูกับชิน้สวนของพืช   จากนั้นจะนาํชิ้นสวนของพชืที่ลางดวยน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อมาแลว

จากนั้นจะนาํไปวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อ    ขนาดของชิ้นสวนพืชทีน่ําไปแยกราเอนโดไฟตมี

ความสาํคัญเชนกนั โดยขนาดชิน้สวนของพืชที่จะนําไปแยกไมควรมขีนาดใหญเกนิไป (Gamboa 

และคณะ, 2002)   

 การจําแนกราเอนโดไฟตเปนเรื่องที่ยากมาก  เนื่องจากขาดขอมูลเกี่ยวกบัลักษณะและ

คุณสมบัติของราที่เจริญบนอาหารชนิดตางๆ  นอกจากนัน้ยงัมีรายงานเกี่ยวกับส่ิงมีชีวิตที่อยูใน

เนื้อเยื่อพืชคอนขางนอย (Mekkamol, 1998)  ราเอนโดไฟตหลายชนิดจะไมสรางสปอรบน

อาหารเลีย้งเชือ้  ซึง่บางทอีาจจะตองใชเวลานานกวาที่ราเอนโดไฟตชนิดนัน้ๆจะสรางสปอร  ซึ่ง

บางทีอาจจะตองอาศัยวิธีการอื่นๆในการชกันําใหเกิดการสรางสปอร เชน การนําไปเพาะลงอาหาร

ที่แตกตางกันไปเพื่อชักนําใหเกิดการสรางสปอร  อาหารเลี้ยงเชื้อที่นยิมใชในการชักนําใหเกิดการ

สรางสปอรไดแก oat meal agar (OM), V8 agar, corn meal agar  หรือนําไปวางไวใตแสง black 

light (near UV) ใหขึ้นแสง 12 ชั่วโมง มือ 12 ชั่วโมง   หากราทีย่ังไมสามารถสรางสปอรจะจัดอยู

ในกลุม mycelia sterilia 
 
2.6.1 กลุมราเอนโดไฟตในกลุม  Mycelia  sterilia 

 การจําแนกราตามหลกัสัณฐานวิทยาของรา จาํเปนจะตองอาศัยลักษณะโครงสรางรูปราง

สปอรของรา ดังนัน้หากไมเกิดการสรางสปอรก็จะเปนการยากที่จะจําแนกชนิดของรา (Currah 

และ Tsuneda, 1993)    กลุมราที่ไมสรางสปอรจะถกูจัดอยูในกลุมรา mycelia sterilia   ใน

การศึกษาเกี่ยวกับราเอนโดไฟตพบวากลุมรา mycelia sterilia มักจะพบในพืชทกุชนิดและมีความ

หลากหลายทางชวีภาพคอนขางสงู   การจําแนกกลุมรา mycelia sterilia มักอาศัยไดเพียงแค

รูปรางภายนอก   สีของเสนใย   การกระจายตัวของเสนใย   อัตราการเจริญ (Bill, 1996; Umali 

และคณะ, 1999; Frohlich และคณะ, 2000)  อยางไรก็ตาม การจําแนกกลุมรา mycelia sterilia 

โดยการอาศัยลักษณะดังที่กลาวขั้นตนยอมไมสะทอนใหเหน็ถงึชนิดของรา  และยากในการจดั

อนุกรมวธิานที่ถูกตองแนนอน (Guo และคณะ, 2003)   
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2.6.2 กลุมราเอนโดไฟตในวงศ Xylariaceae 
 รา  Xylariaceae เปนราตระกูลหนึ่งใน Class Pyrenomycetes โดยพบมากในปาเขต

อบอุนและเขตรอน มกัจะพบกลุมรา Xylariaceae ตาม ตนไม ดอกไม เมล็ดที่ตายแลว รากลุม 

Xylariaceae เปนราจําพวก saprophyte บางชนิดก็เปน pathogen ไดเชนกนั จากการศึกษา

พบวารากลุม Xylariaceae มักพบในราเอนโดไฟต (Carroll และ Carroll, 1978; Petrini และ 

Mueller, 1979) รากลุม Xylariaceae ที่รูจักกันดีคือสกลุ Xylaria  Hypoxylon และ Daldenia   

 คุณสมบัติที่นาสนใจของรากลุมนี้คือ เปนกลุมราทีม่กัจะสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพ

มากมายหลายชนิด (Whalley, 1985) เชน สาร Xyloketal H (Wenqing Yin และคณะ, 2008)  

Xylaria sp. พบสาร depudecin phaseolinone phomenone อนุพนัธของ cytochalasin Q และ 

(E)-methyl 3-(4-methoxy-phenoxy)propenoate ซึ่งมีฤทธิ์ยับยัง้เชื้อมาลาเรียในระดบัที่ดี 

นอกจากนัน้ยงัพบสาร multiplolides A และ B จาก Xylaria multiplex  (Boonphong และคณะ, 

2001) ซึ่งมีฤทธิ์ในการยับยัง้รา  

 การบงบอกสายพันธุของกลุมรา Xylariaceae เปนเรื่องที่ยากมาก   เนื่องจากการเลี้ยงใน

อาหารเพาะเลีย้งกลุมรา Xylariaceae จะสรางระยะสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศออกมา (anamoph) 

โดยกลุมรา Xylariaceae มักจะไมสรางระยะสืบพนัธุแบบอาศัยเพศ (telomorpy) ซึ่งจําเปนตอการ

จําแนกสายพนัธุของราในกลุมนี้  

 จากปญหาในการจําแนกกลุมราจากขอ 2.6.1 และ 2.6.2 ดังนัน้ปจจุบันจงึไดมีการนํา

เทคนิคทางอณูชีววทิยามาประยุกตใชกับการจําแนกกลุมราดังกลาว 
 
2.6.3 การจําแนกกลุมราโดยอาศัยเทคนิคทางอณูชวีวิทยา 

 โดยปกติแลวการจัดอนุกรมวิธานของราจะอาศัยการจําแนกรูปรางสปอรของราชนิดนั้นๆ  

แตก็มีราหลายชนิดที่ไมอาจทราบถงึชนดิไดเชนกลุมรา Mycelia sterilia เปนตน   ซึ่งในปจจุบนัได

มีการนาํเทคนคิทางอณูชวีวทิยาเขามาชวยในการจําแนกชนิดของรา (Bryan และคณะ, 1995; Liu 

และคณะ 1995; Mazzola และคณะ 1996; Guo และคณะ 2000; 2003) ซึ่งสามารถชวย

แกปญหาในการจําแนกกลุมราที่ไมสรางสปอรไดเปนอยางดี (Guo และคณะ 2000; 2003) โดย

บริเวณทีน่ําใชในการวิเคราะหความแตกตางของราแตละชนิดคือบริเวณ Internal transcribed 

spacer (ITS)  

ITS ประกอบดวย 2 สวน คือ ITS1 ซึ่งเปนบริเวณที่อยูระหวาง 18S กับ 5.8S rRNA gene 

และ ITS2 อยูระหวาง 5.8S กับ 28S rRNA gene บริเวณที่ไดรับการนิยมอยางสูงในการศึกษาหา

ความแตกตางในระดับชนิดของราเนื่องจากมีขอดีหลายประการ คือ เปนบริเวณที่มลํีาดับเบสที่มี
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การอนุรักษสูงมากและมีขนาดไมใหญมากประมาณ 600-800 คูเบส   ทาํใหงายตอการเพิม่

จํานวนชิน้สวนของดีเอ็นเอที่ตําแหนงนี้ดวย (White และคณะ 1990)  นอกจากนี้ยังเปนบริเวณที่

จํานวนซ้าํมาก  ทาํใหเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดงาย (Gardes และ Bruns, 1993)  และมีความ

แปรปรวนสูงในระดับชนิดแตมีความแปรปรวนต่ําในระดับสกุล  (Gardes และคณะ 1993) 
 

 
 

รูปที่ 2.3 แสดงตําแหนง primer มาจับที่บริเวณ Internal transcribed spacer (ITS) region 

 

primer 
name 

sequence (5'->3') reference 

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG White และคณะ, 1990 

ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC White และคณะ, 1990 

ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC White และคณะ, 1990 

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White และคณะ, 1990 

ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG White และคณะ, 1990 

ITS1-F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA Gardes และ Bruns, 1993 

ITS4-B CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG Gardes และ Bruns, 1993 

 
ตารางที่ 2.3 แสดงลําดับเบสของ Universal primer ที่นาํมาใชในการจําแนกชนิดของรา  
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2.7 ปาเต็งรัง 
 
2.7.1 ลักษณะในการจําแนก 
ลักษณะสําคญัในการจาํแนกปาเต็งรังคอื มีการผลัดใบของไมสวนใหญทุกระดับชั้นเรือน

ยอด  และมีไมดรรชนีสังคมซึ่งมีความแตกตางจากไมในกลุมผลัดใบในสังคมอืน่อยางชัดเจน  ไม

เดนที่เปนดรรชนีในปาเต็งรังประกอบดวยไมในวงศยาง (Dipterocarpaceae) ที่มีการผลดัใบ

ในชวงฤดูแลงไดแก เต็ง (Shorea obtuse) รัง (Shorea siamnensis) เหียง (Dipterocarpus 

obtusifolius) พลวง (Dipterocarpus tuberculatus) และยางกราด (Dipterocarpus intricatus)  
 
2.7.2 ถิ่นการกระจาย 
ปาเต็งรังพบในภูมิภาคเอเชยีตะวนัออกเฉยีงใต  โดยเฉพาะประเทศไทย ลาว กมัพูชา 

พมา และบางสวนของเวียดนามเทานัน้  ในประเทศไทยมีสังคมของปาเต็งรังตัง้แตเพชรบุรีขึ้นไปถงึ

เชียงราย  เปนสังคมพืชเดนของภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  ข้ึนสลับไปกับปาผสมผลัดใบโดยยึด

ครองในสวนทีม่ีความแหงแลงจัด  กักเกบ็น้ําไดเลว  พบตั้งแตระดับความสงู 50 เมตรขึ้นไปถึง 

1000 เมตร เหนือระดับน้าํทะเล 
 
2.7.3 ปจจัยที่เปนตัวกําหนดปาเต็งรัง 
ปาเต็งรังขึน้อยูในพืน้ที่ทีฤ่ดูกาลแบงแยกกันอยางชัดเจนระหวางฤดูแลงและฤดูฝน  ตองมี

ชวงแหงแลงจดัเกินกวา 4 เดือนตอป มีไฟปาเกิดขึ้นเปนประจํา   เปนสังคมถาวรที่มีไฟปาเปน

ตัวกําหนด หากไมมีไฟปาจะคงอยูไมได  โดยไฟปาเปนปจจัยสาํคัญตอการจัดโครงสราง  การคง

ชนิดพนัธุไมในสังคมและการสืบพันธุของไมในพืน้ที ่
 
2.7.4 พันธุไมและลกัษณะโครงสรางของปาเต็งรัง 
ปาชนิดนี้สามารถแบงไดออกโดยกวางๆ ตามลักษณะโครงสรางทางดานตัง้ออกเปน 2 

สังคมยอยคือ ปาเตง็รังสมบูรณและปาเต็งรังแคระ โดยอาจจะนับปาสนผสมเต็งรังวาม ี 3 สังคม

ยอยสวนการจําแนกในระดับแอสโซฺซิเอตชั่น (association) ซึ่งถือเอาไมเดนในชั้นเรือนยอดเปน

หลัก  

ลักษณะโครงสรางของปาเต็งรังสมบูรณโดยทั่วไปมีเรือนยอด 3 ชัน้เรือนยอด ซึง่ไมนับพืช

ชื้นในปา (forest floor) ปรากฏในพื้นที่อุดมสมบูรณ   เรือนยอดชั้นบนมีความสูงประมาณ 20 – 35 

เมตร ไมเดนในชั้นนี้ประกอบไปดวย เหียง (Dipterocarpus Obtusifolius) พลวง (Dipterocarpus 
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tuberculatus) รัง (Shorea siamensis) สวนเตง็ (Shorea obtuse) มักขึ้นผสมอยูกับไม 3 ชนิด

ดังกลาว ไมไดเปนไมเดน 

ไมเรือนยอดชัน้รอง สูงประมาณ 10-15 เมตร เปนไมขนาดกลางขึน้สอดแทรกอยูในพืชช้ัน

บน ชนิดไมเดนไดแก ยอเถือ่น (Morinda elliptica) ติ้ว (Cratoxylum formosum) กาสามปก 

(Vitex peduncularis)   ยอปา (Morinda elliptica) สมอไทย (Terminalia Chebula) 

เรือนยอดชั้นไมพุม สูงไมเกนิ 7 เมตร เปนไมขนาดเลก็โดยธรรมชาต ิบางชนิดถาพบในปา

อ่ืนอาจเปนไมขนาดกลาง แตถาพบในสังคมปาเต็งรังมกัจะแคระแกรนไดแก แสลงใจ (Strychnos 

nuxvomica) เหมือดโลด (Aporusa villosa) ปรงเหลี่ยม (Cycas siamensis) 
 
2.7.5  พันธุไมในปาเต็งรงัที่นํามาศกึษา 
เต็ง  (Shorea  obtusa  Wall.) 
 เต็งเปนไมตน ผลัดใบ สูง 15–30 ม. เรือนยอดเปนพุมกวาง ลาํตนมักไมคอยตรง เปลือกสี

น้ําตาลเทา แตกรองและเปนสะเก็ดหนา มักตกชนัสีเหลืองขุน เปลือกในสีน้าํตาลแกมเหลือง ใบ 

เดี่ยว เรียงสลบั รูปขอบขนาน แผนใบ รูปรีแกมรูปขอบขนานถงึรูปไขกลับ กวาง 5–7 ซม. ยาว 10–

16 ซม. โคนใบและปลายใบมน ผิวใบมขีนสั้นสากมือ ถงึคอนขางเกลี้ยง เสนแขนงใบ 15–20 คู 

กานใบยาว 1–1.5 ซม.  ดอก สีขาวนวล ออกเปนชอตามปลายกิง่  ผล กลมรี ถึงรูปไข กวาง

ประมาณ 0.8 ซม. ยาวประมาณ 1 ซม. มีปกยาว 3 ปก และปกสั้น 2 ปก 

เต็งมีการกระจายพนัธุเปนกลุมใหญ ในปาเต็งรัง และปาเบญจพรรณ ดินลูกรัง และเขาหนิ

ทรายทั่วทุกภาคของประเทศ ที่ความสูงจากระดับทะเลปานกลาง 150–1,300 ม. ในตางประเทศ

พบทีพ่มา ลาว กมัพูชา และเวียดนาม ออกดอกเดือนกุมภาพันธ–พฤษภาคม ผลแกเดอืน

เมษายน–กรกฎาคม 
รัง  (Shorea siamensis Miq.) 
รัง (Shorea siamensis Miq.) เปนไมยนืตนผลัดใบ (deciduous tree) มีขนาดกลางถงึ

ขนาด ใหญ มีความสงูอยูระหวาง 10-25 เมตร เรือนยอด กลมหรือเปนรูปเจดีย ลําตน โดยทั่วไปมี

ลักษณะ เปลาตรง บางตนคดงอ เปลือก มีสีเทาปนน้าํตาล แตกเปนรองลึก เปนสะเก็ดโต ๆ สับดู

เปนสีน้าํตาล เหลือง มักตกชันสีเหลืองขุน ๆ  กระพี ้มีสีน้าํตาลออน  แกน มีสีน้าํตาลเขม  

ไมรังโดยทัว่ไปพบอยูในปาเต็งรัง(Dry dipterocarp forest) โดยเฉพาะในสงัคมไมรัง 

(Pentacme suavis community type) ซึ่งแบงออกไดเปนสังคมไมรังที่ขึน้ในที่แหงแลง (xeric) 

และ สังคมไมรังที่ขึ้นในที่ชุมชื้น (mesic)  
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สําหรับการใชประโยชนของไมรัง โดยทั่วไป เนื้อไมใชทําเสา หมอนรางรถไฟ ทําสวนตาง ๆ 

ของเครื่องเรือน และการกอสรางตาง ๆ ที่ตองการความแข็งแรงทนทาน ใชทําเรือ และเครื่องมอื

กสิกรรม นอกจากนี ้ “ชัน” ซึง่ไดจากไมรังยังสามารถนํามาผสมกบน้ํามนัยางใชทาไม ยาเรือ ยา

แนว ไม และภาชนะทีท่ําดวยไมไผ  
กระโดน (Careya sphaerica Roxb.) 
ไมตน ขนาดกลาง ผลัดใบ สูง 10-30 ม. หนาแลงจะทิง้ใบหมดแลวผลิใบใหมพรอมดอก 

ใบ เดี่ยว เรียงสลับถี่ๆ ที่ปลายกิง่ รูปไขกลับ ปลายแหลม เปนติง่สัน้ๆ โคนเรียวยาวดูคลายครีบ 

ขอบหยักเลก็นอย ดอกใหญ ออกเปนชอ แตละดอกมีใบประดับ 3 ใบ กลีบเล้ียง 4 กลีบ โคนกลีบ

ติดกันเปนรูประฆัง กลีบดอก 4 กลีบ สีขาว เกสรเพศผูมีจาํนวนมาก รังไข 4 ชอง ผลรูปไขหรือกลม 

เสนผานศูนยกลาง 5-8 ซม. ที่ปลายผลมกีลีบเล้ียงติดอยู เมล็ด แบน สีน้ําตาลออน รูปขอบขนาน 

ผิวเรียบ  

เนื้อไมคอนขางหยาบแข็ง และหนกั สีแดงแกหรือน้าํตาลแกมแดง เสี้ยนคอนขางตรง 

ทนทานในรม ใชในการกอสรางอาคารบานเรือน ทําเครื่องเรือน เครื่องมือเครื่องใช ถาอาบน้ํายา

อยางถูกตองแลวใชเปนหมอนรองรางรถไฟไดดี เปลือกใชเปนยาแกไข แกพิษงู แกเมื่อยเคล็ด เปน

ยาฝาดสมาน ใชเบื่อปลา และใชเปนสียอม เสนใยที่ไดจากเปลือก หยาบ ใชทาํเชอืก ทําเบาะรอง

หลังชาง ทํากระดาษสีน้าํตาล ใบมีรสฝาด มีแทนนนิรอยละ 19 แพทยแผนโบราณใชใบผสมกับ

เครื่องยาอืน่ๆ ปรุงเปนยาสมานแผล ใชเบือ่ปลา ดอกและยอดกินเปนผักได ดอกและน้ําจากเปลือก

สดใชผสมกับน้ําผึง้จิบแลวชุมคอ แกไอและแกหวัด เปนยาบํารุงหลงัการคลอดบุตร ผลกินได ชวย

ยอยอาหาร เปนยาฝาดสมาน 
ยอปา  ( Morinda elliptica Ridl.) 
ยอปา เปนไมยืนตนขนาดเล็กมีความสูงประมาณ 5-15 เมตร ใบเดี่ยว ออกตรงขามเรียง

สลับเปนคู แผนใบรูปรี รูปขอบขนานหรือรูปไขกลับ กวาง 4-8 ซม.ยาว 8-17 ซม. ปลายใบแหลม

บางครั้งทู โคนใบสอบขอบใบเรียว ผิวใบมีขน ดอกสีขาวออกมารวมกันเปนกระจกุ ฐานดอกเชื่อม

ติดกัน ชอดอกออกตามซอกใบ ผลมีขนาดเล็ก ยอปาถือวาเปนไมมงคลของคนอสีาน ในการนาํ

ขาวขึ้นยุงจะตองตัดเอากิง่ของยอปามาค้าํยุงไวกอนนําขาวขึ้นยุง เพื่อเปนศิริมงคล มีความหมาย

วาใหขาวเพิ่มพูน ในทางสมุนไพรใชแกนตมด่ืมเปนยาฟอกเลือด ขับลม ดอกมีกลิ่นหอมออน 

เหมาะทีจ่ะปลกูตามบานเปนไมหอมที่ดีอีกชนิดหนึง่  
กระทุม (Anthocephalus chinensis Lamk.) 
ไมตนขนาดกลางถงึขนาดใหญ ผลัดใบหรือไมผลัดใบ สูง 15-30 เมตร กิ่งออกเกอืบตั้ง

ฉากกับลําตน มักลูลง หูใบรูปสามเหลีย่มแคบ ใบรูปไข หรือรูปรีแกมขอบขนาน ยาว 12-25 ซม. 
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แผนใบเกลี้ยงหรือมีขนสัน้นุมดานลาง หูใบเปนรูปสามเหลี่ยม ดอกสีเหลืองออน มีกลิ่นหอม 

ออกเปนชอกระจุกแนน กลม ขนาดเสนผานศูนยกลาง 4-5 ซม. กานชอยาว 2.5-4 ซม. ดอกเล็กอดั

กันแนน กลบีเล้ียงเปนหลอดสั้น กลีบดอก สีเหลืองเชื่อมกนัเปนหลอดยาวรูปดอกเข็ม ผลเปน

กระจุก เปล่ียนเปนสีเหลืองและสีน้าํตาลเมื่อแก กระทุมมีเขตการกระจายพันธุกวางตั้งแตเนปาล 

บงัคลาเทศ อินเดีย ศรีลังกา พมา จนี ภูมิภาคอินโดจนีและมาเลเซยี รวมถึงฟลิปปนส และปาปว

นิวกนิ ีข้ึนตามชายปาเบญจพรรณ ปาดิบแลง และปาดิบชื้น ตามหุบเขาหรือริมลําธาร ระดับความ

สูงจนถึงประมาณ 1300 เมตร 

กระทุมถือวาเปนไมโตเร็ว มีเนื้อไมละเอยีด สีเหลืองหรือขาว ใชทําพื้นและฝาที่ใชงานใน

รม ทํากลอง อุปกรณหรือส่ิงกอสรางอืน่ๆ ที่มีน้าํหนกัเบา และทาํเยื่อกระดาษได นยิมปลูกเปนสวน

ปาเพื่อการใชสอยในประเทศจีนและประเทศอื่นๆ ในภูมภิาคเอเชียตะวันออกเฉยีงใต 
สมอไทย (Terminalia Chebula Retz.) 
เปนพนัธุไมทีพ่บขึ้นอยูทั่วไปตามปาเบญจพรรณแลงและชื้นในภาคตางๆ ของประเทศ 

เปนไมยนืตนขนาดกลางถึงขนาดใหญ ผลัดใบ สูง 15-25 เมตร ผลสมอไทยจะรูปรางปอมๆ หรือ

รูปกระสวย มีเนื้อเยื่อหนาหุมเมล็ดซึ่งมเีมล็ดเดียวแข็งๆ ผลโต 2-3 ซ.ม. และยาว 3-4 ซ.ม. มพีูหรือ

เหลี่ยมตามยาวตัวผล  

          นอกจากนี้ยงัมีฤทธิ์ในการตานเชื้อไวรัส รวมทั้งเชื้อ HIV และแบคทีเรียบางชนิด บํารุงหัวใจ 

ตานอนมุูลอิสระและชะลอความชรา นอกจากนี้ ยังชวยควบคุมระดับไขมันในเสนเลือด และชวย

การทาํงานของตับในการกําจัดไขมันออกจากรางกาย รวมทัง้กระตุนการเผาผลาญของรางกายได

อีกดวย และไมใชแคผลสมอไทยเทานัน้ทีใ่ชเปนยาได สวนอืน่ๆ ก็มีสรรพคุณทางยาดวยเหมือนกนั 

โดยตามตํารับยาแผนโบราณ ทั้งตนมีสรรพคุณแกทองผูก เปนยาสมาน ยาขับเสมหะ แกอาการ

เสียวคอและหนาอก เปลือกเปนยาขับปสสาวะ ยาบาํรุงหวัใจ ขับน้าํเหลืองเสยี ดอกใชรักษาโรค

บิด ผลออนใชเปนยาระบาย โดยการจิ้มกับเกลือรับประทาน หรือรับประทานกับน้าํพริกก็ได เนือ้

หุมเมล็ดใชรักษาเกีย่วกบัน้าํดี ทองรวงเรื้อรัง บิด ทองผูก ทองขึ้น อืดเฟอ โรคหืด กระเพาะปสสาวะ

ไมทํางาน อาเจียน อาการสะอึก พยาธิในลําไส โรคทองมาน ตับและมามโต 
ปอลาย  (Grewia eriocarpa Juss.) 
ไมยืนตนขนาดเล็กถึงขนาดกลาง สูงถึง 15 เมตร ยอดออนมีขนปกคลุมเล็กนอยตนแก สี

เทา-น้ําตาล  ใบ ใบเดี่ยว เรียงตัวสลับ กานใบ ยาว 5-8 มม. มีขนคลุม โคนกานใบมหีใูบ 1 คู กวาง 

1-2  มม. ยาว 3- 5 มม. ใบรูปไข โคนใบมนหรือ oblique มีเสนใบหลกัใกลโคนใบ 3-5 เสน (nerve) 

ใบซีกซายและขวาไมเทากนั ปลาย ใบแหลม ขอบใบหยัก ผิวใบมนีวล ทองใบมีขนเลก็นอยใบกวาง 

1.5-6 ซม. ยาว 3-12  ซม. ดอก ดอกชอ cymose ชอละ 3 ดอก ชอเกิดเปนกระจุกทีซ่อกใบ กานชอ
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ดอกยาว1.5-3 ซม. กานดอก ยอยยาว 3-5 มม. กลีบเล้ียง 5 กลีบ สีเขียวแกมน้ําตาล โคนกลีบ

ติดกันปลายแยกเปน 5 แฉก แตละแฉกรูปใบหอก ปลายแหลม กวาง 1-1.5 มม. ยาว5-6 มม. กลีบ

ดอก 5 กลีบ สีเหลือง กลีบแยกกัน รูปใบหอก ปลายแหลม ขอบเรียบ กลีบกวาง 1 มม. ยาว 2-4 

มม. กลีบมีขน เกสรเพศผู จาํนวนมาก แยกกัน กานเกสรเรียบ เกสรเพศเมีย 1 อัน รังไข superior 

ovary รูปไข สีเขียว 5 หอง มีขนปกคลุม ออวุลจาํนวน 1-2 อันตอหอง กานเกสร 1 อันส้ันๆ ยอด

เกสรเพศเมียเปนตุมแหลม ผลและเมล็ด ผลแหงแบบ capsule รูปกลม เสนผาศูนยกลางผล 3-5 

มม. ผลเปนพู 2-4 พู ผิวเรียบถึงม ีตุมเล็กๆ เมล็ดกลม 
แค (Markhamia stipulate Wall.) 
ลักษณะทัว่ไปคลายแคหัวหมู (ชนิดยอย stipulata) แตใบประกอบแบบสั้นกวาเล็กนอย 

ใบออนมีขนสนี้ําตาลแดงหนาแนน กลีบเล้ียงและฝกมขีนแบบขนแกะไมใชแบบเปนปุย (หลุดรวง

งาย) แบบแคหัวหม ูแคหางคางพบที่จนีตอนใต ลาว เวยีดนาม และภาคเหนือของไทย ขึน้ในปาดบิ

แลง และปาดิบเขา จนถงึระดับความสูงประมาณ 1600 เมตร ตน ไมยืนตนขนาดเล็ก-ขนาดกลาง 

สูง 5-20 เมตร ลําตนมักคดงอ เรือนยอดมกัเปนพุมกลมทึบ เปลือกนอกสีขาวหมนหรือสีเทา

คอนขางเรียบ มีรอยแตกตื้นๆ ตามยาวตน เปลือกในสีครีมแซม ดวยริว้สีเขม ตามกิง่ออนมีขนสี

น้ําตาลและมชีองระบายอากาศทัว่ไป ใบ ออกเปนชอ ใบยอยมี 1-4 คู ออกตรงขามกันที่ปลายสุด

ของชอใบ มักเปนใบเดี่ยวๆ โคนใบมนและ มักเบี้ยว ปลายใบมนและเปนติ่งแหลมสั้นๆ เนื้อใบหนา 

หลังใบเกลี้ยง ทองใบมีขนสากๆ ทั่วไป  ดอก สีขาวหรือเหลืองออนออกรวมกนัเปนชอโตๆ ตาม

ปลายกิง่ ชอจะต้ังชี้ขึ้นและยาวถงึ 40 ซม. โคนกลีบรองกลีบดอกเปนถวย กลีบดอกเปนหลอดสวน

ชวงบนขยายกวาง ปลายเปนร้ิวๆ เกสรตัวผูมี 2 คู สัน้ 1 คู และยาว 1 คู  ผล เปนฝกรูป

ทรงกระบอกแตโคงงอเหมือนหางคาง ขนาดฝกกวาง 1.5-2.5 ซม. ยาว 35-70 ซม. จะมีสันเปนเสน

ตามยาวฝก 5 สัน และมีขนสนี้ําตาลแดงทัว่ไป ฝกแกแตกตามรอยประสาน เมล็ด เมลด็แบน มีเยื่อ

บางๆ ตามขอบคลายปก  
ทองหลาง (Erythrina variegata  L.) 
ลักษณะ : ไมตน ผลัดใบ สูง 5 - 10 เมตร ตามกิ่งตนออนมีหนาม เรือนยอดเปนพุมกลม 

โปรง ใบ ประกอบมี 3 ใบยอย ใบกลางจะโตกวา 2 ใบขาง เสนกลางใบและเสนแขนงใบสีเหลือง 

ดอก รูปดอกถัว่สีแดงเขม ออกรวมกนัเปนชอยาวประมาณ 30 - 40 เซนติเมตร ผลเปนฝกยาว 15 - 

30 เซนติเมตร 
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 รูปที่ 2.4 แสดงลักษณะใบพืชทีน่ํามาใชในการศึกษา 1. เต็ง (Shorea obtusa Wall.) 2. รัง 

(Shorea siamensis Miq.) 3. กระโดน (Careya sphaerica Roxb.) 4. ยอปา (Morinda elliptica 

Ridl.) 5. กระทุม (Anthocephalus chinensis Lamk.) 6. สมอไทย (Terminalia Chebula Retz.) 

7. ปอลาย (Grewia eriocarpa Juss.) 8. แค (Markhamia stipulate Wall.) 9. ทองหลาง 

(Erythrina variegata L.) 
 
2.8 สารออกฤทธิ์ทางชวีภาพที่ผลิตจากราเอนโดไฟต 
  
 การเพิม่ข้ึนของปญหาเกี่ยวกับสุขภาพในปจจุบันไมวาจะเปนมะเร็งชนิดตางๆ  ปญหาการ

ดื้อยาของจุลนิทรียทั้งหลาย เชน แบคทีเรีย  รา  โปรโตซัว  และไวรัส  ทั้งหลายเหลานี้  ลวนแตทํา

ใหการศึกษาคนควาในปจจุบันมุงเนนในการหาตวัยาหรอืสารเคมีใหมๆ  ที่จะมฤีทธิใ์นการตอตาน

ปญหาเกี่ยวกบัสุขภาพตางๆดังที่กลาวมา     

  6  

3 

8 

1 2 3 

4 5 6 

7 8 9 
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สารออกฤทธิท์างชีวภาพ (Bioactive Compounds) คือ สารจากสิ่งมีชีวิตตามธรรมชาติที่

มีผลตอสิ่งมีชวีิตทั้งคน สัตว และพชื สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ดีตองเปนสารที่มีผลจําเพาะ

เจาะจง เชน มฤีทธิ์จาํเพาะตอเซลลของมะเร็งเตานม มฤีทธิ์จําเพาะตอเชื้อวัณโรค เปนตน และสาร

นั้นจะตองไมมีผลทางลบตอรางกาย หรือมีผลขางเคียงนอยมาก เพราะเมื่อสารนัน้ถูกนาํมาแปรรูป

ใหเปนสวนประกอบของยา ยอมไมตองการใหยามีผลกบัสวนที่ดีของรางกาย ยกเวน เชื้อโรค หรือ

สวนเกิน (มะเร็ง) ที่เราตองการขจัดเทานัน้ สารใดก็ตามถามีผลขางเคียงที่ไมตองการ ก็จะจัดสาร

นั้นใหอยูในพวกสารพิษ (toxic substance) จากงานวิจยัทั้งหลายพบวาราเอนโดไฟตสามารถที่จะ

เปนแหลงที่ผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดเชนกนั 

ธรรมชาติของราเอนโดไฟตจะอาศัยอยูในชองวางระหวางเซลลของพชืที่อาศัย  ซึง่ในการ

อยูอาศัยภายในนัน้ราเอนโดไฟตจําเปนตองปรับตัวในการตัวรอด  ซึ่งในกระบวนการปรับตัวนัน้

เอนโดไฟตจะสรางสารบางอยางออกมาเพื่อใหอยูรอด (Redall และคณะ, 2002) ซึ่งสารที่สราง

ออกมานั้นสามารถนาํไปใชประโยชนไดอยางมากมายเพื่อใชในทางการแพทย   เกษตรกรรม   และ

อุตสาหกรรม   

Schutz และคณะ (2001) ไดบันทกึเกี่ยวกับการสรางสารทุติยภูมิของจุลินทรียวามี

ลักษณะเฉพาะที่เหมือนกับส่ิงแวดลอมนัน้ๆและสามารถอยูในสภาพแวดลอมที่เหมือนๆ กันไดเปน

อยางด ี   เมื่อมีการสํารวจและศึกษาอยางละเอียดจะเห็นไดวา สภาพแวดลอมทีจ่ลิุนทรียอาศัยอยู

มีผลตอการผลิตสารทุติยภูมิ ซึง่บนโลกนีม้ีระบบนิเวศมากมาย คาดวาในบริเวณที่มพีรรณพืชมาก

ก็จะมีจาํนวนราเอนโดไฟตมากเชนกนั และราเอนโดไฟตอาจจะมวีิวัฒนาการตามเหมือนกับพรรณ

พืชทองถิน่แตละชนิด 

ราเอนโดไฟตแตละชนิดจะมีลักษณะเฉพาะที่แตกตางกนัเมื่ออยูในสภาพแวดลอมที่

ตางกนั  ดังนั้นราเอนโดไฟตสามารถทีจ่ะสรางสารบางชนิดที่เปนปจจัยสําคัญตอการเจริญเติบโต

ของพืชที่อาศยั (Pugh และคณะ, 1972; Bacon และคณะ, 1991) และสามารถที่จะสรางสารเพื่อ

ปองกันการรุกรานจากศัตรูพชืเชน แมลง (Larry และคณะ, 1992) จุลินทรีย (Fisher และคณะ, 

1984; 1986) 

Schutz และคณะ (2001) ยังพบวาราเอนโดไฟตสามารถผลิตสารออกฤทธิท์างชวีภาพ

ชนิดใหมไดมากกวาราเอพิไฟตและราที่แยกไดจากดนิ โดยพบสารออกฤทธิท์างชีวภาพชนิดใหมที่

ผลิตจากราเอนโดไฟต 51 เปอรเซ็นต ผลิตจากราที่แยกไดจากดิน 38 เปอรเซ็นต 

 Bill และคณะ (2002)   ไดอธิบายถงึความแตกตางของสารทุตยิภูมิจากเอนโดไฟตระหวาง

ในบริเวณปาเขตอบอุนกับบริเวณปาเขตรอนชื้น  เมื่อเปรียบเทียบจํานวนสารทุติยภูมิที่สกัดไดจาก
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ราเอนโดไฟตจากปาทัง้ 2 เขต  พบวาสารทุติยภูมทิี่สกัดไดจากราเอนโดไฟตในบริเวณปาเขตรอน

ชื้นมีการออกฤทธิท์างชีวภาพไดดีกวาสารทุติยภูมิที่สกัดไดจากราเอนโดไฟตในบริเวณปาเขต

อบอุน  นอกจากนี้ราเอนโดไฟตในบริเวณเขตปารอนชื้นมีจาํนวนมากกวาราเอนโดไฟตในบริเวณ

ปาเขตอบอุน    ซึ่งทําใหมโีอกาสในการพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพและราเอนโดไฟตชนิดใหมมี

มากขึ้น 

ราเอนโดไฟตมีความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดหลากหลายกลุมมาก 

เชน alkaloids, peptides, steroids, terpenoids, isocoumarins, quinones, phenylpropanoids 

และ lignans, phenols และ phenolic acids, aliphatic compounds  ซึ่งในปจจุบนัสารออกฤทธิ์

ทางชีวภาพดังที่กลาวมานี้ไดนํามาใชประโยชนในทกุๆดาน  และสามารถที่จะยนืยนัไดวาราเอนโด

ไฟตเปนแหลงผลิตสารออกฤทธิท์างชีวภาพที่สาํคัญแหลงหนึ่ง (Tan and Zou, 2001)  
 
 2.8.1 สารที่มฤีทธิ์ยับยั้งจลุินททรยี 
 สารที่มีฤทธิย์บัยั้งจุลินทรีย (Antibiotic) คือ สารที่มีมวลโมเลกุลตํ่าผลิตจากจุลนิทรียชนิด

หนึง่ๆ มฤีทธิใ์นการตอตานหรือยับยัง้จุลนิทรียชนิดอื่นๆ (Demain, 1981) เปนที่รับรูวาสารออก

ฤทธิท์างชีวภาพจากราเอนโดไฟตสามารถที่จะยับยั้งหรอืทําลายจุลินทรียชนิดอืน่ๆไมวาจะเปน

แบคทีเรีย   รา  ไวรัส  โปรโตซัว  

 Horn และคณะ (1995) ศึกษาราเอนโดไฟต Phomopsis sp. จาก Salix gracilostyla 

var. melanostachys สามารถผลิตสาร Phomopsichalasin ซึ่งมฤีทธิ์ในการยับยั้ง Bacillus 

subtilis, Salmonella gallinarum,   Staphyllococcus aureus และ Candida tropicalis 

 Munday-Finch และคณะ (1998) ศึกษาราเอนโดไฟต Neotyphodium lolli จาก Lolium 

perenne สามารถผลิต Lolicine A และ B มฤีทธิ์ในการยับยั้งการเจรญิของจุลินทรยีหลายชนิด 

 Cryptosporiopsis quercina เปนราเอนโดไฟตที่แยกไดจากไมเนื้อแข็งในแถบยุโรป   โดย

แยกไดจาก Tripterigeum wilfordii ซึง่เปนพืชสมนุไพรในแถบนั้น   โดย Cryptosporiopsis 

quercina มีฤทธิ์ในการตอตานรากอโรคเชน Candida albican และ Trichophyton spp. โดย

ผลิตสารออกมาชื่อวา Crytocandin A (Strobel และคณะ, 1999)  

 Brandy และคณะ (2000) ศึกษาราเอนโดไฟต Fusarium sp. จากตน Selaginella 

pallescens ซึ่งสามารถผลิตสาร CR377 ซึ่งเปนสารกลุม pentaketide ชนิดใหม   ที่มีฤทธิ์ในการ

ยับยั้งการเจรญิของ Candida albicans 
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 Lu และคณะ (2000) ศึกษาราเอนโดไฟต Collectotrichum gloeosporioides จากตน 

Artemisia annua ผลิตสารในกลุม ergotsterol 7 ชนิด   ซึ่งมีฤทธิ์ในการยบัยั้ง Candida 

albicans และ Aspergillus niger 

Harper และคณะ (2003) ศึกษาราเอนโดไฟต Pestalothiopsis microspora จากตน 

Terminalia morobensis ซึ่งสามารถผลติสาร Pestacin   ซึง่มีฤทธิใ์นการยับยั้งจลิุนทรียและยังมี

ฤทธิ์ตานสารอนุมูลอิสระ 

Weber และคณะ (2004) ศึกษาราเอนโดไฟต Phomopsis sp. จากตน Erythrina 

cristagalli สามารถผลิตสาร phomol   ซึ่งเปนสารปฏิชีวนะชนิดใหมมีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรีย

และราหลายชนิด 

 
2.8.2 สารที่มฤีทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็ง 
ตั้งแตมีการคนพบสาร Taxol   ที่ผลิตโดยราเอนโดไฟต Pestalothiopsis microspora 

จากตน Himalayan yew (Taxus wallichiana) (Strobel และคณะ, 1996) ทําใหทราบวาราเอนโด

ไฟตสามารถเปนแหลงผลิตสารออกฤทธิท์างชีวภาพทีส่ําคัญแหลงหนึ่ง ปจจุบันพบวาราเอนโดไฟต

สามารถสรางสารที่มีฤทธิท์างชวีภาพที่มคีวามสามารถในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง จึงได

มีการศึกษาเกีย่วกับราเอนโดไฟตเพื่อจะหาราเอนโดไฟตที่มีความสามารถในการสรางสารที่มีฤทธิ์

ทางชีวภาพชนิดใหมเพื่อนาํมาใชประโยชนในทางการแพทย 

Stierle และคณะ (1995) ศึกษาราเอนโดไฟต Taxmyces andreanae จากตน Taxus 

brevifolia และสามารถสกัดสาร taxol ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็ง 

Lee และคณะ (1996) ศึกษาราเอนโดไฟต Pestalothiopsis microspora จากตน 

Torreya taxifolia ซึ่งสามารถผลิตสาร Torreyanic acid พบวาสารดังกลาวมีฤทธิ์ในการทําลาย

เซลลมะเร็งหลายชนิด 

Strobel และคณะ (1997) พบวา Acremonium sp. จากตน European yew (Taxus 

baccata) สามารถสรางสารกลุม Leucino statins ซึง่เปนเปปไทดที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจรญิ

ของเซลลมะเรง็ 

Jiao และคณะ (2006) แยกสาร Chaetominine ซึ่งเปนสารกลุม alkaloid ไดจากราเอนโด

ไฟต Chaetomium sp. IFB-E015 จากตน Adenophora axiliflora ซึ่งสาร Chaetominine ยับยั้ง

การเจริญของเซลลมะเร็งเมด็เลือดขาวและเซลลมะเรง็ลาํไสได  
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Maloney และคณะ (2006) พบสาร Phaeosphoramides A และ B  ซึ่งผลิตโดยราเอนโด

ไฟต Phaeosphaeria avenaria  โดยสาร Phaeosphoramide A จะไปทําการยับยัง้การสง

สัญญาณของเซลลทําใหควบคุมอัตราการเจริญเติบโตของเซลลไดซึ่งสามารถใชในการบําบัด

โรคมะเร็ง 

Wang และคณะ (2002)   ไดรายงานวา   brefeldin A   ที่สรางโดย Paecilomyces sp. 

และ Aspergillus clavatus ซึ่งแยกไดจากตนTaxus mairei และ Torreya grandis  มีฤทธิ์ในการ

ยับยั้งมะเร็งหลายชนิด 
 
2.8.3. การตายของเซลลแบบอะพอพโตซิส (Apoptosis) 
ลักษณะของอะพ็อบโทซิส และเนโครซิส 

   ในปจจุบนัการตายของเซลลเชื่อวาเกิดไดสองวิธีคือ วธิีแรกคือ “อะพ็อบโท

ซิส’’(apoptosis) ซึ่งเปนขบวนการที่เซลลทําลายตัวเองโดยการควบคมุยีนที่เกีย่วของ เพื่อควบคุม

ความสมดุลของเซลลภายในรางกาย   สวนการตายชองเซลลแบบที่สองแรกวา “เนโครซิส’’ 

(necrosis) เกิดขึ้นจากอุบัติเหตุบางอยางทีท่ําใหเกิดอันตรายตอเซลลและส่ิงแวดลอมของเซลล

อยางรนุแรงจนเซลลเนาสลายไป  อยางไรก็ตามการตายทัง้สองแบบนั้น ทราบจากการเฝามองดู

การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น (morphological description) แตยังมรีายละเอียดลึกลงไปอีกมาก การ

ตายของเซลลแบบอะพ็อบโทซิสมีลักษณะรูปรางที่แตกตางจากการเนาสลายของเซลลแบบเนโค

รซิสนั้นมีข้ันตอนอยูหลายขัน้ตอน โดยทีร่ะยะเริ่มตนของ apoptosis bodies ซึ่งจะถูกกาํจัดโดย 

Phagocytes ซึง่ลักษณะเหลานี้จะแตกตางจากการเนโครซิสของเซลลอยางสิน้เชิง ที่เมื่อเซลล

ไดรับความบาดเจ็บอยางรนุแรงจนเนาตาย จะเกดิการจับกลุมของโครมาตินเกิดการบวมของ

องคประกอบตางๆ (organelles) รวมทั้งไมโตรคอนเดรียภายในเซลล ในที่สุดผนังเซลลจะแตก 

และเซลลสลายตัวในที่สุดดังรูป 
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รูปที่ 2.5 แสดงการเกิดอะพอ็บโทซิส 
 
อะพ็อบโทซิสและวิธกีารรักษาโรคมะเร็ง 
อบโทซิสเปนกลไกสําคัญในการทาํลายเซลลมะเร็ง และมงีานวิจยัมากมายที่มุงศึกษา

เกี่ยวกับอะพ็อบโทซิสและการรักษาโรคมะเร็งมากมาย อยางไรก็ตามผลของการรักษาโรคมะเรง็มี

นอยชนิดมากที่สามารถรักษาใหหายขาดได แมการรักษาสวนใหญเปนการมุงเนนการกระตุนให

เซลลมะเร็งทําลายตัวเองหรอืเกิดอะพ็อบโทซิสจะไดผลดีก็ตาม  

 Chen และคณะ (2006) ไดรายงานวายสีต Wickerhamiella domercqiae สามารถสราง

สารsophorolipids (SLs) ซึ่งชักนําใหเกดิอะพ็อบโทซสิในเซลลมะเรง็ตับ H7402 โดยทัง้นี้ขึน้อยู

กับปริมาณ และระยะเวลาที่เซลลไดรับสารดวย การตรวจสอบการตายของเซลลมะเร็งตับสามารถ

ตรวจดูไดจาก การบวมของเซลล (blebbing) , การเปลี่ยนแปลงของ0เยื่อหุมเซลลเชนการเหีย่ว

ของเซลล, 1 Hนวิเคลียสแตกเปนชิ้นสวน, 2 Hโครมาตินหนาตัวขึ้น, และ3Hดีเอ็นเอแตกเปนทอน  

McKillop และ Schrum (2004) ไดรายงานวายีสต Saccharomyces cerevisiae ไดผลิต

สารที่สามารถชักนาํใหเกิดอะพ็อบโทซิสในเซลลมะเร็งตบั H7402 ไดเชนกนั
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ตารางที่ 2.4 แสดงสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตจากราเอนโดไฟต 

 

Endophyte Host Plant Metabolte Biological activity Structure 

Phoma medicaginis 

 

Medicago sativa BrefeldineA Antibiotic activity, 

initiation of apoptosis 

in cancer cells 
 

Phomopsis phaseoli 

 

Betula pendula 3-hydroxypropionic 

acid 

Nematicidal activity 

Against Meloidogyne 

incognita, 

Caenorhabditis 

elegans 

 

Phomopsis spp. 

 

Erythrina cristagalli Phomol 

 

Antifungal, 

antibacterial 

antiinflammatory 

and weak cytotoxic 

activity 

 

Polyketide lactone 
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ตารางที่ 2.4 (ตอ) แสดงสารออกฤทธิท์างชีวภาพที่ผลิตจากราเอนโดไฟต 

 

Endophyte Host Plant Metabolte Biological activity Structure 

Phomosis spp. 

 

Erythrina cristagalli Mevinic acid 

 

Antiinflammatory 

activity 

 
 

Pestalotiopsis 

microspora 

 

Torreya taxifolia Ambuic acid Antifungal agent 

 

Pestalotiopsis 

microspora 

 

Torreya taxifolia Torreyanic acid 

 

Selectively cytotoxic 

activity 

 
Petalotiopsis jesteri 

 

Fragraea bodenii 

 

Jesterone 

Hydroxy Jesterone 

 

 

Antimycotic activity 

against the  

oomycetous fungi  
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ตารางที่ 2.4 (ตอ) แสดงสารออกฤทธิท์างชีวภาพที่ผลิตจากราเอนโดไฟต 

 

Endophyte Host Plant Metabolte Biological activity Structure 

Pestalotiopsis 

microspora 

Terminalia  

morobensis 

 

Isopestacin 

Pestacin 

Antimicrobial and 

antioxidant effect 

  
Aspergillus fumigatus 

 

Cynodon dactylon 

 

Asperfumiod, 

Asperfumin 

Physion 

Inhibit growth of 

Candida albicans 

  

Aspergillus niger 

IBF-E003 

 

Cynodon dactylon 

 

Rubrofusarin B, 

Aurasperone A 

 

Strong coinhibitors 

On xantin oxidase, 

colon cancer cell 

and some microbial 
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ตารางที่ 2.4 (ตอ) แสดงสารออกฤทธิท์างชีวภาพที่ผลิตจากราเอนโดไฟต 

 

Endophyte Host Plant Metabolte Biological activity Structure 

Penicillium sp. 

 

Melia azedarach 

 

Preaustiniod A, B Exhibit moderate 

bacteriostatic 

effect on Escherichia 

coli, Staphylococcus 

aureus, Pseudomonas 

aeruginosa, Bacillus 

sp. 

 

Xylaria sp. F0010 

 

Abies holophylla 

 

Griseofulvin, 

Dechlorogriseofulvin 

Antifungal 

antibiotic 
 

Fungal endophytic 

isolate 

Nothapodytes 

foetidafrom 

 

Camptothecin 

 

Anticancer activity 
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การศึกษาสารออกฤทธิท์างชีวภาพของราเอนโดไฟตในประเทศไทย  ผูทําการศึกษาสวน

ใหญมักเลือกพืชสมนุไพรเปนหลกัเชนเดียวกับรายงานจากตางประเทศ  เนื่องจากคาดวาราเอนโด

ไฟตที่อาศัยอยูในพืชดังกลาวจะสามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดเชนเดียวกับพืชที่อาศัย

อยู  ซึ่งรายงานเกี่ยวกับการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชวีภาพของราเอนโดไฟตในประเทศไทยมีหลาย

ฉบับแลว เชน 

Chinworarangsi และคณะ (2001) ไดสารออกฤทธิท์างชีวภาพชนิดใหมจาก 

Halorosellinia oceanonica ซึ่งมีฤทธิ์ในการยับยัง้เชื้อมาลาเรีย 

Wiyakrutta และคณะ (2003) ไดศึกษาสารออกฤทธิท์างชีวภาพทีแ่ยกไดจากราเอนโด

ไฟตจากพืชสมุนไพรซึง่มีฤทธิ์ในการยับยัง้เชื้อมาลาเรีย (4 HPlasmodium falciparum) เชื้อวัณโรค 

(5 HMycobacterium tuberculosis) ไวรัส (Hepes simplex virus type 1) และเซลลไลนของมะเร็ง

เยื่อบุชองปาก (Human oral epidermoid carcinoma cell) 

Phothita และคณะ (2003) ไดแยกเชื้อรา Guignadia cocoicola และ Fusarium sp. ที่มี

ฤทธิ์ในการยับยั้ง Colletotrichum musae และ Fusarium sp. ซึ่งเปนเชื้อรากอโรคโรคแอนแทรค

โนสในกลวย 
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บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1) อุปกรณ 
 

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

2. ตูควบคุมอุณหภูมิภายใตบรรยากาศคารบอนไดออกไซด (CO2 incubator) Hepa 

Class100 รุน 311 บริษัท Thermo electron corporation 

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

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

Japan 

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

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

USA. 

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

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

Japan 

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

Optical Co., Ltd. Japan 

10. กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (scanning electron microscope, SEM) 

JEOL รุน JSM-5410 LV, Japan  

11. เครื่องระเหยแหงสุญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporator) Eyela รุน N-1000 

บริษัท Tokyo Rikakikai Co., Ltd. Japan 

12. เครื่องระเหยน้าํที่อุณหภูมิต่ํา (lyophilizer) รุน FD-1 ยี่หอ EYELA บริษัท Tokyo 

Rikakikai Co., Ltd. Japan 

13. เครื่องปนเหวีย่ง (centrifuge) Hettich รุน Rotofix32 บริษัท Becthai, Germany 

14. เครื่องวัดคาความเปนกรดเบส (pH meter) รุน S20-K ยี่หอ Mettler Toledo 

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

17. เครื่องอานคาความดูดกลนืแสง (microplate reader) รุน ELX800 บริษัท Bio-Tek 

Instruments, Inc. 

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

Japan 

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

20. เครื่องถายรูปเจล (Gel Doc) ยี่หอ Vilber Lourmat 

21. เครื่องปนเหวีย่งขนาดเล็ก (micro centrifuge)รุน CM-610T บริษัท Hslangtai 

22. เครื่องปนเหวีย่งควบคุมอุณหภูมิ (micro refrigerated centrifuge) Kubota รุน 3700 

บริษัท Kubota Corporation, Tokyo Japan 

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

24. เครื่องแปลงไฟ (Power supply) My Power300 รุน AE-8130 บริษทั ATTO 

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

26. ตูเย็น -20 °C ยี่หอ Sharp 

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

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

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

30. โกรงบดยา (motar) 

31. ไมโครปเปต (automatic adjustable micropipette) บริษัท Gilson P2 (0.1-2 

ไมโครลิตร), P10 (0.5-10 ไมโครลิตร), P20 (5-20 ไมโครลิตร), P200 (20-200 

ไมโครลิตร), P1000 (0.1- 1 มิลลิลิตร) 

32. ปเปตตทิป (pipette tip) บริษัท Axygen Scientific, Inc. USA 

33. หลอดไมโครเซนติฟวส (micro centrifuge tubes) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร บริษัท Axygen 

Scientific, Inc. USA 

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

35. พาราฟลม 

36. บีกเกอร (beaker) 

37. ขวดแกว (bottle) 

38. กระบอกตวง (cylinder) 
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39. ขดลวด (spring coil) 

40. ลูป (loop) 

41. เข็มเขี่ยเชื้อ (needle) 

42. ที่เจาะอาหารวุน (cork borer) 

43. จานเลีย้งเชื้อพลาสติก (petridish) 

44. จานเลีย้งเซลลแบบ 96 หลมุ (96 wells plate) 

45. จานเลีย้งเซลลแบบ 24 หลมุ (24 wells plate) 

46. ขวดเลี้ยงเซลล ยี่หอ Corning บริษัท Corning Incorporated, USA 

47. หลอดเก็บเซลล 
48. หลอดเซนตฟิวสขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร ยี่หอ Corning บริษัท Corning 

Incorporated, USA 

49. ปเปตแกว ขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร 

50. เครื่องดูดจากปเปต (pipette aid) ยี่หอ Drummond 

51. หัวกรองอาหารเลี้ยงเซลล ขนาด 0.22 ไมโครเมตร ยี่หอ Corning บริษัท Corning 

Incorporated, USA 

52. เครื่องกวนโดยใชแมเหล็ก (magnetic stirrer) ยี่หอ Clifton Ceraplate 

53. ถังไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen tank) รุน 34 HC ยีห่อ Taylor-Wharton Cryogenics 

บริษัท Harsco Corporation, USA 

54. เครื่อง DNA sequencing รุน 3100XL ยีห่อ ABI บริษัท Applied Biosystem 

Incorporated 

 
3.2) สารเคม ี
 

1. Agar  

2. Bacto peptone บริษัท HIMEDIA 

3. Glucose 

4. Malt extract บริษัท HIMEDIA 

5. Magnesium chloride (MgCl2) 

6. DMSO (Dimethylsulfoxide) steried บริษัท Sigma, USA 

7. Fetal Bovine Serum (FBS) ยี่หอ Hyclone บริษัท PERBIO 
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8. Hoechst 33342  

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

USA. 

10. RPMI ยี่หอ Hyclone บริษัท PERBIO 

11. Thyphan blue 

12. Trypsin-EDTA  steried filtered ยี่หอ Hyclone บริษัท PERBIO 

13. ตัวทําละลาย ไดแก ethyl acetate 

14. 2-Mecaptoethanol บริษัท Sigma 

15. Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) บริษัท Serva 

16. Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) บริษัท Scharlau 

17. Isoamyl alcohol บริษัท Carlo erba 

18. RNase 

19. Polyethylene glycol (PEG) บริษัท Serva 

20. Taq DNA polymerase บริษัท Fermentas 

21. Loading dye 

22. Primer ไดแก   ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 

           ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 

23. Bovine serum albumin (BSA) 

24. dNTP 

25. Tris- (hydroxymethyl)-amino methane (Tris base) บริษัท Scharlau 

26. Agarose molecular biology grade บริษทั ISC Bio Express 

27. Ethidium bromide 

28. 100bp + 1.5 kb DNA ladder บริษัท SibEnzyme 
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3.3)    การเก็บตัวอยางใบพืชจากปาเต็งรัง   
 

เก็บตัวอยางพชืจากปาเต็งรัง จังหวัดตาก โดยพืชที่ใชในการทาํวิจยัม ี9 ชนิดไดแก เต็ง รัง 

ยอปา กระโดน สมอไทย ทองหลาง กระทุม ปอลาย และแคหางคางโดยเก็บตัวอยาง 2 ฤดูคือ ฤดู

ฝนชวงเดือนสงิหาคมพ.ศ. 2550  และฤดูแลงชวงเดือนมกราคม พ.ศ. 2551  ตัวอยางที่เก็บตอง

เปนใบที่สมบูรณปราศจากอาการของโรคพืช  เก็บตัวอยางพืชในถุงพลาสติกที่ปดมิดชิด นาํเขา

ตูเย็นที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ตัวอยางที่จะนํามาใชในการทดลองตองเก็บจากตนมาไมนาน

กวา 48 ชั่วโมง  

 

 
 

รูปที่ 3.1 แสดงตําแหนงในการเก็บตัวอยาง 
 
3.4) การแยกราเอนโดไฟตจากใบพืช 
 
 การแยกราเอนโดไฟตใชเทคนิคฆาเชื้อทีผ่ิว (surface sterilization) (Blodett และคณะ, 

2000) โดยนําตวัอยางทีส่มบูรณไมเกิดโรคมาลางน้าํทาํความสะอาด ตัดเปนชิ้นเลก็ๆขนาด

เสนผาศนูยกลาง 5 มิลลิเมตรในบริเวณกลางใบ โคนใบ และปลายใบ ตัวอยางละ 20 ตําแหนง 

นํามาฆาเชื้อทีผิ่วโดยแชในเอทานอลที่มีความเขมขน 95 เปอรเซ็นต เปนเวลา 1 นาที ตามดวย

สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรคที่ความเขมขน 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 5 นาที และแชในเอทานอล

ความเขมขน 95 เปอรเซ็นตอีกครั้ง เปนเวลา 30 วินาที ลางดวยน้าํกลัน่ที่ผานการฆาเชื้อแลวหลาย
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คร้ัง แลวซับใหแหงบนกระดาษกรองที่ผานการฆาเชื้อ จากนั้นนําไปวางบน Potato Dextrose gar 

(PDA) บมที่อุณหภูมิหอง ทาํการถายเชื้อ กระทัง่ไดเชื้อบริสุทธิ์โดยทําการตรวจสอบความบริสุทธิ์

ของราที่แยกไดภายใตกลองจุลทรรศนสเตอริโอโฟโตเมตริก 

 
3.5) จําแนกชนิดของราเอนโดไฟต        
 
 สังเกตลักษณะการเจริญของราเอนโดไฟตบนอาหาร Potato Dextrose gar (PDA) 

ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยใชเทคนิค  slide  culture  โดยวธิีของ Bernett และ 

Hunter (1987) เพื่อศึกษาลักษณะของเสนใย ลกัษณะของสปอรตลอดจน การจัดเรยีงตัวของ

สปอร  จํานวนสปอร ลักษณะผิวของสปอร ภายใตกลองจุลทรรศนเพื่อจัดจําแนกชนิดของราเอนโด

ไฟตในระดับจนีัส (genus)   

 
3.6) ศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟต 
 
 ศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟตโดยวิเคราะหความถี่ของราเอนโดไฟตที่แยกได

จากตัวอยางใบพืชแตละชนดิ  (Colonization Frequency) วิเคราะหจํานวนราเอนโดไฟตที่แยกได

จากตัวอยางพชืทั้งหมด และวิเคราะหทางสถิติโดยใชโปรแกรม SPSS (SPSS for Windows 

version 15, SPSS Inc., Chicago, USA) เพื่อเปรียบเทียบความถี่ของเชื้อราเอนโดไฟตที่แยกได

จากตัวอยางใบพืชตางชนิดกัน และตางฤดูกาล  

 
 3.7) การเก็บรักษาราเอนโดไฟต 

 
 ทําการเลี้ยงราเอนโดไฟตที่บริสุทธิ์ 1-2 สัปดาหบนอาหารแข็ง  จากนัน้ทําการเจาะชิน้สวน

ของราเอนโดไฟตดวย cork borer ขนาดเสนผาศนูยกลางประมาณ 5 มิลลิเมตร  นาํชิ้นสวนของรา

เอนโดไฟตประมาณ 4-5 ชิ้น ไปใสในน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว  เก็บที่อุณหภูมหิอง 
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3.8) การทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของจลุินทรียจากน้ําเลี้ยงเชื้อของรา
เอนโดไฟต 
  
 3.8.1) จุลินทรียที่ใชในการทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะ ไดแก 

     Pseudomonas aeruginosa ATCC9027 

       Escherichia coli  ATCC25922 

 Bacillus subtilis   ATCC6633 

       Staphylococcus aureus ATCC25923 

      Candida albicans  ATCC 70014 
  
 3.8.2) อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 Nutrient agar (NA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 11)  สําหรับเล้ียงแบคทีเรีย 

 Malt extract agar (MEA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 13) สําหรับเล้ียงยสีต 
          
 3.8.3) การเตรียมหัวเชื้อจลุินทรยีทดสอบ 

 การเตรยีมหวัเชื้อแบคทีเรียทดสอบ 
นําแบคทีเรียทดสอบขีดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง NA บมที่อุณหภูม ิ 37 องศา-เซลเซียส 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อแยกใหเปนโคโลนีเดี่ยว ใชลูปเขี่ยโคโลนีเดี่ยว 4 – 6 โคโลนี ลงในอาหาร

เลี้ยงเชื้อเหลว Nutrient Broth (NB) 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกวาอาหาร

เลี้ยงเชื้อจะขุน ปรับความขุนของแบคทีเรียทดสอบโดยใชน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ โดยใหมีความขุน

เทียบเทา 0.5 McFarland Standard (ภาคผนวก ก หมายเลข 32) จะไดปริมาณเชื้อประมาณ 108 

CFU ตอมิลลิลิตร 
 การเตรยีมหวัเชื้อยสีตทดสอบ 

นํายีสตทดสอบขีดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Sabouraud agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 

3)  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง เพื่อแยกใหเปนโคโลนีเดี่ยว ใชลูปเขี่ย

โคโลนีเดี่ยว 4 – 6 โคโลน ีละลายในน้าํกลัน่ปลอดเชื้อ ปรับความขุนของยีสตทดสอบโดยใชน้าํกลั่น

ปราศจากเชื้อ โดยใหมีความขุนเทียบเทา 0.5 McFarland Standard จะไดเซลลประมาณ 1 x 106 

– 3 x 106 CFU ตอมิลลิลิตร 
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 3.8.4) ทดสอบความสามารถในการยับยั้งจุลนิทรียของราเอนโดไฟตดวยเทคนิค 
Paper-Disk diffusion Method 
 นําสวนของน้ําเลี้ยงเชื้อ (broth) ที่ได มาทดสอบความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย  โดย

นําจุลนิทรยีทดสอบที่เตรียมไว ปายบนผิวหนาอาหาร โดยใชไมพันสาํลีปราศจากเชื้อจุมลงใน

หลอดเชื้อ ปายลงบนผิวหนาอาหาร nutrient Agar (สําหรับแบคทีเรียทดสอบ)  malt extract Agar 

(สําหรับยีสตทดสอบ)  เมื่อปายเชื้อทดสอบทั่วแลว ทิง้ไว 20 นาที เพื่อใหผิวหนาของอาหารแหง นาํ

แผนกระดาษทดสอบขนาด 5 ตารางมิลลิเมตรจุมลงในน้ําเลีย้งเชือ้วางลงบนผิวหนาของอาหาร  

บมที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง สําหรับแบคทีเรียทดสอบ  สวนยสีตทดสอบบมที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 48 ชั่วโมง วัดความกวางของบริเวณวงใสที่เกิดขึ้น (clear 

zone) โดยตัวควบคุมบวก ของแบคทีเรีย ไดแก streptomycin  สําหรับยีสตคือ nystatin  ตัว

ควบคุมลบ คอื ตัวทาํละลายที่ไมมีสวนสกัดละลายอยู 

 
3.9) การทดสอบประสิทธิภาพของสวนสกัดออกฤทธิ์ทางชีวภาพตอเซลลของราเอนโด
ไฟต 
  
 3.9.1) สกัดสวนสกัดออกฤทธิ์ทางชวีภาพจากราเอนโดไฟต 

นําราเอนโดไฟตที่คัดเลือกไดมาเลี้ยงในอาหารเหลว malt extract broth  (MEB)  เปน

ระยะเวลาประมาณ 4 สัปดาหที่อุณหภูมิหอง แลวจงึนาํมากรองดวยกระดาษกรอง Whatman 

เบอร 4 เพื่อแยกเสนใยออกจากน้ําเลีย้งเชือ้ สวนของน้าํเลี้ยงเชื้อนํามาสกัดดวยเอทิลแอซีเตท 

จากนั้นนําไประเหยตวัทาํละลายดวยเครื่องระเหย (rotary   evaporator) 
 
3.9.2) เซลลที่ใชในการทดสอบ ไดแก 

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

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

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

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

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

 Hela   เซลลมะเร็งปากมดลูก (Human 6Hcervical cancer cells) 

 A375 (CRL-1619) เซลลมะเร็งผวิหนงั (Human malignant melanoma) 

 Vero   เซลลปกติจากไตของลิง (Kidney African green monkey cell) 
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 ซึ่งไดรับการอนุเคราะหจาก ผศ.ดร. ธนาภัทร ปาลกะ หองวิจัย 403 อาคารแถบ นีละนธิ ิ

ภาควิชาจุลชวีวิทยา คณะวทิยาศาสตร จฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั 

 
3.9.3) การเพาะเลีย้งเซลลทดสอบ 

 นําเซลลทดสอบที่เก็บรักษาไวในไนโตรเจนเหลวมาทําการเพาะเลีย้ง โดยแชหลอดเก็บ

เซลลในอางน้าํอุน 37 องศาเซลเซียสทนัที แกวงหลอดเก็บเซลลโดยใหรอยตออยูเหนือระดับน้าํใน

อางน้ําอุน  เมือ่ละลาย นาํเซลลทดสอบมาใสในหลอดเซนตริฟวจที่มอีาหารเลีย้งเซลล RPMI1640 

ที่ปราศจากซีรัมอยู 7 มิลลิลิตร จากนั้นปนเซลลใหตกตะกอนดวยความเรว็ 1,000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 5 นาที นําสวนอาหารเลีย้งเซลลทิ้ง แลวเตมิอาหารเลี้ยงเซลล RPMI1640 complete 

media (ภาคผนวก ข หมายเลข 2) ปริมาตร 8 มิลลิลิตร จากนัน้ดูดสารละลายเซลลใสขวดเลี้ยง

เซลล ตรวจสอบดูสัณฐานวิทยาของเซลล นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต

บรรยากาศที่มกีาซคารบอนไดออกไซด 5% จนกวาเซลลจะเจริญเต็มผิวขวดเลี้ยงเซลล 
การเปลี่ยนถายอาหารเลีย้งเซลลของเซลลเกาะผิว 
การเปลี่ยนอาหารใหเซลลเกาะผิว ทําโดยการดูดอาหารเลี้ยงเซลลเกาออกจน

หมด ลางเซลลดวยสารละลาย 1x PBS ปริมาตร 5 มลิลิลิตร แลวดูดออก จากนัน้เติม 0.25% 

trypsin– EDTA ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร บมไวที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส ภายใตบรรยากาศที่มี

กาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 1 - 2 นาท ี (ข้ึนกับชนิดของเซลล) เพื่อทําใหเซลลหลุดออก

จากขวดเลี้ยงเซลล  จากนั้นใสอาหารเลีย้งเซลล RPMI1640 ที่ปราศจากซีรัม 5 มิลลิลิตรลงไปใน

ภาชนะเลีย้งเซลลเพื่อหยุดปฏิกิริยาการยอยเซลลของ 0.25% trypsin– EDTA จากนัน้ดูดเซลล

ทั้งหมดใสในหลอดเซนตรฟิวจ ปนเซลลใหตกตะกอน ดวยความเร็ว 1,000 รอบตอนาที เปนเวลา 

5 นาท ี นําสวนอาหารเลี้ยงเซลลทิง้ แลวเติมอาหารเลีย้งเซลล RPMI1640 complete media  

ปริมาตร 8 มิลลิลิตร จากนัน้ดูดสารละลายเซลลใสขวดเลี้ยงเซลล ตรวจสอบดูสัณฐานวิทยาของ

เซลล นาํไปบมที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส ภายใตบรรยากาศที่มีกาซคารบอนไดออกไซด 5% 
  การเปลี่ยนถายอาหารเลีย้งเซลลของเซลลแขวนลอย (Jurkat) 

ใชปเปตตแกวดูดอาหารเลี้ยงเซลลขึ้นลงเบาๆ 2-3 คร้ัง  เพื่อใหเซลลที่เกาะตัวกนั

อยูกระจายเปนเซลลเดี่ยวๆ จากนัน้ดูดเซลลทั้งหมดใสในหลอดเซนตริฟวจ ปนเซลลใหตกตะกอน 

ดวยความเร็ว 1,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาท ี นําสวนอาหารเลี้ยงเซลลทิ้ง แลวเติมอาหาร

เลี้ยงเซลล RPMI1640 complete media ปริมาตร 8 มิลลิลิตร จากนัน้ดูดสารละลายเซลลใสขวด

เลี้ยงเซลล ตรวจสอบดูสัณฐานวิทยาของเซลล นําไปบมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต

บรรยากาศที่มกีาซคารบอนไดออกไซด 5% 
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การเก็บรักษาเซลลเพาะเลี้ยงแบบถาวรในไนโตรเจนเหลว 
นําหลอดเซลลเพาะเลี้ยงที่ไดจากการปนในขอ 3.9.2.1 และ 3.9.2.2 มาเทสวนใส

ทิ้ง ใชนิว้เคาะหลอดเซนติฟวจเบาๆเพื่อใหเซลลกระจายตัว  เติมอาหารสาํหรับเก็บเซลลแชแข็ง

ปริมาตร 1 มลิลิลิตร ดูดขึ้นลงเบาๆ แลวดูดใสหลอดเก็บเซลลแชแข็ง (cryotube)     เก็บในตูเย็น -

80 องศาเซลเซียสนาน 24 ชั่วโมง จากนัน้นาํไปเก็บในถังไนโตรเจนเหลว 

 
3.9.4) การนบัเซลลทดสอบที่มีชีวิต โดยยอมสี trypan blue  

 ในกรณีที่จะนาํเซลลไปใชในการทดสอบในจานเลี้ยงเซลลแบบ 96 หลุม นาํหลอดเซลล

เพาะเลี้ยงที่ไดจากการปนในขอ 3.9.2.1 และ 3.9.2.2 มาเทสวนใสทิ้ง ใชนิว้เคาะหลอดเซนติฟวจ

เบาๆเพื่อใหเซลลกระจายตวั แลวเติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI1640 กระจายเซลลใหเขากนัทั่ว นบั

จํานวนเซลลทีม่ีชีวิต โดยยอมเซลลดวยส ี trypan blue และนับเซลลดวยดวยฮีมาไซโตมิเตอร 

(haemacytometer) เพื่อใหไดจํานวนเซลล 2 - 5 x 105 เซลลตอมิลลิลิตร โดยคํานวณตามสตูร

ดังนี ้

 

จํานวนเซลลทีน่ับได (เซลล/มิลลิลิตร)     =      จํานวนเซลลทั้งหมดทีน่ับได x 104 x 2 

               4 

จากนั้นทําการดูดสารละลายเซลลใสลงในจานเลีย้งเซลลแบบ 96 หลุม หลมุละ 100 

ไมโครลิตร ซึ่งจะมีจํานวนเซลล 2 - 5 x 104 เซลลตอหลุม บมที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต

บรรยากาศที่มกีาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 1 วัน เพื่อใชในการทดสอบตอไป 

 

3.9.4) การทดสอบฤทธิก์ารยับยัง้เซลลมะเร็งโดยวธิี MTT method (Palaga และ

คณะ, 1996) 

 ดูดสวนสกัดจากราเอนโดไฟตจากขอ 3.8.1 ปริมาตร 2 ไมโครลิตรโดยมีความเขมขน

สุดทาย 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ลงในหลุมเลี้ยงเซลล เพื่อทดสอบฤทธิก์ารตอตานเซลลมะเร็ง 

โดยใช 100% DMSO เปนชุดควบคุมลบ และหลุมที่ไมมีเซลลเปนชดุควบคุมบวก บมที่อุณหภูม ิ

37 องศาเซลเซียส ภายใตบรรยากาศที่มกีาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 18- 24 ชั่วโมง 

จากนั้นยอมเซลลดวยสารละลาย MTT (3-(4,5- dimethylthiazolyl-2-) 2,5- diphenylterazolium 

bromide) (ภาคผนวก ข หมายเลข 3) หลุมละ 10 ไมโครลิตร บมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส 

ภายใตบรรยากาศทีม่ีกาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 2- 4 ชั่วโมง ดูดสารละลาย MTT และ

อาหารเลีย้งเซลลออกจากหลุม และเติม 0.004N HCl ใน isopropanol (ภาคผนวก ข หมายเลข 5) 
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หลุมละ 100 ไมโครลิตร ดูดขึ้นลงใหเขากัน แลวนําไปวัดการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 540 นา

โนเมตร 
 

3.9.5) การทดสอบการกระตุนใหเซลลตายแบบอะพ็อบโทซิส (Apoptosis test) 
เลี้ยงเซลลใหไดปริมาณเซลล 1 X 106 เซลลตอมิลลิลิตร ดูดสารละลายเซลลปริมาตร 1 

มิลลิลิตร เลี้ยงในจานเลีย้งเซลลขนาดเล็กที่มีแผน cover slip ปราศจากเชื้อวางอยู บมที่อุณหภูม ิ

37 องศา-เซลเซียส ภายใตบรรยากาศทีม่ีกาซคารบอนไดออกไซด 5% ตรวจสอบการเกาะของ

เซลลบนแผน cover slip จากนัน้หยดสารที่จะทดสอบลงบน cover slip ใชยา etoposide ซึ่งเปน

ยาทีก่ระตุนการอะพ็อบโทซิสเปนชุดควบคมุบวก บมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส ภายใต

บรรยากาศที่มกีาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 24 ชั่วโมง เซลลจะเจริญโดยเกาะกับแผน 

cover slip จากนัน้ดูดอาหารเลี้ยงเซลลออก และเติมสารละลาย 1% glutaraldehyde ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร ลงในจานเลี้ยงเซลล บมที่อุณหภูมิหอง ในที่มืด เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนัน้ดูด 

glutaraldehyde ทิ้ง และลางแผน cover slip ดวยสารละลาย 1x PBS ปริมาตร 30 ไมโครลิตร นํา

เซลลที่เกาะอยูกับแผน cover slip ตรวจสอบการตายแบบ อะพ็อบโทซิส โดยการหยดสารละลาย 

1x PBS ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงบนแผนสไลด เติมสี Hoechst 33342 ความเขมขน 1 mM 

ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ใชปากคีบ คีบแผน cover slip ทีม่ีเซลลเกาะอยูวางคว่าํลงบนแผนสไลด ตั้ง

ทิ้งไวในทีม่ืดเปนเวลา 5 นาท ี เคลือบขอบ cover slip ยาทาเล็บ นาํไปเซลลตรวจสอบดวยกลอง

จุลทรรศนแบบฟลูโอเรสเซนต เซลลที่ตายแบบ  อะพ็อบโทซิสจะมีการหดตัวของเซลล และ

นิวเคลียส 
 

3.10) การจําแนกชนิดของราเอนโดไฟตที่แยกไดดวยวธิีทางอณพูันธศุาสตร 
 

3.10.1) การสกัดดีเอ็นเอจากราเอนโดไฟต 
สวนที่ 1 การลางเซลล เพื่อกาํจัดสารพอลิแซกคารไรด 

1. เลี้ยงราเอนโดไฟตในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว PDB ประมาณ 3 – 5 วัน 

2. นําเสนใยประมาณ 20 – 50 มิลลิกรัม ไปบดดวยโกรงบดยาเพื่อใหเซลลเขากันเปน

เนื้อเดียว 

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

ตัวอยางที่บด จากนั้นถายลงในหลอดไมโครทิวปขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

4. นําไปปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 3 นาท ีแลวดดูสวนน้ําใสทิง้ 
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5. ทําซ้าํขอ 3 และ 4 ประมาณ 2 – 3 คร้ัง จนน้ําใส 

สวนที่ 2 การทาํใหเซลลแตก (Zhou et al., 1999) 

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

เขากับตะกอนเซลล บมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

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

ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 

3. นําไปปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 8 นาท ีที่อุณหภูมิหอง 

4. ถายลงในหลอดไมโครทิวปใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

5. ทําซ้าํขอ 2 – 4 อีก 1 รอบ 

6. เติม isopropanol ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ลงในสวนน้าํใส และเก็บไวในน้ําแข็งเปน

เวลา 30 นาท ี

7. นําไปปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภมูิ 4 องศา

เซลเซียส  เพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอ 

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

ลางตะกอนดีเอ็นเอ 

9. นําไปปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาท ีที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส แลวเทสวนน้าํใสทิง้ 

10. ทําใหตะกอนแหงโดยทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง เมื่อแหงแลว ละลายตะกอนดวย TE buffer 

(ภาคผนวก ค หมายเลข 7) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

สวนที่ 3 การกาํจัดอารเอ็นเอ 

1. เติม RNase ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร แลวบมที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาท ี

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

ในน้าํแข็งเปนเวลา 20 นาท ี

3. นําไปปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส แลวเทสวนน้าํใสทิง้ 

4. ลางตะกอนโดยใช ethanol ความเขมขน 70% ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 

5. นําไปปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 15,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาท ีที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส แลวเท ethanol ทิ้ง 
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6. ทําใหตะกอนแหงโดยทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง เมื่อแหงแลว ละลายตะกอนดวย TE buffer 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

7. เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส จนกวาจะนาํมาใช 

 
3.10.2) การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอที่ประมวลรหัส 16S rRNA ดวยปฏิกิรยิาลูกโซพอลิ

เมอรเรส 
ออกแบบ primer ที่ใช โดยอางอิงจาก White และคณะ (1990) ไดแก 

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 

            ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 

จากนั้นทําปฎกิริยาลูกโซพอริเมอเรส (Polymerase chain reaction, PCR) โดยใช

สารละลายดีเอ็นเอจากขั้นตอนที ่ 3.8.1 เปนแมแบบ (template) ซึ่งในสวนผสมทีท่ําให

เกิดปฏิกิริยา ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ประกอบดวย  

1. 10x buffer     ปริมาตร 2.5   ไมโครลิตร  

2. 2mM dNTP mix   ปริมาตร 2.5   ไมโครลิตร 

3. 25mM MgCl2   ปริมาตร 2.0   ไมโครลิตร 

4. forward primer (20 μM) ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร 

5. reverse primer (20 μM) ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร 

6. Taq DNA polymerase (5U) ปริมาตร 0.12 ไมโครลิตร 

7. น้ํากลัน่ปลอดเชื้อ  ปริมาตร 16.3 ไมโครลิตร 

8. DNA template   ปริมาตร     1   ไมโครลิตร 

 

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสประกอบดวยขัน้ตอน ดงันี ้

 Initial denaturation  95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี

 Denaturation   95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี

 Annealing   53 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี  

 Extension   72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ี38 รอบ 

 Final extension   72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ี

 Hold    4 องศาเซลเซยีส จนกวาจะนํามาใชงาน 
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3.10.3) การตรวจสอบขนาดของดีเอน็เอโดยวธิีเจลอิเล็คโทรโฟริซิส 
 ตรวจสอบยีนที่ไดจากการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอโดยการทําเจลอิเล็คโทรโฟริซิส เตรยีมอะกา-

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

ปลอยใหเจลแข็งตัว ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม (loading dye) ในอัตราสวน 5 : 2 และ

หยอดตัวอยางลงในหลุมอะกาโรสเจล จากนัน้นาํไปทําอิเล็คโทรโฟริซสิใน เครื่อง Electrophoresis 

chamber โดยใชความตางศักย 100 โวลต เปนเวลา 30 นาท ีตรวจสอบการเรืองแสงของดีเอ็นเอ 

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

ขนาดของยนีโดยการเปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp + 1.5 kb DNA ladder 

 
3.10.4) วิเคราะหหาลําดับเบสของชิ้นสวนยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA 
นําผลิตภัณฑของการเพิม่ช้ินสวนดีเอ็นเอที่ไดจากการใชไพรเมอร 1 คู ไดแก ITS1 และ 

ITS4 ตามขั้นตอนที ่ 3.10.2 มาวิเคราะหหาลําดับเบสของชิ้นสวนยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA 

โดยวิธี direct sequencing โดยสงไปวิเคราะหหาลาํดับเบสที่7Hสํานักงานพัฒนาวทิยาศาสตรและ

เทคโนโลยีแหงชาติ. 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง และวิจารณผลการทดลอง 
 

4.1 ผลการเก็บตัวอยางใบพืชจากปาเต็งรัง จังหวัดตาก 
 

เก็บตัวอยางพชืจากปาเต็งรัง จังหวัดตาก โดยพืชที่ใชในการทาํวิจยัม ี9 ชนิดไดแก เต็ง รัง 

ยอปา กระโดน สมอไทย ทองหลาง กระทุม ปอลาย และแคโดยเก็บตัวอยาง 2 ฤดูคือ ฤดูฝนชวง

เดือนสิงหาคมพ.ศ. 2550  และฤดูแลงชวงเดือนมกราคม พ.ศ. 2551  ตวัอยางที่เกบ็ตองเปนใบที่

สมบูรณปราศจากอาการของโรคพืช  นําตัวอยางเกบ็ใสถุงพลาสติกที่ปดมิดชิด นาํเขาตูเยน็ 

ตัวอยางที่จะนาํมาใชในการทดลองตองเกบ็จากตนมาไมนานกวา 48 ชั่วโมง  ทําการกําหนดรหสั

ของพืชแตละชนิด  ดงัแสดงผลในตารางที ่4.1 

 

ตารางที่ 4.1 แสดงการกาํหนดรหัสของใบพชืตัวอยาง และขนาดโดยเฉลี่ยของใบพืชตัวอยาง 

 

รหัส 
ลําดับ พืช ชื่อวิทยาศาสตร 

ฤดูแลง ฤดูฝน 

1 เต็ง Shorea obtusa Wall. DSO WSO 

2 รัง Shorea siamensis Miq. DSS WSS 

3 กระโดน Careya sphaerica Roxb. DCS WCS 

4 ยอปา Morinda elliptica Ridl. DME WME 

5 กระทุม Anthocephalus chinensis Lamk. DAC WAC 

6 สมอไทย Terminalia Chebula Retz. DTC WTC 

7 ปอลาย Grewia eriocarpa Juss. DGE WGE 

8 แค Markhamia stipulate Wall. DMS WMS 

*9 ทองหลาง Erythrina variegata L. DEV WEV 

 
* หมายเหตุ  ตัวอยางใบของตนทองหลางในฤดูแลงไมสามารถเก็บไดเนื่องจากตนไมมีการผลัด

ใบ 
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4.2) การแยกราเอนโดไฟตจากใบพืชและการจําแนกราเอนโดไฟต 
 

ราเอนโดไฟตจากใบพชืตัวอยาง 9 ชนิดจากการเก็บตัวอยางในฤดูฝน  สามารถแยกราเอน

โดไฟตไดทั้งสิน้ 136 ไอโซเลต   สามารถนาํมาจําแนกชนิดของราเอนโดไฟตไดโดยการสังเกต

ลักษณะการเจริญบนอาหาร Potato Dextrose gar (PDA) ทาํการจัดกลุมอยางหยาบเพื่อดู

ลักษณธโคโลนีและรงควัตถทุี่ปรากฏอยางหยาบตามหลกัการที่อธิบายโดย Bilsl (1996) นาํไอโซ

เลตที่เปนตวัแทนไปเพาะเลีย้งเพื่อตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยใชเทคนิค slide 

culture   เพือ่ศึกษาลักษณะของเสนใย   ลกัษณะของสปอร   ภายใตกลองจุลทรรศนเพื่อจัด

จําแนกชนิดของราเอนโดไฟตในระดับสกลุ (genus) ตาม Bernett และ Hunter (1987)   

ราที่ยงัไมพบการศรางสปอรใน 2  เดือนที่อุณหภูมิหองจะนาํไปเพาะในอาหารเลีย้งเชื้อ

ชนิดอื่นไดแก oat meal agar (OM) Sabouraud dextrose agar (SDA) และ malt extract agar 

(MEA) ในฤดฝูนสามารถจาํแนกราเอนโดไฟตไดเปน 13 สกุล 21 ชนิด โดยราที่ไมสรางระยะ

สืบพันธุจะจัดอยูในกลุม Mycelia sterilia   โดยกลุมราทีพ่บแสดงในตารางที่ 4.2  

 

ตารางที่ 4.2 แสดงชนิดและจํานวนของราเอนโดไฟตที่แยกไดในฤดูฝน 

 

ลําดับ สกุลของราเอนโดไฟต 
จํานวนราที่แยกได 

(ไอโซเลต) 

ลักษณะโคโลน ี

บนอาหาร PDA  

1 Colletotrichum sp. 11 

 

2 Fusarium sp. 7 
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ตารางที่ 4.2 (ตอ) แสดงชนดิและจํานวนของราเอนโดไฟตที่แยกไดในฤดูฝน 

 

ลําดับ สกุลของราเอนโดไฟต 
จํานวนราที่แยกได 

(ไอโซเลต) 

ลักษณะโคโลน ี

บนอาหาร PDA  

3 Mycelia sterliria sp.1 13 

 

4 Mycelia sterliria sp.2 33 

 

5 Mycelia sterliria sp.4 1 

 

6 Mycelia sterliria sp.5 5 

 

7 Mycelia sterliria sp.6 2 

 

8 Nigrospora sp. 19 
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ตารางที่ 4.2 (ตอ) แสดงชนดิและจํานวนของราเอนโดไฟตที่แยกไดในฤดูฝน 

 

ลําดับ สกุลของราเอนโดไฟต 
จํานวนราที่แยกได 

(ไอโซเลต) 

ลักษณะโคโลน ี

บนอาหาร PDA  

9 Paecilomycis sp.2 7 

 

10 Peatalotiopsis sp. 2 

 

11 Phomopsis sp.1 3 

 

12 Phomopsis sp.2 4 

 

13 Phomopsis sp.3 1 

 

14 Phomopsis sp.4 1 
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ตารางที่ 4.2 (ตอ) แสดงชนดิและจํานวนของราเอนโดไฟตที่แยกไดในฤดูฝน 

 

ลําดับ สกุลของราเอนโดไฟต 
จํานวนราที่แยกได 

(ไอโซเลต) 

ลักษณะโคโลน ี

บนอาหาร PDA  

15 Phomopsis sp.5 5 

 

16 Phomopsis sp.6 2 

17 Phomopsis sp.7 2 

18 Phomopsis sp.8 1 

19 Phyllosticta sp. 10 

 

20 Xylaria sp.13 4 
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ตารางที่ 4.2 (ตอ) แสดงชนดิและจํานวนของราเอนโดไฟตที่แยกไดในฤดูฝน 

 

ลําดับ สกุลของราเอนโดไฟต 
จํานวนราที่แยกได 

(ไอโซเลต) 

ลักษณะโคโลน ี

บนอาหาร PDA  

21 Xylaria sp.14 3 

 
รวม  136  
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ในฤดูแลงเก็บใบพืชตัวอยาง 8 ชนิด ทาํการจําแนกโดยใชวิธีเดียวกนักบัในฤดูฝน สามารถ

แยกราเอนโดไฟตไดทั้งสิน้ 95 ไอโซเลต  โดยสามารถจําแนกราเอนโดไฟตไดเปน 7  สกุล  20   

ชนิด   

 

ตารางที่ 4.3  แสดงชนิดและจํานวนของราเอนโดไฟตทีแ่ยกไดในฤดูแลง 
 

ลําดับ สกุลของราเอนโดไฟต 
จํานวนราที่แยกได 

(ไอโซเลต) 

ลักษณะโคโลน ี

บนอาหาร PDA  

1 Glomerella sp. 1 

 

2 Mycelia sterliria sp.1 1 

 

3 Mycelia sterliria sp.2 3 

 

4 Mycelia sterliria sp.3 2 

 

5 Paecilomyces sp.1 34 
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ตารางที่ 4.3 (ตอ) แสดงชนดิและจํานวนของราเอนโดไฟตที่แยกไดในฤดูแลง 

 

ลําดับ สกุลของราเอนโดไฟต 
จํานวนราที่แยกได 

(ไอโซเลต) 

ลักษณะโคโลน ี

บนอาหาร PDA  

6 Paecilomyces sp.2 18 

 

7 Paecilomyces sp.3 11 

 

8 Phomopsis sp.8 6 

 

9 Xylaria sp.1 2 

 

10 Xylaria sp.2 2 

 

11 Xylaria sp.3 2 
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ตารางที่ 4.3 (ตอ) แสดงชนดิและจํานวนของราเอนโดไฟตที่แยกไดในฤดูแลง 

 

ลําดับ สกุลของราเอนโดไฟต 
จํานวนราที่แยกได 

(ไอโซเลต) 

ลักษณะโคโลน ี

บนอาหาร PDA  

12 Xylaria sp.4 1 

 

13 Xylaria sp.5 1 

 

14 Xylaria sp.6 1 

 

15 Xylaria sp.7 1 

 

16 Xylaria sp.8 3 

 

17 Xylaria sp.9 1 
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ตารางที่ 4.3 (ตอ) แสดงชนดิและจํานวนของราเอนโดไฟตที่แยกไดในฤดูแลง 

 

ลําดับ สกุลของราเอนโดไฟต 
จํานวนราที่แยกได 

(ไอโซเลต) 

ลักษณะโคโลน ี

บนอาหาร PDA  

18 Xylaria sp.10 2 

 

19 Xylaria sp.11 2 

 

20 Xylaria sp.12 1 

 
รวม  95  
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จากราเอนโดไฟตทั้งหมด 231 ไอโซเลตสามารถจาํแนกไดเปนกลุมใหญไดทั้งสิ้น 10 กลุม

ไดแก  Paecilomyces spp. (30.3%) Mycelia sterilia (26%) Xylaria spp. (11.25%)  

Phomopsis spp. (9.52%) Nigrospora sp. (8.22%) Colletotrichum sp.(4.76%) Phyllosticta 

sp. (4.32%)  Fusarium sp. (3.03%) Pestalotiopsis sp. (0.86%) และ Glomerella sp. 

(0.43%)  ดังแสดงในตารางที่ 4.4  

 

ตารางที่ 4.4  แสดงจํานวนของกลุมราเอนโดไฟตที่แยกได 

 

จํานวน (ไอโซเลต)  
กลุมราเอนโดไฟต 

ฝน แลง รวม 

Paecilomyces spp. 7 63 70 

Mycelia sterilia 54 6 60 

Xylaria spp. 7 19 26 

Phomopsis spp. 19 6 25 

Nigrospora sp. 19 - 19 

Colletotrichum sp 11 - 11 

Phyllosticta sp. 10 - 10 

Fusarium sp. 7 - 7 

Pestalotiopsis sp. 2 - 2 

Glomerella sp. - 1 1 

รวม 136 95 231 

 

เมื่อแยกราเอนโดไฟตตามชนิดอยางหยาบพบราเอนโดไฟต Mycelia sterilia sp.2 มาก

ที่สุด     โดยพบเปนจาํนวนทั้งสิน้ 36 (15.5%) ไอโซเลต  รองลงมาคือ Paecilomyces sp.1  34 

(14.7%) ไอโซเลต และ Paecilomyces sp.2  25 (10.8%)  ไอโซเลต ตามลําดับ โดยราที่เดนในฤดู

ฝนไดแก Mycelia sterilia sp.2 มีจาํนวนทั้งสิน้ 33 (24.26%) ไอโซเลตจาก 136 ไอโซเลต       และ

ราที่เดนในฤดแูลงไดแก Paecilomyces sp.1 34 (35.78%) ไอโซเลตจาก 95 ไอโซเลต   ราเอนโด

ไฟตที่พบทั้ง 2 ฤดูมีเพียง 4 ชนิดเทานัน้ ไดแก Paecilomyces sp.2  Phomopsis sp. 8 Mycelia 

sterliria sp.1 และ Mycelia sterliria sp. 2 ดังแสดงตารางที ่4.5
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รูปที่ 4.1 แสดงลักษณะสปอรและเสนใยของราเอนโดไฟตที่แยกได 1. Phomopsis  spp.  2. 

Nigropspora  sp.  3. Pestalotiopsis sp. 4. Fusarium sp.  5.  Paecilomyces spp.  6. 

Colletotrichum sp. 7. Mycelia sterilia  8. Glomerella  sp.

1 2 

3 4 

5 6 

7 8 
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ตารางที่ 4.5 แสดงจํานวนชนิดของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากพืชอาศัยแตละชนิดทัง้ 2 ฤด ู
 

เต็ง รัง กระโดน ยอปา กระทุม สมอไทย ปอลาย แค ทองหลาง 
ชนิดของราเอนโดไฟต 

ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง 
จํานวนไอโซเลต 

Colletotrichum sp. - - - - 9 - 2 - - - - - - - - - - - 11 

Glomerella sp. - - - - - - - - - - - 1 - - - - - - 1 

Fusarium sp. - - - - - - - - 5 - - - - - 2 - - - 7 

Mycelia sterilia sp.1 - - - - 2 1 6 - - - - - - - - - 5 - 14 

Mycelia sterilia sp.2 9 - 3 - - - 4 - 4 3 5 - 1 - - - 7 - 36 

Mycelia sterilia sp.3 - - - - - 1 - 1 - - - - - - - - - - 2 

Mycelia sterilia sp.4 - - - - - - - - 1 - - - - - - - - - 1 

Mycelia sterilia sp.5 - - - - - - - - - - 3 - - - 2 - - - 5 

Mycelia sterilia sp.6 - - - - - - - - - - - - - - - - 2 - 2 

Nigrospora sp. - - - - 8 - - - 3 - - - 1 - 3 - 4 - 19 

Paecilomyces sp.1 - 5 - 5 - 6 - - - 7 - 8 - - - 3 - - 34 

Paecilomyces sp.2 7 - - - - 3 - 5 - - - - - 7 - 3 - - 25 

Paecilomyces sp.3 - 1 - 6 - 2 - 1 - - - 1 - - - - - - 11 

Pestalotiopsis sp. - - - - - - - - - - - - 2 - - - - - 2 
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ตารางที่ 4.5 (ตอ) แสดงจํานวนชนิดของราเอนโดไฟตทีแ่ยกไดจากพชือาศัยแตละชนิดทัง้ 2 ฤดู 
 

เต็ง รัง กระโดน ยอปา กระทุม สมอไทย ปอลาย แค ทองหลาง 
ชนิดของราเอนโดไฟต 

ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง 
จํานวนไอโซเลต 

Phomopsis sp.1 - - 3 - - - - - - - - - - - - - - - 3 

Phomopsis sp.2 - - 4 - - - - - - - - - - - - - - - 4 

Phomopsis sp.3 - - - - - - - - - - 1 - - - - - - - 1 

Phomopsis sp.4 - - - - - - - - - - 1 - - - - - - - 1 

Phomopsis sp.5 - - - - - - - - - - - - 2 - 3 - - - 5 

Phomopsis sp.6 - - - - - - - - - - - - 2 - - - - - 2 

Phomopsis sp.7 - - - - - - - - - - - - 2 - - - - - 2 

Phomopsis sp.8 - 1 - - - - - - - - - 1 1 4 - - - - 7 

Phyllosticta  sp. - - 3 - - - - - 2 - 5 - - - - - - - 10 

Xylaria sp.1 - 2 - - - - - - - - - - - - - - - - 2 

Xylaria sp.2 - 2 - - - - - - - - - - - - - - - - 2 

Xylaria sp.3 - 2 - - - - - - - - - - - - - - - - 2 

Xylaria sp.4 - 1 - - - - - - - - - - - - - - - - 1 

Xylaria sp.5 - - - 1 - - - - - - - - - - - - - - 1 
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ตารางที่ 4.5 (ตอ) แสดงจํานวนชนิดของราเอนโดไฟตทีแ่ยกไดจากพชือาศัยแตละชนิดทัง้ 2 ฤด ู

 

เต็ง รัง กระโดน ยอปา กระทุม สมอไทย ปอลาย แค ทองหลาง 
ชนิดของราเอนโดไฟต 

ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง 
จํานวนไอโซเลต 

Xylaria sp.6 - - - 1 - - - - - - - - - - - - - - 1 

Xylaria sp.7 - - - 1 - - - - - - - - - - - - - - 1 

Xylaria sp.8 - - - - - 3 - - - - - - - - - - - - 3 

Xylaria sp.9 - - - - - 1 - - - - - - - - - - - - 1 

Xylaria sp.10 - - - - - 2 - - - - - - - - - - - - 2 

Xylaria sp.11 - - - - - - - - - - - - - - - 2 - - 2 

Xylaria sp.12 - - - - - - - - - - - - - - - 1 - - 1 

Xylaria sp.13 - - - - 4 - - - - - - - - - - - - - 4 

Xylaria sp.14 - - - - - - - - - - - - - - 3 - - - 3 

จํานวนไอโซเลต 16 14 13 14 23 19 12 7 15 10 15 11 11 11 13 9 18 - 231 
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4.3) การศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟต 
 
 ศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟตโดยวิเคราะหความถี่ของราเอนโดไฟตที่แยกได

จากตัวอยางใบพืชแตละชนดิ  (Colonization Frequency)  

 

100  
studied  segments ofnumber  total

isolates fungal ofNumber   CF% ×=  

 

จากจาํนวนชิน้สวนที่แยกทัง้หมด 340 ชิน้นาํมาคาํนวณความถี่ของราเอนโดไฟตที่แยกได 

โดยความถี่ของราเอนโดไฟตที่แยกไดในฤดฝูนเทากับ 75.5 และในฤดูแลงเทากับ 59.3  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.2 แสดงจํานวนและความถี่ของราเอนโดไฟตที่แยกไดใน 2 ฤด ู

0
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40
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80
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 ตารางที ่4.6 แสดงความถี่ของราเอนโดไฟต  (colonization frequency) ที่แยกไดจากพืชอาศัยแตละชนิดทัง้ 2 ฤดู 
 

เต็ง รัง กระโดน ยอปา กระทุม สมอไทย ปอลาย แค ทองหลาง 
ชนิดของราเอนโดไฟต 

ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง 
จํานวน CF% 

Colletotrichum sp. - - - - 45 - 10 - - - - - - - - - - - 55 

Glomerella sp. - - - - - - - - - - - 5 - - - - - - 5 

Fusarium sp. - - - - - - - - 25 - - - - - 10 - - - 35 

Mycelia sterilia sp.1 - - - - 10 5 30 - - - - - - - - - 25 - 70 

Mycelia sterilia sp.2 45 - 15 - - - 20 - 20 15 25 - 5 - - - 35 - 180 

Mycelia sterilia sp.3 - - - - - 5 - 5 - - - - - - - - - - 10 

Mycelia sterilia sp.4 - - - - - - - - 5 - - - - - - - - - 5 

Mycelia sterilia sp.5 - - - - - - - - - - 15 - - - 10 - - - 25 

Mycelia sterilia sp.6 - - - - - - - - - - - - - - - - 10 - 10 

Nigrospora sp. - - - - 40 - - - 15 - - - 5 - 15 - 20 - 95 

Paecilomyces sp.1 - 25 - 25 - 30 - - - 35 - 40 - - - 15 - - 170 

Paecilomyces sp.2 35 - - - - 15 - 25 - - - - - 35 - 15 - - 125 

Paecilomyces sp.3 - 5 - 30 - 10 - 5 - - - 5 - - - - - - 55 

Pestalotiopsis sp. - - - - - - - - - - - - 10 - - - - - 10 
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ตารางที่ 4.6 (ตอ) แสดงความถี่ของราเอนโดไฟต  (colonization frequency) ที่แยกไดจากพืชอาศัยแตละชนิดทัง้ 2 ฤด ู
 

เต็ง รัง กระโดน ยอปา กระทุม สมอไทย ปอลาย แค ทองหลาง 
ชนิดของราเอนโดไฟต 

ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง 
จํานวน CF% 

Phomopsis sp.1 - - 15 - - - - - - - - - - - - - - - 15 

Phomopsis sp.2 - - 20 - - - - - - - - - - - - - - - 20 

Phomopsis sp.3 - - - - - - - - - - 5 - - - - - - - 5 

Phomopsis sp.4 - - - - - - - - - - 5 - - - - - - - 5 

Phomopsis sp.5 - - - - - - - - - - - - 10 - 15 - - - 25 

Phomopsis sp.6 - - - - - - - - - - - - 10 - - - - - 10 

Phomopsis sp.7 - - - - - - - - - - - - 10 - - - - - 10 

Phomopsis sp.8 - 5 - - - - - - - - - 5 5 20 - - - - 35 

Phyllosticta  sp. - - 15 - - - - - 10 - 25 - - - - - - - 50 

Xylaria sp.1 - 10 - - - - - - - - - - - - - - - - 10 

Xylaria sp.2 - 10 - - - - - - - - - - - - - - - - 10 

Xylaria sp.3 - 10 - - - - - - - - - - - - - - - - 10 

Xylaria sp.4 - 5 - - - - - - - - - - - - - - - - 5 

Xylaria sp.5 - - - 5 - - - - - - - - - - - - - - 5 
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ตารางที่ 4.6 (ตอ) แสดงความถี่ของราเอนโดไฟต  (colonization frequency) ที่แยกไดจากพืชอาศัยแตละชนิดทัง้ 2 ฤด ู
 

เต็ง รัง กระโดน ยอปา กระทุม สมอไทย ปอลาย แค ทองหลาง 
ชนิดของราเอนโดไฟต 

ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง ฝน แลง 
จํานวน CF% 

Xylaria sp.6 - - - 5 - - - - - - - - - - - - - - 5 

Xylaria sp.7 - - - 5 - - - - - - - - - - - - - - 5 

Xylaria sp.8 - - - - - 15 - - - - - - - - - - - - 15 

Xylaria sp.9 - - - - - 5 - - - - - - - - - - - - 5 

Xylaria sp.10 - - - - - 10 - - - - - - - - - - - - 10 

Xylaria sp.11 - - - - - - - - - - - - - - - 10 - - 10 

Xylaria sp.12 - - - - - - - - - - - - - - - 5 - - 5 

Xylaria sp.13 - - - - 20 - - - - - - - - - - - - - 20 

Xylaria sp.14 - - - - - - - - - - - - - - 15 - - - 15 

จํานวน CF% 80 70 65 70 115 95 60 35 75 50 75 55 55 55 65 45 90 - 1155 

63 
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รูปที่ 4.3 แสดงความถี่ของราเอนโดไฟตทีแ่ยกไดจากใบไมแตละชนิด 

 

 จากรูปที ่4.3 และตารางที่ 4.6 แสดงใหเห็นวาจาํนวนของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากฤดูฝน

ทั้งหมดมีจาํนวนและความถี่มากกวาราเอนโดไฟตที่แยกไดทั้งหมดในฤดูแลง   เมือ่นําความถี่ของ

ราเอนโดไฟตที่แยกไดจากพืชแตละชนิดมาเปรียบเทียบความสัมพนัธระหวางความถี่ของราเอนโด

ไฟตกับฤดูกาล   พบวาโดยสวนใหญสามารถแยกราเอนโดไฟตในฤดูฝนไดมากกวาในฤดูแลง   มี

เพียงแคจํานวนราเอนโดไฟตจากใบรังเทานัน้ที่แยกไดในฤดูแลงมากกวาฤดูฝน 

 เมื่อเทียบความสัมพนัธของจํานวนราเอนโดไฟตที่แยกไดกับขนาดของใบพืชตัวอยาง   

พบวาขนาดของใบพืชตัวอยางคอนขางที่จะมีผลตอจํานวนของราเอนโดไฟต  โดยทีใ่บกระโดนที่มี

ขนาดใหญที่สดุสามารถแยกราเอนโดไฟตไดมากที่สุดเชนกนั 

จากผลการทดลองเมื่อทาํการแยกราเอนโดไฟตที่ไดจากตนไมชนิดตางๆ  และนาํมาทํา

การจัดความใกลเคียงกันของราเอนโดไฟตในพืชแตละชนิด โดยใช Hierarchical cluster 

analysis ในโปรแกรม SPSS จะสามารถบอกถึงความใกลเคียงกันของราเอนโดไฟตในพชืแตละ

ชนิดไดดังรูปที ่4.4   4.5   และ 4.6 
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SO = Shorea obtuse, SS = Shorea siamensis, CS = Careya sphaerica, ME = Morinda 

elliptica, AC = Anthocephalus chinensis, GC = Grewia eriocarpa, MS = Markhamia 

stipulate,  TC = Terminalia chebula,  EV = Erythrina  variegate  ( D   dry season ; W   

wet season) 

รูปที่ 4.4 การศึกษาความใกลเคียงกันของราเอนโดไฟตที่แยกไดในฤดฝูนจากพืชแตละชนิดโดยใช 

Hierarchical cluster analysis  
 

 
SO = Shorea obtuse, SS = Shorea siamensis, CS = Careya sphaerica, ME = Morinda 

elliptica, AC = Anthocephalus chinensis, GC = Grewia eriocarpa, MS = Markhamia 

stipulate,  TC = Terminalia chebula,  EV = Erythrina  variegate  ( D   dry season ; W   

wet season) 

รูปที่ 4.5 การศึกษาความใกลเคียงกันของราเอนโดไฟตที่แยกไดในฤดแูลงจากพืชแตละชนิดโดยใช 

Hierarchical cluster analysis  
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SO = Shorea obtuse, SS = Shorea siamensis, CS = Careya sphaerica, ME = Morinda 

elliptica, AC = Anthocephalus chinensis, GC = Grewia eriocarpa, MS = Markhamia 

stipulate,  TC = Terminalia chebula,  EV = Erythrina  variegate  ( D   dry season ; W   

wet season) 

รูปที่ 4.6 การศึกษาความใกลเคียงกันของราเอนโดไฟตที่แยกไดในฤดฝูนและฤดูแลงจากพืชแตละ

ชนิดโดยใช Hierarchical cluster analysis  
 
 ผลการศึกษาความใกลเคยีงกันของราเอนโดไฟตที่แยกไดระหวางพืชแตละชนิดพบวา รา

เอนโดไฟตที่แยกไดจากพืชแตละชนิดทัง้ 2 ฤดูมีแนวโนมไปในทิศทางเดียวกนั  โดยที่ความสัมพนัธ

ของราเอนโดไฟตที่แยกจากพืชตัวอยางจะจับคูความใกลเคียงกนัระหวางกระโดนและยอปา  

กระทุมและสมอไทย  ปอลายและแคเหมือนกนัทัง้ 2 ฤดู  และเมือ่นําผลการศึกษาของราเอนโด

ไฟตที่แยกไดทั้ง 2 ฤดูมาพิจารณาจากความใกลเคยีงกันของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากพืชทั้ง 2 

ฤดูกาลจะพบวามีความแตกตางกนัอยางเห็นไดชัด   
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4.4) ผลการทดสอบความสามารถในการยับยั้งจลุนิทรียจากสวนน้ําเลี้ยงเชือ้ 
 

นําราเอนโดไฟตที่แยกไดมาทดสอบการยบัยั้งจุลนิทรีย มาทดสอบดวยวิธ ี paper-disk 

diffusion กับจุลินทรียทดสอบ 5 ชนิด ไดแก 

  Pseudomonas aeruginosa ATCC9027 

Escherichia coli  ATCC25922 

Bacillus subtilis   ATCC6633 

Staphylococcus aureus ATCC25923 

Candida albicans  ATCC 70014 

 โดยมีผลการยบัยั้งจุลินทรียดังแสดงในตาราง 

 

ตารางที่  4.7 แสดงราเอนโดไฟตที่มีความสามารถในการยับยัง้การเจริญของจุลินทรีย 
 

จุลินทรียทดสอบ 

ไอโซเลต Pseudomonas 

aeruginosa 

Escherichia 

coli 

Bacillus 

subtilis 

Staphylococ

cus aureus 

Candida 

albicans 

DSO1 ++ ++ ++ + - 

DSO2 ++ ++ ++ + + 

DSO4 - + + - - 

DSO7 - - + - - 

DSS1 + + + - - 

DSS2 + ++ + - - 

DSS3 +++ +++ - - - 

DCS1 +++ ++ - - - 

DCS2 +++ ++ - - - 

DCS7 - - + - - 

DCS13 - - ++ - - 

DAC1 - - ++ ++ - 

DTC11 - - + + + 
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ตารางที่  4.7 (ตอ) แสดงราเอนโดไฟตที่มคีวามสามารถในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย 
 

จุลินทรียทดสอบ 

ไอโซเลต Pseudomonas 

aeruginosa 

Escherichia 

coli 

Bacillus 

subtilis 

Staphylococc

us  aureus 

Candida 

albicans 

DMS2 ++ ++ - - - 

DMS3 + + - - - 

DMS7 - - - + - 

DME2 - - + + - 

WSS11 - - - + + 

WCS1 + ++ ++ - + 

WCS3 + + + - + 

WCS20 - - + - + 

WTC4 - - ++ + - 

WMS1 ++ ++ - - - 

WMS3 ++ ++ - - - 

WMS7 - - ++ ++ - 

WMS8 - - ++ ++ - 

WGE7 - - ++ + - 

WGE9 + ++ - - - 

WGE10 + + - - - 

WEV1 - - + - - 

 

หมายเหต ุ +++ = เสนผาศนูยกลางของวงใสมากกวา 20 มลิลิเมตร 

  ++ = เสนผาศนูยกลางของวงใส 10 – 20 มิลลิเมตร 

  + = เสนผาศนูยกลางของวงใส 5 – 10  มิลลิเมตร 

  - = ไมยับยั้ง 
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รูปที่ 4.7 แสดงความสามารถในการยับยัง้แบคทีเรียแกรมบวก 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.8 แสดงความสามารถในการยับยัง้แบคทีเรียแกรมลบ 

 

 
 

รูปที่ 4.9 แสดงความสามารถในการยับยัง้ยีสต 
 
 
 



 70 

4.5) ผลการทดสอบประสิทธภิาพของสวนสกัดออกฤทธิ์ทางชวีภาพตอเซลลของราเอนโด
ไฟต 
 
 นําสวนสกัดทีไ่ดจากราเอนโดไฟต (crude extract) ที่แยกได มาทดสอบการยบัยั้งการ

เจริญของเซลลมะเร็งตางๆ 7 ชนิด ไดแก เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร KatoIII (HTB-103) 

เซลลมะเร็งตบั HepG2 (HB-8065) เซลลมะเร็งลําไสใหญ SW620 (CCL-227) เซลลมะเร็งเตานม 

BT474 (HTB-20) และเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat (TIB-152) เซลลมะเร็งผิวหนงั A375 

(CRL-1619) (Human malignant melanoma) เซลลมะเร็งปากมดลกู (Human 8Hcervical cancer 

cells) Hela และเซลลปกติ คือ  เซลลจากไตของลิง (Kidney African green monkey cell) Vero 

cell  รวมทั้งสิน้ 8 เซลลไลน นาํมาตรวจสอบดวยวิธ ีMTT โดยการวัดการดูดกลืนแสง โดยเซลลทีม่ี

ชีวิตอยูจะติดสี หลุมที่มีคาความดูดกลนืแสงสูงแสดงวายังมีเซลลที่มชีีวิตอยูมาก สวนหลุมที่มีคา

ความดูดกลนืแสงนอยแสดงวา เซลลถูกยบัยั้งการเจริญ  

จากนั้นหาคาเปอรเซ็นตการอยูรอดของเซลล โดยนําคาความดูดกลนืแสง เปรียบเทยีบกับ

ชุดควบคุม และคํานวณดังสตูรตอไปนี้ 

100
unstained) and (stained cell total

)(unstained cell viability total   viabilitycell % ×=  

 

ตารางที่ 4.8 เปอรเซ็นตการอยูรอดของเซลลมะเร็งชนิดตางๆของสวนสกัดจากน้ําเลีย้งเชื้อราเอนโด

ไฟต 

 

เซลลไลน 

ไอโซเลต 
A375 Kato III 

HepG 

2 
SW620 Jurkat Hela BT474 Vero 

DSO1 16.41% 28.29% 45.04% 34.86% 40.00% 55.13% 54.47% 68.35% 

DSS1 13.50% 35.18% 50.85% 14.22% 18.03% 36.40% 31.57% 32.22% 

DSS2 14.62% 55.60% 60.89% 34.01% 21.42% 54.07% 39.73% 27.36% 

DCS1 8.6% 50.00% 21.40% 12.51% 17.04% 9.58% 26.31% 23.88% 

DCS4 7.55% 59.02% 23.34% 15.08% 16.50% 39.41% 32.89% 18.19% 

DCS7 14.23% 42.85% 26.26% 19.88% 28.93% 35.91% 37.67% 30.41% 

DTC11 26.02% 76.35% 54.98% 36.90% 24.65% 41.74% 39.09% 53.47% 
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ตารางที่ 4.8 (ตอ) เปอรเซ็นตการอยูรอดของเซลลมะเรง็ชนิดตางๆของสวนสกัดจากน้ําเลีย้งเชื้อรา

เอนโดไฟต 

 

เซลลไลน 

ไอโซเลต 
A375 Kato III 

HepG 

2 
SW620 Jurkat Hela BT474 Vero 

DMS2 34.73% 55.41% 50.45% 19.22% 15.75% 49.25% 57.58% 21.26% 

DMS3 13.57% 40.08% 44.80% 23.55% 20.93% 31.73% 44.10% 21.19% 

WCS1 10.95% 31.84% 22.18% 14.85% 18.78% 38.31% 22.64% 24.45% 

WAC1 11.55% 45.58% 16.17% 13.14% 18.61% 10.03% 41.41% 28.78% 

WAC9 54.87% 69.76% 67.68% 46.47% 18.35% 52.18% 67.28% 72.99% 

WAC10 42.06% 81.39% 44.83% 22.15% 24.08% 36.02% 48.49% 49.52% 

WTC6 12.53% 43.48% 19.03% 15.00% 22.78% 21.95% 43.41% 38.67% 

WMS1 16.85% 56.51% 68.67% 18.92% 22.13% 60.52% 55.55% 26.18% 

WMS4 13.78% 34.65% 14.43% 13.62% 16.92% 14.39% 30.05% 16.41% 

WME3 13.78% 53.40% 16.86% 15.14% 31.87% 14.03% 29.38% 35.39% 

WGE2 64.90% 79.58% 54.40% 25.85% 64.46% 50.10% 73.02% 88.00% 

WGE7 31.33% 45.81% 32.31% 17.20% 30.82% 23.38% 84.42% 24.79% 

WGE9 32.86% 60.99% 27.74% 22.75% 37.95% 68.00% 30.26% 18.92% 

WGE11 47.49% 57.32% 24.80% 22.20% 41.58% 30.16% 49.34% 58.72% 

WEV1 19.22% 30.62% 30.68% 13.48% 15.20% 19.90% 26.97% 38.49% 

WEV2 13.37% 39.00% 15.34% 9.51% 16.01% 15.70% 31.14% 33.27% 

WEV5 17.13% 70.15% 28.29% 21.09% 96.76% 28.59% 63.37% 31.15% 

WEV7 16.57% 68.84% 29.70% 14.35% 60.56% 53.02% 62.71% 34.42% 

WEV8 16.04% 38.21% 32.10% 16.17% 24.76% 29.48% 50.65% 57.74% 

 
เปอรเซ็นตการอยูรอดเซลลมะเร็งชนิดตางๆของสวนสกดัจากราเอนโดไฟตแสดงดังตารางที่ 4.7 ตัว

เลขที่พิมพตัวหนา หมายถงึการยับยัง้แบบจําเพาะเจาะจง 
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4.6) การจัดกลุมความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชวีภาพของราเอนโดไฟต 
  

จากตารางการทดสอบความสามารถในการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียและ

ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งของราเอนโดไฟตพบวาราเอนโดไฟตแตละ

สายพนัธุมีความสามารถในการสรางสารยับยั้งการเจรญิของจุลินทรยีและเซลลมะเร็งได จึงทาํการ

จัดกลุมความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชวีภาพของราเอนโดไฟต  ดังแสดงในตาราง 

4.9 

 

ตารงที ่4.9 แสดงการจัดกลุมการสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพของราเอนโดไฟต  

 

กลุมของจุลนิทรียและเซลล

ทดสอบทดสอบ 

ไอโซเลต (n) ฤทธิ์ในการยับยั้ง 

แบคทีเรียแกรมบวก DAC1  WTC4  WGE7  

WMS8 

WMS7  (5) 

 

DSO7  DCS7  DCS13  

WCS20 

WEV1  (5) 

 

DMS7  (1) 

 

มีฤทธิย์ับยัง้ Bacillus subtilis  และ 

Staphylococus aureus 

 

 

มีฤทธิย์ับยัง้ Bacillus subtilis 

 

 

 

มีฤทธิย์ับยัง้ Staphylococus 

aureus 

แบคทีเรียแกรมลบ DSS3  DCS1  DCS2  

DMS2 

DMS3  WMS1  WMS3  

WGE9 

WGE10  (9) 

 

มีฤทธิย์ับยัง้ Escherichia coli 

และ Pseudomonas aeruginosa 
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ตารงที ่4.9 (ตอ) แสดงการจดักลุมการสรางสารออกทธิ์ทางชวีภาพของราเอนโดไฟต  

 

ชนิดของจุลนิทรียและเซลล

ทดสอบทดสอบ 

ไอโซเลต (n) ฤทธิ์ในการยับยั้ง 

แบคทีเรียแกรมบวกและแกรม

ลบ 

DSO1  (1) 

 

 

 

DSS1  DSS2  (2) 

 

 

 

DSO4 (1) 

มีฤทธิย์ับยัง้ Bacillus subtilis  

Staphylococus aureus  

Escherichia coli  และ 

Pseudomonas aeruginosa 

 

มีฤทธิย์ับยัง้  Escherichia coli 

Pseudomonas aeruginosa และ 

Bacillus subtilis 

 

มีฤทธิย์ับยัง้  Escherichia coli 

และ  Bacillus subtilis 

ยีสต ไมพบ ไมพบ 

 

แบคทีเรียแกรมบวกและยีสต   

 

DTC11 (1) 

 

 

WCS20 (1) 

 

 

WSS11 (1) 

 

มีฤทธิย์ับยัง้ Bacillus subtilis  

Staphylococus aureus และ 

Candida albicans 

มีฤทธิย์ับยัง้ Bacillus subtilis  และ 

Candida albicans 

 

มีฤทธิย์ับยัง้ Staphylococus 

aureus และ Candida albicans 

 

แบคทีเรียแกรมลบและยีสต ไมพบ ไมพบ 
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ตารงที ่4.9 (ตอ) แสดงการจดักลุมการสรางสารออกทธิ์ทางชวีภาพของราเอนโดไฟต  

 

ชนิดของจุลนิทรียและเซลล

ทดสอบทดสอบ 

ไอโซเลต (n) ฤทธิ์ในการยับยั้ง 

แบคทีเรียแกรมบวก แกรมลบ

และยีสต 

DSO2 (1) 

 

 

 

 

WCS3  WCS1  (2) 

 

มีฤทธิย์ับยัง้ Bacillus subtilis  

Staphylococus aureus  

Escherichia coli  

Pseudomonas aeruginosa 

และ Candida albicans 

 

มีฤทธิย์ับยัง้ Bacillus subtilis  

Escherichia coli  

Pseudomonas aeruginosa 

และ Candida albicans 

 

เซลลมะเร็งแบบจําเพาะ WGE2 (1) 

WAC9 (1) 

 

เฉพาะเซลลมะเร็งลําไส 

SW620 

เฉพาะเซลลมะเร็งเม็ดเลือด

ขาว Jurkat  

 

 
4.7) สายพันธุที่คัดเลือกได 

 

จากการจัดกลุมการสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพของราเอนโดไฟต พบวาราเอนโดไฟต

สายพนัธุที่มีความสามารถในการยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียไดเปนวงกวางนัน้กลับไมมี

ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งไดอยางจาํเพาะเจาะจง   ดังนั้นในการศึกษานี้

จึงใหน้ําหนกัในการคัดเลือกสายพนัธุของราเอนโดไฟตจากความสามารถในการยบัยัง้ของ

เซลลมะเร็งอยางจาํเพาะเจาะจง  ราเอนโดไฟตที่นาํมาใชในการศึกษาตอคือ  ราเอนโดไฟตสาย

พันธุ  WAC9 และราเอนโดไฟตสายพันธุ WGE2 
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4.8) การทดสอบการกระตุนใหเซลลมะเร็งตายแบบอะพ็อบโทซิสของราเอนโดไฟต  
 

 เมื่อนําสารสกดัราเอนโดไฟตไอโซเลต WAC9 และราเอนโดไฟตไอโซเลต WGE2 มา

ทดสอบการกระตุนใหเซลลตายแบบอะพอ็บโทซิสโดยตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนแบบฟลูออ

เรสเซนต พบวาสารสกัดจากราเอนโดไฟตไอโซเลต WAC9 มีการหดตัวของเซลล และนิวเคลียส 

เหมือนกับชุดควบคุมบวก ดังแสดงในรูปที่ 4.10 และ 4.12 ลูกศรสีแดง คือเซลลที่เกิดการอะพอ็บ

โทซิส แสดงใหเหน็วา ราเอนโดไฟตไอโซเลต WAC9กระตุนเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Jurkat) ให

เกิดการตายแบบอะพ็อบโทซิสได โดยเปอรเซ็นตการตายแบบอะพ็อบโทซิสที่ 24 48 และ 72 

ชั่วโมงเทากับ 56% 72% 23% ตามลําดับ (รูปที่ 4.11) 

 

 
 

รูปที่ 4.10 การเกิดอะพ็อบโทซิสในเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat 
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รูปที่ 4.11 ปริมาณการเกิดอะพ็อบซิสในเซลลมะเร็งเมด็เลือดขาว Jurkat 
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รูปที่ 4.12 การเกิดอะพ็อบโทซิสในเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat  1) เมื่อสัมผัสกับสารสกัดจาก

ราเอนโดไฟต สายพนัธุ WAC9  เปนเวลา 24ชั่วโมง 2) เมื่อสัมผัสกับสารสกัดจากราเอนโดไฟต 

สายพนัธุ WAC9 เปนเวลา 48 ชั่วโมง  3) เมื่อสัมผัสกับสารสกดัจากราเอนโดไฟต สายพนัธุ 

WAC9 เปนเวลา 72ชั่วโมง  4) เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat ที่เกิดการอะพ็อบโทซิส เมื่อสัมผัส

กับยา Etposide (ชุดควบคุมบวก)  5)  เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat  ที่ไมไดรับสารสกัดจากรา

เอนโดไฟต  6)  เซลลมะเรง็เม็ดเลือดขาว Jurkat ไมเกิดการอะพ็อบโทซิส เมื่อสัมผัสกับ DMSO 

(ชุดควบคุมลบ) ลูกศรสีแดง หมายถงึเซลลที่ตายแบบอะพ็อบโทซิส 

 
 

 

1 

2 

3 

4 

5 
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สารสกัดจากราเอนโดไฟตไอโซเลต WGE2 มีการหดตัวของเซลล และนวิเคลียส 

เหมือนกับชุดควบคุมบวก ดังแสดงในรูปที่ 4.13 และ 4.15 ลูกศรสีแดง คือเซลลที่เกิดการอะพอ็บ

โทซิส แสดงใหเหน็วา ราเอนโดไฟตไอโซเลต WGE2 กระตุนเซลลมะเร็งลําไส (SW620) ใหเกิดการ

ตายแบบอะพอ็บโทซิสไดโดยเปอรเซ็นตการตายแบบอะพ็อบโทซิสที ่24 48 และ 72 ชั่วโมงเทากับ 

8% 12% 12% ตามลําดับ (รูปที่ 4.14) 

 
 

 
 

รูปที่ 4.13 การเกิดอะพ็อบโทซิสในเซลลมะเร็งลําไส SW620 
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รูปที่ 4.14 ปริมาณการเกิดอะพ็อบโทซิสในเซลลมะเร็งลาํไส SW620 

 
 
 
 



 78 

 
 
รูปที่ 4.15 การเกิดอะพ็อบโทซิสในเซลลมะเร็งลําไส SW620   1) เมื่อสัมผัสกับสารสกัดจากราเอน

โดไฟต สายพนัธุ WGE2  เปนเวลา 24ชัว่โมง 2) เมื่อสัมผัสกับสารสกัดจากราเอนโดไฟต สายพนัธุ 

WGE2 เปนเวลา 48 ชั่วโมง  3) เมื่อสัมผัสกับสารสกัดจากราเอนโดไฟต สายพนัธุ WGE2 เปนเวลา 

72ชั่วโมง  4) เซลลมะเร็งลาํไส SW620  ที่เกิดการอะพ็อบโทซิส เมือ่สัมผัสกับยา Etposide (ชดุ

ควบคุมบวก)  5)  เซลลมะเร็งลําไส SW620   ที่ไมไดรับสารสกัดจากราเอนโดไฟต  6)  เซลลมะเร็ง

ลําไส SW620   ไมเกิดการอะพ็อบโทซสิ เมื่อสัมผัสกับ DMSO (ชุดควบคุมลบ) ลูกศรสีแดง 

หมายถงึเซลลที่ตายแบบอะพ็อบโทซิส 
 
 
 

1 

2 

3 

4 

5 

6 



 79 

4.9) การจาํแนกราเอนโดไฟตไอโซเลต WAC9 และ WGE2 โดยวิเคราะหลาํดับเบสของ
ยีนที่ประมวลรหสั 16S rRNA 
 
 ทําการสกัด และเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของราเอนโดไฟต WAC9 และ WGE2 ดวยปฏิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรส เพื่อวิเคราะหหาลาํดับเบสของยีนประมวลรหัส 16S rRNA ซึ่งมขีนาดประมาณ 

600 คูเบส (base pairs; bp) ทําการตรวจสอบขนาดของ PCR product เบื้องตนดวยวิธีอะกาโรส

เจลอิเล็คโทรโฟริซิส ดังแสดงในรูปที ่4.17 

 

 
 

 รูปที่ 4.16 ขนาดของ PCR product เมื่อใชไพรเมอรชนดิตางๆ บนอะกาโรสเจล 

 

จากนั้นทําดีเอ็นเอใหบริสทุธิ ์ตรวจสอบดีเอ็นเออีกครั้งดวยวธิีอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟริซิส

สงตัวอยาง PCR product ของราเอนโดไฟต WAC9 และ WGE2 เพื่อวิเคราะหหาลําดับเบสของ

ยีนประมวลรหัส 16S rRNA   ที่สาํนักงานวทิยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ (สวทช.) 

จากนั้นนําลาํดับเบสที่วิเคราะหไดของราเอนโดไฟตทัง้สองสายพันธุ มาเปรยีบเทียบกับ

ลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ที่รวบรวมไวในฐานขอมูลยีน (Gene Bank 

database) จากเวบไซต 9Hhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (เมษายน 2552)  

 

 

 

         WAC9  WGE2 

500bps 
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รูปที่ 4.17 แสดงลําดับเบสของราเอนโดไฟต WAC9 
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G. cingulata P97

G. cingulata MAFF

Glomerella sp. 598

G. cingulata P060

C. gleosporioides 92B

WAC9

C. gleosporioides 305

G. cingulata 508

G. cingulata501

G. cingulata 304

G. cingulata P97

G. cingulata MAFF

Glomerella sp. 598

G. cingulata P060

C. gleosporioides 92B

WAC9

C. gleosporioides 305

G. cingulata 508

G. cingulata501

G. cingulata 304
 

 

รูปที่ 4.18 ความสัมพันธทางวิวฒันาการของราเอนโดไฟต WAC9 

 

เมื่อทําการเปรยีบเทียบขอมลูพบวาสายพนัธุ WAC9 มีระดับความเหมือน (% identity) 

เทากับ 100% คลายกับยนีที่ประมวลรหัส 16S rRNA ของ Glomerella cingulata GC0514   

Glomerella cingulata GC0508   Glomerella cingulata GC0304 
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รูปที่ 4.19 แสดงลําดับเบสของราเอนโดไฟต WGE2 
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Phomopsis sp.TSM2005-06

Phomopsis sp.TSM2005-08

Phomopsis sp.TSM2005-04

Phomopsis sp.TSM2005-01

WGE2

Phomopsis longicolla CN1

Phomopsis longicolla P16

Phomopsis sp. XCS002

Diaporthe neotheicola

Phomopsis sp.TSM2005-06

Phomopsis sp.TSM2005-08

Phomopsis sp.TSM2005-04

Phomopsis sp.TSM2005-01

WGE2

Phomopsis longicolla CN1

Phomopsis longicolla P16

Phomopsis sp. XCS002

Diaporthe neotheicola

 
 

รูปที่ 4.20 ความสัมพันธทางวิวฒันาการของราเอนโดไฟต WGE2 

 

สายพนัธุ WGE2 มีระดับความเหมือน (% identity) เทากับ 98% คลายกับยีนที่ประมวล

รหัส 16S rRNA ของ Phomopsis sp. TSM 2005-06 
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บทที่ 5 
 

สรุป และอภิปรายผลการทดลอง 
 

ประเทศไทยมพีื้นที่ปาจัดอยูในปาเขตรอน (Tropical forest) มีความหลากหลายของ

สิ่งมีชีวิตสงูโดยเฉพาะความหลากหลายทางดานจุลนิทรยี โดยราเปนจลิุนทรียกลุมหนึ่งที่มีบทบาท

ตอระบบนิเวศวิทยาปาไม และเปนแหลงพนัธุกรรมที่สําคญัแหลงหนึง่ (genetic resource) ที่จะ

นํา มาใชประโยชนทางดานการแพทย การเกษตรและอุตสาหกรรมตางๆ ซึ่งการศึกษาวิจัยใน

ปจจุบันนี้ไดมีเทคโนโลยีทางชีวภาพเขามามีบทบาทในชวีิตประจําวนั ไมวาทางดานอาหาร ยา

รักษาโรค เนื่องจากมีโรคใหมๆ เกิดขึ้นมากมายรวมทั้งการดื้อยาของโรคตางๆ ดังนัน้จึงจําเปนที่จะ

มีการศึกษาวจิัยที่จะหาแหลงในการผลิตสารออกฤทธิท์างชีวภาพใหมๆ ดวยเหตุนี้ความ

หลากหลายของราที่ไดจากปาจึงนับวาเปนแหลงทรัพยากรที่สาํคัญแหลงหนึง่ ประเทศไทยมีแหลง

ทรัพยากรปาไมอยางมากมายแตกลับขาดขอมูลการสํารวจศึกษาเกี่ยวกับราที่ไดจากปาอยาง

จริงจัง จากการศึกษาวิจัยทั้งตางประเทศและในประเทศพบวามีรากลุมหนึ่งที่อาศัยอยูภายในพืช

และมีความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิท์างชีวภาพที่สําคัญ รากลุมนี้คือ ราเอนโดไฟต   

ราเอนโดไฟตเปนราที่อาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชทีม่ีชีวิตบริเวณทั้งในเซลลและชองวางระหวาง

เซลลพืช  ในสวนของเปลือกไม เนื้อไม กานใบ ใบ และรากของพืชช้ันสูง  โดยมีความสมัพนัธกบั

พืชในลักษณะที่เปนภาวะพึ่งพาอาศยัซึ่งกนัและกนั (mutualism) 

ในการศึกษาครั้งนี้ทาํการแยกราเอนโดไฟตจากใบพืชในปาเต็งรัง 9 ชนิด โดยแยกราเอน

โดไฟตทั้งหมด 231 ไอโซเลตจากชิน้สวนใบไมทั้งหมด 340 ชิ้น โดยใชการคํานวณความถี่ของรา

เอนโดไฟตที่แยกไดในการเปรียบเทียบ ราเอนโดไฟตที่แยกไดในฤดฝูนมีจาํนวนมากกวาราเอนโด

ไฟตที่แยกไดในฤดูแลง  โดยเปรียบเทยีบจากความถี่ของราเอนโดไฟตทั้ง 2 ฤดู  ความถี่ของราเอน

โดไฟตในฤดูฝนและฤดูแลงคือ 75.5 และ 59.3 ตามลําดับ นอกจากนั้นความหลากหลายทาง

ชีวภาพของราเอนโดไฟตในฤดูฝนมีมากกวาในฤดูแลงดวย  โดยราเอนโดไฟตทีพ่บในฤดฝูน คือ 13 

สกุล 21 ชนิด และฤดูแลงคอื 7 สกุล 20 ชนิด  จากผลการทดลองแสดงใหเห็นปริมาณน้ําฝนเปน

ปจจัยหนึ่งทีท่าํใหราเอนโดไฟตแฝงตัวอาศัยอยูภายในพืชมากขึ้น   และเมื่อปริมาณน้ําฝนลดลง

การเขาแฝงตัวภายใยพืชก็ลดลงเชนกัน (Carroll และ Carroll, 1978; Rodrigues, 1994; Wilson, 

2000) ซึ่งปริมาณน้ําฝนโดยเฉลี่ย 1 เดือนกอนเก็บในตัวอยางในฤดูฝนเทากับ 8.8 มิลลิเมตรตอวัน 

แตในฤดูแลงไมมีฝนตกเลย   นอกจากปรมิาณน้าํฝนซึง่เปนปจจัยระดับมหภาคแลวยังมีปจจัยอื่นๆ
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ที่สงผลใหการแฝงตัวของราเอนโดไฟตภายในพืชเพิ่มข้ึน เชน ปริมาณเมฆ ระดับภูมิประเทศ 

ปริมาณหมอก  ความชื้นสัมพัทธ  ลม  อุณหภูมิ  แรธาตุในดิน (Helander, 1994; Carroll, 1995) 

และปจจัยระดบัจุลภาคเชน ขนาดชิ้นสวนของพืชตัวอยาง  อายุของพชืตัวอยาง  ชนิดของตัวอยาง

พืช ตําแหนงของกิ่งไม  ความสูงของตนไม (Bernstein และ Carroll, 1977; Petrini และ Carroll, 

1981; Fisher, Anson และ Petrini, 1986) เปนตน  จากผลการศึกษาพบวาราเอนโดไฟตที่แยกได

จากใบกระโดน (Careya sphaerica) ซึ่งมีขนาดใหญทีสุ่ดมีจํานวนมากที่สุด  ซึง่ขนาดของใบไมที่

ใหญสามารถที่จะมกีารแฝงตัวภายในของราเอนโดไฟตเพิ่มข้ึน (Mekkamol, 1998)  จุดที่นาสังเกต

อีกอยางเมื่อเปรียบเทียบจํานวนของราเอนโดไฟตตอขนาดเฉลี่ยของใบพืชตัวอยางพบวา  จาํนวน

ของราเอนโดไฟตที่แยกไดไมไดเพิ่มตามขนาดของใบพชื  ซึ่งแสดงใหเหน็วามีปจจยัอยางอื่นที่เขา

มาเกีย่วของกบัปริมาณการแฝงตัวในใบพชืตัวอยางดังทีก่ลาวมาขางตน   

 ราเอนโดไฟตทั้งหมด 231 ไอโซเลตถูกจัดจําแนกตามลักษณะสัณฐานวิทยาไดทัง้สิ้น 37 

สกุล  โดย mycelia sterilia sp.2 เปนราเอนโดไฟตที่เดนในฤดูฝน และ Paecilomyces sp.1 เปน

ราเอนโดไฟตที่เดนในฤดูแลง  ระดับความหลากหลายทางชวีภาพของราเอนโดไฟตที่แยกไดจาก

ปาเต็งรังจงัหวดัตากคลายกบัรายงานจากปาเขตรอนและในเขตปาอบอุน (Fisher และคณะ, 

1992  Bacon และ White, 1994) และพบราเอนโดไฟตทีม่ักจะพบอยูเสมอไมวาจะเปน  

Phomopsis ssp., Xylaria ssp., Phyllosticta sp. ความหลากหลายทางชวีภาพของราเอนโดไฟต

ที่แยกไดจากปาเต็งรังจงัหวดัตากนัน้มีความหลากหลายทางชวีภาพนอยกวาทั้งในแงจํานวนและ

ชนิดของราเอนโดไฟตเมื่อเปรียบเทียบกบัราเอนโดไฟตที่แยกไดจากดอยสุเทพ-ปุย (Lumyong, 

1998) 

จากการศึกษาความกระจายของราเอนโดไฟตโดยใช Hierarchical cluster analysis ใน

โปรแกรม SPSS จากผลการศึกษาพบวาราเอนโดไฟตที่แยกจากตนพืชที่อยูในบริเวณใกลกนัจะมี

ใกลเคียงกนัของชนิดราเอนโดไฟต จึงยืนยนัทฤษฎีการแพรการกระจายของราเอนโดไฟตวาเปน

แบบกระจายตามพืน้ราบ (horizontal) ซึ่งอาศัยลม น้ํา ในการแพรกระจายสปอรออกไป (Carroll, 

1988; Helander และคณะ, 1994) ซึ่งตนไมที่อยูบริเวณใกลเคียงกนัมกัจะมีชนิดของราเอนโดไฟต

คลายกนั 

ในฤดูฝนพบราเอนโดไฟตหลากหลายชนดิ เชน Colletotrichum sp. Fusarium sp. 

Nigrospora sp. Phomopsis spp. Peatalotiopsis sp. และกลุม mycelia sterilia โดย 

Phomopsis spp เปนกลุมราเอนโดไฟตที่เดนถามองในแงจาํนวนชนิดทีพ่บ นอกจากนั้นยังเปนรา

เอนโดไฟตทีพ่บเสมอในการแยกจากปาทีม่ีความชืน้สงู (Fisher และคณะ, 1993; 1994; 
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Rodigues, 1994) เนื่องจากเปนราเอนโดไฟตที่อาศัยน้าํในการสรางโคนิเดียและการเขาไปอาศัย

อยูในเนื้อเยื่อพืช (Wilson และ Carroll, 1994)  

 ราเอนโดไฟตที่เดนในฤดูแลงคือกลุม Paecilomyces spp. และมีจํานวนไอโซเลตมาก

ที่สุดเมื่อเปรียบเทียบทั้ง 2 ฤดูกาล  ซึ่งสปอรของกลุม Paecilomyces spp.  สามารถที่จะเจริญใน

สภาวะที่มีปริมาณน้าํนอยและอากาศแหงแลง ในขณะที่ราชนิดอื่นไมสามารถที่จะทน

สภาพแวดลอมเชนนี้ได   นอกจากนีก้ลุมราทีพ่บมากในฤดูแลงอีกชนิดหนึ่งคือกลุม Xylaria spp. 

ซึ่งพบถึง 12 ชนิดในฤดูแลง   ซึง่ในการศึกษาของ Mekkamol (1998) ก็พบกลุม Xylariaceae 

มากที่สุดในเดอืนพฤศจกิายน   และในการศึกษาของ Chareprasert (2001) ก็สามารถแยกราเอน

โดไฟตกลุม Xylariaceae ถงึเดือนธนัวาคม   ดงันัน้จงึไมนาแปลกใจที่ในการศึกษานี้พบราเอนโด

ไฟตกลุม Xylariaceae ในเดอืนมกราคม 

 ในการจาํแนกราเอนโดไฟตพบวาราเอนโดไฟตสวนใหญมักที่จะไมสรางสปอร ซึง่จําทาํให

ยากในการจาํแนกราชนิดนัน้ๆได  บางทีอาจจําเปนรอการสรางสปอรเปนระยะเวลานาน  ใน

การศึกษานีห้ากพบราเอนโดไฟตไอโซเลตไมสรางสปอรจะนําไปเพาะเลี้ยงในอาหาร Sabouraud 

dextrose agar (SDA) malt extract agar (MEA) และ oat meal (OM) เพื่อกระตุนใหเกิดการ

สรางสปอร   หากไมสรางสปอรจะจัดอยูในกลุม mycelia sterilia และทําการจาํแนกโดยอาศัยวิธี

อยางหยาบ   ซึง่ปจจุบนัไดนําเทคนิคทางอณูชีววทิยามาชวยในการจําแนกราเอนโดไฟต (Guo 

และคณะ 2000; 2003) 

ในการศึกษาการสรางสารออกฤทธิท์างชวีภาพของราเอนโดไฟต นาํราเอนโดไฟตทีแ่ยกได

ทั้ง 2 ฤดูกาลเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว บมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 เดือน กรองสวนของเสน

ใย   จากนัน้นาํสวนน้าํเลีย้งเชื้อไปทดสอบความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชวีภาพที่มี

ฤทธิ์ในการยับยั้งจุลนิทรีย โดยทําการทดสอบกับจุลินทรียทดสอบ 5 ชนิดดวยเทคนิค paper-disk 

diffusion พบวามีราเอนโดไฟตสายพันธุ DSO2 เพียงแคสายพนัธุเดยีวที่สามารถยบัยั้งจุลนิทรียได

แบบ broad spectrum  และเมื่อนาํมาจัดกลุมการสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพ สามารถจัดกลุม

การยับยัง้จุลินทรียทดสอบไดเปน 5 กลุม คือ ยับยั้งเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก เฉพาะแบคทีเรียแก

รมลบ   เฉพาะแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ   เฉพาะแบคทีเรียแกรมบวกและยีสต  เฉพาะ

แบคทีเรียแกรมบวก แกรมลบและยีสต  จํานวน 11   9   4   3   และ 3 สายพันธุตามลําดับ 

จากนั้นนําสวนของน้าํเลี้ยงเชื้อของราเอนโดไฟต  สวนของเสนใย มาทําการสกัดสารออก

ฤทธิท์างชีวภาพที่มีความสามารถในการยบัยั้งเซลลมะเร็ง โดยทดสอบกับเซลลมะเร็ง 7 ชนดิ  
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เซลลปกติ 1 ชนิด ดวยวธิี  MTT assay   พบวาราเอนโดไฟตที่แยกไดสวนใหญสามารถสรางสาร

ออกฤทธิท์างชีวภาพในการยับยั้งเซลลมะเร็งไดแตกตางกัน  

จากการศึกษาการสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพจากราเอนโดไฟตทีม่ฤีทธิย์ับยัง้จุลินทรีย

ทดสอบและยบัยั้งการเจริญของเซลลมะเรง็  พบวาราเอนโดไฟตในกลุม Xylariaceae สามารถ

สรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพไดคอนขางด ี   โดยมีราเอนโดไฟตกลุม Xylariaceae 12 จาก 14 

ชนิดที่สรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพที่มฤีทธิ์ในการยับยัง้จุลินทรียทดสอบและเซลลมะเร็งแตกตาง

กันไป    ซึ่งความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพนัน้เปนคุณสมบัติทีน่าสนใจของรา

กลุม Xylariaceae (Whalley, 1985) นอกจากนี้ราเอนโดไฟตชนิดอืน่ๆ ไดแก Pestalotiopsis sp. 

Phomopsis spp. Nigrospora sp. Glomerella sp. Fusarium sp. และกลุมรา mycelia sterilia 

บางสายพนัธุที่มีการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ โดยกลุมราเอนโดไฟตที่กลาวมานี้บางสายพนัธุ

มีรายงานเกี่ยวกับการสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพอยูแลว (Horn และคณะ, 1995; Brandy และ

คณะ, 2000; Harper และคณะ, 2003)  จากการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่สามารถยบัยั้ง

การเจริญของเซลลมะเร็งมีสายพนัธุที่สามารถยับยัง้เซลลมะเร็งแบบจาํเพาะเจาะจงเพียง 2 สาย

พันธุ ไดแก สายพนัธุ WGE2 มีความสามารถในการยับยั้งมะเร็งลําไสใหญ (SW620)   และราเอน

ไฟตสายพนัธุ WAC9 มีความสามารถในการยับยัง้เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Jurkat)    

นําราเอนโดไฟตทั้ง 2 สายพนัธุนีม้าทําการทดสอบการกระตุนใหเซลลมะเร็งตายแบบอะพ็

อบโทซิส โดยความสาํคัญของการศึกษาเกี่ยวกับการกระตุนใหเซลลมะเร็งตายแบบอะพ็อบโทซสิ

นั้นเพื่อทีจ่ะควบคุมความสมดุลของเซลลภายในรางกายและไมทําใหเกิดอันตรายตอเซลล

ขางเคียง นอกจากนัน้ยังมกีารศึกษาในเรื่องนี้ไมมากนกั โดยสามารถสังเกตการตายแบบอะพ็อบ

โทซิสของเซลลไดจากการบวมของเซลล การเปลี่ยนแปลงของ10Hเยื่อหุมเซลล เชน การเหีย่วของ

เซลล, 11 Hนิวเคลียสแตกเปนชิ้นสวน, 12Hโครมาตินหนาตัวขึ้น, และ13Hดีเอ็นเอแตกเปนทอน โดยการ

ยอมสี Hoechst 33342 จากนั้นนําไปเซลลตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนแบบฟลูโอเรสเซนต  จาก

ผลการทดลองพบวาราเอนโดไฟตสายพนัธุ WAC9 สามารถกระตุนใหเซลลมะเร็งตายแบบอะพอ็บ

โทซิสได 56 เปอรเซ็นต 72 เปอรเซ็นต และ 23 เปอรเซน็ต เมื่อเวลาผานไป 24  48 และ 72 ชั่วโมง

ตามลําดับ  สวนราเอนโดไฟตสายพันธุ WGE2 สามารถกระตุนใหเกิดการตายแบบอะพ็อบโทซิส

ไดเชนกัน  แตกระตุนไดจํานวนที่ต่ํามากคอื 8 เปอรเซ็นต 12 เปอรเซน็ต และ 12 เปอรเซ็นต เมือ่

เวลาผานไป 24  48 และ 72 ชั่วโมงตามลาํดับ 

ในการศึกษานีใ้หน้าํหนักในการคัดเลือกราเอนโดไฟต โดยการเลือกราเอนโดไฟตที่

สามารถสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพทีย่ับยั้งเซลลมะเร็งแบบจําเพาะเจาะจง จงึเลือกราเอนโด
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ไฟต WGE2 และ WAC9 ทั้ง 2 สายพนัธุ มาจาํแนกดวยเทคนิคทางอณูชีววทิยาทีย่ีนประมวลรหัส 

16s rRNA เพื่อจําแนกชนิดของสายพันธุราเอนโดไฟต 

จากการวิเคราะหยนีประมวลรหัส 16s rRNA พบวาราเอนโดไฟต WGE2 และ WAC9 มี

ขนาด 552 และ 565 bp ตามลําดับ เมือ่นําลําดับเบสมาเปรียบเทียบกับขอมูลในฐานขอมูลจาก

เวบไซต 14 Hhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/  สายพนัธุ WGE2 มีระดับความเหมือน (% identity) 

เทากับ 98% คลายกับยนีทีป่ระมวลรหัส 16S rRNA ของ Phomopsis sp. TSM 2005-08 และ

สายพนัธุ WAC9 มีระดับความเหมือน (% identity) เทากับ 100% คลายกับยนีที่ประมวลรหัส 

16S rRNA ของ Glomerella cingulata GC0514  Glomerella cingulata GC0508  Glomerella 

cingulata GC0304   

ในงานวิจัยนี้ไดบรรลุวัตถุประสงค คือ ไดศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของราเอนโด

ไฟตที่แยกไดจากใบพืชในบรเิวณปาเตง็รัง จงัหวัดตาก ไดจัดจําแนกสกุล และชนิดของราเอนโด

ไฟต ศึกษาความสัมพนัธทางววิัฒนาการของราเอนโดไฟต และสามารถแยกราเอนโดไฟตที่

สามารถสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพยบัยั้งจุลนิทรียและเซลลมะเรง็ได  
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรอาหาร สารเคม ีและการเตรยีมอาหารเลี้ยงเชือ้ 
 

1. Sabouraud Agar 

Bacto peptone   10.0 กรัม 

Glucose    4.0 กรัม 

Agar    20.0 กรัม 

Water    1,000  มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 5.6 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อุณหภูม ิและความดันมาตรฐาน 

 

2. Sabouraud Broth 

Bacto peptone   10.0 กรัม 

Glucose    4.0 กรัม 

Water    1,000  มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 5.6 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อุณหภูม ิและความดันมาตรฐาน 

 

3. PDA (Potato dextrose agar) 

Potato    200.0 กรัม 

Glucose    20.0 กรัม 

Agar    20.0 กรัม 

Water    1,000  มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อุณหภูม ิและความดันมาตรฐาน 

 

4. NA (Nutrient Agar) 

Beef extract   1.0 กรัม 

Peptone    5.0 กรัม 

NaCl    8.0 กรัม 

Agar    18.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 
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ปรับ pH เปน 6.8 – 7.0 นึง่ฆาเชื้อเชื้อที่อุณหภูมิ และความดนัมาตรฐาน 

 

5. NB (Nutrient Broth) 

Beef extract   1.0 กรัม 

Peptone    5.0 กรัม 

NaCl    8.0 กรัม 

Agar    18.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 6.8 – 7.0 นึง่ฆาเชื้อเชื้อที่อุณหภูมิ และความดนัมาตรฐาน 

 

6. MEA (Malt Extract Agar) 

Malt extract   2.0 กรัม 

Peptone    1.0 กรัม 

Glucose    20.0 กรัม 

Agar    18.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 6.8 – 7.0 นึง่ฆาเชื้อเชื้อที่อุณหภูมิ และความดนัมาตรฐาน 

7. MEB (Malt Extract Broth) 

Malt extract   2.0 กรัม 

Peptone    1.0 กรัม 

Glucose    20.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 6.8 – 7.0 นึง่ฆาเชื้อเชื้อที่อุณหภูมิ และความดนัมาตรฐาน 

 

8. Oat Meal Agar (ISP3) 

ขาวโอต (oat meal)   20 กรัม 

Trace salts solution  1.0 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ก หมายเลข 30) 

Agar    18.0 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 
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ตมขาวโอตในน้ํากลัน่ประมาณ 20 นาท ีนํามากรองผานผาขาวบาง เติมน้ํากลั่นลงไปใน

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

อุณหภูมิ และความดันมาตรฐาน 

 

9. Trace Salts Solution 

FeSO4·7H2O   0.1 กรัม 

MnCl2    0.1 กรัม 

ZnSO4·7H2O   0.1 กรัม 

Water    1,000 มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อโดยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผาน

การฆาเชื้อแลว ที่อุณหภูมิ 45 – 50 องศาเซลเซียส 

 

10. 0.5 McFarland Standard 

BaCl3    0.048 M ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 

H2SO4    0.36 M ปริมาตร 99.5 มิลลิลิตร 

อานคาความดูดกลืนแสง ทีค่วามยาวคลืน่ 625 นาโนเมตร ใหอยูในชวง 0.08 – 0.10 
 
11. Vanillin solution 

Vanillin    4.5 กรัม 

95% ethanol   95 มิลลิลิตร 

Sulfuric acid   0.5 มิลลิลิตร 

ละลายใหเขากัน เก็บรักษาไวที่อุณหภูมหิองในขวดสีชา 
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ภาคผนวก ข 
 

อาหาร สารเคมี และวธิีเตรียมที่ใชในการเพาะเลี้ยงเซลล 
 

1. RPMI1640 (stock reagent) 

 อาหารเลีย้งเซลล RPMI 1640 ผงสําเร็จรูป         10.4    กรัม 

 โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต     2    กรัม 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร กวนใหเปนเนื้อเดียวกนั 

ปรับคาความเปนกรด-ดาง ใหมีคาประมาณ 6.9-7.4 ดวย 1N HCl ปรับใหไดปริมาตร 1 ลิตร ทํา

ใหปราศจากเชื้อโดยกรองผานหัวกรองอาหารเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อขนาด 0.22 ไมโครเมตร ลง

ในขวดใสอาหารเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อขวดละ 90 มิลลิลิตร   ปดฝาและพันพาราฟลม เก็บใน

ตูเย็นที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

 

2. อาหารเลีย้งเซลล RPMI1640 ที่มี 10 % Fetal bovine serum (working medium) 

อาหารเลีย้งเซลล RPMI 1640 (stock reagent) 90 มิลลิลิตร 

Fetal bovine serum     10 มิลลิลิตร 

Gentamycin (100 mg/ml)                                        100 ไมโครลิตร 

 

3. MTT solution 

 MTT        50    มิลลิกรัม 

 PBS (สําหรับทําการเพาะเลีย้งเซลลเทานัน้)  10    มิลลิลิตร 

 ละลาย MTT ใน PBS ใสในหลอดฝาเกลยีวขนาด 15 มลิลิลิตร ที่ปลอดเชื้อผสมใหเขากัน    

กรองผานชุดกรองสําเร็จรูปปราศจากเชื้อขนาด 0.22 ไมโครเมตร (ทําในตูปลอดเชื้อ) แบงใสหลอด 

ไมโครเซนติฟวจที่ปลอดเชื้อขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 มิลลิลิตร หุมดวยแผนฟอยด เก็บที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 หมายเหต ุMTT เปนสารกอมะเร็ง ตองสวมทุกมือกอนชัง่หรือเตรียมสารทุกครั้ง 
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4. 1X PBS ปริมาตร 1 ลิตร 

 NaCl      8 กรัม 

 KCl       0.2 กรัม 

 Na2HPO4·12H2O     3.63 กรัม 

 KH2PO4      0.24 กรัม 

เติมน้ํากลั่น 1 ลิตร ละลายใหเขากนั ปรับ pH ใหเทากับ 7.4 นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เก็บรักษาไวที่อุณหภูม ิ4 

องศาเซลเซยีส 

 

5. 0.04 N HCl  ใน isopropanol ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

ตวง isopropanol 80 มิลลิลิตร ในกระบอกตวงขนาด 100 มิลลิลิตร 

เติม HCl 0.331 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 100 ml ดวย isopropanol ปดฝา และเก็บรักษาที่

อุณหภูมิหอง 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 109 

ภาคผนวก ค 
 

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

Tris base   121    กรัม 

 น้ํากลัน่    800    มิลลิลิตร 

ละลาย Tris base ใหเขากนั ปรับ pH ใหเทากับ 8 จากนัน้เติมน้ํากลั่นจนปริมาตรเปน 1 

ลิตร นาํไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 

นาที เก็บรักษาไวที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส 

 

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

EDTA    186.10 กรัม 

 น้ํากลัน่    800 มิลลิลิตร 

ละลาย EDTA ใหเขากนั ปรับ pH ใหเทากับ 8 จากนัน้เติมน้ํากลั่นจนปริมาตรเปน 1 ลิตร 

นําไปนึง่ฆาเชือ้ ที่อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

3. Washing buffer ปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

PVP (Polyvinylpyrrolidone) 2 กรัม 

 Ascorbic acid   1.76    กรัม 

 1 M Tris-HCl (pH 8.0)  20    มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1)                 

 2-mercaptoethanol  4    มิลลิลิตร 

เติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อจนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เก็บรักษาไวที่

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 

4. 2X CTAB lysis buffer ปริมาตร 200 มิลลิลิตร  

 CTAB    4     กรัม 

 1 M Tris-HCl (pH 8.0)  20   มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) 

0.5 M EDTA (pH 8.0)  8    มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 2) 
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 NaCl    16.36 กรัม 

 2-mercaptoethanol  1    มิลลิลิตร 

เติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อ จนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เก็บรักษาไวที่

อุณหภูมิหอง 

 

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

Choloroform   192 มิลลิลิตร 

 Isoamyl alcohol  8    มิลลิลิตร 

 

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

Polyethylene glycol 6000 20    กรัม 

 NaCl    14.61   กรัม 

เติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อจนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เก็บรักษาไวที่

อุณหภูมิหอง 

 

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

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

 0.5 M EDTA (pH 8)  2   มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 2) 

เติมน้ํากลั่นจนไดปริมาตรเปน 1 ลิตร แลวผสมใหเขากัน นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 นาท ีเกบ็รักษาไวที่อุณหภูมิหอง 

 

8. Ethidium bromide, 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

Ethidium bromide  0.2    กรัม 

น้ํากลัน่    20   มิลลิลิตร 

 

9. 1.5% Agarose gel (w/w) 

Agarose   1.65 กรัม 

0.5 X TBE (pH 8)  110 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 2) 

 Ethidium bromide  4 ไมโครลิตร 



 ภภภ 

ประวัติผูเขยีนวิทยานิพนธ 
 

นายกฤตพงศ   อรชัยพันธลาภ เกิดเมื่อวนัที ่2 พฤศจิกายน พ.ศ.2526 เขาศึกษาในระดับ

ประถมศึกษา และมัธยมศึกษาทีโ่รงเรียนภ.ป.ร. ราชวทิยาลัย ในพระบรมราชูปถัมภ  จากนั้นสอบ

เขาศึกษาตอในระดับอุดมศึกษา สาํเรจ็การศึกษาวทิยาศาสตรบัณฑิต จากภาควิชาชวีวทิยา

ประยุกต คณะวิทยาศาสตร สถาบนัเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง ในปพ.ศ. 

2548 และเขาศึกษาตอในระดับบัณฑติศึกษา หลกัสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยในปพ.ศ.2549 
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