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ธนวัช  สุจริตวรกุล : ราเอนโดไฟตจากใบพืชในปาเต็งรัง อําเภอเวียงสา จังหวดันาน. 
(ENDOPHYTIC FUNGI FROM PLANT LEAVES IN DIPTEROCARP FOREST AT 
VIENGSA DISTRICT, NAN PROVINCE)  อ. ที่ปรึกษาวิทยานิพนธหลัก : ศ. ดร.โสภณ  
เริงสําราญ, อ. ที่ปรึกษาวิทยานิพนธรวม : รศ. ดร.ประกิตติ์สิน  สีหนนท, 124 หนา.   
 
งานวิจยันี้มจีุดประสงคในการตรวจสอบความหลากหลายทางชีวภาพของราเอนโดไฟตใน

ปาเต็งรัง อําเภอเวยีงสา จงัหวัดนาน ประเทศไทย โดยเปนการรายงานครั้งแรกทีเ่กี่ยวกับความ
หลากหลายทางชีวภาพของราเอนโดไฟตในพื้นที่นี้ นอกจากนีย้ังศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอน
โดไฟตที่แยกได ไดแก การยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ คอื Staphylococcus  aureus, 
Bacillus  subtilis, Pseudomonas  aerogenosa, Escherichia  coli และ Candida albicans โดยวิธี 
paper disk susceptibility test และการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง 5 ชนิด ไดแก เซลลมะเร็งเตา
นม (BT474), เซลลมะเร็งตับ (HEP-G2), เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III), เซลลมะเร็งปอด 
(CHAGO) และเซลลมะเร็งลําไส (SW 620) โดยวิธี MTT assay ไดราเอนโดไฟต 18 สกุล ที่มี
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาทีแ่ตกตางกันจากเชื้อราทั้งหมด 302ไอโซเลต ซ่ึงแยกไดจากชิ้นตัวอยาง
ใบพืช 400 ช้ิน  ผลการทดลองพบวาราเอนโดไฟตที่แยกจากพืชในฤดูฝนมีจํานวน colonization 
frequency สูงกวาราเอนโดไฟตที่แยกจากพืชในฤดแูลง โดยราเอนโดไฟตที่พบมากที่สุด 3 ชนิด
แรกคือ Phyllosticta  sp.1 (60 ไอโซเลต), Phomopsis  sp.1 (54 ไอโซเลต) และ Xylaria sp.1         
(44 ไอโซเลต) เมื่อทําการจัดจําแนกเปนกลุมพบวารา เอนโดไฟตในกลุม celomycetes มีจํานวนมาก
ที่สุด ตามดวยกลุม  ascomycetes  และพบกลุม  hyphomycetes  นอยที่สุดตามลําดับ และ ราเอนโด
ไฟตที่แยกไดสามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบได 
โดยพบวาสวนสกัดที่ไดมีฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกมากกวาแบคทีเรียแกรม
ลบ และ สวนสกัดจากราเอนโดไฟตสายพันธุ DTD 6 และ FID 15 ที่แยกไดจากตนยางพลวง 
(Dipterocarpus tuberculatus Roxb.) และตนตะขบปา (Flacourtia   indica  Merr.) สามารถสราง
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง  กระเพะอาหาร (KATO III) ไดอยาง
จําเพาะ  นําอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวของราทั้ง 2 สายพันธุมาสกัดดวยเอทิลแอซิเตต จากนั้นแยกดวย
เทคนิคโครมาโทกราฟและการตกผลึกไดสาร 2 ชนิดคือ 4-ethylmethoxybenzene และ cytochalasin 
D พบวา cytochalasin D มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งไดแก SW620, KATO III และ       
Hep-G2 โดยมคีา IC50 เทากับ 4.66, 5.84 และ4.79   μg/ml ตามลําดับ 
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The objective of this research is to examine the endophytic fungi biodiversity in 

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

 
บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคญัของปญหา 
ปจจุบันมีความตองการจัดหาตัวยาชนิดใหมมาแกไขปญหาสุขภาพ  โดยการใชประโยชน

จากยา หรือสารประกอบตางๆ เพื่อชวยในการรักษาหรือบรรเทาอาการเจ็บปวยของมนุษย เชน ยาที่
ใชตานแบคทเีรีย  โรคที่เกี่ยวกับไวรัส  โรคติดเชื้อตางๆ  ยาตานมะเร็ง เปนตน 

ราเอนโดไฟต (Endophytic fungi) เปนราทีอ่าศัยอยูในเนือ้เยื่อของพืชไดแก ราก ใบ ลําตน 
และกิ่งโดยไมทําลายเซลลพืช และไมกอใหเกิดอาการของโรค นอกจากนี้ยังมีบทบาทสําคัญในการ
ชวยปองกนัพชืจากโรคอีกดวย ราเอนโดไฟตถูกคนพบครั้งแรกในพืชตระกูลหญา (Breen, 1994) 
และพบวามีความสามรถสรางสารทุติยภูม ิ (secondary metabolite) ไดหลากหลาย ราเอนโดไฟต
ชนิดหนึ่งสามารถอาศัยอยูในพืชไดในหลายๆชนิด โดยราเอนโดไฟตแตละชนิดจะมีลักษณะ
เฉพาะที่แตกตางกันออกไปเมื่ออยูในสภาวะแวดลอมหรือภูมิประเทศทีแ่ตกตางกัน  โดยในปจจุบนั
มีการศึกษาพบวาราเอนโดไฟตมีความสัมพันธกบัการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในพืช  ซ่ึงเปน
แหลงผลิตที่แปลกใหมของธรรมชาติ สามารถนําไปใชประโยชนไดในหลายๆดานเชน การแพทย  
ดานเกษตรกรรม  และดานอุตสาหกรรม สารตานจุลินทรียกอโรค (antibiotics) ที่ผลิตจากราเอนโด
ไฟตมีความเปนพิษต่ํา สงผลกระทบตอส่ิงแวดลอมนอย ในปจจุบนัไดมีการผลักดนัใหมกีารพัฒนา
สารตานจุลินทรียที่กอใหเกดิโรคติดเชื้อในมนุษย ไดแก  Staphylococcus sp.  Mycobacterium  sp.  
Streptococcus  sp. เปนตน นอกจากนีย้ังถูกนํามาใชในการลดความเสี่ยงจากเชื้อฉวยโอกาสเชน 
Aspergillus spp. Cryptococcus spp.  Candida spp. และใชยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งอีกดวย  
(Strobel และ Daisy,  2003)  ปจจุบันไดมีผูศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากราเอนโดไฟต  และนํา
สารที่คนพบชนิดใหมมาประยุกตใชในทางการแพทย     เชน 

Strobel et.al (1996) สามารถสกัด Taxol จาก Pestalotiopsis microspora ราเอนโดไฟต
ภายในเปลือกของกาน Himalayan yew  (Taxus wallachiana)  ซ่ึงเปนสารที่พบไดจากพืชในสปชีส  
Taxus และเปนการคนพบสารชนิดใหมทีม่ีฤทธิ์ในการยบัยั้งเซลลมะเร็ง  

 Isaka และคณะ(2001) ไดพบ xanthone dimers ใหม ที่สกัดไดจากราเอนโดไฟต 
Phomopsis sp. BCC 1323 จากการทดลองในหลอดทดลองพบวามีฤทธิ์ยับยั้งเชือ้มาลาเรีย และมี
ฤทธิ์ยับยั้งวณัโรคและมีฤทธิ์ทําลายเซลลมะเร็งไดอีกดวย  

นอกจากนี้สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากราเอนโดไฟต ยังสามารถนมาประยุกตทางการ
เกษตรได เชนการศึกษาของ  J. Hallmann  และคณะ(1996) พบ gliotoxin จากราเอนโดไฟตไดแก
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Fusarium   oxysporum   ที่แยกจากรากของมะเขือเทศ โดยสามารถยับยั้งและทําลายไสเดือนฝอย 
(Meloidogyne incognita) ซ่ึงเปนสาเหตุของโรครากปม (Root Knot Disease)  

ราเอนโดไฟตยังไดรับความสนใจเปนอยางมากในแงของการเปนจุลินทรียชนิดใหมที่ยังไม
เคยมีการคนพบมากอน (new species) โดยพืชในทองถ่ินตางไดรับความสนใจทีจ่ะใชเปนแหลง
ศึกษาความหลากหลายทางชวีภาพ และแหลงของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากนักวทิยาศาสตรใน
ทองถ่ินนั้นๆ (Azevedo และคณะ, 2000) ปจจุบันเชื่อวามีราอยูมากกวาหนึ่งลานชนิด แตมีคนพบ
เพยีงหนึ่งแสนชนิดเทานัน้ ( Hawkswort และ Rosman, 1987) ดังนัน้ราเอนโดไฟตจึงยังอาจจะมี
อยางนอยที่สุดถึงหนึ่งลานชนิด (Dreyfuss และ Chapela, 1994) 

ราเอนโดไฟตในบริเวณปาเขตรอนจะมีความหลากหลายมาก และพบวาสรางสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพทีส่กัดไดมีประสิทธิภาพที่สูง (Bill และคณะ, 2002)  จากการศกึษาพบวาความ
หลากหลายทางชีวภาพจะสอดคลองกับความหลากหลายทางเคมี  เพราะสารประกอบทางเคมีมี
คุณสมบัติในการเปลี่ยนแปลงสิ่งมีชีวิตที่อยูในระบบนิเวศ  โดยกระตุนใหส่ิงมีชีวติแตละชนดิมี
วิวัฒนาการเพือ่ใหสามารถมชีีวิตอยูรอดได จะสังเกตไดวาในบริเวณปาเขตรอนเปนสภาพแวดลอม
ที่มีความหลากหลายทางชวีภาพสูงจึงเปนที่นาสนใจ และมีความเปนไปไดสูงที่บริเวณปาเขตรอน
จะเปนแหลงของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหมๆ  (Redell และคณะ,  2002)   

ปาเต็งรัง (Dipterocarp forest) เปนปาในเขตรอนซ่ึงพบในประเทศในแถบเอเชีย โดยเฉพาะ
ประเทศไทย ลาว กัมพชูา พมา สําหรับในประเทศไทยพบมากบริเวณภาคเหนือ และภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ มีปรากฏตั้งแตความสูงจากระดับน้าํทะเล 50 เมตร ขึ้นไปจนถึง 1,000 เมตร 
ขึ้นไดในที่ดินคอนขางแหงแลงเปนดินทรายหรือดินลูกรัง ในฤดูแลงถาเปนดินลูกรังดินจะตื้นมสีี
คอนไปทางแดงคล้ํา บางแหง จึงเรียกปาชนิดนีว้า “ปาแดง” ลักษณะของปาเตง็รังเปนปาโปรง 
ประกอบดวยตนไมผลัดใบขนาดกลาง และขนาดเล็กขึ้นหางๆ กระจดักระจายไมคอยแนนทึบ 
พรรณไมเดนในปาเต็งรัง ไดแก พลวง (Dipterocarpus tuberculatus),  เต็ง (Shorea   obtusa), รัง 
(Shorea   siamensis), กระโดน  (Careya  sphaerica), ยอปา (Morinda pubescens),  ประดูปา 
(Pterocarpus  macrocarpus), โมกใหญ (Holarrhena  pubescens) เปนตน  

 ปาเต็งรังในเขตจังหวัดนานเปนจุดที่นาสนใจในการเขาไปศึกษาความหลากหลายทาง
ชีวภาพของราเอนโดไฟต เนื่องจากยังไมเคยมีการเขาไปศึกษาในเรื่องความหลากหลายทางชีวภาพ
ของราเอนโดไฟต อีกทั้งปาเต็งรังอุดมไปดวยพืชที่มีใบขนาดใหญ จึงนาจะพบราเอนโดไฟตเปน
จํานวนมาก ทาํใหมีโอกาสในการพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหมไดมากยิ่งขึน้  

งานวิจยันี้มุงเนนในการแยกราเอนโดไฟตจากพืชในปาเต็งรังจังหวดันาน โดยจะใช
ตัวอยางพืช 10 ชนิดไดแก พลวง (Dipterocarpus  tuberculatus), สาน (Dillenia   parviflora), 
ชะมวง (Garcinia  nigrolineata), ตะขบปา  (Flacouratia  indica), โมกเครือ (Aganosma  
marginate), เต็ง (Shorea   obtusa), เหมือด (Aporusa  ficifolia), ไผ, ชิงชัน (Dalbergia oliveri), รัง 
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(Shorea   siamensis) ซ่ึงจะเก็บตัวอยาง 2 คร้ัง คร้ังแรกในฤดูแลงโดยเก็บในชวงเดือนมกราคม พ.ศ. 
2550 คร้ังที่สองในชวงฤดูฝนโดยเก็บในชวงเดือนตุลาคม พ.ศ. 2550 เนื่องจากชนดิ และจํานวนของ
ราเอนโดไฟตในพืชตวัอยางเดียวกันจะแตกตางกันเมื่อเปล่ียนฤดูกาล จากนัน้ทําการทดสอบ
ความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เพื่อหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนดิใหมที่มี
ประสิทธิภาพสูงในการตานการเจริญของจุลินทรียกอโรค และยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง 

วัตถุประสงคของการวิจัย 
1. ศึกษาความหลากหลายทางชวีภาพของราเอนโดไฟตในปาเต็งรัง อําเภอเวียงสา จังหวดั 

นาน 
2.  จําแนกชนดิของราเอนโดไฟต 
3.  ทดสอบความสามารถในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 

ขอบเขตของการวิจัย 
1.   ศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพเอนโดไฟตที่แยกจากใบพืชในปาเต็งรัง อําเภอ      

เวียงสา จังหวัด นาน 

2.   ศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากราเอนโดไฟต ในการตานจุลินทรียกอโรค และยับยั้ง
เซลลมะเร็ง 

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

 1.  ไดราเอนโดไฟต ที่มีความสามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ประสิทธิภาพสูงใน
การยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรค และเซลลมะเร็ง 
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บทที่  2 
 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

2.1 เชื้อรา 
  รา (fungi) เปนจุลินทรียประเภท eukaryotic จึงไมมีเยื่อหุมนิวเคลียส (nuclear membrane) 
ไมมี chlorophyll  โครงสรางของราสวนใหญเปนเสนสาย (filament)  นอกจากนี้ยังมีราที่มีลักษณะ
การเจริญเปนเซลลเดี่ยว (unicellular cell) ไดแกยีสต (yeast) (รูปที่ 2.1)   เสนใยถาอยูรวมกันเรยีกวา 
mycelium  ภายในเสนใยมผีนังกั้นตามขวาง (septate hypha) ยกเวนราชั้นต่ําจะสรางเสนใยที่ไมมี
ผนังกั้น (coenocytic hypha) (รูปที่ 2.2) ซ่ึงลักษณะของผนังกั้นเซลลรามีหลายแบบ (รูปที่ 2.3) แมวา
ยีสตบางชนิดมีสามารถสรางเสนใยไดเหมอืนราแตก็ไมเดนชัด เหมือนเชื้อราทั่วไป  โดยปกติยสีต
เพิ่มจํานวนเซลลโดยการแตกหนอ (budding) 
              ราสามารถสรางสปอรเพื่อใชในการสืบพันธุ ซ่ึงมีทั้งแบบอาศัยเพศ (sexual) และไมอาศัย
เพศ (asexual) (รูปที่ 2.4 และ 2.5 ตามลําดบั)ทําใหสามารถจัดจําแนกราเปนกลุมใหญๆได  ลักษณะ
โครงสรางก็สามารถใชแบงไดเชนกัน เชน ผนังเซลลของราประกอบดวยพอลิเมอรที่สําคัญไดแก 
ไคติน (chitin) ยกเวนราในกลุม Hyphochytridiomycetes และ Oomycetes ที่ผนังเซลลเปน
เซลลูโลส (cellulose) (ตารางที่2.1) ราสะสมอาหารในรปูแบบของ glycogen ซ่ึงตางจากพืชที่สะสม
อาหารในรูปของแปง (starch) ในระบบนิเวศราสามารถดํารงชีวิตอยูไดในหลายรูปแบบ เชน เชื้อรา
ที่ดํารงชีวิตอยูในสภาวะยอยสลาย (saprophyte) สภาวะปรสิต (parasite) และสภาวะที่ตองพึ่งพา
อาศัยกัน (mutualism) ราเปนจุลินทรียไมมี chlorophyll จึงไมสามารถสังเคราะหดวยแสงได ราจะ
สรางเอนไซม (extracllular enzyme) ออกมายอยสลายอินทรียสารแลวจงึดูดซึมเขาสูเซลล  เซลลเชื้อ
ราเปนแบบ eukaryotic ตางจากแบคทีเรียที่เปนแบบ prokaryotic ราจะมี nuclear membrane, 
mitochondria, endoplasmic reticulum  การเจริญของเสนใยของราเจริญมาจากสวนปลาย (hyphal 
tip) ซ่ึงเปนสวนที่ active ที่สุด บริเวณที่เกี่ยวของกับการเจริญเรียกวา  apical  growth  region มี
ขอบเขตประมาณ 100 ไมครอน จากสวนปลายเขาไปบริเวณนี้ไมมี vacuole ภายใน cytoplasm สวน
ใหญเปน RNA และโปรตนี พบวามี mitochondria อยูเปนจํานวนมากบริเวณ 3.0-7.5 ไมครอน 
บริเวณสวนปลายพบวาม ี vesicle จํานวนมาก จากการศกึษาพบวา vesicle ไปรวมรวมกับเซลล  เม
มเบรนบริเวณสวนปลายเสนใย 
   ราบางชนิดมคีวามสําคัญ โดยราที่จะสรางสารปฏิชีวนะเอนไซม, กรดอินทรีย และสารสี  
ที่มีประโยชนตออุตสาหกรรม ราบางชนิดเปนรากอโรคในสัตวและพืช แตสารจากเชื้อราบางอยาง
ถูกสามารถนําไปใชประโยชนได เชน gibberelin จากเชื้อรา   Gibberella    fugikuroi     นํามาใชใน
การสงเสริมการเจริญของพืช และสาร alkaloid (ergot) จากรา Claviceps  purpurea สามารถ
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นํามาใชประโยชนทางการแพทยรวมทั้ง cyclosporine แยกไดจากราในดิน Tolypocladium ใชกด
ภูมิคุมกันของรางกาย ซ่ึงชวยปองกันการปฏิเสธการเปลี่ยนถายอวยัวะในมนุษย จากการคนพบสาร
ที่มีประโยชนจากราดังกลาวทําใหในปจจบุันมีการศึกษาวิจยัคนควาเชือ้รา ที่สามารถสรางสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดตางๆ เพื่อนํามาประยกุตใชในดานการแพทย และอุตสาหกรรม   
 

(A) 

(B) 

รูปที่ 2.1  โครงสรางและองคประกอบภายในเสนใยรา (A), โครงสรางและองคประกอบภายใน

เซลลยีสต (B) 
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 นักราวิทยาไดจัดจําแนกราทีแ่ทจริง (true fungi) ออกเปน 4 ไฟลัม (Phylum) โดยอาศัย
โครงสรางสืบพันธุแบบอาศยัเพศเปนหลัก  (Alexopoulos และคณะ , 1996) ดังนี้  

1. Zygomycota เปนไฟลัมของเชื้อราที่มีการสรางสปอรแบบไมอาศัยเพศที่เรียกวา สปอรแรง
จิโอสปอร ภายในสปอรแรงเจียม และสรางสปอรแบบอาศัยเพศเรียกวา ไซโกสปอร 
โดยทั่วไปเสนใยของราเหลานี้เปนเสนใยแบบไมมีผนังกัน้ และอาจมีจํานวนนวิเคลียส
ภายในแตละเซลลพียงหนึ่ง (uninucleate) หรือหลายนวิเคลียส (multinucleate)  

2. Ascomycota เปนเชื้อราคลาสใหญที่สุด ซ่ึงมีคุณสมบัติสําคัญคือ สรางแอสโคสปอร ที่
ไดมาจากการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ ภายในถุงหอหุมที่เรียกวา แอสคัส แอสโคสปอรมา
จากกระบวนการไมโอซิส จัดเปน meiotic products ชนิดหนึ่งในกลุมราชั้นสูง โดยทั่วไป
หากไมเกิดการแบงเซลลแบบไมโทซิสตอไป ก็จะมีจํานวนสี่แอสโคสปอรตอถุงแอสคัสแต
เชื้อราหลายชนิดในคลาสนี้ มีแอสโคสปอรที่เกิดการเรยีงลําดับเปนแถวเรียงส่ี(tetrad order)
อยูภายในถุง โดยแตละแอสโคสปอรจะมีการแบงเซลลแบบไมโทซิสเพิ่มขึ้นอีกครั้งหนึ่ง 
จึงมีจํานวนสปอรทั้งหมดแปดแอสโคสปอรตอถุงแอสคัส และแอสโคสปอรเหลานี้มีจีโน
ไทปเหมือนกนั ราในไฟลัมนี้ยังแบงไดออกเปนสองคลาสยอยคือ คลาส Hemiascomycetes 
ไดแก ยีสต และคลาสยอยของราเสนสายชั้นสูงที่แทจริง (Euascomycetes) ซ่ึงในคลาสหลัง
นี้ มีการสรางโครงสรางที่เรียกวา ฟรุตติ้งบอดี้ หรือแอสโคคารป แอสโคคารปทําหนาที่
หอหุมถุงแอสไซจํานวนมาก โดยมจีํานวนตั้งแตหลายรอยไปจนถึงหลายพันแอสไซ 
ลักษณะที่พบทั่วไปมี 3 แบบ คือ cleistothecium , perithecium และapothecium (รูปที่ 2.6) 

3. Basidiomycota  เปนราชั้นสูงอีกคลาสหนึ่ง นอกเหนือจากแอสโคไมซิสที่กลาวมาแลว รา
ในไฟลัมนี้รวมถึงเห็ดตางๆที่มีขนาดใหญ (mushroom) และเหด็ขนาดเล็ก เบสิดิโอสปอร
เกิดขึ้นจากการแบงเซลลแบบไมโอซิส เกิดขึ้นบนโครงสรางที่มีลักษณะคลายกระบอง
เรียกวา เบสิเดยีม (basidium) (รูปที่ 2.7) ซ่ึงจัดเปนการแบงเซลลแบบ meiotic ราในไฟลัมนี้
ยังแบงไดอีก 2 คลาสยอยไดแก Holobasidiomycetes ซ่ึงเปนราที่สรางเบสิเดียมที่มลัีกษณะ
เปนเซลลเดี่ยวๆไมมีผนังกั้น ไดแกเห็ดตางๆเชน  Agaricus  bissporus , Volvariella 
volvacea เปนตน สวนอีกคลาสหนึ่งไดแก Heterobasidiomycetes เปนเชื้อราทีส่รางเบสิ
เดียมที่มีลักษณะเปนมีผนังกั้นแบงตามยาว หรือตามขวางของเสนใย ไดแกราสนิม และรา
เขมาดํา เปนตน 
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4. Fungi Imperfecti (Imperfect fungi) เปนกลุมของราที่มารวมกลุมกันอยูช่ัวคราว เพราะยัง
ไมทราบระยะการสืบพันธุแบบอาศัยเพศ รากลุมนี้สวนใหญรวมกันอยูในลักษณะเปนจีนัส
(genus) ช่ัวคราวที่เรียกวา form genera และมกีารจัดกลุมราโดยอาศัยลักษณะโครงสราง
การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ ไดแก อะเซอวูลัส (acervulus) ,พิกนิเดยี (pycnidia) และโค
นิเดียทีเ่กิดขึน้ในลักษณะตางๆ (conidiogenesis) รวมทั้งรูปแบบของวิธีการสรางโคนิเดีย 
(conidia) (รูปที่ 2.8)  ไดแก arthrospore, blastospore, porospore เปนตน ราในกลุมนี้สวน
ใหญมีความใกลชิด หรือเกีย่วของกับราชัน้สูงในไฟลัมแอสโคไมโคตา และเบสิดโิอไมโค
ตา กลาวคือราในกลุม Imperfect fungi เมื่อมีการสรางโครงสรางสืบพันธุแบบอาศัยเพศจะ
จัดใหมาอยูในไฟลัมของราชั้นสูง ซ่ึงอาจจดัอยูในไฟลัมแอสโคไมซิส หรือเบสิดิโอไมซิส 
กลาวคือ จะมีการสรางเทเลโอมอรฟ (teleomorph) เปนโครงสรางของการสืบพันธุโดย
อาศัยเพศของราที่อยูในไฟลัมแอสโคไมซิส หรือเบสิดิโอไมซิสนั่นเอง 

 

รูปที่ 2.2  ลักษณะการเจริญของเสนใยราที่มีผนังกั้น (A) และลักษณะการเจริญของเสนใยราที่
ไมมีผนังกั้น (B) (Alexopoulos และคณะ , 1996) 
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ตารางที่ 2.1  พอลิเมอรที่สําคัญที่พบในผนังเซลลรา และใชในการจดัอนุกรมวิธาน 

กลุมอนุกรมวธิาน 
พอลิเมอรจําพวกเสนใย 

(fibrous polymer) 

พอลิเมอรที่คลายเจล 

(gel-like polymer) 

Basidiomycetes 

 

 

Ascomycetes 

 

 

Zygomycetes 

 

 

Chytridiomycetes 

 

Hyphochytridiomycetes 

 

 

Oomycetes 

 

chitin 

β-(1-3),β-(1-6)-Glucan 

 

chitin 

β-(1-3),β-(1-6)-Glucan 

 

chitin 

chitosan 

 

chitin 

 

chitin 

cellulose 

 

β-(1-3),β-(1-6)-Glucan 

 

xylomannoproteins 

α-(1-3)-Glucan 

 

galactomanoproteins 

α-(1-3)-Glucan 

 

pologlucuronic acid 

glucuronomanoproteins 

 

glucan 

 

glucan 

 

 

glucan 

cellulose 
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รูปที่ 2.3  ลักษณะของผนังกัน้เซลลราแบบตางๆ (Alexopoulos และคณะ , 1996) 

(A) ผนังกั้นแบบงายๆมีรูเปดเพยีงชองเดียว (a simple pore) มี Woronon bodies อุดชองได 

(B) ผนังมีรูเปดเล็กๆหลายชอง (micropores) พบในยีสตกลุม Saccharomycetes 

(C) ผนังกั้นแบบ doliopore septum เกิดจากปลายของผนังแตละดานยื่นมาพบกัน 

(D) ผนังที่มีโครงสรางคลายปลายลูกรอก (pulleywheel occlusion) พบในคลาสยอยของ 
เบสิดิโอไมซิส คือ Teliomycete 
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รูปที่ 2.4   สปอรที่สรางขึ้นจากการกระบวนการแบบไมอาศัยเพศแบบตางๆ  

 (A-D) สปอรที่มีเซลลเดี่ยวเรียกวา amerospore 

 (E-F) สปอรที่มีสองเซลลเรียกวา didymospore 

 (G-H) สปอรที่มีมากกวาสองเซลลมีผนังกั้นตามขวาง เรียกวา phragmospore 

 (I-J) สปอรที่มีผนังกั้นตามขวาง และตามยาว เรียกวา dictyospore 

 (M-N) สปอรที่มีรูปรางมวนงอ อาจมีหรือไมมีผนงักั้นก็ได เรียกวา helicospore 

 (O-P) สปอรที่มีรูปรางเปนแฉก อาจมีหรือไมมีผนังกั้นก็ได เรียกวา staurospore 
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รูปที่ 2.5  แอสโคสปอรแบบตางๆ ของราที่สรางขึ้นโดยกระบวนการที่อาศัยเพศ  

(A) สปอรที่มีเซลลเดียว, (B-E) สปอรที่มีสองเซลล, (F-G) สปอรที่มีจํานวนเซลลมากกวาสองเซลล 
มีผนังกั้นทางขวาง, (H) สปอรที่มีรองอยูตรงกลาง รูปรางคลายลูกรอก, (I) สปอรรูปรางคลายหมวก
, (J) สปอรที่มีรูปรางคลายดาวเสาร มีโครงสรางรูปวงแหวนลอมรอบ, (K) สปอรที่มีโครงสรางใส
คลายเมือกลอมรอบ, (L) สปอรเรียวยาวคลายเสนดาย, (M-T) สปอรสีเขม ผนังเรียบหรือขรุขระเปน
รู (pitted) หรือมีโครงสรางยื่นออกมาคลายหนาม อาจมีผนังกั้นทั้งตามยาว และตามขวาง 
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รูปที่ 2.6  ลักษณะภาพตดัทางขวางของแอสโคคารป หรือแอสโคมา (ascoma) แบบตางๆ 

 

รูปที่ 2.7  การพัฒนาแคลมพคอนเนคชัน และการเกิดเบสิดิโอสปอรบนเบสิเดียม  (A-F) 
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รูปที่ 2.8  ลักษณะโครงสรางสืบพันธุแบบไมอาศัย (conidial fructification) ชนิดตางๆ ซ่ึงพบในรา
ที่ไมสมบูรณ (Imperfect fungi)       

2.2 ราเอนโดไฟต 

 ราเอนโดไฟต (endophytic fungi) หมายถึง ราที่อาศัยอยูในเนื้อเยื่อของพืช ซ่ึงอาจอยูทั้ง
วงจรชีวิตหรือบางสวนของวงจรชีวิตกไ็ด โดยไมทําอันตรายตอเนื้อเยือ่พืช การอาศัยอยูในเนื้อเยื่อ
พืชอาจมีความสัมพันธกับพชือาศัยหลายแบบ เชน พึ่งพาซึ่งกันและกัน (mutualism), natural 
symbiont และ pathogen ถึงแมวา ราเอนโดไฟตบางชนดิเปนราที่กอใหเกิดโรคพืชแตในบางชวงจะ
พักตัวในเนื้อเยื่อของพืชอาศยัโดยไมทําใหแสดงอาการของโรค แตเมื่อพืชออนแอจะแสดงใหเกดิ
อาการของโรค (Peteini, 1986) ราเอนโดไฟตสวนใหญจดัอยูในไฟลัม Acomycota และ 
Deuteromycota วิธีการแยกเชื้อจะมีผลตอชนิดของราเอนโดไฟตที่มอียูในพืชอาศยัแตจะมีจํานวน
นอยที่จําเพาะตอพืชอาศัยซ่ึงมักจะเปนdominantในพืชชนดินั้น ราเอนโดไฟตจะจําเพาะในระดับ 
species ของพืชอาศัย แตสวนประกอบและความถี่ที่พบราจะเปลี่ยนแปลงไปตามสภาวะอากาศ และ
ความจําเพาะของแหลงที่อยู  

  



                                                                                                                

 

14 

 จากการศึกษาพบวาราเอนโดไฟตมักจะสรางเอนไซมที่จําเปนใน การรวมกลุมในเนื้อเยื่อ
พืชจากการศกึษาดวยเทคนิคไอโซไซม (isozyme) พบวาราเอนโดไฟตสวน ใหญจะสามารถใช
สวนประกอบของเซลลพืชและสามารถสรางสารที่มีประโยชนในทางเภสัชกรรม และอุตสาหกรรม  
(Petrini และคณะ, 1991 ) 

 

 
รูปที่ 2.9  ราเอนโดไฟตที่อาศัยในเนื้อเยื่อพืช 
 

 
ในป  1988  Bacon ไดรวบรวมรายงานถึงธรรมชาติและแนวทางที่จะใชเอนโดไฟตในการ

ปรับปรุงคุณภาพของหญา  ในแงการใชเปนตัวควบคุมโรคและแมลงทางชีวภาพเปนแบบใน
การศึกษากลไกในการกอใหเกิดความเครียด (stress)  เชนทนแลง  ทนรอนหรือทนตอการเขาทําลาย
ของโรค    เชน  Acremonium coenophilium  เปนราเอนโดไฟตในพืช  tall  fescue  จะทําใหพืชนี้
ทนตอการกัดกินของแมลงและสัตว  ราเอนโดไฟตที่สรางสารที่มีผลทางเภสัชกรรมกลุม ergot 
alkaloid เชน  Balansia  cyperi  อยูกับพืชพวก Cyperus  sp.  ราที่ทําใหพืชมีการเติบโตดี  ทรงพุม
แนนและเขียว  เชน  เชื้อ Aremonium  lolii  กับพืชลมลุก  ryegrass  ราที่ทําใหพืชทนแลงและรอน  
เชน  A. lolii  กับหญาเปนตน (Bacon, 1988) 

ในป 1977   Bacon ไดรายงานถึง ราเอนโดไฟต  Fusarium  monniliforme  ในขาวโพดและ
เปนราเอนโดไฟตในพืชตระกูลหญาที่ใชเล้ียงสัตวไดแก  tall  fescue (Festuca arundinacea) ซ่ึง
พบวาหญาที่มีเอนโดไฟตจะทนตอการทําลายของแมลง (Johnson และคณะ, 1985)   นอกจากนี้ยัง
ทนตอความแหงแลงแขงขันกับพืชอ่ืนไดดีและมีการเจริญเติบโตดี  โดยจะใหน้ําหนักแหงมากกวา
หญาที่ไมมีราเอนโดไฟต (Clay และคณะ, 1987) 
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2.3   การจัดกลุมราเอนโดไฟตในทางนิเวศวิทยา 
 เมื่อกลาวถึงราเอนโดไฟตโดยพ้ืนฐานแลวหมายถึง ราเอนโดไฟตของพืชตระกูลหญาซ่ึง
ไดแก Clavicep โดยมีความสัมพันธแบบ mutualism นอกจากนั้นยังสามารถแยกราเอนโดไฟตได
จากไมยืนตน ไมพุมและไมลมลุก ดังนั้นในป 1996  Strobel และคณะ จึงแบงราเอนโดไฟตในทาง
นิเวศวิทยาแบงเปน 2 กลุม ไดแก 

2.3.1   Clavicipitaceous  grass  endophyte 
          ราเอนโดไฟตที่อาศยัอยูในหญา  จดัเปนราในตระกูล (family)  Clavicipitaceae  โดย

การคนพบราเอนโดไฟตในกลุมนี้ เร่ิมตนจากการที่ในป  1999   Strobel  (Strobel และคณะ, 1999) 
พบราเอนโดไฟตในเมล็ดของหญาชนิดหนึง่  (Lolium  tumulentum  L.)  ซ่ึงเปนวชัพืชที่เกิดใน
แปลงธัญพืช  จากนัน้จึงมีรายงานการศกึษาอีกมากมายที่แสดงใหเหน็วารากลุมนี้มแีหลงที่อยูอาศยั
ในพืชอีกหลายชนิด ซ่ึงสวนใหญจะเปนหญา  ไดแก  หญาตระกูล Poaceae   หญาจาํพวกหญาแหว
หมู (Sedge) ตระกูล  Cyperaceae  และหญาทรงสูงชนิดหนึ่ง (Rush)  ตระกูล Jancaceae โดยมีหญา
กวา  80  สกุลและอีกหลาย รอยชนิดที่ราเอนโดไฟตอาศัยอยู 

 

 
 
รูปที่ 2.10   วงชีวิตของราเอนโดไฟตที่อาศัยอยูในหญา 
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2.3.2   Non-Clavicipitaceous  grass  endophyte 
           ราเอนโดไฟตที่อาศยัอยูในไมยืนตนหรือไมพุม      แตรวมราเอนโดไฟตในหญาที่

ไมใชตระกูล Clavicipitaceae ราเอนโดไฟตในกลุมนี้ไดแก ราในไฟลัมยอย Ascomycota, 
Deuteromycota,  Zygomycota  และ  Basidiomycota    

ราเอนโดไฟตของพืชตระกูลหญาเปนที่รูจักกันมานานกวา  70  ปแลว  แตการศึกษาราเอน
โดไฟตของไมยืนตนและไมพุมเพิ่งเริ่มเมื่อ  15  ปที่ผานมา  โดยเริ่มศึกษาจากตนสนพันธุยุโรป 
หลังจากนั้นมีรายงานที่รวบรวมรายชื่อของพืชที่มีราเอนโดไฟตเพื่อสรุปถึงการกระจายของราเอน
โดไฟตในอาณาจักรพืชและพบวาพืชที่มีเนื้อไม (woody plant) ไดแก พวกจิมโนสเปรม (สน) และ
แองจิโดสเปรม (พืชดอก) ทั้งหมดที่ถูกตรวจสอบมีราเอนโดไฟตอาศัยอยู  และพบวาราเอนโดไฟต
เหลานี้มีความหลากหลายทางชีวภาพสูง 

 
2.4   ความจําเพาะตอพืชใหอาศัยของเอนโดไฟต  

ราเอนโดไฟตจะจําเพาะตอเนื้อเยื่อบางชนดิ จากการศกึษาพบวาสามารถแยกราเอนโดไฟต
ไดหลายชนิดจากกานของสนยุโรป(Europeanconifer)ซ่ึงในสวนของใบจะไมคอยพบราเหลานั้นเลย 
จากการวิเคราะหความสัมพนัธระหวางพืชอาศัยและราเอนโดไฟตไดแสดงใหเห็นวาราเอนโดไฟต
มักจะจําเพาะที่ระดับ species จากการศึกษาราเอนโดไฟตของกิ่งสน Pinus  sylvestris และ Fagus  
sylvatica  (Carrol และคณะ, 1988) 

Petrini และ Fisher ไดศึกษาเกีย่วกับเอนโดไฟตของไซเลมและเปลือกของตน Quercus   
rober  และ  Salix   fragilis  โดยเปรียบเทยีบดูความจําเพาะของเชื้อรากับชนิดของพชืและตําแหนง
เนื้อเยื่อในแตละ  communities  พบวาราใน  Salix  สวนใหญเกือบทั้งหมดจะเปนราเอนโดไฟตที่
พบทั่วๆไปในพืชอ่ืน  ยกเวนเชื้อ  Phomopsis  salicira  จากตน Quercus ที่มีความจาํเพาะตอพืชให
อาศัยมากกวา  เชื้อราที่พบจะมีการกระจายสม่ําเสมอ (homologus)  ในตัวอยางที่นํามาศึกษา  กลุม
ของราในกิ่งของ Quercus   และ  S.  fragilis ชนิดที่เดนมีนอยมักจะพบทั้ง  2  พืช  ผลการวิเคราะห
แสดงใหเห็นวา  ในกิ่งทีแ่ตกออกไปนัน้มกีลุมของเอนโดไฟตตางชนดิกัน  แขนงของตน Quercus  
rober ที่เกบ็จากตําแหนงที่ออกในทิศตรงกันขามจะมเีอนโดไฟตที่เหมือนกนั ราเอนโดไฟตมี
ความจําเพาะตออวัยวะของพชืใหอาศัย  ขึน้กับการปรับตัวของราเอนโดไฟตเอง   ตอนิเวศวิทยา
ของจุลินทรียบริเวณนั้น  และสภาวะทางสรีระวิทยาบางอยางของอวยัวะนั้น (Petrini และ Fisher, 
1990) 

การพัฒนาของเอนโดไฟตทีม่ีความจําเพาะสงูกับพืชใหอาศัย  โดยในพชืใหอาศัยหนึ่งแยก
ไดเอนโดไฟตหลายสปชีสแตมีไมกี่สปชีสที่พบจํานวนมากพอ (จากจํานวนที่ taxa ทั้งหมดที่พบได
จากแบคทีเรียกับจํานวนสปชีสของเชื้อรา  50%)  จะไมพบรูปแบบที่แสดงวาชนิดของเนื้อเยื่อหรือ
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ตําแหนงทีแ่ยกเชื้อราจะคงที่ (consistant)  ประมาณ 10%  ของ taxa จะเปนชนดิที่พบเสมอ 
(dominant) (Kolattukudy, 1985) 
 
2.5   ความจําเพาะของเอนโดไฟตในแงการสรางเอนไซม 

ราเอนโดไฟตสามารถผลิตเอนไซมไดหลายชนิด เชน เอนไซมที่ยอยสลายผนังเซลลพืช 
เนื่องจากตองอาศัยวิธีการเดยีวกับรากอโรคพืชในการเขาสูเซลลของพืชอาศัย นอกจากนี้ยังพบวา 
Melanconium spp.สามารถผลิตเอนไซมที่มีความจําเพาะสูง ซ่ึงทําใหเปนที่สนใจในแงการผลิตพวก 
non- specific C4 esterase และ C8 esterase lipase ทั้งนี้จะพบใน  Melanconium มากกวา 88% และใน 
Apiognomonia  errabunda  ทุกไอโซเลต (Kolattukudy, 1985) 

จากรายงานการศึกษาเอนโดไฟตสวนใหญ     พบวารากลุมนี้จะสราง  pectinase, xylanase, 
lipolytic  enzyme, non-specific  peroxidase  และ  laccasees    นอกจากนี้ยังพบวาสามารถสราง
เอนไซม  cellulase, hemicellulase  ทั้งนี้จะจําเพาะกับพืชใหอาศัยบางชนิดหรือเฉพาะเนื้อเยื่อ  การ
ใชแปงจะจํากัดในไมกี่ชนิด  (Petrini และคณะ, 1991)         รวมทั้งราเอนโดไฟต  Atkinsonella  
hypoxylan  และ Balansia  epichloe   สามารถเจริญในหยดขี้ผ้ึงไดและมีการทํางานของ  protenase 
(White และคณะ, 1991)   นอกจากนั้นยังมีการศึกษาชีววิทยาของราเอนโดไฟต  Apiognomonia  
errbunda  และ  Melanconium  sp.  ที่คัดเลือกโดย  Seiber   ไดแสดงหลักฐานวาเอนโดไฟตนั้นมี
ความจําเพาะสูงตอการการทํางานของเอนไซม (Sieber และคณะ, 1991) 

นอกจากนี้ยังพบวาเอนโดไฟตที่แยกไดจาดพืชใหอาศัยเดียวกันจะมีการทํางานของ
เอนไซมเหมือนกัน (Leuchtmann และ คณะ, 1992)      ดังนั้นจึงเปนการยืนยันวาในราชนิดเดียวกัน
จะมีสายพันธุที่จําเพาะตอพืชใหอาศัย 

 
2.6   ประโยชนท่ีพืชไดรับจากราเอนโดไฟต  
 Carroll (1988) ไดทําการศึกษาและรวบรวมขอมูลเกี่ยวกบัประโยชนของพืชที่ไดรับจากรา
เอนโดไฟตไวดังนี ้

1.   สรางสารที่เปนพิษในพชืเพื่อปองกันการเขาทําลายของแมลง 
2. ชวยใหพืชสังเคราะหแสงไดมากขึ้น   โดยหญาที่มีราเอนโดไฟตจะยังคงมีการสงัเคราะห

แสงไดมากที่อุณหภูมิสูงเมื่อเปรียบเทียบกบัหญาที่ไมมีราเอนโดไฟต 
3.   ลดการเกิดราที่ทําใหเกดิโรคเนาหลังการเก็บเกีย่ว 
4.  ปองกันการกอโรคในพชื เชนราเอนโดไฟตที่พบในใบยาสูบไมสามารถทําใหเกดิอาการ
โรคจุดสีน้ําตาล   และยังพบอีกวาในตนกลาของยาสูบที่เพาะในเรือนเพาะชําจะไมพบรา
เอนโดไฟต  แตเมื่อนําไปปลกูในไรจะพบราเอนโดไฟตในใบยาสูบ  
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5.   ชวยยับยั้งการเขาทําลายของไสเดือนฝอย และทําใหพืชสามารถเจริญในระยะทีน่านกวา
และไมตองใชปุยมาก 

6.  การสรางฮอรโมนเรงการเจริญเติบโต เชน indo-3-acetic acid (IAA) และ cytokinin  ซ่ึง
เรงกระบวนการออกดอกของพืชใหอาศยั 

7. การสรางสารปฏิชีวนะ  เชือ้ราเอนโดไฟตหลายชนิดสรางสารปฏิชีวนะในขณะเพาะเลี้ยง   
ซ่ึงมีผลตอตานแบคทีเรียทีเ่ปนสาเหตุใหเกิดโรคในคนและพืช  

 
2.7    ปาเตง็รัง 
 ปาเต็งรัง (Dipterocarp  forest) คือปาผลัดใบประเภทหนึ่งที่ขึ้นไดดีทัง้ในพื้นที่ทีเ่ปนที่ราบ
ต่ําและจะพบที่มีความสูงจากระดับน้าํทะเลไมเกิน 1,000 เมตรโดยมีปาอีกชนดิหนึ่งที่มีลักษณะ
คลายกัน หรือบางครั้งอาจพบวาขึ้นอยูรวมกันเรียกวา ปาเบญจพรรณ( Deciduous  forest) มีลักษณะ
เปนปาดิบแลงที่ผลัดใบคลายปาเต็งรังแตโดยสวนใหญปาเบญจพรรณจะพบอยูที่ในระดับความสูง
ไมเกิน 800 เมตร จากระดับน้ําทะเล ปาเต็งรังที่ขึ้นอยูในพืน้ที่ที่ฤดูกาลแบงแยกคอนขางชัดเจน
ระหวางฤดูฝนกับฤดูแลง ปกติตองมีชวงแหงแลงจัดเกินกวา 4 เดือนตอป ดินตื้นกกัเก็บน้ําไดเลว
มาก ปริมาณน้าํฝนอยูในชวง 900 - 1,200 มิลลิเมตรตอป และเกิดไฟปาเกิดขึ้นเปนประจํา สังคมปา
ชนิดนี้เปนสังคมถาวรที่มีไฟปาเปนตวักําหนด (pyric climax community) หากไมมีไฟปาจะคงอยู
ไมได ปกติไฟปามักเกดิขึ้นชวงเดือนธันวาคมไปจนถึงเดือนมีนาคม ไฟเปนปจจัยสําคัญตอการจัด
โครงสราง การคงชนิดพันธุในสังคมและการสืบพันธุของไมในพืน้ที ่ 
 

2.7.1 แหลงที่พบและการกระจาย 
  ปาเต็งรังเปนปาผลัดใบ ฉะนัน้ลักษณะสําคญัในอันดับแรกของการจําแนกคือ การ
ผลัดใบของไมสวนใหญในทกุระดับชั้นเรือนยอด ลําดับตอไปในการจาํแนก ปาเต็งรังมีถ่ินกระจาย
โดยกวาง ซอนทับกันอยูกบัปาผสมผลัดใบแตอาจแคบกวาเล็กนอย ทั้งนี้เนื่องจากปจจัยกําหนดที่
เกี่ยวของกับความแหงแลง สังคมพืชชนิดนี้แทจริงแลวมีพบในประเทศแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต 
โดยเฉพาะประเทศไทย ลาว กัมพูชา  พมา และบางสวนของประเทศเวียดนามเทานั้น ในประเทศ
อินเดียอาจมีปาซาลที่มีลักษณะคลายคลึงกนักระจายอยูในบางสวน เฉพาะประเทศไทย มีปรากฏ
ตั้งแตจังหวัดเพชรบุรีขึ้นไปจนถึงเหนือสุดในจงัหวัดเชยีงราย ปาชนิดนี้เปนสังคมพืชเดนในทาง
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ สวนใหญปรากฏสลับกันไปกันปาผสมผลัดใบคือยดึครองในสวนทีพ่ื้นที่
มีความแหงแลงจัด กักเก็บน้าํไดไมดี เชน บนสันเนิน พื้นที่ราบที่เปนทรายจัด มีหนิบนผิวดนิมาก 
หรือ บนดินลูกรังที่มีช้ันของลูกรังตื้น มปีรากฏตั้งแตความสูงจากระดับน้ําทะเล 50 เมตร ขึ้นไป
จนถึง 1,000 เมตร 
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2.7.2 ระบบนิเวศของปาเต็งรัง 
  ระบบนิเวศของปาชนิดนี้มีลักษณะเดน เชนเดยีวกับปาผลัดใบในเขตรอนทั่วไป 

คือ มีพลังงานจากดวงอาทิตยพอเพยีงสําหรับพืชในการสรางอินทรียวตัถุ แตการสังเคราะหแสงและ
การหลั่งไหลของพลังงานมักถูกจํากัดในชวงฤดูแลง ผลผลิตในขั้นมูลฐาน และความหลากหลาย
ของชนิดพันธุ อาจนอยกวาสังคมพืชอ่ืนอยูบางเนื่องจากชวงฤดูการเตบิโตคอนขางสั้น สาเหตุจาก
ความแหงแลง ความสมบูรณของดินคอนขางต่ํา แตก็มไิดเปนปญหาที่สําคัญตอความสมบูรณของ
สังคม ผลผลิตสวนใหญเกดิขึ้นในชวงฤดูฝนเมื่อความชื้นในดนิมีเพยีงพอ การพักตัวของพืชสีเขยีว
เกิดขึ้นในฤดแูลงเมื่อน้ําในดนิขาดแคลน พันธุไมทุกชนดิผลัดใบทิ้งเพือ่ลดการคายน้าํและหยุดการ
เจริญเติบโต การเจริญเติบโตและการสืบพันธุของไมสวนใหญในสังคมนี้ขึ้นอยูกับความชื้น และ
คุณภาพของดนิ ปาชนิดนี้จะสมบูรณสุดเมื่อข้ึนอยูบนดนิประเภท sandy clay loam ที่คอนขางเปน
กรด จากรายงานมักปรากฏวาปาเต็งรังในลุมน้ําพองของภาคตะวันออกเฉียงเหนือ หมูไมทั่วไปมี
ลักษณะโปรง มีเรือนยอดปกคลุมประมาณรอยละ 60 มีความหนาแนนเฉลี่ยของตนประมาณ 496 
ตนตอเฮกแตร มีพื้นที่หนาตดัประมาณ 15.78 ตารางเมตรตอเฮกแตร จากการวิเคราะหขอมูลปาเต็ง
รังที่กระจายอยูในทางภาคเหนือของประเทศในสังคมยอยตางๆ ความหนาแนนตั้งแต 410 ตนตอ
เฮกแตรขึ้นไปจนถึง 602.50 ตนตอเฮกแตร พื้นทีห่นาตดัตั้งแต 10 -23.87 ตารางเมตรตอเฮกแตร 
คาที่ประเมินไดจากตนไมทีม่ีเสนผาศูนยกลางเพียงอก เกินกวา 4.5 เซนติเมตรขึ้นไปซึ่งถือวาผาน
พนการทําลายของไฟปา 
  พันธุไมในปาเต็งรังมีสภาพเชนเดียวกับปาผสมผลัดใบ ในการทดแทนขั้นทุติยภูมิทีเ่กิดขึ้น 
เมื่อปาชนิดนี้ถูกทําลายลงเปนไดหลายรูปแบบแลวแตกรณี หากการทาํลายที่เกิดจากการตัดไมขนาด
ใหญออกแตมไิดกระทําตอเนื่องจนไมเล็กและตอไมหมดไป จากพื้นที่ปาชนิดนีอ้าจฟนกลับได
โดยงายแตตองใชเวลาอันยาวนานจึงจะถึงสังคมถาวร สวนใหญมักมีลักษณะเปนปาชั้นที่สอง 
(secondary forest) คลายปาเต็งรังแคระอยูนาน ไมสวนใหญในสังคมนี้มีการแตกหนอไดดแีละ
ปรับตัวเพื่อการอยูรอดภายใตอิทธิพลของไฟปาไดด ี โดยเฉพาะเหยีง รัง พลวง และเต็ง รวมถึงไม
อ่ืน ๆ เกือบทุกชนิด ผลจากการทดลองตัดหมดและปลอยใหทดแทนตามธรรมชาติปรากฏวาปา
ชนิดนี้มกีารฟนตัวไดด ี
              ในพื้นที่ที่ถูกทาํลายอยางหนกัและตอเนื่องเปนเวลานาน มีไฟปาเกิดขึ้นอยางรุนแรงทุกป 
สังคมปาชนิดนี้อาจเปลี่ยนรูปไปจนมีลักษณะที่คลายปาทุง คือมีตนไมขึ้นหาง ๆ ผสมดวยหญาและ
พืชลมลุกที่คอนขางสูง ไมที่หลงเหลือและที่รุกลํ้าเขามาสวนใหญเปนไมหนามแสดงใหเห็นถึง
สภาพดินที่เลวลงแบะขาดน้ํา ไมที่พบเห็นไดเดนชัดเชน หนามเค็ด ตะขบปา ตะขบไทย และ
เล็บเหยีย่ว ปาเต็งรังคงสภาพอยูไดเนื่องจากไฟปา คือ เปนสังคมถาวรที่มีไฟปาเปนปจจยักําหนด 
หากมีการปองกันไฟปาตดิตอกันเปนเวลายาวนาน สังคมนี้จะเปลี่ยนไปสูสังคมพืชที่ช้ืนกวา คืสังคม
ปาผสมผลัดใบหรือตอไปถึงปาดงดิบแลง โดยเริ่มตนดวยการลดประสิทธิภาพการสืบพันธุของไม
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ดัชนีโดยเฉพาะเหยีง พลวง เต็ง รัง ทั้งนี้เนื่องจากเมล็ดของไมเหลานี้ไมสามารถตกถึงพื้นดินได การ
งอกของเมล็ดเปนไปอยางรวดเร็วหลังการตกและรากมกัแหงตาย กลาไมและไมขนาดกลางมัก
ออนแอลงและเมื่อไดรับแสงนอย เนื่องจากไมอ่ืนที่ขึ้นหนาแนนก็ตายไป สภาพดนิทีช้ื่นขึ้นอาจเปน
สาเหตุใหไมดชันีดังกลาวลมตายลงในที่สุดไมปาที่ชอบสภาพแวดลอมแบบใหมก็จะเขามาทดแทน  
            การเปลี่ยนแปลงโครงสรางของพันธุไมพบเห็นไดเดนชดัในรอบป หากพิจารณาตั้งแตปลาย
ฤดูฝนจากเดือนพฤศจิกายน พันธุไมเกือบทุกชนิด ไมวาไมขนาดเล็กหรือขนาดใหญเร่ิมมีการผลัด
ใบทิ้งเพื่อเตรียมตัวรับความแหงแลง ใบที่เคยเขียวสดก็เปลี่ยนเปนสีเหลือง แดง น้ําตาล แลวแตชนิด
พันธุ ประมาณเดือนธันวาคมก็เร่ิมรวงหลนลงสูดินพืชลมลุกบนพื้นปาแหงตาย การเปลี่ยนสีใบ
คอนขางเดนชดัมาก หากความหนาวเยน็ของอากาศเคลื่อนตัวลงมาอยางฉับพลัน ในชวงนี้ปาเต็งรัง
จะมีความงามเปนพิเศษ และสามารถแยกไดอยางเดนชัดจากปาชนดิอื่น ประมาณเดอืนมกราคม ถึง
กุมภาพนัธ ไฟปาก็เร่ิมขึ้น ความรุนแรงของไฟขึ้นอยูกับความหนาแนนของใบไมและหญาบนพื้น
ปา หลังจากชวงนี้เรือนยอดปาคงเหลือแตกิ่งกานและพื้นปาโลงเตียน ประมาณกลางเดือนมีนาคม
เปนตนไปพันธุไมในปาเต็งรังเริ่มออกดอกผลเพื่อการโปรยเมล็ดใหทนัตนฤดูฝนในชวงกลางเดือน
พฤษภาคม 
  ประมาณตนเดอืนพฤษภาคมอันเปนการเริม่ตนของฤดูกาลเจริญเติบโตของสังคมนี้ การ
โปรยเมล็ดของไมใหญเร่ิมขึน้ในตนฤดูฝน กอนพื้นปาจะรกทึบดวยพชืคลุมดิน พืชเหลานี้ทยอยกนั
งอกตั้งแตฝนแรกของฤดูกาล พืชคลุมดินที่ตองการแสงมากมักปรากฏกอนที่ใบไมในชั้นเรือนยอด
จะแตกใบออนและการเจรญิเติบโตแผคลุมพื้นที่เต็มที ่พืชเหลานี้มีการพัฒนาวงจรชีวิตใหส้ัน มีการ
เจริญเติบโตไดอยางรวดเร็วและถึงชวงการออกดอกผลไดในระยะสั้น บางชนิดที่โปรยเมล็ดอาจ
ตองรอเวลานานกอนที่จะสมบูรณและงอกได บางชนิดมเีมล็ดคาอยูบนตนจนสิ้นฤดูฝน ชนิดที่ชอบ
แสงมากขึ้นเดนนํากอนสวนชนิดที่ตองการแสงนอยจะทยอยขึ้นตดิตามมาเปนลําดับ กอใหเกิดฉาก
สลับกันไป (alternative phase) ในพื้นปา การเจริญเติบโตของไมใหญคอนขางมีอัตราที่สูงในชวง
หลังจากใบเจรญิเติบโตเต็มที่ อัตราการเติบโตลดลงอยางรวดเร็วเมื่อใกลส้ินฤดูฝนและมีการปรับ
สภาพทางสรีระวิทยาเพื่อเตรียมพรอมในการพักตัวตอไป โดยการผนัแปรในรูปของวัฏจักรเชนนี้
เกิดขึ้นเปนประจําทุกป 
  การปรับตัวเพือ่ความสัมพันธกับสภาวะการเกิดไฟปาของพันธุไมในปาเต็งรัง จะเห็นได
คอนขางชัดเจนในหลายประการ โดยเฉพาะการจดัชวงเวลาของการโปรยเมล็ดใหสัมพันธกับไฟปา 
พันธุไมที่มีเมล็ดบอบบางไมทนไฟมักเลือกชวงโปรยเมล็ดพันธุในชวงตนฤดูฝนหลังฤดูกาลของไฟ
ปา เมล็ดสามารถตกตองผิวดิน รากที่งอกมาใหม ๆ สามารถหยั่งลงดนิเพื่อรับความชื้นปองกันการ
แหงตาย สวนเมล็ดไมบางชนิดปรับตัวเพื่อผานฤดไูฟปาดวยมีเปลือกแข็งปองกนัความรอนไดดี    
ไฟปาอาจมีสวนชวยในการทําใหเปลือกสามารถดูดซับน้ําไดดีขึ้นในชวงการงอก เมล็ดไมกลุมนี้มกั
โปรยเมล็ดในชวงปลายฤดูฝนและตนฤดูรอน กลาของพันธุไมในปาเตง็รังสวนใหญมีความสามารถ
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ในการแตกหนอหลังไฟปาไดด ี (burned back phenomena) บางชนิดมีชวงแตกหนอเพื่อสรางความ
แข็งแรงของรากยาวนานถึง 15 ป การปองกันเนื้อเยื่อเจริญ (cambium) ดวยวิธีการมีเปลือกที่หนา
พรอมทั้งสวนนอกที่แข็งทนไฟและกันความรอนไดดีปรากฏในทุกชนิด สวนพืชลมลุกอาศัยการ
ตายของลําตนแตฝงหัวและรากที่มีตาเจริญเพื่อการแตกหนอกลับขึ้นมาใหมในชวงฤดฝูน 

 
2.8  ตัวอยางพืชในปาเตง็รังท่ีใชในการศึกษา 

2.8.1 ยางพลวง (Dipterocarpus  tuberculatus  Lin.) (รูปที่ 2.11(1))   
                            ไมตน สูงถึง 40  เมตร เปนไมผลัดใบเปลือกหนา รองลึก ใบใหญ ประมาณ 30-45 
×12-35 เซนติเมตร ใบรูปไข โคนใบหยกัเวาลึก แผนใบหนาเกลีย้ง ขอบใบเรียบหรือเปนคล่ืน ตาม
ธรรมชาติพบตามปาเต็งรัง และปาเบญจพรรรณทั่วไป 

2.8.2 สานหิ่ง  (Dillenia     parviflora   Griff) (รูปที่ 2.11.(2)) 
ไมผลัดใบสูง 10 - 30  เมตร เรือนยอดโปรง กิ่งหอยไมเปนระเบยีบ ใบยาวไดถึง

15– 25 เซนตเิมตร แตใบออนมักมีขนาดใหญมากอาจยาวถึง 100 เซนติเมตร รูปไขกลับ โคนใบ
แคบปลายใบปาน ใบแกมีขนหยาบๆเสนใบขางมี 22 – 35 คู กานใบยาว 1- 3.5 เซนติเมตร พองและ
แผออกโอบฐานของกิ่ง ดอกสีเหลือง ชอละ 2 – 7 ดอก  
  2.8.3 ตะขบปา (Flacourtia   indic  Merr.) (รูปที่ 2.11.(3)) 
   ไมพุม สูงประมาณ 12 เมตร เรือนยอดระเกะระกะ  กิ่งกานจะออนหอยลูลง เปลือก
ไมสีน้ําตาลออนมีหนามคมยาวออกเปนคูๆ ใบมีขนาดเล็ก ประมาณ 2.5 × 1.5 – 3  เซนติเมตร ใน
ระนาบ ใบออนมักมีสีแดง และเปลี่ยนเปนสีเขียวสด ใบเปนใบเดี่ยวออกจากกิ่งแบบสลับ โดยใบมี
รูปรางหลายแบบ ทั้งรูปขอบขนานรี รูปไข หรือรูป ไขกลับ มีดอกยอย 4 - 6 ดอก ดอกเล็กมีสีเขยีว
ออนเปนชอแบบกระจะ raceme ดอกจะออกที่ปลายยอด ดอกเพศผูและเพศเมียแยกกันอยูคนละตน 
เกสรตัวผูมีจํานวนมาก ดอกเพศเมยีมีกลีบเลี้ยงคลายดอกเพศผู ออกดอก เดือนมนีาคม – เมษายน 
ผลแบบ berry รูปกลมรี ผลสุกมีสีดํา – แดง พบกระจายทัว่ไปตามปาดบิแลง และปาเบญจพรรณ  

2.8.4 ชะมวง  (Garcinia   nigrolineata  Planch.) (รูปที่ 2.11(4)) 
  เปนตนไม ขนาดกลาง สูง 15 - 20 เมตร เรือนยอด เปนพุมรูปกรวยคว่ํา ทรงสูง 
แตกกิ่งชัน้เดยีว เปลือกนอก เรียบ สีน้ําตาลเขมเกือบดํา เปลือกใน สีชมพูถึงแดง มีน้ํายางสีเหลืองขุน
ไหลเยิ้มออกมาจากเปลือกตน ใบเดี่ยว ออกตรงกันขามเปนคู ๆ แตละคูเรียงตรงกันขามเปนมุมฉาก
ซ่ึงกันและกัน ใบรูปไขขอบขนาน ปลายใบและโคนใบแหลม ผิวใบเปนมัน เนื้อใบหนา ดอกเปน
ชอขนาดเล็ก กลีบดอกแข็ง หนา ขนาด 10 – 15  มิลลิเมตร แตกออกจากโคนใบและปลายกิ่ง ผลสด 
ทรงกลม ผิวเรียบมีรองรอยเปนพูบาง ๆ รอบผล ขนาดผล 2.5 - 3.0 เซนติเมตร 
 



                                                                                                                

 

22 

 
 
รูปที่ 2.11  ตัวอยางพืชในปาเต็งรังที่ใชในการศึกษา 

(1) ยางพลวง  (Dipterocarpus  tuberculatus  Roxb)  
(2) สานหิ่ง  (Dillenia     parviflora   Griff.) 
(3) ตะขบปา  (Flacourtia   indic  Merr.) 
(4) ชะมวง  (Garcinia   nigrolineata  Planch.) 
(5) ชิงชัน  (Dalbergia    oliveri  Gamble.) 
(6) รัง  (Shorea      siamensis   Miq.) 
(7) สานใบเล็ก  (Dillenia  ovata Wall. ex Hook. f. & Th..) 
(8) โมกเครือ  (Aganosma    marginata  G. Don.) 
(9) ไผ  (Bambusa arundinacea Willd.) 
(10)  เต็ง  (Shorea      obtusa   Wall.)  
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 2.8.5 ชิงชัน  (Dalbergia    oliveri  Gamble.) (รูปที่ 2.11( 5)) 
 ไมผลัดใบ สูง 20  เมตร ใบเล็กบาง แตมีเปลือกไมหนาสีน้ําตาลอมเทา ลอนเปน
แวน ๆ ใบประกอบรูปขนนก   เรียง สลับ ใบยอย  11 - 17 ใบ  รูปรีแกมรูปไข หรือเรียงเปนรูปขอบ
ขนานแกมรูปหอก   กวาง 1 - 4 เซนติเมตร  ยาว 4 - 8  เซนติเมตร โคนใบมนกลมหรือสอบเปนรูป
ล่ิมกวาง ๆ และปลายมนทู และหยกัเวาเล็กนอย ทองใบสีจางกวาหลังใบ  ดอกเล็กสีขาวแกมมวง 
เกิดบนชอดอกเชิงประกอบตามปลายกิ่ง ดอกจะเกดิพรอมกับการผลิใบใหม  ผลเปนฝกแบน ๆ ยาว
รี รูปขอบขนาน หวัทายแหลม กวาง 3 - 3.5  เซนติเมตร ยาว 8 - 17  เซนติเมตร แตละฝกม ี 3 เมล็ด 
ขึ้นอยูตามปาเบญจพรรณทั่วไป ในพืน้ที่ทีม่ีความสูงใกลกับระดับน้ําทะเล จนถึง 500  เมตร 

2.8.6 รัง (Shorea      siamensis   Miq.) (รูปที่ 2.11(6)) 
  ผลัดใบ สูง 15  -  20 เมตร เปลือกลําตนสีเทา แตกเปนรองลึกตามความยาวลําตน 
ใบเดีย่วเรยีงสลับ แผนใบ รูปไข กวาง 7 - 12  เซนติเมตร ยาว10 - 20  เซนติเมตร ปลายใบมนโคน
ใบหยกัเวา ดอกสีเหลือง กล่ินหอมออน ออกรวมกนัเปนชอ ผลแหลมรูปกระสวย มีปกยาว 3 ปก 
ปกสั้น 2 ปก ขึ้นในปาเบญจพรรณแลง และปาเต็งรังทั่วไป ขึ้นปะปนกับไมเต็งอยูในพื้นที่สูงจาก
ระดับน้ําทะเล  500  -  1,000  เมตร มีความ ทนทานตอความแหงแลง ทนไฟไดดีมาก  

2.8.7 สานใบเล็ก  (Dillenia  ovata Wall. ex Hook. f. & Th.) (รูปที่ 2.11(7)) 
  ไมตน ผลัดใบ สูง 8–30 เมตร เปลือกสีน้ําตาลเทา ถึงสีน้ําตาลแกมแดง เรียบ หรือ
แตกเปนสะเกด็ เปลือกในสชีมพู ใบเดี่ยว เรียงเวียนสลับ แผนใบรูปไขถึงรูปขอบขนานแกมรูปไข 
กวาง 7 – 11.5  เซนติเมตร ยาว 11.5 – 18.5  เซนติเมตร ปลายใบมนหรือเวาเล็กนอย โคนใบมนกวาง 
บางครั้งเบี้ยว ขอบใบหยกั หลังใบมีขนนุม ทองใบมีขนสาก เสนแขนงใบ 17 – 21 คู ปลายเสนคลาย
กับโผลพนขอบใบ กานใบยาว 2.5 – 3  เซนติเมตร มีขนนุม ดอกสีเหลืองสด ออกเปนชอตามปลาย
กิ่ง เสนผานศนูยกลาง 5 – 6  เซนติเมตร ผลคอนขางกลม มีกลีบเลี้ยงหนาอุมน้ําซอนทับหุมผล 
ขนาดเสนผานศูนยกลาง  3 – 6  เซนติเมตร เมื่อแกสุกสีเหลือง เมล็ดขนาดเล็ก มีจํานวนมาก มีการ
กระจายพันธุทัว่ไปในปาดิบแลง ปาเบญจพรรณ ปาเต็งรัง และทุงหญา ทั่วทุกภาคของประเทศ และ
ภูมิภาคเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต ที่ความสูงตั้งแตระดับทะเลปานกลางถึง 1,200 เมตรเนื้อไมใชทํา
กระดาน เครือ่งตกแตงบาน ผลสุกรับประทานได น้ําตมเปลือกตนปรุงเปนยาฝาดสมานและแก
ทองเสีย กลีบเลี้ยงผลมีรสเปรี้ยว ใชปรุงรสอาหาร 

2.8.8 โมกเครือ  (Aganosma    marginata  G. Don) (รูปที่ 2.11(8)) 
  ไมเถาเลื้อย เนือ้แข็ง มีน้ํายางขาว ใบเดี่ยวออกตรงขาม ตัวใบรูปขอบขนาน ผิวใบ
ดานบนเกลี้ยงมัน หรือมีขนประปราย ดานลางมีขนสั้นๆ ชอดอกออกตามปลายยอด หรือตามซอก
ใบ ดอกรูปกรวย ปลายแยก 5 แฉก สีขาว ผลเปนฝกยาว ออกเปนคู ฝกแกจะแตก 2 ซีก มีเมล็ดรูป
ขอบขนาน ปลายดานหนึ่งมขีนยาวมีขาว จํานวนมาก พบตามปาละเมาะ ปาเบญจพรรณ เรือกสวน 
ชอบที่รมชุมชื้น เปนพืชสมนุไพรที่มีคุณสมบัติเปนยาระบายออนๆ และขับปสสาวะ  
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2.8.9 ไผ  (Bambusa arundinacea Willd.) (รูปที่ 2.11(9)) 
  ไผปาเปนไผขนาดใหญ กอแนน มหีนาม และมีแขนงรกแนน โดยเฉพาะตรง
บริเวณโคนลํา สูงประมาณ 10-24 เซนติเมตร มีเสนผาศูนยกลางประมาณ 15 - 18 เซนติเมตร ปลอง
ยาวประมาณ 20 - 40 เซนติเมตร เนื้อหนา 1 - 5 เซนติเมตร ลําออนมีสีเขียว ลําแกจะมีสีเขียวเหลือง 
ขอมีลักษณะบวมเล็กนอย รูกระบอกเล็ก กาบหุมลําลักษณะแข็งเหมอืนหนัง รวงหลุดไดงาย ยาว 30 
- 40 เซนติเมตร กวาง 20 -30  เซนติเมตร ตอนปลายกลม ขอบเรียบและมีขนสีทอง ลําใหญกวาง 
กระจับกาบหุมลําแคบ ใบยอดกาบเปนรูปสามเหลี่ยม 
 2.8.10 เต็ง  (Shorea     obtusa   Wall.) (รูปที่ 2.11(10)) 
  เต็งเปนไมตน ผลัดใบ สูง 15 – 30 เมตร เรือนยอดเปนพุมกวาง ลําตนมักไมคอย
ตรง เปลือกสีน้ําตาลเทา แตกรองและเปนสะเก็ดหนา มกัตกชันสีเหลืองขุน เปลือกในสีน้ําตาลแกม
เหลือง ใบ เดีย่ว เรียงสลับ รูปขอบขนาน แผนใบรูปรีแกมรูปขอบขนาน ถึงรูปไขกลับ กวาง 5 – 7 
เซนติเมตร ยาว 10 – 16  เซนติเมตร โคนใบและปลายใบมน ผิวใบมีขนสั้นสากมือ ถึงคอนขาง
เกลี้ยง เสนแขนงใบ 15 – 20 คู กานใบยาว 1 – 1.5  เซนติเมตร ดอกสีขาวนวล ออกเปนชอตามปลาย
กิ่ง  ผล กลมรี ถึงรูปไข กวางประมาณ  0.8  เซนติเมตร ยาวประมาณ  1  เซนติเมตร มปีกยาว  3  ปก 
และปกสั้น  2  ปก เต็งมีการกระจายพันธุเปนกลุมใหญ ในปาเต็งรัง และปาเบญจพรรณ ดินลูกรัง 
และเขาหนิทรายทั่วทกุภาคของประเทศ ทีค่วามสูงจากระดับทะเลปานกลาง 150 – 1,300  เมตร ใน
ตางประเทศพบที่พมา ลาว กัมพูชา และเวียดนาม ออกดอกเดือนกุมภาพันธ – พฤษภาคม ผลแก
เดือนเมษายน – กรกฎาคม เนื้อไมสีน้ําตาลออนถึงน้ําตาลแกมแดง ใชกอสรางไดแข็งแรงทนทาน 
เชน เสา รอด ตง ขื่อ กระดานพื้น ไมหมอนรถไฟ เปลือกใชเปนยาสมานแผล หามเลือด รักษาแผล
เร้ือรัง แผลพุพอง ชันใชผสมน้ํามันทาไม และยาแนวเรือ 
  
2.9    การศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของราเอนโดไฟตในประเทศไทย 
 ในป 1999 Rarunee และคณะ ไดศึกษาพืชพื้นบานของประเทศไทย พบราเอนโดไฟต 200 
ชนิด โดยราสวนใหญเจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือ Shellfish Waste Agar ไดดี มีเพยีง 15 เปอรเซ็นต
เทานั้นที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือดังกลาวได อาหารเลี้ยงเชื้อนี้เหมาะตอการเจริญของ และการสราง
เสนใยของราเอนโดไฟต โดยเฉพาะกลุม Xylariaceous  และ  Collectotricum spp. พบการสราง 
anamorph บนอาหารดังกลาว 

 Chareprasert และคณะ (2006) ศึกษาราเอนโดไฟตราเอนโดไฟตจากตนสัก และจามจุรี
โดย พบ Phomopsis sp. มากที่สุดนอกจากนีย้ังพบ Schizophyllum commune ซ่ึงจัดอยูในกลุม 
Basidiomycetes ดวย 

 Photita และคณะ (2001) ศึกษาราเอนโดไฟตในกลวยปา (Musa   acuminata) ที่อุทยาน
แหงชาติดอยสเุทพ-ปุย พบรา 61 ชนิดในสวนตางๆของพชื ราที่พบไดแก  ราในกลุม Xylariaceous, 
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Dactrylaria  sp., Collectotricum spp. สวนราที่พบมากที่สุดในการศึกษาครั้งนี้คือ Deightoneilla 
torulosa 

Lumyong และคณะ (2000) ใชเทคนคิทางชีววิทยาโมเลกุลในการจําแนกราเอนโดไฟต 
Guignardia  sp.MK 3 พบวามีความสัมพันธใกลชิดกับ   Guignardia atmcola  โดยดจูากการเรียงตัว
ของ 18s rDNA  

Mekkamol และคณะ (2000) ศึกษาการจําแนกและระบบนิเวศของเชื้อราเอนโดไฟตของตน
สัก Tectona   grandis L. ที่จังหวดัเชยีงใหม ราเอนโดไฟตที่พบในใบแกที่ไดจากปาธรรมชาติและ
ปาปลูกไมมีความแตกตางกนั จากการเปรียบเทียบ 
 Cheeptham และคณะ (1999) แยกราเอนโดไฟตจากไมพื้นบานเพื่อหาสารปฏิชีวนะยับยั้ง
เชื้อรา (antifungal antibiotic) โดยนําราทีแ่ยกได 108 สายพันธุ เล้ียงในอาหาร 4 ชนิด จากนัน้จึง
นํามาทดสอบการยับยั้งการเจริญของยีสต Saccharomyces   cerevisiae จํานวน 3 สายพันธุ 

Pongputthachart และคณะ (1999) ไดศึกษาเชื้อราเอนโดไฟตจากใบ และกิ่งของตนกอ 
Castanopsis   acuminatissima โดยเก็บตวัอยาง 5 บริเวณจากอุทยานแหงชาติดอยสเุทพ-ปุย จังหวดั
เชียงใหมจํานวน 4,500 ตัวอยาง ตัวอยางตนกอ 50 ตน ผลการทดลองพบเชื้อราเอนโดไฟต 38 สกุล 
68 ชนิด สวนใหญเปนราในกลุม Xylariaceae, Coelomycetes, Hyphomycetes และ Mycelia  
Sterilia  

Lumyong และ Lumyong (1999) ศกึษาราเอนโดไฟตทีแ่ยกจากใบ และกิ่งของตนอบเชย 
Cinnamomum   iners จํานวน 6 ตน บนดอยสุเทพ จังหวัดเชยีงใหม ซ่ึงสูงกวาระดบัน้ําทะเล 1,000 
เมตรโดยทําการเปรียบเทียบระหวาง 2 ฤดูในป ค.ศ. 1998 พบราทั้งหมด 20 ชนดิ สวนใหญเปน 
Ascomycotina และ Deuteromycotina เชื้อราที่พบเปนจํานวนมาก ไดแก Xylariaceous, 
Collectotricum spp., Mycelia sterilia และ Phomopsis spp. สวนเชื้อราชนดิอื่นที่พบไดแก 
Guignardia  sp., Thermomyces, Sporomella และ Beltramia sp. 

Norkeaw และ Lumyong (1999) ศึกษาประสิทธิภาพของเอนไซม xylanase, cellulase และ 
mannaase จากราเอนโดไฟตที่แยกพืชสมุนไพร 6 ชนดิ ไดแก Hibicus sabdariffa, Barleria 
luputinia, Rhinacanthus  nasutus, Vitex  trifolia, Cinchona  succirubra  ที่อุทยานแหงชาตดิอย     
สุเทพ-ปุย จังหวัดเชียงใหม สามารถแยกเชื้อราจากพืชทัง้ 6 ชนิดไดจํานวน 13, 8, 8, 10, 11 และ 7 
ตามลําดับ 

Pimolsri และ Lumyong (1999) ตรวจสอบหาสารบยับยั้งเชื้อรา (antifungal activity) จากรา
เอนโดไฟตจํานวน 148 สายพันธุ พบรา 25 สายพันธุสามารถยับยั้งการเจริญของราสาเหตุโรคพืช รา
ดังกลาวจําแนกเปน Xylaria  sp. และ Fusarium  sp. จํานวน 23 และ 2 สายพันธุ ตามลําดับ 
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Techa และคณะ (1999) แยกเชื้อราเอนโดไฟตจากใบและกิ่งของปาลม 2 ชนิด ไดแก 
Calamus  kerrianus และ Wallihia   caryotoides  ราที่พบสวนใหญ ไดแก Phomopsis  sp., Xylaria 
sp., Collectotrichum  sp., Pestalotiosis  sp., Guignardia  sp. และ Mycelia  sterilia 
 
2.10  การศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพสารทุติยภมิูท่ีผลิตจากราเอนโดไฟต 
  ราเอนโดไฟตสามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดหลากหลาย จากงานวจิยั
ตางๆฤทธิ์ทางชีวภาพที่มกีารศึกษากนัมากสามารถแยกได 3 ประเภทได ฤทธิ์ตานเชื้อจุลินทรีย, 
ฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็ง และฤทธิ์ทางชีวภาพอื่นๆ เชน ยับยั้งการเจริญของไวรัส, ยับยัง้การเจริญของ
ไสเดือนฝอย, ฤทธิ์ในการฆาแมลงได 
 

2.10.1 ฤทธิ์ตานเชื้อจุลินทรีย (antimicrobial  agents) 
Wang และคณะ (2007) ศึกษาราเอนโดไฟต Cladosporium sp. ที่แยกไดจาก 

Quercus  variabilis  สามารถสาร Brefeldin A ซ่ึงมีฤทธิ์ยับยั้ง  Candida  albicans ไดสูง 
 Chareprasert และคณะ (2006) ศึกษาราเอนโดไฟตราเอนโดไฟตจากตนสัก และ

จามจุรีโดยมีราเอนโดไฟต 37 ไอโซเลตสามารถยับยั้งจุลินทรียทดสอบ ไดแก Bacillus  subtilis, 
Escherichia coli, Staphylococcus  aureus และ Candida  albicans   

Li และคณะ (2005) ไดแยกราเอนโดไฟตจากพืชสมุนไพรของจีนทั้งหมด 12 ชนิด 
ไดราเอนโดไฟตทั้งหมด 130 ไอโซเลต โดยเชื้อราสวนใหญสามารถยับยั้งการเจริญของรากอโรค
ในคนได 

Liu และคณะ (2004) ไดแยกราเอนโดไฟต Aspergillus  fumigatus CY018 ซ่ึง
สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม 2 ชนิด ไดแก Asperfumoid (1) และ Asperfumin 
(2) โดยไดแยกราดังกลาวจาก Cynodon  dactylon สารทั้ง 2 ชนิดสามารถยับยั้งการเจริญของรากอ
โรคในคน  Candida  albicans ได 

Isaka และคณะ (2001) ไดพบ xanthone dimers ใหม ทีส่กัดไดจากราเอนโดไฟต 
Phomopsis sp. BCC 1323 จากการทดลองในหลอดทดลองพบวามีฤทธิ์ยับยั้งเชือ้มาลาเรีย และมี
ฤทธิ์ยับยั้งวณัโรคและมีฤทธิ์ทําลายเซลลมะเร็งไดอีกดวย  
  Zou และคณะ (2000) ไดแยกราเอนโดไฟต Colletotrichum  gloeosporioides จาก
ตน  Artemisia  mongolica  ซ่ึงสามารถผลิตสาร collectotric acid ที่มีฤทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของ
Bacillus  subtilis, Staphyllococcus  aureus, Sarcina  lutea และ Helminthosporium  sativum และ 
Chlorella  fusca ดวยวิธี agar diffusion 
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Brandy และคณะ (2000) ไดแยกราเอนโดไฟต  Fusarium sp. จากตน Selaginella  
pallescens  ซ่ึงสามารถผลิตสารในกลุม Pentaketide ชนิดใหม ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญ 
Candida  albicans โดยเกิดวงใสขนาดเสนผานศูนยกลาง 19-24 มิลลิเมตร 
  Strobel และคณะ (1999) ไดแยกราเอนโดไฟต Cryptosporiopsis cf. quercina จาก
Tripterigeum  wilfordii ซ่ึงสามารถผลิตสาร Crytocandin ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญCandida 
albicans โดยมีคา MIC อยูในชวง 0.03-0.07 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และสามารถยับยั้งการเจริญ
ของราโรคพืชหลายชนิด 

Munday-Finch และคณะ (1998) ไดแยกราเอนโดไฟต Neotyphodium  lolli จากใบ
Lotium  perenne ซ่ึงสามารถผลิต indole-diterpenoids ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย
หลายชนิด 
  Horn และคณะ (1995) ไดแยกราเอนโดไฟต Phomopsis sp. จากใบของ Salix  
gracilostyla  var. melanostachys ซ่ึงสามารถผลิต Phomopsichalasin จากการศึกษาโครงสรางสาร
ดวยเทคนิคทางสเปกโทรสโกป พบวาอยูในกลุมของ Cytochalasin ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญ
ของBacillus  subtilis, Salmonella gallinarum, Staphylococcus  aureus และCandida  tropicalisได 

 
 

2.10.2 ฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็ง (anticancer  agents) 
 ปจจุบันการศึกษาสารออกฤทธิ์ในการยับยัง้การเจริญของเซลลมะเร็งกําลังเปนที่

นาสนใจ เนือ่งจากสถิติผูปวยโรคมะเร็งชนิดตางๆของประชากรโลกมีมากขึ้นทุกป ยาที่ใชในการ
รักษามีราคาสูง และมีผลขางเคียงตอผูปวย ดังนั้นสารสกัดจากธรรมชาติที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการ
เจริญของเซลลมะเร็งจึงเปนสิ่งที่ถูกใหความสนใจมากขึน้ สําหรับรายงานการศกึษาสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพทีม่ีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเซลลมะเร็งผลิตโดยราเอนโดไฟตมดีังนี ้

 Kasettrathat และคณะ (2008) ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการเจริญของ
เซลลมะเร็งจากราเอนโดไฟต Nodulisporium sp. พบวาสามารถผลิต  Nodulisporacid  A ที่มีฤทธิ์
ยับยั้งการเจรญิของเซลลมะเร็งไดถึง หลายชนิด ไดแก HuCCA-1, KB, HeLa, T47D, HCC-S102 
และ HL-60  

Amal และคณะ (2008) ไดผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากราเอนโดไฟต 
Ampelomyces  sp. ซ่ึงแยกไดจากตน Urospermum   picroides มีฤทธิ์ตอเซลลมะเร็งตอมน้ําเหลือง
ของหนู โดยมคีา EC50 เทากับ 0.2–7.3 μg/ml.  
  Yoshihito และคณะ (2008) ศึกษาราเอนโดไฟต  Neonectria  ramulariae 
Wollenw KS-246 ซ่ึงสามารถผลิตสาร Pyrrospirones A and B ซ่ึงมีฤทธิ์ในการชักนําใหเกดิ         
อะพอบโทซิสกับเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Promyelocytic  leukemia HL-60 cells)  



                                                                                                                

 

28 

Li และคณะ (2005) แยกราเอนโดไฟตจากพืชสมุนไพรในประเทศจีน จากนั้นนํา
สวนสกัดมาทดสอบการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (BGC - 823) พบวาเชื้อรา     
9.2 เปอรเซ็นตสามารถสรางสารยับยั้งเซลลมะเร็งดังกลาวได 

Wang และคณะ (2002) แยกราเอนโดไฟต 2 ชนดิไดแก Paecilomyces sp. และ 
Aspergillus   clavatus  จากตน Taxus  mairei  สามารถสรางสาร Brefeldin A ซ่ึงมีคุณสมบัติในการ
ยับยั้งเซลลมะเร็งไดหลายชนดิ 

Wagenaar และคณะ (2001) ศึกษาราเอนโดไฟต Phomopsis longicola จากตน 
Dicerandra    frutescens ซ่ึงสามารถผลิต Dicerandrols A, Dicerandrols B และ Dicerandrols C ที่
มีฤทธิ์ในการยบัยั้งการเจริญของ Staphyllococcus   aureus และ Bacillus   subtilis และยังมีผล
ยับยั้งการเจรญิของเซลลมะเร็ง 2 ชนิด ไดแก A549 และ HCT-116  
  Stierle และคณะ (1999) แยกราเอนโดไฟต   Aspergillus  parasiticus จากตน 

Sequoia sempavirens  ซ่ึงสามารถผลิตสาร Sequoiatones A และ  Sequoiatones B  (รูปที่ 2..6) 
 Strobel และคณะ (1996) สามารถสกัด Taxol (รูปที่ 2..6) จาก Pestalotiopsis 
microspora ราเอนโดไฟตภายในเปลือกของกาน Himalayan yew  (Taxus wallachiana)  ซ่ึงเปน
สารที่พบไดจากพืชในสปชีส  Taxus และเปนการคนพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนดิใหมที่มีฤทธิ์
ในการยับยั้งเซลลมะเร็ง 
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รูปที่ 2.12  โครงสรางทางเคมีของ Taxol  (A), โครงสรางทางเคมีของ Sequoiatones A (C), 
โครงสรางทางเคมีของ Sequoiatones B  (B), โครงสรางทางเคมีของ Brefeldin A (D) 
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2.10.3 ฤทธิ์ทางชีวภาพอื่นๆ 

 ราเอนโดไฟตสามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดหลากหลาย นอกจากฤทธิ์
ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย และยับยั้งการเจรญิของเซลลมะเร็งแลว ยังสามารถสรางสาร
ยับยั้งการเจรญิของไวรัส, ฤทธิ์ในการกดภูมิคุมกัน, สารตานอนุมูลอิสระ โดย Rukachaisirikul และ
คณะ (2007) ไดศึกษาราเอนโดไฟต Phomopsis sp.  PSU-D15 ซ่ึงสามารถผลิตสาร phomoenamide 
(1) และ  phomonitroester (2) ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุวณัโรค  
Mycobacterium tuberculosis H37Ra.  ในป 2000 Guo และคณะ แยกราเอนโดไฟต Cytonaema  sp.
ไดจากตนโอค  (Quercus  sp.)  สารที่ไดคือ Cytonic acids A และ Cytonic acids B (รูปที่ 2.13) จะมี
ฤทธิ์ตานเชื้อไวรัส human cytomegalovirus (hCMV) ที่เปนเชื้อไวรัสที่กอโรคในคนได โดยเปน
ผลิตภัณฑธรรมชาติที่สกัดไดมาจากการหมักแบบอาหารแข็ง (solid - state)  และ ในป 2002 Strobel  
และคณะ  แยก ราเอนโดไฟต Pestalotiopsis  microspora  ที่แยกไดจากตน Terminalia  morobensis 
ซ่ึงเปนพืชที่อยูในปาฝนเขตรอน ทางตอนเหนือของประเทศปาปวนวิกินีสามารถสรางสารในกลุม 
Isobensofuranone   คือ  Isopestacin  (รูปที่ 2.13)  โดยสารนี้นอกจากจะมีฤทธิ์ในการตานจุลินทรีย
จําพวกราและแบคทีเรียแลว  ยังพบวามีฤทธ์ิตานการเกดิกระบวนการออกซิเดชัน  โดยจะไปจับกบั
อนุมูลอิสระซึ่งเปนสาเหตุของการเกิดเซลลมะเร็งไดอีกดวย ในป 1995 Lee และคณะ ไดแยกราเอน
โดไฟต Fusarium subglutinans จากไมเถาของตน Taxus  wifordii ซ่ึงสามารถผลิต Subglutinol A 
และ Subglutinol B (รูปที่ 2.13)  ที่มีฤทธิ์ในการทําใหเกิด Immunosuppression  หรือการปองกนั
หรือลดผลตอบภูมิคุมกัน เชน   antimetabolites, antitymphocyteserum  และ specific antibody ในป 
1992  Powell  และ Petroski ไดศึกษาราเอนโดไฟต  Neotyphodium  coenophialum  และ 
Clavicaeps  purpurea ที่อาศัยอยูในตน Festusa  arundinacea  และ Zizinia  aquqtica สามารถสราง
สารในกลุมของอัลคาลอยด  เชน  Ergot  alkaloid (รูปที่ 2.13) โดยสารชนิดนี้จะมีฤทธิ์เปนพิษตอ
เนื้อเยื่อประสาทของแมลงและสัตวเล้ียงลูกดวยนม 
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รูปที่ 2.13  โครงสรางทางเคมีของ Cytonic acid A และ Cytonic acid B (A),โครงสรางทางเคมีของ 
Subglutinol A (B), โครงสรางทางเคมีของ Isopestacin (C), โครงสรางทางเคมีของ Ergot  alkaloid 
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2.11 อะพ็อบโทซิส 

 Kerr JER (1965) ไดสังเกตปฏิกิริยาของเซลลตับหนูที่เกิด isochemic  injury และพบ
ปรากฏการณจบชีวิตหรือตายของเซลลที่มีความแตกตางกัน 2 ลักษณะ คือ necrosis และ apoptosis 
ปรากฏการณ  necrosis นั้นเซลลจะบวมขึ้น ผนังเซลลจะสูญเสียหนาที่ และ นวิเคลียสบวมขึ้น เซลล
จะเกิดการแตกสลายทําใหเอนไซมภายในเซลลไหลออกมาจากเซลล และมีปฏิกิริยาทําอันตรายกับ
เซลล และเนื้อเยื่อขางเคียง กอใหเกิดการอักเสบบริเวณ สวนปรากฏการณ apoptosis นั้นเซลลจะ
เหี่ยวฝอ นวิเคลียสจะหดและฝอลง และถูกจับกนิโดย phagocytes ซ่ึงไมทําปฏิกิริยาที่เปนอันตราย
กับเซลล และเนื้อเยื่อขางเคยีง  apoptosis เปนภาษากรกี หมายถึง falling  off  มีการใชคําวา 
“apoptosis” และ “ program cell death” (PCD) อยางสบัสน ที่แทจรงิแลว อะพ็อบโทซิสเปนสวน
หนึ่งของปรากฏการณ PDC  โดย PDC เปนนิยามการจบชีวิตของเซลล หรือส่ิงมีชีวิต ที่ถูกกําหนด
ขึ้นจากสารพนัธุกรรม เชนเดียวกับการกําหนดใหมีลายนิ้วมือ แตอะพ็อบโทซิสนั้นเปนการจบชวีิต
ของเซลลเนื่องจากการไดรับอันตราย ซ่ึงช่ือวามีความรนุแรงไมมาก ทําใหเซลลตองจบชีวิตลงหรอื
เขาสู PDC เร็วกวาที่ควรจะเปนตามธรรมชาติ ในขณะที่ necrosis เปนการจบชีวิตของเซลล 
เนื่องจากการที่เซลลไดรับอันตรายอยางรนุแรง ปรากฏการณอะพอ็บโทซิสไดรับความสนใจเปน
อยางมาก           โดยปรากฏการณนี้พบไดมากในโรคเอดส, โรคอัลไซเมอร, โรคพารคินสัน ซ่ึงเปน 
neurodegenerative disorders เปนตน (ตารางที่ 2.2) เชื่อวาการที่เซลลเกิดอะพ็อบโทซิสหรือเขาสู 
PCD กอนเวลาอันสมควรเนือ่งมาจากเหตผุลดังตอไปนี้ 

1. เนื่องจากเซลลถูกสรางขึ้นเกินความจําเปน เชนในชวงระหวางเกิด embryogenesis  

2. เนื่องจากเซลลสูญเสียหนาทีห่รือไมมีความจําเปนตอส่ิงมีชีวิตนั้นๆ ตอไป เชนในขณะที่
เกิด metamorphopsis 

3. เนื่องจากเซลลนั้นเกดิการเปลี่ยนแปลง และเปนอันตรายตอส่ิงมีชีวิตนั้นๆ เชนเซลลที่
ไดรับอันตรายจากการสารกมัมันตรังสี, การติดเชื้อ เปนตน โดยทีก่อใหเกิดอนัตรายกับ
สารพันธุกรรม (ตารางที่ 2.3) 

 จากตารางที่ 2.2 จะเห็นไดวาโรคมะเร็งเปนโรคที่กดปรากฏการณอะพ็อบโทซิส หรือกลาว
อีกนัยหนึ่งวาโรคมะเร็งทําใหเซลลเขาสู PCD (เกดิอะพอ็บโทซิส) ไดนอยลง งานวจิัยนีจ้ึงศึกษาเพื่อ
คนหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีผลทําใหเซลลมะเร็งมีการตายแบบอะพ็อบโทซิสสูงขึ้น  
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ตารางที่ 2.2 โรคที่มีผลตอการเพิ่มและลดลงของปรากฏการณอะพ็อบโทซิส 

โรคที่มีปรากฏการณอะพ็อบโทซิสสูงขึ้น โรคที่มีการกดปรากฏการณอะพ็อบโทซิส 

1.  AIDS 

2.  Neurogegenerative   disorders 

- Alzkeimer’s   disease 

- Parkinson’s   disease 

- Amyotrophic lateral sclerosis 

- Retinitis pigmentosa 

- Cerebellar  degeneration 

3.  Myelodysplastic  syndromes 

- Apastic anemia 

4.  Ischemic  injury 

- Myocardial   infarction 

- Stroke 

- Reperfusion  injury 

5.  Toxin - induced liver disease 

- Alcohol 

1.  Cancer 

- Follicular  lymphomas 

- Carcinomas with p53 mutation 

- Hormone - dependent tumors 

      Breast   cancer 

      Prostate   cancer 

      Ovarian   cancer 

2. Autoimmune  disorders 

- Systemic lupus erythematosus 

- Immune – mediated 

glomerulonephritis 

   3.   Viral   infection 

                   -      Herpesviruses 

                   -       Poxviruses 

                   -       Adenoviruses 
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ตารางที่ 2.3  สารหรือปรากฏการณที่กระตุนใหเกิดอะพ็อบโทซิส 

Physiologic   activations Damage – related inducers 

1. TNF family 

- Fas ligand 

- TNF 

2. Transforming growth  factor ß 

3. Neurotransmitters 

- Glutamate 

- Dopamine 

- N-methyl-D-aspartate 

4. Growth factor withdrawal 

5. Loss of matrix attachment 

6. Calcium 

7. Glucocorticoids 

1. Heat shock 

2. Viral infection 

3. Bacterial toxins 

4. Oncogenes 

- myc.  Rel.  E1A 

5. Tumor suppressors p53 

6. Cytolytic T cells 

7. Oxidants 

8. Free radicals 

9. Nutrient deprivation - antimetabolites 

Therapy – associated agents Toxins 

1. Chemotherapeutic drugs 

- cisplatin, doxorubicin, 

bleomycin, vincristine, 

2. Gamma   radiation 

3. UV radiation 

1. Ethanol 

2. β – amyloid  peptide 
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 อุปกรณและเครื่องมือท่ีใชในการวิจัย 
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. หมอนึ่งความดัน (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. เครื่องชั่งน้ําหนัก (digital scale) รุน PB3002 บริษัท Mettler Toledo 
7. กลองจุลทรรศน (microscope) Olmpus รุน BX51 บริษัท Olypus Optical Co., Ltd. 

Japan 
8. กลองจุลทรรศนหัวกลับ (inverted microscope) Olmpus รุน CK2 บริษัท Olypus 

Optical Co., Ltd. Japan 
9. เครื่องระเหยแหงสุญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporator) Eyela รุน N-1000 

บริษัท Tokyo Rikakikai Co., Ltd. Japan 
10. เครื่องปนเหวีย่ง (centrifuge) Hettich รุน Rotofix32 บริษัท Becthai, Germany 
11. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) รุน WB-710M บริษทั Optima, Japan 
12. ฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer) ขนาด 0.0025 mm2 ยี่หอ Loptik Labor 
13. เครื่องอานคาความดูดกลืนแสง (microplate reader) รุน ELX800 บริษัท Bio-Tek 

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

Japan 
15. เครื่อง Electrophoresis chamber set รุน Mupid-ex บริษัท Advance 
16. เครื่องถายรูปเจล (Gel Doc) ยี่หอ Vilber Lourmat 
17. เครื่องปนเหวีย่งขนาดเล็ก (micro centrifuge)รุน CM-610T บริษัท Hslangtai 
18. เครื่องปนเหวีย่งควบคุมอุณหภูมิ (micro refrigerated centrifuge) Kubota รุน 3700 

บริษัท Kubota Corporation, Tokyo Japan 
19. เครื่องไมโครเวฟ (microwave oven) Turbora รุน MW-2020 
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20. ตูเย็น 4 °C (refrigerator) Mitsubishi รุน Tiara บริษัท Mitsubishi electric 
21. ตูเย็น -20 °C ยี่หอ Sharp 
22. ตูเย็น -80 °C รุน 8620 บริษัท Thermo Electron Corperation 
23. เครื่อง UV-Transilluminator รุน TM-10E บริษัท UVP 
24. เครื่อง Vortex mixer รุน VX-100 บริษัท Labnet International, Inc. 
25. โกรงบดยา (motar) 
26. ไมโครปเปต (automatic adjustable micropipette) บริษทั Gilson P2 (0.1-2 

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

27. ปเปตตทิป (pipette tip) บริษัท Axygen Scientific, Inc. USA 
28. หลอดไมโครเซนติฟวส (micro centrifuge tubes) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร บริษัท Axygen 

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

USA 
30. พาราฟลม 
31. บีกเกอร (beaker) 
32. ขวดแกว (bottle) 
33. กระบอกตวง (cylinder) 
34. ลูป (loop) 
35. เข็มเขี่ยเชื้อ (needle) 
36. ที่เจาะอาหารวุน (cork borer) 
37. จานเลี้ยงเชื้อพลาสติก (petridish) 
38. จานเลี้ยงเซลลแบบ 96 หลุม (96 wells plate) 
39. ขวดเลี้ยงเซลล ยี่หอ Corningบริษัท Corning Incorporated, USA 
40. หลอดเก็บเซลล 
41. หลอดเซนติฟวสขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร ยี่หอ Corning บริษัท Corning 

Incorporated, USA 
42. ปเปตแกว ขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร 
43. เครื่องดูดจากปเปต (pipette aid) ยี่หอ Drummond 
44. หัวกรองอาหารเลี้ยงเซลล ขนาด 0.22 ไมโครเมตร ยี่หอ Corning บริษัท Corning 

Incorporated, USA 
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45. ถังไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen tank) รุน 34 HC ยี่หอ Taylor-Wharton 
Cryogenics บริษัท Harsco Corporation, USA 

46. TLC aluminium sheet รุน Silica gel60 F254 บริษัท Merck, Germany 
47. คอลัมนแกวสําหรับแยกสาร  
48. ขวดแกวกนกลม 
49. ขวดแกวสําหรับเก็บสาร 
50. เครื่อง Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Varian รุน Mercury 400 
51. เครื่อง DNA sequencing รุน 3100XL ยี่หอ ABI บริษัท Applied Biosystem 

Incorporated 
 
3.2   สารเคมีท่ีใชในการวิจัย 

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

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

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

 
3.3    เก็บตัวอยาง แยกราเอนโดไฟตจากตวัอยางพชื และเก็บรักษาเชื้อบริสุทธ์ิ 

3.3.1   เก็บตัวอยาง 
     เก็บตัวอยางพืชจากปาเตง็รัง จังหวดันาน โดยพืชที่ใชในการทําวิจยัมี 10 ชนิดไดแก 

พลวง สาน ชะมวง ไผ เต็ง รัง โมกเครือ เหมือด ตะขบปา และชิงชัน โดยเก็บตวัอยาง 2 ฤดูคือฤดู
แลงในชวงเดอืนมกราคม พ.ศ. 2550 และฤดูฝนในชวงเดือนตุลาคม พ.ศ. 2550 ตัวอยางที่เก็บตอง
เปนใบที่มีความสมบูรณแข็งแรงปราศจากอาการของโรค  นําตวัอยางบรรจุในถุงพลาสติกที่ปด
มิดชิด โดยมีสําลีชุบน้ําชวยใหความชื้น นําเขาตูเย็น ตัวอยางที่จะนํามาใชในการทดลองตองเก็บจาก
ตนมาไมนานกวา 48 ช่ัวโมง  

 
3.3.2  การแยกราเอนโดไฟต และเก็บรักษาเชื้อบริสุทธิ์ 

    การแยกราเอนโดไฟตใชเทคนิคฆาเชื้อที่ผิว (surface sterilization) ตาม J.Y. Liu, 
2006 นําตัวอยางมาลางทําความสะอาด ตดัเปนชิ้นเลก็ๆในบริเวณกลางใบ โคนใบ และปลายใบ 
ตัวอยางละ 10 ตําแหนง นํามาฆาเชื้อดวยเอทานอลความเขมขน 75 เปอรเซ็นต เปนเวลา 1 นาที ตาม
ดวยสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรคที่ความเขมขน 2.5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 15 นาที ลาง
สารละลายโดยการแชในน้ํากลั่นที่ปราศเชือ้จํานวน 2 ครั้ง  จากนั้นนาํไปวางบน Potato Dextrose 
Agar (PDA) บมที่อุณหภูมหิอง แยกจนไดเชื้อบริสุทธิ์ นําเชื้อบริสุทธิ์ที่แยกไดไปเกบ็ในน้ํากลั่นที่
ผานการฆาเชือ้แลวโดยเก็บรักษาที่อุณหภมูิหองเพื่อใชในการทดลองตอไป 
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3.4    จําแนกชนิด และศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟต 
3.4.1  จําแนกชนิดของราเอนโดไฟต 

            สังเกตลักษณะการเจริญบนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) ตรวจสอบลักษณะ
ทางสัณฐานวทิยาโดยการทาํ  slide  culture  เพื่อศึกษาลักษณะของเสนใย ลักษณะของสปอร เชน 
การจัดเรียงตัวของสปอร  จํานวนสปอร ลักษณะผิวของสปอร ภายใตกลองจุลทรรศนเพื่อบงบอก
ชนิดของเชื้อราเอนโดไฟตในระดับสกุล (genus)  ตาม Bernett และ Hunte (1987) และ Von  Arx  
(1981) สําหรับราในตระกูล Xylariaceae จําแนกชนิดดวยการชักนําใหสราง stroma ในอาหาร Corn 
Meal  Agar (CMA) 

 
3.4.2  ศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟต 

             ศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟต โดยการวเิคราะหความถี่ของจํานวนรา  
เอนโดไฟตทีแ่ยกไดจากตวัอยางพืชแตละชนิด  (Colonization Frequency) (Khan และคณะ 2007) 
เพื่อเปรียบเทยีบความถี่ของราเอนโดไฟตทีแ่ยกไดจากตวัอยางพืชตางชนิดกัน และตางฤดูกาล  
 
3.5    สกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ  
 นําราเอนโดไฟตที่คัดเลือกไวมาเลี้ยงในอาหารเหลว  Malt Extract Broth   (MEB)   เวลา
ประมาณ 6 สัปดาหที่อุณหภูมหิอง เมื่อครบกําหนดนํามากรองจะไดสวนของน้าํเลี้ยงเชื้อ และนาํ
สวนของอาหารเลี้ยงเชื้อมาสกัดดวยเอทลิแอซิเตตโดยเตมิเอทิลแอซิเตตในปริมาตร 1:1 แลวแยก
สวนสารสกัดจากเอทิลแอซิเตทออกมาทําการสกัดซ้ําอีก จนกวาไมมสีารสกัดละลายปนอยูในเอทลิ
แอซิเตต ในสวนของเสนใยสกัดโดยการนําเสนใยไปบดเปนชิ้นเลก็ๆ แลวสกัดดวยเอทิลแอซิเตต 
นําไปกรองแยกเสนใยออก  นําสวนที่สกดัไดจากอาหารเลี้ยงเชื้อมาผสมรวมกันกับสวนที่สกัดได
จากเสนใย นําไประเหยเอทลิแอซิเตต ออกดวยเครื่องระเหยแบบหมนุ ที่อุณหภูมิ 45  องศาเซลเซียส  
จนแหง 
 
3.6   ทดสอบการออกฤทธิ์ทางชวีภาพ  
 3.6.1 ทดสอบความสามารถสารสกัดในการยับยั้งจุลินทรียโดย Paper disk susceptility 
(นิตยา และคณะ 2541) 
     จุลินทรียที่ใชทดสอบมี 5 สายพันธุ โดยแบงเปนแบคทีเรียแกรมบวก 2 ชนดิไดแก 
Bacillus  subtilis ATCC6633 และ Staphylococcus aureus ATCC25923 แบคทีเรียแกรมลบ 2 ชนิด 
ไดแก Escherichia coli ATCC25922 และ Pseudomonas   aeruginosa ATCC9027 และยีสต ไดแก 
Candida   albicans ATCC7001 
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  3.6.1.1  การเตรียมแบคทีเรียทดสอบ  
           นําแบคทีเรียทดสอบขีด (streak) บนอาหาร Nutrient agar (NA) เพื่อให
เปนโคโลนีเดีย่ว บมที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง ใชลูปเขี่ยโคโลนีเดี่ยว 4 - 5 โคโลนี ลง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient broth (NB) 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 - 6 
ช่ัวโมง ขึ้นอยูกับอัตราการเจริญเติบโตของแบคทีเรียหรือจนสังเกตเห็นวาหลอดเชื้อขุน ปรับความ
ขุนของแบคทีเรียทดสอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ NB ใหมคีวามขุนเทยีบเทามาตรฐาน 0.5 McFarland 
หรือโดยอานคาจาก Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร ใหมีคาดูดกลืนแสงอยู
ในชวง 0.08 - 0.10 เพื่อใหมีเชื้อประมาณ 108 CFU ตอมิลลิลิตร 
 
  3.6.1.2  การเตรียมยีสตทดสอบ 
                      นํายีสตทดสอบขีด (streak) บนอาหาร Sabouraud Dextrose Agar เพื่อให
เปนโคโลนีเดีย่ว บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 48 ช่ัวโมง ใชลูปเขี่ยโคโลนีเดี่ยวขนาดเสนผาน
ศูนยกลางอยางนอย 1 มิลลิเมตร จํานวน 5 โคโลนี ละลายในสารละลาย 0.85% NaCl ที่ฆาเชื้อแลว  
ปรับความขุนของยีสตทดสอบใหมีความขุนเทียบเทามาตรฐาน 0.5 McFarland หรือโดยอานคาจาก 
Spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร ใหมีคาดูดกลืนแสงอยูในชวง 0.08-0.10 
เพื่อใหมเีชื้อประมาณ 1×106 -  3×106 CFUตอมิลลิลิตร 
 
  3.6.1.3 การทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรยี             
              นําสวนสกัดที่ไดจากขอ 3.5 มาทดสอบความสามารถในการยับยั้ง             
จุลินทรีย โดยนําจุลินทรียทดสอบที่เตรียมไวจาก ขอ 3.6.1.1 และ 3.6.1.2  ปายบนผิวหนาอาหาร 
โดยใชไมพันสําลีปราศจากเชื้อจุมลงในหลอดเชื้อ ปายลงบนผิวหนาอาหาร Muller-Hinton Agar 
(สําหรับแบคทีเรียทดสอบ)  Sabouraud Dextrose Agar (สําหรับยีสตทดสอบ)  เมื่อปายเชื้อทดสอบ
ทั่วในลักษณะสามทิศทางแลวทิ้งไว 3-5 นาที เพื่อใหผิวหนาของอาหารแหง จากนัน้ใช Paper disk 
จุมลงในสวนสกัด นําไปวางลงบนผวหนาอาหาร บมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 
ช่ัวโมง สําหรบัแบคทีเรียทดสอบ  สวนยีสตทดสอบบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 48 
ช่ัวโมง วัดความกวางของบริเวณวงใสที่เกดิขึ้น (clear zone) โดยตัวควบคุมบวก ของแบคทีเรีย 
ไดแก streptomycin  สําหรับยีสตคือ nystatin  ตัวควบคมุลบ คือ DMSO  
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  3.6.2   ทดสอบความสามารถสารสกัดในการยับยั้งเซลลมะเร็งโดย  3-(4,5-
dimethyl-thiazol-2-yl) -2,5- diphenyltetrazolium bromide calorimetric assay (MTT) (Palaga  และ
คณะ, 1996) 
         นําเซลลมะเร็ง (cell line) ไดแก เซลลมะเร็งเตานม (BT 5) เซลลมะเรง็กระเพาะ
อาหาร(KATO III) เซลลมะเร็งปอด (CHAGO) เซลลมะเร็งตับ (Hep -G2) และเซลลมะเร็งลําไส 
(SW 620) นําเซลลมะเร็งดังกลาวมาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล  RPMI 1640 ที่มีการเติม  fetal 
calf serum 10% (ปริมาตร/ปริมาตร)   ในหลุมของ microtiter plates หลุมละ 100 ไมโครลิตร บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  มีกาซคารบอนไดออกไซด 5%  แลวเติมสารสกัดที่ไดจากขอ 3.1 
ปริมาตร 1-5 ไมโครลิตร ลงในหลุมที่มีเซลลมะเร็งเจริญอยู บมที่สภาวะเดิมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง   
เติมสารละลาย MTT ลงไป 20 ไมโครลิตร บมที่สภาวะเดมิเปนเวลา 4 ช่ัวโมง แลวเติม isopropanol 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร   เพื่อทําละลายผลึก formazan นําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
540 นาโนเมตร  โดยใชเครือ่ง microplate reader แลวแปลขอมูลออกมาเปนเปอรเซ็นตของจํานวน
เซลลมะเร็งที่มีการอยูรอด 
  
 3.6.2.1  การทดสอบการตายแบบอะพ็อบโทซสิ  (Apoptosis test) 

   เล้ียงเซลลใหไดเซลล 1 × 106 เซลลตอมิลลิลิตร ดูดสารละลายเซลล
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เล้ียงในจานเลี้ยงเซลลขนาดเล็กที่มีแผน cover slip ปราศจากเชื้อวางอยู จากนั้น
หยดสารที่จะทดสอบลงบน cover slip ใช etoposide กระตุนการเกดิอะพ็อบโทซสิเปนชุดควบคุม
บวก บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใตบรรยากาศที่มีกาซคารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง เซลลจะเจริญโดยเกาะกับแผน cover slip จากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลลออก และเตมิ
สารละลาย 1% glutaraldehyde ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในจานเลี้ยงเซลล บมที่อุณหภูมิหอง ในที่มดื 
เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นดดู glutaraldehyde ทิ้ง และลางแผน cover slip ดวยสารละลาย 1x PBS 
ปริมาตร 30 ไมโครลิตร นําเซลลที่เกาะอยูกับแผน cover slip ตรวจสอบการตายแบบ อะพ็อบโทซิส 
โดยการหยดสารละลาย 1x PBS ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงบนแผนสไลด เติมสี Hoechst 33342 
ความเขมขน 1 mM ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ใชปากคีบ คีบแผน cover slip ที่มีเซลลเกาะอยูวางคว่าํ
ลงบนแผนสไลด ตั้งทิ้งไวในที่มืดเปนเวลา 5 นาที เคลือบขอบ cover slip ยาทาเลบ็ นําไปเซลล
ตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนแบบฟลูโอเรสเซนต เซลลที่ตายแบบอะพ็อบโทซิสจะมีการหดตัว
ของเซลล และนิวเคลียส 

3.6.2.2 การตรวจสอบเวลาที่เกดิอะพอ็บโทซิสสูงสุด 
เล้ียงเซลลมะเร็งตามวิธี 3.6.2.1 โดยบมในเวลาที่เวลาตางๆไดแก 24, 36, 

48, 72 ช่ังโมง ตรวจสอบการตายแบบ อะพ็อบโทซิส โดยการหยดสารละลาย 1x PBS ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ลงบนแผนสไลด เติมสี Hoechst 33342 ความเขมขน 1 mM ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ใช
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ปากคีบ คีบแผน cover slip ที่มีเซลลเกาะอยูวางคว่ําลงบนแผนสไลด ตั้งทิ้งไวในทีม่ืดเปนเวลา 5 
นาที เคลือบขอบ cover slip ยาทาเล็บ นําไปเซลลตรวจสอบดวยกลองจลุทรรศนฟลูโอเรสเซนต 
 
3.7  พิสูจนเอกลักษณทางอณูชีววิทยาของราเอนโดไฟตท่ีคัดเลือกได 

3.7.1  การสกัดดีเอ็นเอของราเอนโดไฟต 
           การสกัดดีเอ็นเอทําโดยการเลีย้งเสนใยของราเอนโดไฟตในอาหารเหลว จากนัน้
กรองและนํามาบดใหละเอียดในโกรง จากนั้นนํามาสกดัดวย cetyltrimethylammonium bromine 
(CTAB) ตามวิธีของ Zhou และคณะ (1991) นําเสนใยทีบ่ดแลวมาเตมิ CTAB buffer (ภาคผนวก ค) 
นําไปบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปสกัดดวย Phenol chloroform  
และ isoamyl alcohol  และสกัดซ้ําดวย chloroform - isoamyl alcohol ความเขมขน 24:1 (ภาคผนวก 
ค)   2 คร้ัง ตกตะกอนดีเอน็เอดวย isopropanol นําไปปนเหวี่ยงที่ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 
นาที  ดีเอ็นเอที่ไดนํามาละลายใน TE  buffer (ภาคผนวก ค) นําไปเก็บทีอุ่ณหภูมิ -30 องศาเซลเซียส  
 

3.7.2 การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอรเรส  
  ไพรเมอรที่ใช คือ ITS 1f และ ITS 4 โดยอางอิงจาก Gardes  และ Bruns (1993) และ 
White และคณะ (1990) 

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

จากนั้นทาํปฎกิริยาลูกโซพอริเมอเรส (Polymerase chain reaction, PCR) โดยใช
สารละลายดีเอ็นเอจากขั้นตอนที่ 3.7.1 เปนแมแบบ (template) ซ่ึงในสวนผสมที่ทําใหเกิดปฏิกริิยา 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบดวย 

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

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสประกอบดวยข้ันตอน ดังนี ้ ปฏิกิริยาเริ่มตน (initial denaturation) 94 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 9 นาที จากนั้นทําปฏิกิริยาทั้งหมด 38 รอบ โดยแตละรอบประกอบดวย
ขั้นตอนการแยกคูสายดเีอ็นเอ (denaturation) 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที การเขาจับคูกนั
ใหม (Annealing) ที่ 51 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที และ การเพิ่มความยาวของสายดีเอ็นเอ 
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(extension) ที่ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที และส้ินสุดปฏิกิริยาดวยการเพิ่มความยาวสายดี
เอ็นเอ (final extension) ที่ 75 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที (Kanchanaprayudh และคณะ, 2003) 

 
3.7.3  การตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอโดยวิธีเจลอิเล็คโทรโฟริซิส 

           ตรวจสอบยีนที่ไดจากการเพิ่มชิ้นสวนดเีอ็นเอ (PCR product) โดยการทาํ
เจลอิเล็คโทรโฟริซิส เตรียมอะกาโรสเจล (ภาคผนวก ค) หลอม และเทลงในแมพิมพที่มีหวี (comb) 
เสียบอยู แลวปลอยใหเจลแข็งตัว ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม (loading dye) ในอัตราสวน    
5 : 2 และหยอดตวัอยางลงในหลุมอะกาโรสเจล จากนั้นนาํไปทาํอิเล็คโทรโฟริซิสในเครื่อง 
Electrophoresis chamber โดยใชความตางศักย 100 โวลต เปนเวลา 30 นาที ตรวจสอบการเรืองแสง
ของดีเอ็นเอ โดยการยอมดวย Ethidium bromide (ภาคผนวก ค) สองภายใตรังสี UV ตรวจสอบ
ขนาดของยีนโดยการเปรยีบเทียบกับดเีอ็นเอมาตรฐาน 100 bp + 1.5 kb DNA ladder 
 
 3.7.4  วิเคราะหหาลําดับเบส 
           นําผลิตภัณฑของการเพิ่มชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ได ตามขั้นตอนที่ 3.7.3 มาวิเคราะหหา
ลําดับเบสของชิ้นสวนยีนที่ประมวลรหัส โดยวิธี derect sequencing โดยสงไปวเิคราะหหาลําดบั
เบสที่ สถาบันอณูชีววิทยาและพันธุศาสตร มหาวิทยาลยัมหิดล 
 
3.8 การแยกองคประกอบทางเคมีของสวนสกดัและการทําใหบริสุทธ์ิ 

3.8.1 การแยกองคประกอบทางเคมีของสวนสกดัของราเอนโดไฟต DTD 6 และการทํา
ใหบริสุทธิ์ 

นําราเอนโดไฟตสายพันธุ DTD 6 เล้ียงในอาหารเหลว Malt Extract Broth   
(MEB) เวลาประมาณ 4-6 สัปดาหที่อุณหภูมิหอง เมื่อครบกําหนดนํามากรองดวยกระดาษกรอง 
Whatman เบอร 1 จะไดสวนของน้ําเลีย้งเช้ือ และนําสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อมาสกัดดวยเอทิลแอซิ
เตทโดยเติมเอทิลแอซิเตทในปริมาตร 1:1 จากนัน้นําสวนของเสนใยนํามาปนใหละเอียดดวยเครือ่ง
ปน (blender) นําไปสกัดดวยเอทิลแอซิเตต นําสวนสกัดทั้งสองสวนรวมกนั จากนั้นนําไประเหย
ดวยเครื่องระเหยแบบหมุน  

หลังจากระเหยตัวทําละลายแลวไดผลึกสขีาวปนน้ํามนัสีเหลือง ทําการตกผลึก
ใหมดวยเฮกเซน จะไดของแข็งสีขาวปริมาณ 33 มิลลิกรัม (สารบริสุทธิ์ 1) เมื่อนําสารดังกลาวไป
แยกดวยโครมาโทกราฟแบบแผนบาง (thin layer chromatography: TLC)โดยใชระบบตัวทําละลาย
คือ เฮกเซน:เอทิลแอซิเตต ในอัตราสวน 20:80 จากนั้นนาํไปยอมดวย vanillin ทําใหแหงพบวามีจดุ
เดียว มีคา Rf เทากับ 0.78  
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FT-IR  สเปกตรัม ν max (cm-1): 2855  (s), 1656 (m), 1577 (m), 1460 (m), 1348 
(m), 1274 (s), 1169 (m), 1107 (m), 1049 (m), 1016 (m)  (รูปในภาคผนวก ง.) 

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

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

 
3.8.2    การแยกองคประกอบทางเคมีของสวนสกัดของราเอนโดไฟต FID 15 และ 

การทําใหบริสุทธิ์ 
นําราเอนโดไฟตสายพันธุ FID 15 เล้ียงในอาหารเหลว Malt Extract Broth   

(MEB) เปนเวลา 4 - 6 สัปดาหที่อุณหภูมิหอง เมื่อครบกําหนดนํามากรองดวยกระดาษกรอง 
Whatman เบอร 1 จะไดสวนของน้ําเลีย้งเช้ือ และนําสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อมาสกัดดวยเอทิลแอซิ
เตทโดยเติมเอทิลแอซิเตทในปริมาตร 1:1  จากนั้นนําสวนของเสนใยนํามาปนใหละเอียดดวยเครือ่ง
ปน (blender) นําไปสกัดดวยเอทิลแอซิเตต นําสวนสกัดทั้งสองสวนรวมกนั จากนั้นนําไประเหย
ดวยเครื่องระเหยแบบหมุน   

ไดของแข็งสีสม ปริมาณ 80 มิลลิกรัม นําสวนสกัดดงักลาวมาแยกดวยคอลัมน  
โครมาโทกราฟ ที่มีซิลิกาเปนตัวดดูซับ ใชตัวทําละลายเริ่มจาก เฮกเซน, เฮกเซน - เอทิลแอซิเตต 
และ เมทานอล ผลที่ไดแสดงดังตารางที่ 3.1 

ไดผลึกรูปเข็มสีขาวปริมาณ 4.5 มิลลิกรัม (สารบริสุทธิ์ 2) ที่ไดจากสวนที่ F5 จาก
การแยกดวยคอลัมนโครมาโทกราฟ โดยตวัชะคือ เฮกเซนและเอทิลแอซิเตต ในอัตราสวน  50:50 
ถึง 40:60  
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ตารางที่ 3.1 การแยกสวนสกดัจากราเอนโดไฟต สายพันธุ FID 15 
 

ตัวชะ 
ลําดับสวนที ่

เฮกเซน : เอทิลแอซิเตต 
ลักษณะสาร 

น้ําหนกั 
(มิลลิกรัม) 

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

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

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

- 
น้ํามันสีเหลือง 

ของเหลวหนืดสีน้ําตาล 
ของเหลวหนืดสีเหลือง 

ผลึกรูปเข็มสีขาว 
ผลึกสีขาวปนน้ํามัน 

ของเหลวหนืดสีเหลือง 
 

ของแข็งสีขาว 
ของแข็งสีขาว 

- 
5.4 

13.6 
8.1 
4.5 
7.7 

12.5 
 

4.4 
10.2 

 

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

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

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

 
3.9   การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งของสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได 

นําสารทั้ง 2 ชนิดมาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง โดยวิธี
ตามขอ 3.6 

 
3.10 การพิสูจนเอกลักษณสารบริสุทธ์ิดวยเทคนิคสเปกโทรสโกป 

3.10.1 Fourier transform infrared spectrometry (FT-IR) 
เตรียมสารตัวอยางใหเปนของแข็งโดยนตวัอยางมาผสมกับโพแทสเซยีมโบรไมด (KBr) 

บดใหละเอียดเปนเนื้อเดียวกนั จากนัน้นําไปอัดใหเปนแผนบางๆ แลวนําไปทดสอบ FT-IR ดวย
เครื่อง Perkin – Elmer Model 1760x Fourier transform infrared spectrophotometry ตั้งแตเลขคลื่น 
4,000 ถึง 400 cm-1 

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

ดวย Varian Spectrometer ที่ความถี่ 400 MHz สําหรับโปรตอน และความถี่ 100 MHz สําหรับ
คารบอน-13 ปริมาณเคมมิคอลชิฟท วัดในหนวยพีพีเอม็ (ppm) เปรียบเทียบกับมาตรฐาน protonate 
chloroform ที่มีคาเคมมิคอลชิฟท เทากับ 7.26 ppm 
 
 
  
 

 
 
  



                                                                                                                

 

47 

บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง และวิจารณผลการทดลอง 
 

4.1  การเก็บตัวอยางใบพืช 
 เก็บตัวอยางใบพืชในปาเต็งรัง ตําบลไหลนาน อําเภอเวยีงสา จังหวัดนาน ประเทศไทย โดย
เก็บตัวอยาง 2  ฤดู ไดแกฤดูแลงในชวงเดือนมกราคม พ.ศ. 2550 ซ่ึงมีปริมาณน้ําฝนเฉลี่ยเทากับ 
4.60  ม.ม.   และฤดูฝนในชวงเดือนตุลาคม พ.ศ. 2550 ซ่ึงมีปริมาณน้าํฝนเฉลี่ยเทากบั 7.88  ม.ม. 
ปริมาณน้ําฝน และปริมาณความชื้นสัมพัทธเฉล่ียทั้งป พ.ศ. 2550 แสดงดังรูปที่ 4.1   ชนิดของพืช
ตัวอยางทั้ง 10 ชนิด แสดงในตารางที่ 4.1  การเก็บตวัอยางเก็บเฉพาะใบที่แข็งแรงปราศจากอาการ
ของโรคในชวงเวลา 10.00 – 12.00 น.   

 
ตารางที่ 4.1  ตัวอยางพืชจากปาเต็งรัง อ.เวยีงสา จ.นาน ที่นํามาใชแยกราเอนโดไฟต 
    

ลําดับ
ท่ี 

ชื่อวิทยาศาสตร ชื่อสามัญ วงศ 

1 Dipterocarpus  tuberculatus  Roxb. ยางพลวง DIPTEROCARPACEAE 

2 Dillenia     parviflora   Griff. สานหิ่ง DILLENIACEAE 

3 Shorea      siamensis   Miq. รัง DIPTEROCARPACEAE 

4 Garcinia   nigrolineata  Planch. ชะมวง GUTTIFERAE 

5 Shorea      obtusa   Wall. เต็ง DIPTEROCARPACEAE 

6 Bambusa arundinacea Willd. ไผ GRAMINEAE 

7 Aganosma    marginata  G. Don โมกเครือ APOCYNACEAE 

8 Dillenia ovata Wall. ex Hook. f. & Th. สานใบเล็ก DILLENIACEAE 

9 Flacourtia   indic  Merr. ตะขบปา FLACOURTIACEAE 

10 Dalbergia    oliveri  Gamble. ชิงชัน PAPILIONACEAE 
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รูปที่ 4.1  ปริมาณน้ําฝนและระดับความชืน้สัมพัทธ 
 
4.2  ราเอนโดไฟตท่ีแยกจากใบพืชในปาเตง็รังท้ัง 10 ชนิด 
 ไดราเอนโดไฟตทั้งหมด 302 ไอโซเลต 18 ชนิด 10 สกุล โดยราทีม่ีลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาทีแ่ตกตางกันแสดงดังรูป 4.2 จากการเก็บตัวอยางพืช 10 ชนิดทั้ง 2 ฤดู พบวาในฤดแูลง
สามารถแยกราเอนโดไฟตไดมากที่สุดจากตนรัง 18 ไอโซเลต และยางพลวง 17 ไอโซเลต ในฤดูฝน
สามารถแยกราเอนโดไฟตไดมากที่สุด 23 ไอโซเลต จากตนสานใบเล็ก และยางพลวง ราเอนโด
ไฟตทัง้หมดทีแ่ยกไดจากพืชแตละชนดิ แสดงดังตารางที่ 4.2  -  4.23 และราเอนโดไฟตเปรียบเทยีบ
ทั้ง 2 ฤด ูพบวาสามารถแยกราในฤดูฝนได 175 ไอโซเลต และแยกราในฤดูแลงได 127 ไอโซเลต 
แสดงในตารางที่ 4.24 จากผลการทดลองแสดงใหเหน็วาปริมาณน้าํฝนมีสวนสําคัญตอปริมาณรา
เอนโดไฟต และเมื่อปริมาณน้ําฝนลดลงจํานวนราที่พบกล็ดลงเชนกัน (Fisher และคณะ 1994) ซ่ึง
ปริมาณน้ําฝนเฉลี่ยในเดือนตลุาคมเทากับ 8.5 มิลลิเมตรตอวัน ในขณะที่การเก็บตัวอยางในฤดแูลง
ในเดือนมกราคมไมมีปริมาณน้ําฝนเลย (รูปที่ 4.1) ราเอนโดไฟตทีแ่ยกไดมากที่สุด 3 อันดับแรก
จากการเก็บตัวอยางทั้ง 2 ฤดูไดแก Phyllosticta  sp.1  60 ไอโซเลต,  Phomopsis  sp.1  54  ไอโซเลต 
และ  Xylaria  sp. 1  44 ไอโซเลต  (รูปที่ 4.2) ผลการวิจัยนี้สอดคลองกับผลงานวิจัยทีแ่ยกราเอนโด
ไฟตจากตนบนุนาค (Mesua  ferrea) บริเวณดอยสุเทพ จังหวดัเชียงใหม ราที่พบมากไดแก 
Guignardia sp. ซ่ึงเปน teleomorph ของ Phyllosticta  sp. สวนราทีพ่บรองลงมาไดแก Phomopsis 
sp., Xylaria sp. และ  Geosporium sp. ตามลําดับ (สายสมร และคณะ, 2541) 
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รูปที่ 4.2   ราเอนโดไฟตที่มลีักษณะทางสัณฐานวิทยาทีแ่ตกตางกันจากพืชในปาเต็งรัง จ.นานทั้ง 2 ฤดู 

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

  

 

49 
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ตารางที่ 4.2  ราเอนโดไฟตทีแ่ยกจากใบยางพลวง  (Dipterocarpus  tuberculatus  Roxb) 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 
รหัส ราเอนโดไฟต  รหัส ราเอนโดไฟต 

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

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

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

Pestalotiopsis  sp. 
Pestalotiopsis  sp. 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Nodulisporium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
Aspergillus  sp. 
Aspergillus  sp. 
Phomopsis  sp.1 
Nodulisporium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
Nodulisporium  sp. 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Mycelia sterilia 3 
 Mycelia sterilia  3 
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ตารางที่ 4.3  จํานวนราเอนโดไฟตที่แยกจากใบยางพลวง  (Dipterocarpus   tuberculatus  Roxb.) 
เปรียบเทียบระหวางฤดูแลงและฤดูฝน 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 

ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

 ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

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

2 
3 
10 
2 

 
 

17 

11.76 
17.64 
58.82 
11.76 

 
 

100 

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

4 
2 
7 
6 
2 
2 

23 

17.39 
8.69 

30.43 
26.08 
8.69 
8.69 
100 
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รูปที่ 4.3  เปอรเซ็นตราเอนโดไฟตที่แยกจากใบยางพลวงเปรียบเทียบระหวางฤดแูลงและฤดูฝน 
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ตารางที่ 4.4   ราเอนโดไฟตที่แยกจากใบสานหิ่ง  (Dillenia  parviflora  Griff.) 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 
รหัส ราเอนโดไฟต  รหัส ราเอนโดไฟต 

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

 

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

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

Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Daldinia  sp. 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Daldinia  sp. 
Phomopsis  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Aspergillus  sp. 
Aspergillus  sp. 
Xylaria  sp.1 
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ตารางที่ 4.5  จํานวนราเอนโดไฟตที่แยกจากใบสานหิ่ง (Dillenia parviflora  Griff.) เปรียบเทยีบ
ระหวางฤดแูลงและฤดูฝน 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 

ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

 ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

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

2 
3 
3 
2 
1 
11 

18.18 
27.27 
27.27 
18.21 
9.09 
100 

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

2 
9 
4 
2 
2 

19 

10.52 
47.36 
21.05 
10.52 
10.52 
100 
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รูปที่ 4.4    จํานวนราเอนโดไฟตที่แยกจากใบสานหิ่ง เปรียบเทียบระหวางฤดูแลงและฤดูฝน 
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ตารางที่ 4.6  ราเอนโดไฟตทีแ่ยกจากใบรัง (Shorea   siamensis   Miq.) 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 
รหัส ราเอนโดไฟต  รหัส ราเอนโดไฟต 

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

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

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

 

Fusarium sp.2 
Fusarium sp.2 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Penicillium sp.  
Penicillium sp.  
Phyllosticta  sp.2 
Phyllosticta  sp.2 
Phyllosticta  sp.2 
Phyllosticta  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
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ตารางที่ 4.7  จาํนวนราเอนโดไฟตที่แยกจากใบรัง (Shorea   siamensis   Miq.) เปรียบเทียบ ระหวาง
ฤดูแลงและฤดฝูน 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 

ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

 ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

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

8 
4 
2 
2 
2 
 

18 

44.44 
22.22 
11.11 
11.11 
11.11 

 
100 

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

5 
3 
3 
2 
2 
1 

16 

31.25 
18.75 
18.75 
12.50 
12.50 
6.25 
100 
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รูปที่ 4.5   เปอรเซ็นตราเอนโดไฟตที่แยกจากใบรังเปรียบเทียบระหวางฤดูแลงและฤดูฝน2 ฤดู   
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ตารางที่ 4.8  ราเอนโดไฟตทีแ่ยกจากใบชะมวง (Garcinia   nigrolineata  Planch.) 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 
รหัส ราเอนโดไฟต  รหัส ราเอนโดไฟต 

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

 

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

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

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

 
ตารางที่ 4.9 จํานวนราเอนโดไฟตที่แยกจากใบชะมวง (Garcinia nigrolineata Planch.) เปรียบเทียบ  
ระหวางฤดแูลงและฤดูฝน 
  

ฤดูแลง  ฤดูฝน 

ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

 ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

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

2 
3 
2 
1 
8 

25.00 
37.50 
25.00 
12.50 
100 

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

2 
2 
5 
5 

14 

14.25 
14.25 
35.70 
35.70 
100 

 



                                                                                                                

 

57 

0
5

10
15
20
25
30
35
40

เป
อร
เซ
็นต

รา
เอ
นโ
ดไ
ฟต

ที่พ
บ 

(%
)

Phom
ops

is  s
p.1

Dald
inia

  sp
.

Paec
ilom

yce
s sp

.

Myce
lia 

ster
ilia

  1

Peni
cill

ium
  sp

.

Phyllo
stic

ta  
sp.1 ฤดูแลง

ฤดูฝน

       
รูปที่ 4.6  เปอรเซ็นตราเอนโดไฟตที่แยกจากใบชะมวงเปรียบเทียบระหวางฤดูแลงและฤดูฝน 
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ตารางที่ 4.10   ราเอนโดไฟตที่แยกจากใบเต็ง  (Shorea  obtusa   Wall.)   
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 
รหัส ราเอนโดไฟต  รหัส ราเอนโดไฟต 

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

 

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

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

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

 
ตารางที่ 4.11  จํานวนราเอนโดไตที่แยกจากใบเต็ง  (Shorea  obtusa   Wall.)  เปรียบเทยีบระหวาง
ฤดูแลงและฤดฝูน 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 

ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

 ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

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

6 
1 
1 
1 
 
9 

66.66 
11.11 
11.11 
11.11 

 
100 

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

3 
4 
3 
2 
2 

14 

21.42 
28.57 
21.42 
14.28 
14.28 
100 
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รูปที่ 4.7  เปอรเซ็นตราเอนโดไฟตที่แยกจากใบเต็งเปรยีบเทียบระหวางฤดูแลงและฤดฝูน 
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ตารางที่ 4.12  ราเอนโดไฟตที่แยกจากใบไผ  (Bambusa arundinacea Willd.) 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 
รหัส ราเอนโดไฟต  รหัส ราเอนโดไฟต 

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

 

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

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

Xylaria  sp.1 
Aspergillus  sp. 
Aspergillus  sp. 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Pestalotiopsis  sp. 
Pestalotiopsis  sp. 
Pestalotiopsis  sp. 
Aspergillus  sp. 
Fusarium sp.2 
Daldinia  sp. 
Daldinia  sp. 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
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ตารางที่ 4.13  จํานวนราเอนโดไฟตที่แยกจากใบไผ (Bambusa arundinacea Willd.)เปรียบเทียบ
ระหวางฤดแูลงและฤดูฝน 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 

ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

 ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

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

4 
3 
2 
2 
1 
 

12 

33.33 
25.00 
16.66 
16.66 
8.33 

 
100 

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

2 
6 
3 
3 
1 
1 

16 

12.50 
37.50 
18.75 
18.75 
6.25 
6.25 
100 
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รูปที่ 4.8   เปอรเซ็นตราเอนโดไฟตที่แยกจากใบไผเปรียบเทียบระหวางฤดูแลงและฤดูฝน 
 



                                                                                                                

 

62 

ตารางที่ 4.14  ราเอนโดไฟตที่แยกจากใบโมกเครือ (Aganosma    marginata  G. Don) 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 
รหัส ราเอนโดไฟต  รหัส ราเอนโดไฟต 

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

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

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

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

 
ตารางที่ 4.15 จํานวนราเอนโดไฟตทีแ่ยกจากใบโมกเครือ (Aganosma marginata G. Don) 
เปรียบเทียบระหวางฤดูแลงและฤดูฝน 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 

ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

 ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

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

3 
1 
3 
1 
1 
9 

33.33 
11.11 
33.33 
11.11 
11.11 
100 

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

4 
1 
2 
1 
3 

11 

36.36 
9.09 

18.18 
9.09 

27.27 
100 
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รูปที่ 4.9  เปอรเซ็นตราเอนโดไฟตที่แยกจากใบโมกเครือเปรียบเทียบระหวางฤดแูลงและฤดูฝน 
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ตารางที่ 4.16  ราเอนโดไฟตที่แยกใบสานใบเล็ก (Dillenia ovata Wall. ex Hook. f. & Th.)  
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 
รหัส ราเอนโดไฟต  รหัส ราเอนโดไฟต 

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

 

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

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

Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Penicillium  sp. 
Penicillium  sp. 
Xylaria  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.2 
Xylaria  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phyllosticta  sp.2 
Phyllosticta  sp.2 
Phyllosticta  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
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ตารางที่ 4.17  จํานวนราเอนโดไฟตที่แยกจากใบสานใบเล็ก(Dillenia ovata Wall.ex Hook. f.& Th.) 
เปรียบเทียบระหวางฤดูแลงและฤดูฝน 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 

ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

 ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

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

4 
5 
2 
1 
3 
15 

26.66 
33.33 
13.33 
6.66 

20.00 
100 

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

9 
3 
6 
3 
2 

23 

39.13 
13.04 
26.08 
13.04 
8.69 
100 
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รูปที่ 4.10  เปอรเซ็นตราเอนโดไฟตทีแ่ยกจากใบสานใบเล็กเปรียบเทยีบระหวางฤดแูลงและฤดูฝน 
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ตารางที่ 4.18  ราเอนโดไฟตที่แยกจากใบตะขบปา (Flacourtia   indic  Merr) 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 
รหัส ราเอนโดไฟต  รหัส ราเอนโดไฟต 

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

 

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

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

Pestalotiopsis  sp. 
Phyllosticta  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phomopsis  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.2 
Phyllosticta  sp.2 
Xylaria  sp.3 
Xylaria  sp.3 
Xylaria  sp.3 
Xylaria  sp.3 
Xylaria  sp.3 
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ตารางที่ 4.19  จํานวนราเอนโดไฟตที่แยกจากใบตะขบปา (Flacourtia  indic  Merr) เปรียบเทยีบ
ระหวางฤดแูลงและฤดูฝน 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 

ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

 ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

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

6 
1 
2 
1 
1 
3 
1 
15 

40.00 
6.66 

13.33 
6.66 
6.66 

20.00 
6.66 
100 

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

5 
2 
2 
5 
2 
1 
 

17 

29.41 
11.76 
11.76 
29.41 
11.76 
5.88 

 
100 
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รูปที่ 4.11  เปอรเซ็นตราเอนโดไฟตทีแ่ยกจากใบตะขบปาเปรียบเทียบระหวางฤดูแลงและฤดูฝน 
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ตารางที่ 4.20  ราเอนโดไฟตที่แยกจากใบชงิชัน (Dalbergia   oliveri Gamble.) 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 
รหัส ราเอนโดไฟต  รหัส ราเอนโดไฟต 

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

 

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

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

Xylaria  sp.1 
Pestalotiopsis  sp. 
Pestalotiopsis  sp. 
Penicillium  sp. 
Paecilomyces sp. 
Paecilomyces sp. 
Phyllosticta  sp.1 
Pestalotiopsis  sp. 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.1 
Xylaria  sp.3 
Paecilomyces sp. 
Phyllosticta  sp.1 
Pestalotiopsis  sp. 
Pestalotiopsis  sp. 
Phyllosticta  sp.1 
Paecilomyces sp. 
Xylaria  sp.3 
Paecilomyces sp. 
Phyllosticta  sp.1 
Phyllosticta  sp.1 
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ตารางที่ 4.21  จํานวนราเอนโดไฟตที่แยกจากใบชิงชนั (Dalbergia   oliveri Gamble.) เปรียบเทียบ 
ระหวางฤดแูลงและฤดูฝน 
 

ฤดูแลง  ฤดูฝน 

ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

 ราเอนโดไฟต 
จํานวน 
ไอโซเลต 

เปอรเซ็นต 
(%) 

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

5 
3 
1 
1 
2 
2 
14 

35.71 
21.42 
7.14 
7.14 

14.28 
14.28 
100 

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

5 
3 
2 
3 
7 
1 

21 

23.80 
14.28 
9.52 

14.28 
33.33 
4.76 
100 
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รูปที่ 4.12   เปอรเซ็นตราเอนโดไฟตทีแ่ยกจากใบชิงชันเปรียบเทียบระหวางฤดูแลงและฤดูฝน 
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4.3  การศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟตท่ีแยกจากพืชในปาเตง็รงั ท้ัง 10 ชนิด  
 ศึกษาความหลากหลายของราเอนโดไฟตโดยวเิคราะหความถี่ของราเอนโดไฟตทีแ่ยกได
จากตัวอยางพชืแตละชนดิ  (Colonization Frequency) โดยคํานวณจากสูตรดังนี้ (Khan  และคณะ, 
2007) 
 % Colonization Frequency  =  (Ncol / Nt) × 100 
       เมื่อ   Ncol = จํานวนราทีแ่ยกไดจากใบพืช 
                 Nt    = จํานวนชิน้ใบทั้งหมดที่ใชในการศึกษา 
  
 จากตารางที่ 4.23 แสดงเปอรเซ็นต Colonization Frequency  (CF%) ซ่ึงไดจากการคํานวณ
ตามสูตรขางตน พบวาในฤดแูลง ตนรัง (Shorea   siamensis   Miq.) มีคา CF% สูงที่สุด ที่ 90% และ
ในฤดูฝน ยางพลวง (Dipterocarpus  tuberculatus  Roxb.) และสานใบเล็ก (Dillenia ovata Wall.ex 
Hook. f.& Th.) มีคา CF% สูงที่สุด ที่ 115% สําหรับการสํารวจทั้ง 2 ฤดูพบราเอนโดไฟตที่มีจํานวน 
สูงสุด ไดแก Phyllosticta  sp.1 60 ไอโซเลต , Phomopsis  sp.1 54 ไอโซเลต และ Xylaria  sp.1 44 
ไอโซเลต  
  ราเอนโดไฟตที่แยกไดจากใบพืชแตละชนดิ จากการสํารวจทั้ง 2 ฤดูสามารถจัดจําแนกเปน
กลุมใหญๆไดดังนี้ (ตารางที่ 4.24) 

1. Deuteromycetes  กลุม Coelomycetes ไดแก  Phyllosticta  sp.1,  Phyllosticta  sp.2,  
Phomopsis  sp.1,  Phomopsis  sp.2 และ  Pestalotiopsis  sp.  (รูปที่ 4.14) ราในกลุมนี้สรางสปอร
แบบไมอาศัยเพศภายในโครงสรางที่เรียกวา pcnidia  หรือ  acervulus  (วิจัย, 2546) 
 2. Deuteromycetes  กลุม  Hyphomycetes ไดแก Aspergillus  sp., Penicillium  sp.,  
Paecilomyces  sp., Fusarium  sp.1, Fusarium  sp.2 และ  Nodulisporium  sp. (รูปที่ 4.15) ราในกลุม
นี้สรางสปอรแบบไมอาศัยเพศโดยไมมีโครงสรางใดหอหุม 

3.   Ascomycetes  ไดแก  Xylaria  sp.1,   Xylaria  sp.2,   Xylaria  sp.3  และ  Daldinia  sp. 
สําหรับราเอนโดไฟตใน กลุม Ascomycetes  ที่แยกไดในงานวจิัยนี้ทกุชนิดอยูในกลุม Xylariaceae 
ทั้งหมด โดยมีรายงานวาราในกลุม Xylariaceae ที่เปนเอนโดไฟตมีถึง 11 สกุล (Whalley, 1996) ใน
การศึกษาราเอนโดไฟตในปาเต็งรังอําเภอเวียงสา จังหวดันาน พบราในกลุม Xylariaceae 4 ชนิด 2 
สกุล (รูปที่ 4.16) 
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ตารางที่  4.22   จํานวนราเอนโดไฟตทีแ่ยกไดจากพืชแตละชนิดระหวางฤดูแลงและฤดูฝน ในป พ.ศ.2550 ที่ อ.เวยีงสา จ.นาน 
DT DP SS GN SO BA AM DI FI DO 

ราเอนโดไฟต 
D W D W D W D W D W D W D W D W D W D W 

รวม 

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

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

10 
- 
- 
- 

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

- 
- 
3 
- 
3 
1 
- 
- 
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ตารางที่  4.23 colonization  frequency  (CF%) ของราเอนโดไฟตที่แยกไดจากใบพืชแตละชนิดระหวางฤดูแลงและฤดูฝนในป พ.ศ.2550 ที่ อ.เวียงสา จ.นาน 
DT DP SS GN SO BA AM DI FI DO 

ราเอนโดไฟต 
D W D W D W D W D W D W D W D W D W D W 

 

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

- 
- 
- 
- 

10 
- 
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- 

10 
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35 
- 
- 
- 
- 
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5 

15 
25 
- 

15 
- 

10 
- 
- 
- 
- 

 

CF% รวม 85 115 55 95 90 80 40 70 45 70 60 80 45 55 75 115 75 85 70 105  72 
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ตารางที่ 4.24   จําแนกกลุมของราเอนโดไฟตที่แยกไดระหวางฤดูแลงและฤดูฝนในป พ.ศ.2550 ที่ 
 อ.เวียงสา จ.นาน 
 

จํานวนไอโซเลต 
ราเอนโดไฟต 

ฤดูแลง ฤดูฝน 
การจัดจําแนก 

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

21 
- 

19 
3 
8 
3 
6 
8 
3 
- 

11 
19 
6 
2 

16 
1 
1 
- 

127 

39 
9 

35 
- 

11 
7 

14 
5 
- 
3 
8 

25 
- 
7 

10 
- 
- 
2 

175 

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

 
 จากการจดัจําแนกกลุมของราเอนโดไฟตทีแ่ยกได พบวาราในกลุม  Coelomycetes  สูงที่สุด
ทั้งฤดูแลง และฤดูฝน ตามมาดวยกลุม Hyphomycetes  และ Ascomycetes  ตามลําดับ (รูปที่ 4.13) 
ในฤดูฝนสามารถพบราทั้ง 3 กลุมเพิ่มมากขึ้นจากฤดแูลง ผลการวิจัยนี้สอดคลองกับผลงานวิจยัที่
สํารวจความหลากหลายของราเอนโดไฟตบริเวณปาเบญจพรรณ (Decidous forest) ตอนใตประเทศ
อินเดีย ซ่ึงเปนปาโปรงเขตรอนคลายกับปาเต็งรังในประเทศไทย ผลการสํารวจราเอนโดไฟตพบวา
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พบราในกลุม Deuteromycotina สูงที่สุด โดยเฉพาะในกลุม Coelomycetes ซ่ึงราที่พบมากที่สุดใน
ฤดูหนาวคือ  Phyllosticta  sp. และ  Pestalotiopsis  sp. (Mysore  และคณะ, 2005) การศึกษาความ
หลากหลายของราเอนโดไฟตจากพืชสมุนไพรบริเวณ จงัหวัดกาญจนบุรี และนครราชสีมา ไดรา
เอนโดไฟตมากถึง 210 ไอโซเลต จัดเปนกลุม Coelomycetes 135 ไอโซเลต ตามมาดวยกลุม 
Hyphomycetes  25 ไอโซเลต และ Ascomycetes  20 ไอโซเลต ตามลําดับ (จิตรา, 2550) จาก
ผลการวิจัยดังกลาวจะเหน็ไดวาพบราในกลุม Coelomycetes มากที่สุดซ่ึงสอดคลองกับผลวิจัยนี้  

จากการสํารวจครั้งนี้ไมพบราในกลุม Zygomycetes และ Basidiomycetes  แตไดมีการ
รายงานวาราในกลุม  Basidiomycetes เปนราเอนโดไฟต เชนกัน  โดยสามารถแยก Shizophylumn  
commune  (เห็ดแครง หรือเห็ดตีนตุกแก) ไดจากตนสัก และตนจามจุรี (Chareprasert และคณะ,  
2006)  
 ราเอนโดไฟตในกลุม Deuteromycotina  มีจํานวนและความหลากหลายมากทีสุ่ด ซ่ึง
สอดคลองกับรายงานของ Bacon และ White, 1999 ที่พบวาราเอนโดไฟตในกลุม Deuteromycotina 
และ Ascomycotina สามารถพบไดทั่วไปในพืชตระกูลหญา และไมเนื้อแข็ง ในปาเขตรอน 
(Frohlich และ Hyde, 1999) 
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รูปที่ 4.13  จํานวนจํานวนราเอนโดไฟตกลุมตางๆเปรียบเทียบระหวางฤดูแลงและฤดูฝน 
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รูปที่ 4.14   ราเอนโดไฟตกลุม Coelomycetes ไดแก  Phyllosticta  sp.1 (1),  Phyllosticta  sp.2 (2),  
Phomopsis  sp.1 (3),  Phomopsis  sp.2 (4)และ  Pestalotiopsis  sp. (5) 



                                                                                                                                                                      

 

76 

 
รูปที่ 4.15 ราเอนโดไฟตในกลุม 
Hyphomycetes  ไดแก 
Aspergillus  sp. (1), 
 Penicillium  sp. (2),  
Paecilomyces  sp. (3),  
Fusarium  sp.1 (4),  
Fusarium  sp.2 (5 )และ  
Nodulisporium  sp. (6)

76 
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รูปที่ 4.16  ราเอนโดไฟตในตระกูล Xylariaceae ไดแก Xylaria  sp.1 (1),   Xylaria  sp.2 (2),   
Xylaria  sp.3 (3) และ Daldinia  sp. (4) 
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4.4 การทดสอบการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
 4.4.1  ทดสอบความสามารถสวนสกัดในการยับยั้งจุลินทรียกอโรค 
  นําราเอนโดไฟตที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่แตกตางกันในตัวอยางพืชแตละ
ชนิดมาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคโดยวิธี paper disk (นิตยา 
และคณะ, 2541) จุลินทรียที่ใช 5 ชนิด ไดแก 

1. Bacillus  subtilis ATCC6633 
2. Staphylococcus   aureus ATCC25923 
3. Pseudomonas   aeruginosa ATCC9027 
4. Escherichia coli ATCC25922 
5. Candida   albicans ATCC70014 
เมื่อวัดเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้ง    โดยวดัจากขอบของจุลินทรียทดสอบ

ที่ถูกยับยั้งผาน paper disk จนถึงขอบอีกดานหนึ่งของจลิุนทรียทดสอบที่ถูกยับยั้ง พบวา ราเอนโด
ไฟตแตละสายพันธุ สามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบ ไดแตกตางกนั ดังแสดงใน
ตารางที่ 4.25 จากผลการทดลองพบวาราเอนโดไฟตที่แยกไดสามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้ง
แบคทีเรียแกรมบวกไดมากกวาแบคทีเรียแกรมลบ และยีสต (ตารางที ่4.26)  ราเอนโดไฟตสายพนัธุ
ที่ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดเปนวงกวาง ไดแก DTD 8 , DTD 6 (รูปที ่4.17) 
 

         
          (A)              (B) 
รูปที่  4.17  แสดงการยับยั้งแบคทีเรียทดสอบ (A)Stapllylococcus   aureus, (B) Bacillus   subtil
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ตารางที่ 4.25  ผลการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบโดยสารสกัดจากราเอนโดไฟต 
จุลินทรียทดสอบ ราเอนโดไฟต

สายพันธุ B.  subtilis S.aureous P. aeroginosa E. coli  C.  albicans 
DTD  1 
DTD 3 
DTD  4 
DTD  6 
DTD 8 
DTW 1 
DTW 3  
DTW 8 
DTW11   
DTW23 
DPD  1 
DPD  3  
DPD  5 
DPD10 
DPW 1 
DPW 3 
DPW 7 
DPW 8 
DPW17 
SSD  1 
SSD  2 
SSD   5 
SSD   7 
SSD 18 
SSW 1 
SSW 4 
SSW  5 
SSW 8 

+++ 
+ 
+ 

+++ 
+++ 
++ 
++ 
++ 
+ 

++ 
++ 
+ 
+ 

++ 
- 
+ 
- 
+ 

++ 
- 
+ 

++ 
+++ 
++ 
+ 
+ 
- 
+ 

+ 
- 
+ 

++ 
++ 
+ 
+ 
+ 
- 

++ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
+ 

++ 
- 
+ 
+ 

++ 
+ 
+ 

++ 
- 

++ 

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

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

- 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
- 

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



                                                                                                                

 

80 

ตารางที่ 4.25  (ตอ)  ผลการยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบโดยสารสกัดจากราเอนโดไฟต 
จุลินทรียทดสอบ ราเอนโดไฟต

สายพันธุ B.  subtilis S.aureous P. aeroginosa E. coli  C.  albicans 
SSW11 
SSW12 
GND  1 
GND  3 
GND  4 
GND  8 
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ตารางที่ 4.25  (ตอ)  ผลการยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบโดยสารสกัดจากราเอนโดไฟต  
จุลินทรียทดสอบ ราเอนโดไฟต

สายพันธุ B.  subtilis S.aureous P. aeroginosa E. coli  C.  albicans 
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ตารางที่ 4.25  (ตอ)  ผลการยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบโดยสารสกัดจากราเอนโดไฟต  
จุลินทรียทดสอบ ราเอนโดไฟต

สายพันธุ B.  subtilis S.aureous P. aeroginosa E. coli  C.  albicans 
FID 15 
FIW  1 
FIW  2 
FIW  3 
FIW  6 
FIW 11 
FIW 17 
DOD  1 
DOD  2 
DOD  5 
DOD  9 
DOD10 
DOD 11 
DOW 1 
DOW 2 
DOW 4  
DOW 5 
DOW18 
DOW20 

+++ 
+ 
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++ 
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- 

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

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

 
หมายเหตุ      -   หมายถึง  ไมยับยั้ง 
  +  หมายถึง  บริเวณยับยั้ง 1-7 มิลลิเมตร  
  ++  หมายถึง  บริเวณยับยั้ง 7-15 มิลลิเมตร 

+++  หมายถึง  บริเวณยับยั้งมากกวา 15 มิลลิเมตร  
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ตารางที่ 4.26 จํานวนราเอนโดไฟตที่มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรยีทดสอบ 
 

จุลินทรียทดสอบ 
จํานวนไอโซเลต 
ทีมีฤทธิ์ยับยั้ง 

เปอรเซ็นต 
(%) 

Bacillus  subtilis ATCC6633 73 70.87 แบคทีเรียแกรมบวก 
Staphylococcus   aureus ATCC25923 
 

64 62.13 

Pseudomonas   aeruginosa ATCC9027 14 13.59 แบคทีเรียแกรมลบ 
Escherichia  coli ATCC25922 
 

10 9.70 

ยีสต Candida   albicans ATCC70014 19 18.44 
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รูปที่ 4.18  เปรียบเทียบเปอรเซ็นตไอโซเลตที่มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบทั้ง 5 ชนิด 
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 4.4.2 ทดสอบความสามารถสวนสกัดในการยับยั้งการเจรญิของเซลลมะเร็ง 
  นําสวนสกัดทีไ่ดจากราเอนโดไฟต (crude extract) ที่แยกได มาทดสอบการยับยั้ง
การเจริญของเซลลมะเร็งตางๆ 5 ชนิด ไดแก เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร KatoIII (HTB-103) 
เซลลมะเร็งตับ HepG2 (HB-8065) เซลลมะเร็งลําไสใหญ SW620 (CCL-227) เซลลมะเร็งเตานม 
BT474 (HTB-20) และเซลลมะเร็งปอด (Chago) ตรวจสอบดวยวิธี MTT โดยการวัดการดดูกลนื
แสง เซลลที่มีชีวิตอยูจะตดิสี หลุมที่มีคาความดูดกลืนแสงสูงแสดงวายังมีเซลลที่มีชีวิตอยูมาก สวน
หลุมที่มีคาความดูดกลืนแสงนอยแสดงวา เซลลถูกยับยั้งการเจริญ  
  เปอรเซ็นตการยับยั้งเซลลมะเร็งชนิดตางๆของสวนสกัดจากราเอนโดไฟต แสดง
ดังตารางที่ 4.26  ตัวเลขที่พิมพตัวหนา หมายถึงการยบัยั้งแบบจําเพาะเจาะจง จากตารางที่ 4.26 
พบวาราเอนโดไฟตสายพนัธุ DTD 6 และ FID 15 ยับยั้ง เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร KatoIII ได
อยางจําเพาะ 
 
ตารางที่ 4.27 เปอรเซ็นตการการอยูรอดของเซลลมะเร็ง 

เปอรเซ็นตการอยูรอด  (%) ราเอนโดไฟต 
สายพันธุ Hep-G2 BT 474 KATO III Chago SW620 
DTD  1 
DTD  6 
DTD 3 
DTD  4 
DTD  8 
DTW  1 
DTW  3 
DTW  8 
DTW11 
DTW23 
DPD  1 
DPD  3 
DPD  5 
DPD 10 
DPW  3 
DPW  8 

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

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

131.06 
34.55 
50.00 
33.73 
32.11 

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

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

77.36 
42.18 
74.62 
38.66 
59.35 
66.04 
55.84 
12.56 
93.03 
68.40 
13.93 
48.51 
12.31 
18.28 
10.32 
14.05 
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ตารางที่ 4.27  (ตอ) เปอรเซ็นตการอยูรอดของเซลลมะเร็ง 
เปอรเซ็นตการอยูรอด  (%) ราเอนโดไฟต 

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

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

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

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

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

100.11 
98.70 
93.51 
93.51 

100.70 
96.49 
94.86 
57.64 
75.61 
88.44 
93.34 
63.12 

68.65 
59.49 
52.23 
21.64 
63.16 

110.50 
112.08 
80.28 
68.48 

105.03 
97.98 
68.77 
60.71 
64.17 
82.87 
71.07 
99.85 

101.29 
61.00 
35.18 
95.97 
65.50 
52.71 
51.42 
16.40 
42.89 
74.09 
16.40 
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ตารางที่ 4.27  (ตอ) เปอรเซ็นตการอยูรอดของเซลลมะเร็ง 
เปอรเซ็นตการอยูรอด  (%) ราเอนโดไฟต 

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

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

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

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

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

100.99 
42.53 
39.62 
95.37 
66.58 
95.85 

101.65 
97.51 
97.74 
93.72 
55.90 
97.74 
34.36 
13.27 

47.80 
94.83 
15.63 
93.02 
12.40 
15.50 
93.79 
88.75 
40.82 
70.54 

103.76 
13.37 
11.04 
63.44 
16.60 
11.77 
18.79 
93.74 
27.23 
94.23 
85.39 
94.84 
91.28 
61.71 
43.31 
90.79 
12.51 
12.02 
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ตารางที่ 4.27  (ตอ) เปอรเซ็นตการอยูรอดของเซลลมะเร็ง 
เปอรเซ็นตการอยูรอด  (%) ราเอนโดไฟต 

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

54.70 
12.30 
12.68 
15.28 
92.84 
102.69 
128.85 
35.87 

75.32 
31.41 
32.43 
34.12 
35.81 
62.98 

113.31 
31.49 

43.48 
29.23 
7.12 

25.79 
86.48 
67.67 
85.81 
36.27 

42.85 
16.11 
19.43 
51.30 

100.00 
94.16 

103.47 
70.43 

52.33 
12.02 
22.20 
12.76 
13.00 
98.52 
70.27 
95.10 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

จํา
นว

นส
วน

สก
ัด

A B C D E F G

รูปที่ 4.19  จํานวนสวนสกัดที่มีการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งชนิดตางๆ 
(A) จํานวนสวนสกัดที่ไมมีผลยบัยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง 
(B) จํานวนสวนสกัดที่มีผลยับยัง้การเจริญของเซลลมะเร็งทุกชนิด 
(C) จํานวนสวนสกัดที่มีผลยับยัง้การเจริญของเซลลมะเร็งตับ (Hep-G2) 
(D) จํานวนสวนสกัดที่มีผลยับยัง้การเจริญของเซลลมะเร็งเตานม (BT 474) 
(E) จํานวนสวนสกัดที่มีผลยับยัง้การเจริญของเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III) 
(F) จํานวนสวนสกัดที่มผีลยับยัง้การเจริญของเซลลมะเร็งปอด (Chago) 
(G) จํานวนสวนสกัดที่มีผลยับยัง้การเจริญของเซลลลําไส (SW 620) 
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4.4.3  การตรวจสอบการตายแบบอะพ็อบโทซิสของเซลลมะเร็ง 
  เมื่อนําสวนสกดัจากราเอนโดไฟต สายพันธุ DTD 6 ซ่ึงแยกไดจากตนพลวงและ 
FID 15 ซ่ึงแยกไดจากตะขบปามาทดสอบการกระตุนใหเซลลเกิดการตายแบบอะพ็อบโทซิส โดย
ใชกลองฟลูออเรสเซนต พบวาสวนสกดัทั้งสองสามารถกระตุนใหเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร 
(KATO III) เกดิอะพ็อบโทซสิได แสดงดังรูป 4.20 ลูกศรสีเหลืองชี้เซลลที่เกิดอะพ็อบโทซิส 

 
 
รูปที่ 4.20  การเกิดอะพ็อบโทซิสของเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III) 

(A) เมื่อถูกกระตุนดวยสวนสกดัของราเอนโดไฟตสายพันธุ DTD 6 
(B) เมื่อถูกกระตุนดวยสวนสกดัของราเอนโดไฟตสายพันธุ FID 15 
(C) เมื่อถูกกระตุนดวย etoposide (ชุดควบคุมบวก) 
(D) เมื่อถูกกระตุนดวย DMSO (ชุดควบคุมลบ)  
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4.4.4 การหาเวลาที่เหมาะสมในการตรวจสอบการตายแบบอะพ็อบโทซิส 
จากการตรวจสอบการตายแบบอะพ็อบโทซิสของเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร 

(KATO III) โดยตรวจสอบในชวงเวลาตางๆไดแก 24, 36, 48 และ 72 ช่ัวโมง พบวาสวนสกัดจากรา
เอนโดไฟตสายพันธุ FID 15 สามารถกระตุนใหเซลลมะเร็งกระเพาะอาหารตายแบบอะพ็อบโทซิส
ไดสูงสุดที่ 45% ในชัว่โมงที่ 48 และสวนสกัดจากราเอนโดไฟตสายพันธุ DTD 6 สามารถกระตุน
ใหเซลลมะเร็งกระเพาะอาหารตายแบบอะพ็อบโทซิสไดสูงสุดที่ 15% ในชัว่โมงที่ 48 เชนกนั     
(รูปที่ 4.21)  

จาการศึกษาพบวาสาร  Resveratrol สามารถกระตุนเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร 
(KATO III) ใหเกิดอะพ็อบโทซิสได และสามารถตรวจสอบไดในชัว่โมงที่ 48 ไดถึง 53% ในขณะ
ที่ช่ัวโมงที่ 24 สามารถตรวจสอบไดเพียง 8.3% เทานั้น  ( Atten และคณะ, 2001) ผลวิจัยดังกลาวจงึ
สอดคลองกับผลของงานวิจยันี้             

 

0

10

20
30

40

50

60
70

80

90

24 36 48 72

เวลา (ช่ัวโมง)

เป
อร

เซ
็นต

กา
รต

าย
แบ

บอ
ะพ็

อบ
โท

ซิส

DTD 6

FID 15

Etoposide
 

 
รูปที่ 4.21 เปอรเซ็นการตายแบบอะพ็อบโทซิสสูงสุด 
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4.5 ราเอนโดไฟตท่ีคัดเลือกได 
  ราเอนโดไฟตที่คัดเลือกไดคอื ราเอนโดไฟตสายพันธุ DTD 6 ซ่ึงจากการพิสูจนเอกลักษณ

ทางสัณฐานวทิยาแลวพบวาคือ  Nodulisporium sp. (รูปที่ 4.2 ) เนื่องจากการศึกษาพบวาเปนราเอน
โดไฟตสายพนัธุที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียไดทั้ง 5 ชนิด มีฤทธิ์ยับยั้งการเจรญิ
ของเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III) อยางจาํเพาะ และสามารถกระตุนใหเซลลมะเร็ง
กระเพาะอาหารเกิดการตายแบบอะพ็อบโทซิสได 

 ราเอนโดไฟตท่ีคัดเลือกไดอีกสายพันธุคือ ราเอนโดไฟตสายพันธุ FID 15 ซ่ึงจากการ
พิสูจนเอกลักษณทางสัณฐานวิทยาแลวพบวาคือ  Xylaria sp.2  (รูปที่ 4.2 )เนื่องจากการศึกษาพบวา
เปนราเอนโดไฟตสายพันธุทีม่ีฤทธิ์ในการยบัยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกไดดี มีฤทธิ์
ยับยั้งการเจรญิของเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III) อยางจําเพาะ และสามารถกระตุนให
เซลลมะเร็งกระเพาะอาหารเกิดการตายแบบอะพ็อบโทซิสไดเชนกนั  จึงนําราเอนโดไฟตทั้งสอง
ชนิดไปพิสูจนเอกลักษณทางอณูชีววทิยาตอไป 
 
4.6 การพิสูจนเอกลักษณทางอณชูีววิทยา 
 ทําการสกัด และเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ ดวยดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) ของราเอน
โดไฟตสายพนัธุ DTD 6 และ FID 15 ดวยไพรเมอร ITS 1 และ ITS 4  ทําการตรวจสอบ PCR  
product เบื้องตนดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟริซิส ดังแสดงในรูปที่ 4.22 

 
 

รูปที่ 4.22  PCR product บนอะกาโรสเจลของราเอนโดไฟตสายพันธุDTD 6 (M1) และFID 15 (X1) 
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จากนั้นวิเคราะหหาลําดับเบสของยีนประมวลรหัส 18S rRNA ของราเอนโดไฟตทั้ง 2 สายพนัธุ 
โดยนําลําดับเบสของราเอนโดไฟตทั้ง 2 สายพันธุที่ไดไปเปรียบเทยีบกับฐานขอมูลใน Genbank 
และทํา sequence aligment แสดงดังรูป 4.23 - 4.24 พบวาราเอนโดไฟตสายพันธุ DTD 6 มีความ
ใกลเคียงกับ Nodulisporium sp. JP807  99% และ ราเอนโดไฟตสายพนัธุ FID 15 มีความใกลเคยีง
กับ  Xylaria  sp. T1070911  100% 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.23  เปรียบเทียบลําดับเบสของราเอนโดไฟต DTD 6 กับฐานขอมูล Genbank 

             
             
Nodulispor : 
M1(2)      : 
             

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

      
      
 :  81
 :  81
      

             
             
Nodulispor : 
M1(2)      : 
             

                                                                                 
        *       100         *       120         *       140         *       160  
GCCGCGCTTACCTGCCCGGTAGCGCGCTACGGGCCCGCCGGTGGACTGCTAAACTCTGTTATTTATAAGTATCTCTGAATG
GCCGCGCTTACCTGCCCGGTAGCGCGCTACGGGCCCGCCGGTGGACTGCTAAACTCTGTTATTTATAAGTATCTCTGAATG
GCCGCGCTTACCTGCCCGGTAGCGCGCTACGGGCCCGCCGGTGGACTGCTAAACTCTGTTATTTATAAGTATCTCTGAATG

      
      
 : 162
 : 162
      

             
             
Nodulispor : 
M1(2)      : 
             

                                                                                 
       *       180         *       200         *       220         *       240   
CTTCAACTTAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAG
CTTCAACTTAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAG
CTTCAACTTAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAG

      
      
 : 243
 : 243
      

             
             
Nodulispor : 
M1(2)      : 
             

                                                                                 
      *       260         *       280         *       300         *       320    
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTG
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTG
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTG

      
      
 : 324
 : 324
      

             
             
Nodulispor : 
M1(2)      : 
             

                                                                                 
     *       340         *       360         *       380         *       400     
TTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCCTGCTGCTTAGTGTTGGGAGTCTAGGTCCCAGGGCCTAGTTCCTCAAAGTTATT
TTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCCTGCTGCTTAGTGTTGGGAGTCTAGGTCCCAGGGCCTAGTTCCTCAAAGTTATT
TTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCCTGCTGCTTAGTGTTGGGAGTCTAGGTCCCAGGGCCTAGTTCCTCAAAGTTATT

      
      
 : 405
 : 405
      

             
             
Nodulispor : 
M1(2)      : 
             

                                                                                 
    *       420         *       440         *       460         *       480      
GGCGGAGTTGGGGTATACTCTGAGCGTAGTAGTGTTCTTCTCGCTTTTGCAGTAGCCCTGGCGGCTTGCCGTAAAACCCCT
GGCGGAGTTGGGGTATACTCTGAGCGTAGTAGTGTTCTTCTCGCTTTTGCAGTAGCCCTGGCGGCTTGCCGTAAAACCCCT
GGCGGAGTTGGGGTATACTCTGAGCGTAGTAGTGTTCTTCTCGCTTTTGCAGTAGCCCTGGCGGCTTGCCGTAAAACCCCT

      
      
 : 486
 : 486
      

             
             
Nodulispor : 
M1(2)      : 
             

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

      
      
 : 549
 : 548
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รูปที่ 4.24  แผนภูมิ Dendrogram แสดงความสัมพันธของ Nodulisporium sp. JP807 กับสายพันธุ
ใกลเคียง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.25   เปรียบเทียบลําดับเบสของราเอนโดไฟต FID 15 กับฐานขอมูล Genbank 

          
          
Xylaria : 
X1(2)   : 
          

                                                                                    
         *        20         *        40         *        60         *        80    
CCCAAACCCCATGTGAACATACCTAACGTTGCCTCGGCGGGTCGTACCTACCCTGTAGTGCACTTACCTGTAAGTGCCTACCCG
CCCAAACCCCATGTGAACATACCTAACGTTGCCTCGGCGGGTCGTACCTACCCTGTAGTGCACTTACCTGTAAGTGCCTACCCG
CCCAAACCCCATGTGAACATACCTAACGTTGCCTCGGCGGGTCGTACCTACCCTGTAGTGCACTTACCTGTAAGTGCCTACCCG

      
      
 :  84
 :  84
      

          
          
Xylaria : 
X1(2)   : 
          

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

      
      
 : 168
 : 168
      

          
          
Xylaria : 
X1(2)   : 
          

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

      
      
 : 252
 : 252
      

          
          
Xylaria : 
X1(2)   : 
          

                                                                                    
     260         *       280         *       300         *       320         *      
TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCTT
TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCTT
TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCTT

      
      
 : 336
 : 336
      

          
          
Xylaria : 
X1(2)   : 
          

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

      
      
 : 420
 : 420
      

          
          
Xylaria : 
X1(2)   : 
          

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

      
      
 : 504
 : 504
      

          
          
Xylaria : 
X1(2)   : 
          

                                   
     *       520         *         
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

      
      
 : 539
 : 539
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รูปที่ 4.26  แผนภูม ิDendrogram แสดงความสัมพันธของ Xylaria sp. I1070911 กับสายพันธุ
ใกลเคียง        
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4.7 การวิเคราะหหาสูตรโครงสรางทางเคมีของสารบริสุทธ์ิท่ีไดจากราเอนโดไฟตท่ีคัดเลือกได 
4.7.1 การวิเคราะหหาโครงสรางทางเคมีของสารบริสุทธ 1 จากราเอนโดไฟตสายพันธุ  

DTD 6   
  ของแข็งสีขาวที่ได 33 มิลลิกรัม (สารบริสุทธิ์ 1) เมื่อนําสารดังกลาวไปแยกดวย
โครมาโทกราฟแบบแผนบาง (thin layer chromatography: TLC)โดยใชระบบตัวทําละลาย คือ       
เฮกเซน:เอทิลแอซิเตต ในอัตราสวน 20:80 จากนั้นนําไปยอมดวย vanillin ทําใหแหงพบวามีจุด
เดียว มีคา Rf เทากับ 0.78   

จากการวิเคราะหดวยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโตสโกป พบวามีการดูดกลืนคล่ืน

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

จากนวิเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรัมทั้ง 1H- NMR และ1C- NMR พบ
ตําแหนงของโปรตอน และคารบอนดังนี ้

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

 
 
 

รูปที่ 4.27 โครงสรางของสารบริสุทธิ์ 1 
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 ในป 1979 พบวา 4-ethylanisole เปนผลิตภัณฑธรรมชาติที่สามารถสกัดไดจากพืช
(Leptolejeunea elliptica Schiffn.) (Nakayama และคณะ 1979) สารชนิดนี้ยังสามารถถูกผลิตโดยรา
เอนโดไฟต Fusarium oxysporum ที่แยกจาก Prunus  dulcis (sweet almond) (John และคณะ 2008 )    
สําหรับฤทธิ์ทางชีวภาพ  4-ethylanisole ยังไมมีการรายงาน  แตมีการรายงานเกี่ยวกับฤทธิ์ทาง
ชีวภาพของสารที่มีโครงสรางใกลเคียงกัน ไดแก  4-allylanisole (รูปที่ 4.28) โดยสารดังกลาว
สามารถแยกไดจากพืชหลายชนิดเชน  กะเพรา,  Pimpinella  anisum เปนตน  
 
 
 

 
 
 

รูปที่ 4.28  4-allylanisole (estragole) 
 
 4-allylanisole มีฤทธ์ิในการยับยั้งไวรัสโรคเริม (herpes simplex virus type 2) (Koch และ
คณะ 2008) นอกจากนี้ยังสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการกระตุนประสาทบริเวณสะโพกของหนู (Leal-
Cardoso และคณะ 2004) 
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4.7.2 การวิเคราะหหาโครงสรางทางเคมีของสารบริสุทธ 2 จากราเอนโดไฟตสายพันธุ  
FID 15 
  ผลึกรูปเข็มสีขาวท่ีไดจากแฟรกชันที่ 5 โดยวิธีคอลัมนโครมาโทกราฟ  ผลึกรูป
เข็มสีขาวที่ได 4.5 มิลลิกรัม  
  จาการวิเคราะหดวยเทคนิคอินฟราเรดสเปกโตสโกป พบวามีการดูดกลืนคล่ืนแสง

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

จากนวิเคลียรแมกเนติกเรโซแนนซสเปกตรัมทั้ง 1H- NMR และ1C- NMR พบ
ตําแหนงของโปรตอน และคารบอนดังนี ้

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

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

 
 

 
   



                                                                                                                

 

97 

  จากขอมูลทางสเปกโทรสโกปทั้งหมด (ภาคผนวก ง) พบวา สารบริสุทธ์ิ 2  คือ 
Cytochalasin D  (รูปที่4.29) 
 
 

 
 

รูปที่ 4.29 โครงสรางทางเคมีของสารบริสุทธิ์ 2 
 

   
  โดยสาร Cytochalasin D นี้สามารถถูกผลิตไดโดยราหลายสกุลโดยเฉพาะราใน
กลุม Xylariaceae ไดแก Xylaria sp., Daldinia sp., Hpoxylon sp. เปนตน  นอกจากนี้ยังสามารถผลิต
ไดจากราชนิดอื่น เชน  Phomopsis sp., Chaetomium sp. (ทัศวรรณ, 2548) 

 สําหรับการออกฤทธิ์ทางชีวภาพของสารชนิดนี้ สามารถออกฤทธิ์ไดหลากหลาย
จากรายงานการวิจัยดังนี้  ในป 2007 Cytochalasin D ถูกใชเปนสารยับยัง้ปฏิกิริยา actin 
polymerization ของเซลลเม็ดเลือดขาวของหนู  (alveolar macrophage cell line, NR 8386) 
(Haberzettl และคณะ 2007) Cytochalasin D สามารถสงเสริมการเจริญของ callus แครอท (Scherer, 
2006) Cytochalasin D วามีผลตอการยับยั้งเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (jurket)(Bernd และคณะ, 2006) 
และสามารถยับยั้งเซลลมะเร็งลําไส (human colon adenocarcinoma cell line, HT-29) (Cohen และ
คณะ, 1999)  นอกจากนี้ยังมฤีทธิ์ยับยั้งความสามารถในการหดตัวของกลามเนื้อเรียบ (Bruijns และ
Bult, 2001) และฤทธิ์ในการยับยั้งการเพิม่จํานวนของ Entamoeba invadens (Makioka และคณะ 
2000) 
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4.8 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งของสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได 
นําสารบริสุทธิ์ทั้ง 2 ชนิด มาทดสอบการยบัยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง 5 ชนิดขางตนดวย

วิธี MTT จากนั้นหาคา IC50  (μg/ml) และทดสอบการกระตุนการตายแบบอะพ็อบโทซิส 
 

ตารางที่ 4.28  ฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งชนิดตางๆของสารบริสุทธิ์ 
 

IC50  (μg/ml) 
สารบริสุทธิ์ 

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

6.777 
4.799 

4.147 
>10 

3.030 
5.840 

>10 
>10 

4.964 
4.666 

 
ตารางที่ 4.29 การกระตุนการตายแบบอะพ็อบโทซิสของมะเร็งชนิดตางๆของสารบริสุทธิ์ 

 
การตายแบบอะพ็อบโทซิส (%) 

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

1 
2 

- 
3.03 

- 
- 

5.71 
21.09 

- 
- 

2.38 
6.49 

 
จากผลการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งชนิดตางๆ พบวาสารบริสุทธิ์ 

1 (4-ethylmethoxybenzene) สามารถยับยั้งมะเร็งไดทกุชนิดยกเวนมะเร็งปอด (chago) แตเมื่อนํามา
ทดสอบความสามรถในการกระตุนใหเกิดการตายแบบอะพ็อบโทซิสพบวาสามารถกระตุนใหเกดิ
ไดเพยีง 2 ชนิดเทานัน้ และมีเปอรเซ็นตที่คอนขางต่ํา ไดแก KATO III  (5.71%) และ SW 620  
(2.38%) สําหรับ สารบริสุทธิ์ 2 (cytochalasin D) สามารถยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งได 3 ชนดิ 
ไดแก เซลลมะเร็งตับ (Hep-G2), เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III) และเซลลมะเร็งลําไส 
(SW620) โดยมีคา IC50  เทากับ 4.779, 5.840 และ 4.666 ตามลําดับ ผลการกระตุนใหเกิดการตาย
แบบอะพ็อบโทซิสพบวา สารบริสุทธิ์ 2 สามารถกระตุนการเกดิ    อะพ็อบโทซิสไดสูงที่สุดใน
เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III) ที่ 21.09% นอกจากเซลลมะเร็งกระเพาะอาหารแลวมี
รายงานเกีย่วกบั Cytochalasin D วามีผลตอการยับยั้งเซลลมะเร็งชนิดอ่ืน ไดแก มะเร็งเม็ดเลือดขาว 
(jurket) (Bernd และคณะ, 2006) และสามารถยับยั้งเซลลมะเร็งลําไส (human colon 
adenocarcinoma cell line, HT-29) (Cohen และคณะ, 1999) ไดอีกดวย 
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บทท่ี 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

สามารถแยกราเอนโดไฟตไดทั้งหมด 302 ไอโซเลต 10 สกุล 18 ชนิด จากพืชทั้ง 10 ชนิด
ในปาเต็งรังปาเต็งรัง อําเภอเวียงสา จังหวดันาน พบวาในฤดูแลงสามารถแยกราเอนโดไฟตไดมาก
ที่สุดจากตนรัง ในฤดูฝนสามารถแยกราเอนโดไฟตไดมากที่สุดจากตนสานใบเล็ก และยางพลวง 
โดยราเอนโดไฟตที่แยกไดมากที่สุด 3 อันดับแรกจากการเก็บตัวอยางทั้ง 2 ฤดูไดแก Phyllosticta  
sp.1  ,  Phomopsis  sp.1  และ  Xylaria  sp. 1  จากการจัดจําแนกกลุมของราเอนโดไฟตที่แยกได 
พบวาราในกลุม  Coelomycetes  สูงที่สุดทั้งฤดูแลง และฤดูฝน ตามดวยกลุม Hyphomycetes  และ 
Ascomycetes  ตามลําดับ 

จาการศึกษาการออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการยับยั้งจุลินทรยีทดสอบ พบวาราเอนโดไฟตที่
แยกไดสามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดมากกวาแบคทีเรียแกรมลบ และยีสต 
สําหรับการออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งทดสอบทั้ง 5 ชนิด พบวาสวนสกัดจากรา       
เอนโดไฟตสายพันธุ DTD 6 และ FID 15 สามารถยับยั้ง เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III) 
อยางจําเพาะ และสามารถกระตุนใหเซลลดังกลาวเกดิการตายแบบอะพอ็บโทซิสได 15% และ 45% 
ตามลําดับ โดยสามารถตรวจสอบไดที่ช่ัวโมงที่ 48 เมื่อนําราเอนโดไฟตทั้ง 2 สายพันธุมาพิสูจน
เอกลักษณทางอณูพันธุศาสตรพบวา DTD 6 มีความใกลเคียงกับ Nodulisporium sp. JP807  99% 
และ ราเอนโดไฟตสายพันธุ FID 15 มีความใกลเคียงกับ  Xylaria  sp. T1070911  100%    

เมื่อนําราเอนโดไฟตทั้ง 2 สายพันธุมาเลี้ยงในอาหารเหลว Malt extrac เปนเวลา 6 สัปดาห
ทําการแยกสารบริสุทธิ์ จากน้ําเลี้ยงเชื้อ และเสนใย ดวยเทคนิคทางโครมาโทกราฟและการตกผลกึ 
จากนั้นพิสูจนโครงสรางของสาร ดวยเทคนิคทางสเปกโตรสโคป ไดสารบริสุทธิ์ 2 ชนดิคือ 4 -
ethylmethoxybenzene (สารบริสุทธิ์ 1) และ cytochalasin D (สารบริสุทธิ์ 2) เมื่นํามาทดสอบฤทธิ์
ทางชีวภาพในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง พบวาสารบริสุทธิ์ 1 สามารถยับยั้งมะเร็งไดทกุ
ชนิดยกเวนมะเร็งปอด (chago) สามารถกระตุนใหเกดิการตายแบบอะพ็อบโทซิสไดเพียง 2 ชนิด
เทานั้น และมีเปอรเซ็นตที่ต่ํา ไดแก เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III)  5.71% และ
เซลลมะเร็งลําไส (SW 620) 2.38% สําหรับ สารบริสุทธิ์ 2 สามารถยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง
ได 3 ชนดิ ไดแกเซลลมะเร็งตับ (Hep-G2), เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III) และ
เซลลมะเร็งลําไส (SW620) โดยมีคา IC50  เทากับ 4.779, 5.840 และ 4.666 ตามลําดับ ผลการกระตุน
ใหเกิดการตายแบบอะพ็อบโทซิสพบวา สารบริสุทธิ์ 2 สามารถกระตุนการเกดิอะพอ็บโทซิสไดสูง
ที่สุดในเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (KATO III) ที่ 21.09%   
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ภาคผนวก ก 

 
สูตรอาหาร สารเคมี และการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย 

 
1. PDA (Potato dextrose agar) 

Potato    200.0 กรัม 
Glucose    20.0 กรัม 
Agar    20.0 กรัม 
Water    1,000  มิลลิลิตร 
ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อุณหภูมิ และความดันมาตรฐาน 
 

2.  PDB (Potato dextrose agar) 
Potato    200.0 กรัม 
Glucose    20.0 กรัม 
Water    1,000  มิลลิลิตร 
ปรับ pH เปน 7.0 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อุณหภูมิ และความดันมาตรฐาน 
 

3. MEB (Malt Extract Broth) 
Malt extract   2.0 กรัม 
Peptone    1.0 กรัม 
Glucose    20.0 กรัม 
Water    1,000 มิลลิลิตร 
ปรับ pH เปน 6.8 – 7.0 นึ่งฆาเชื้อเช้ือที่อุณหภูมิ และความดันมาตรฐาน 
 

4. NA (Nutrient Agar) 
Beef extract   1.0 กรัม 
Peptone    5.0 กรัม 
NaCl    8.0 กรัม 
Agar    18.0 กรัม 
Water    1,000 มิลลิลิตร 
ปรับ pH เปน 6.8 – 7.0 นึ่งฆาเชื้อเช้ือที่อุณหภูมิ และความดันมาตรฐาน 
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5. Sabouraud Broth 
Bacto peptone   10.0 กรัม 
Glucose    4.0 กรัม 
Water    1,000  มิลลิลิตร 
ปรับ pH เปน 5.6 นึ่งฆาเชื้อเชื้อที่อุณหภูมิ และความดันมาตรฐาน 
 

6. 0.5 McFarland Standard 
BaCl3    0.048 M ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
H2SO4    0.36 M ปริมาตร 99.5 มิลลิลิตร 
อานคาความดดูกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร ใหอยูในชวง 0.08 – 0.10 
 

7. Vanillin solution 
Vanillin    4.5 กรัม 
95% ethanol   95 มิลลิลิตร 
Sulfuric acid   0.5 มิลลิลิตร 
ละลายใหเขากนั เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิหองในขวดสีชา 
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ภาคผนวก ข 

อาหาร สารเคมี และวิธีเตรียมท่ีใชในการเพาะเลี้ยงเซลลเกาะผิว 
 

1. RPMI1640 (stock reagent) 
 อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640 ผงสําเร็จรูป         10.4    กรัม 
 โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต                2     กรัม 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร กวนใหเปนเนื้อเดยีวกัน 
ปรับคาความเปนกรด-ดาง ใหมีคาประมาณ 6.9-7.4 ดวย 1 N HCl ปรับใหไดปริมาตร 1 ลิตร ทําให
ปราศจากเชื้อโดยกรองผานหวักรองอาหารเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อขนาด 0.22 ไมโครเมตร ลงใน
ขวดใสอาหารเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อขวดละ 90 มิลลิลิตร   ปดฝาและพันพาราฟลม เก็บในตูเย็นที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
2. อาหารเลี้ยงเซลล RPMI1640 ที่ม ี10 % Fetal bovine serum (working medium) 

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

 
3. MTT solution 
 MTT        50    มิลลิกรัม 
 PBS  (สําหรับทําการเพาะเลี้ยงเซลลเทานั้น)  10    มิลลิลิตร 
 ละลาย MTT ใน PBS ใสในหลอดฝาเกลียวขนาด 15 มิลลิลิตร ที่ปลอดเชื้อผสมใหเขากัน    
กรองผานชุดกรองสําเร็จรูปปราศจากเชื้อขนาด 0.22 ไมโครเมตร (ทําในตูปลอดเชือ้) แบงใสหลอด 
ไมโครเซนติฟวจที่ปลอดเชื้อขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 1 มิลลิลิตร หุมดวยแผนฟอยด เก็บที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 หมายเหตุ MTT เปนสารกอมะเร็ง ตองสวมทุกมือกอนช่ังหรือเตรียมสารทุกครั้ง 
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4. 1 X PBS ปริมาตร 1 ลิตร 
 NaCl      8 กรัม 
 KCl       0.2 กรัม 
 Na2HPO4·12H2O     3.63 กรัม 
 KH2PO4      0.24 กรัม 

เติมน้ํากลั่น 1 ลิตร ละลายใหเขากัน ปรับ pH ใหเทากับ 7.4 นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภมูิ 121 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เก็บรักษาไวที่อุณหภูม ิ4 องศา
เซลเซียส 
 
5. 0.04 N HCl  ใน isopropanol ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

ตวง isopropanol 80 มิลลิลิตร ในกระบอกตวงขนาด 100 มิลลิลิตร 
เติม HCl 0.331 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 100 ml ดวย isopropanol ปดฝา และเกบ็รักษาที่
อุณหภูมิหอง 
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ภาคผนวก ค 

สารเคมี และวิธีการเตรียมท่ีใชในเทคนิคทางอณูพันธุศาสตร 
 
1. 1 M Tris-HCl   (pH 8) ปริมาตร 1 ลิตร          

Tris base   121    กรัม 
 น้ํากลั่น    800    มิลลิลิตร 

ละลาย Tris base ใหเขากัน ปรับ pH ใหเทากับ 8 จากนั้นเติมน้ํากลั่นจนปริมาตรเปน 1 ลิตร 
นําไปนึ่งฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 

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

EDTA    186.10 กรัม 
 น้ํากลั่น    800 มิลลิลิตร 

ละลาย EDTA ใหเขากัน ปรับ pH ใหเทากบั 8 จากนั้นเตมิน้ํากลั่นจนปริมาตรเปน 1 ลิตร 
นําไปนึ่งฆาเชือ้ ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
เก็บรักษาไวทีอุ่ณหภูม ิ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. 2 X CTAB lysis buffer ปริมาตร 200 มิลลิลิตร  
 CTAB    4     กรัม 
 1 M Tris-HCl (pH 8.0)  20   มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) 

0.5 M EDTA (pH 8.0)  8    มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค หมายเลข 2) 
 NaCl    16.36 กรัม 
 2-mercaptoethanol  1    มิลลิลิตร 
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เติมน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 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 แลวผสมใหเขากนั นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภมูิ 121 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิหอง 

 
8. Ethidium brom 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

Ethidium bromide  0.2    กรัม 
น้ํากลั่น    20   มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากันเก็บรักษาไวในขวดสีชา ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส    
 

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

 Ethidium bromide  4 ไมโครลิตร 
 ผสมใหเขากันแลวหลอมโดยใชความรอนจนใสเปนเนื้อเดียวกัน เก็บรักษาไวที่
อุณหภูมิหอง 
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ภาคผนวก ง 
ขอมูลสเปกโตรสโคป 
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รูปที่ 2  1H- NMR สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 1 116 
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รูปที่ 3   13C- NMR สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 1 117 
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รูปที่ 4   IR สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 2 
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รูปที่ 5  1H- NMR สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 2 119 
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รูปที่ 6  13C- NMR สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 2 
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รูปที่ 7   HSQC  สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 2 
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รูปที่ 8   HMBC  สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 2 122 
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รูปที่ 9  COSY  สเปกตรัมของสารบริสุทธิ์ 2 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

นายธนวัช  สุจริตวรกุล สําเร็จการศึกษาระดับชั้นมัธยมศกึษาจากโรงเรียนอัสสัมชัญ สําโรง 
จังหวดัสมุทรปราการ ปการศึกษา 2543 สําหรับระดบัอุดมศึกษาสาํเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรี        
วิทยาศาตรบณัฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ จากภาควชิาชีววิทยาประยุกต  คณะวิทยาศาสตร       
สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง  ปการศกึษา 2547 และ ในปการศึกษา 
2549 ไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญาวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต ทีห่ลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ          
คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั 

 

ผลงานทางวิชาการ 

ธนวัช  สุจริตวรกุล, ประกติติ์สิน สีหนนทน และ โสภณ เริงสําราญ. 2551. ความหลากหลายทาง
ชีวภาพของราเอนโดไฟตทีแ่ยกจากใบพืชในปาเต็งรัง  อําเภอเวยีงสา จังหวดันาน. การ
ประชุมวิชาการระดับบัณฑติศึกษาครั้งที่ 2  มหาวิทยาลัยศิลปากร. 576-584. 

ธนวัช   สุจริตวรกุล, ทรงจันทร  ภูทอง ,ประกิตติ์สิน  สีหนนทน และ โสภณ   เริงสําราญ. 2552. 
ฤทธิ์ทางชีวภาพของราเอนโดไฟตที่แยกจากใบพืชในปาเต็งรัง อําเภอเวียงสา จังหวดันาน. 
การประชุมวิชาการพฤกษศาสตรแหงชาติ คร้ังที่ 3  มหาวิทยาลัยมหิดล. 
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