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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

 แอกติโนมัยซทิีสเปนจุลินทรียที่จัดอยูในพวกแบคทีเรีย  ติดสีแกรมบวก  แตมลีักษณะ

โคโลนีคลายราโดยมีการสรางเสนใย (hypha) ประกอบดวย เสนใยอาหาร (substrate mycelium), 

เสนใยอากาศ (aerial mycelium) และสรางสปอรเรียกวา โคนิเดีย (conidia) (Cross และ 

Goodfellow, 1973)  โคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อมีลักษณะเปน ผงแปง หรือ เปนแผนหนัง 

โคโลนีมหีลากหลายส ีเชน ขาว เหลือง สม ชมพู เขียว มวง และแดง เปนตน  แตถาศึกษาภายใต

กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนจะเหน็เปนเสนใย และมีสปอรเรียงตอกนัเปนสายขดมวนอยูบริเวณ

ปลายเสนใย เชน Streptomyces หรือบางชนิดไมสรางสปอรแตเสนใยจะแตกหักเปนทอนๆ

ลักษณะคลายอาโทรสปอร (arthospore) เชน Norcardia แอกติโนมยัซิทสีพบไดทั่วไปใน

สิ่งแวดลอม  ทําหนาทีเ่ปนผูยอยสลาย (saprophyte) สามารถยอยสลายอินทรียวตัถุที่มีโครงสราง

ซับซอนได เชน เซลลูโลส ลกินนิ เพคตนิ และไคติน เปนตน  สภาวะในอินทรียวัตถทุี่เนาเปอยผพุงั

และในมูลสัตวเปนสภาวะทีเ่หมาะสมตอการเจริญของแอกติโนมยัซิทสี  เนื่งจากมีอินทรียวัตถุ, 

ความชืน้, ออกซิเจน และมีคาความเปนกรดเบสปานกลางถึงดาง โดยมีรายงานสนับสนนุดังนี้  

Sykes และ Skinner (1973)  สามารถแยก  Streptosporangia  ไดจากมูลสัตว   Mara และ 

Oragui (1981) แยกแอกติโนมัยซทิีสจนีัส Micromonospora, Streptomyces และสายพนัธุ 

Rhodococcus coprophilus ไดจากมูลสัตวกินพืช (herbivore dung) ไดแก ววั, เกาะ, มา, ไก 

และ หาน    Ouhdouch และคณะ, (1996) สามารถแยกแอกติโนมัยซิทีสไดจากมูลแพะ ซึ่งเปน

สายพนัธุที่สามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้ง Candida tropicalis และ Pythium irregalare ได  

นอกจากนี้สามารถแยกแอกติโนมัยซทิีสไดจากมูลอูฐ ซึ่งเปนสายพนัธุที่สามารถสรางสารปฏิชีวนะ

ยับยั้ง Candida albicans, Candida tropicalis  และ Pythim irregalare ได  แอกติโนมยัซิทีสใน

มูลสัตวอาจไดมาจาก micro flora ของพืชอาหารสัตว หรือแอกติโนมัยซทิีส  เอ็นโดไฟท 

(endophytic actinomycetes)  สวนใหญอยูในจีนัส  Streptomyces  (Ouhdouch และคณะ, 

2001)  ทําใหแอกติโนมัยซทิีสปะปนอยูกบัพืชอาหารสด  หรืออยูในอาหารแหงสาํหรับ     ปศุสตัว 

เชน หญาแหง ฟางแหง หรือเมล็ดพืช  ตอมามีรายงานสนับสนนุวาพบ จนีัส Streptomyces, 

Micromonospora  และ Norcardia  อยูบริเวณรากพชื (rhizosphere) ที่ใชเปนอาหารสัตว  พบ 

Thermomonospora ในฟางหมกัและในมูลสัตวที่มเีซลลูโลสสูง (Gesheva, 2001)  ดังนัน้มูลสัตว

จึงเปนแหลงหนึ่งที่นาสนใจในการแยกแอกติโนมัยซทิีส  เนื่องจากเปนแหลงที่มีสภาวะเหมาะสม

 



 

ตอการเจริญของแอกติโนมยัซิทีส  และแอกติโนมยัซิทีสอาจติดมากับพืชอาหารสัตวเขาไปใน

ทางเดินอาหาร แลวถูกขับถายออกมาอยูในมูลสัตว  

 สารออกฤทธิท์างชีวภาพ (Bioactive compounds) ที่ผลิตโดยแอกติโนมยัซิทสีมีความ

หลากหลาย ไดแก  สารยับยั้งจุลนิทรีย  สารยับยัง้เซลลมะเร็ง  หรือสารยับยัง้เอนไซม  นอกจากนี้

ยังสรางเอนไซมซึ่งสามารถนาํมาใชในอุตสาหกรรม เชน การใชเอ็นไซมเซลลูเลส ที่ผลิตโดย 

Thermomonospora spp. ในอุตสาหกรรมทอผาในการพิมพลายผา  เอ็นไซมอะไมเลส ที่ผลิตโดย 

Streptomyces spp. ใชในการทาํน้าํเชื่อมมอลโทส (maltose syrups)  ดานการเกษตรใชเอ็นไซม

ไคตินเนสผลิตโดย Streptomyces spp. เพื่อยอยสลายผนงัเซลลของราโดยเฉพาะราที่กอใหเกิด

โรคพืช  ดานการแพทยสารปฏิชีวนะ corminomycin ผลิตโดย Actinomadura carminala ใชเปน

สารยับยัง้เซลลมะเร็ง,  bleomycin sulfate ผลิตโดย Streptomyces verticilus  ใชเปนสารยับยัง้

เซลลมะเร็งโดยใชบําบัดในผูที่เปนมะเร็งตอมน้ําเหลือง, rifamycin B ผลิตโดย Streptomyces 

albovinaceus ใชเปนยาตานไวรัส  และ  amphotericin B ผลิตโดย Streptomyces nodosus ใช

เปนยาปฏิชีวนะยับยั้งเชื้อรา   60-70% ของยาปฏิชีวนะผลิตจากแอกติโนมยัซิทสี  และในจํานวน

ดังกลาว 50% มาจาก Streptomyces spp. ดวยปจจุบันไดเกิดการดื้อยาของจุลินทรียกอโรค

เนื่องจากการกลายพันธุ ทาํใหจุลินทรียสามารถปรับตัวใหทนตอยาปฏิชวีนะได เชน 

Mycobacterium tuberculosis ซึ่งเปนสาเหตทุี่ทาํใหเกิดวัณโรค เกิดการดื้อยาเนือ่งจากเชื้อจะไป

ปรับเปลี่ยน antibiotic target ทําใหยาที่ใชอยูไมสามารถทําลายเชื้อได  ดังนัน้การแยกแอกติโนมยั

ซิทีสเพื่อใหไดหลากหลายสายพนัธุ  และมีความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลนิทรียที่

ดื้อยาหรือโรคใหม ๆ ที่เกิดจากการติดเชื้อได  มีผลชวยแกปญหาการดือ้ยาและการแพยา  หรือการ

คนพบสารยับยั้งเซลลมะเร็งเปนความกาวหนาของการพฒันาในการรักษาโรคมะเร็ง  แตการที่จะ

แยกแอกติโนมัยซิทีสใหไดหลากหลายสายพนัธุและเปนสายพนัธุใหม นั้นจําเปนตองคัดแยกจาก

แหลงในธรรมชาติซึ่งยงัไมมผูีนํามาแยกหาเชื้อชนิดนี้ เชน ในมูลสัตวเปนอีกแหลงหนึ่งที่นาสนใจใน

การนาํมาแยกหาแอกติโนมยัซิทีสซึง่ยงัไมมีรายงานในประเทศไทยวานํามูลสัตวมาแยกเชื้อชนิดนี ้

แตมีรายงานในตางประเทศวาสามารถแยกแอกติโนมยัซิทีสไดจากมลูสัตวดังรายงานขางตนดงันัน้ 

การวิจยัจึงมจีดุมุงหมายในการศึกษาแยกหาแอกติโนมัยซิทีสที่มาจากมูลสัตวกินพืชในประเทศ

ไทย  ซึง่คาดวานาจะมคีวามหลากหลายของสายพันธุเพราะเปนแอกติโนมัยซิทีสประจําถิน่ใน

ประเทศไทยทีย่ังไมมีการคนพบ นอกจาก Streptomyces ซึ่งมีอยู 70-90% ของสายพนัธุทัง้

หมดแลวยงัมุงเนนที่จะศึกษาแอกติโนมยัซทิีสจีนัสทีพ่บไดยาก (rare actinomycetes) เชน 

Micromonospora, Microbispora,   หรือDecthylosporangium  เพือ่ที่จะมีโอกาสพบสายพนัธุที่

อาจสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพชนิดใหมเพื่อนาํไปประยุกตใชทางการแพทยตอไป 
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วัตถุประสงค 
 แยกแอกติโนมัยซิทีสจากมลูสัตวกินพืชจากแหลงตาง ๆ ในประเทศไทยที่สามารถสราง

สารปฎิชีวนะยับยั้งจุลินทรีย  และเซลลมะเร็งได  จาํแนกสายพันธุของแอกติโนมยัซทิีสที่คัดเลือก   

 
ขั้นตอนการวจิัย 

1. สํารวจ และเกบ็ตัวอยาง 

2. แยกชนิดของแอกติโนมัยซทิีสจากมูลสัตวกินพืชใหบริสุทธ  และเก็บเชื้อบริสุทธิ ์
3. ทดสอบความสามารถของแอกติโนมยัซิทสีในการสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพ ไดแก

สารปฏิชีวนะยับยั้งจุลนิทรีย และเซลลมะเร็ง 

4. พิสูจนเอกลักษณของแอกติโนมัยซิทีสสายพนัธุที่สรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพโดย
ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา  การทดสอบทางชีวเคมี  และทางอณูพันธุศาสตร  

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
 ผลการคัดเลือกและจําแนกสายพนัธุของแอกติโนมัยซทิีสที่สามารถผลิตสารปฏิชีวนะ

ยับยั้งจุลนิทรียและเซลลมะเร็งได  จะเปนองคความรูพืน้ฐานของการศึกษาแอกติโนมัยซทิีสที่มี

ความสามารถในการผลิตสารปฏิชีวนะ  ซึง่สามารถนําเชือ้ที่แยกไดไปใชประโยชนตอในการพัฒนา

ทางดานอุตสาหกรรมยาตอไป   
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บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

2.1 ประวัติการคนพบ 
 

 แอกติโนมัยซทิีส (actinomycetes) มีรากศัพทมาจากภาษากรีก คือ aktisc แปลวา a ray 

beam และ mykes แปลวา fungus  ซึ่งชื่อที่ตั้งขึ้นมานี้มาจากลกัษณะโคโลนทีี่เปนกลุมเสนใยแผ

ออกเปนรัศม ี (ray fungus) เร่ิมแรกแอกติโนมัยซทิีสถกูจัดกลุมใหอยูระหวางแบคทีเรียและรา  แต

ในปจจุบันถูกจัดใหอยูในโปรคาริโอท (prokaryot)  มีการรายงานถงึแอกติโนมยัซิทีสคร้ังแรกในป 

ค.ศ.1874 โดย Hansen อางถงึโดย Krsek และคณะ (2000)  ไดพบจุลินทรียที่มลีักษณะเหมือน

บาซิลลัส เซลลเปนรูปแทง (rod) ตอกันเปนสายยาว  ตอมาไดตั้งชื่อจุลินทรียชนิดนีว้า 

Mycobacterium leprae  และในป ค.ศ.1875 Cohn ไดตั้งชื่อจุลินทรียชนิดหนึง่ที่สรางสายใยและ

มีสปอรเรียงตอกันเปนสายซึง่แยกไดจากกอนนิว่ทีพ่บในทอน้าํตา (concretions of human 

lachrymal ducts) วา Streptothrix foersteri  ในป ค.ศ.1877  Harz อางถึงโดย Waksman 

(1950) ไดตั้งชื่อจุลินทรียที ่ เปนสาเหตุของโรค lumpy jaw ในวัวทีถู่กคนพบโดย Bollinger วา 

Actinomyces bovis  เนื่องจากกลุมสายใยของเชื้อแผออกเปนรัศมี และในป ค.ศ.1882 Kock 

แยกเชื้อ Mycobacterium tuberculosis ที่เปนสาเหตขุองวัณโรคในมนุษยได (Krsek และคณะ, 

2000) และในเวลาตอมาไดมีรายงานถึงสปชีสอ่ืน ๆ เชน Saccharopolyspora rectivirgula และ 

บางสปชีสของ Thermoactinomyces  เปนสาเหตุของโรคถุงลมในปอด (farmer’s lung),  จีนสั 

Dermatophilus เปนสาเหตุของโรคผิวหนังในววัและแกะ, Streptomyces scabies เปนสาเหตุ

ของโรค potato scab ในมนัฝร่ัง  และ Rhodococcus fascines เปนสาเหตุของโรค leaf galls 

(Miyadoh และคณะ, 1997)  อยางไรก็ตามแอกติโนมยัซิทีสสวนใหญอาศัยอยูในสิง่แวดลอมอยาง

อิสระ (free-living)  ทําหนาที่หลกัเปนผูยอยสลายอนิทรียวัตถุในดิน (saprophytic organism)  

พบแอกติโนมยัซิทีสกระจายทั่วไปในดนิ, แหลงน้ํา, อากาศ และ ตนพืช  การคนพบ Streptomycin 

ซึ่งเปนยาปฏิชวีนะกลุม aminoglycoside  ที่ผลิตจาก Streptomyces griseus โดย Schatz และ 

Waksman ในป ค.ศ. 1943  นําไปสูการเพิ่มความสนใจในแอกติโนมยัซิทีสที่จะนํามาใชเปนแหลง

ผลิตยาปฏิชีวนะ ยาปฏิชีวนะหลายชนิดผลิตจาก Streptomyces sp. และ Streptoverticillium 

sp. ยาปฏิชวีนะที่ผลิตจากแอกติโนมัยซทิีสมีหลายกลุมเชน chloramphenical, tetracyclines, 

marcrolides, B-lactam และ cephamycin แอกติโนมัยซทิีสไมผลิตเพียงแต antibacterial 

antibiotics เทานัน้แตยังรวมถึง antifungal, anticancer และ antiviral antibiotics อีกดวย และยงั



 

รวมถึงสารทุตยิภูมิอีกหลายชนิดเชน เอ็นไซม  วิตามนิ  และสารยับยัง้เอ็นไซม  จีนัสอ่ืน ๆ ทีพ่บได

ยากที่สามารถผลิตสารออกฤทธิท์างชวีภาพได เชน  Actinoplanes, Micromonospora, 

Dactylosporangium, Microbispora, Streptosporangium  และ  Kibdelosporangium  (Krsek 

และคณะ, 2000) 

 
2.2 ลักษณะทัว่ไปของแอกติโนมัยซิทีส 

แอกติโนมัยซทิีสเปนแบคทีเรียแกรมบวกทีม่ีเปอรเซ็นเบสกวานนี (guanine) และไซโตซีน 

(cytosine) ใน DNA มากกวา 55 เปอรเซ็น  ซึ่งสูงกวาแบคทีเรียแกรมบวกทัว่ไป  (Krsek และคณะ

, 2000)  แอกติโนมัยซทิีสถกูจัดใหอยูในกลุมของแบคทีเรียเนื่องจากไมมีเยื่อหุมนวิเคลียส  และไม

โตคอนเดรีย (Crossa และ Goodfellow, 1973)  นอกจากนี้ผนงัเซลลของแอกติโนมยัซิทีสยัง

ประกอบดวย  mucopeptide (N-acetyl glucosamine เชื่อมกับ N-acetyl muramic acid), 

glutamic acid, glycine และ alanine (Waksman และ Henrici, 1974)  แตทางสัณฐานวทิยา

แอกติโนมัยซทีีสมีลักษณะคลายรา  คือมีการสรางเสนใยและสรางสปอรบนเสนใยแตเมื่อพิจารณา

ถึงองคประกอบของผนังเซลลแลวมีความแตกตางกนั คอื  ผนังเซลลของราประกอบดวย glucans, 

mannans  และ chitin (Cummins, 1958)  และเสนใยของแอกติโนมัยซิทีสมีขนาดเล็กกวาเสนใย

ของราคือมีเสนผาศนูยกลางประมาณ 0.5-2.0 ไมโครเมตร  มีการสรางสปอรบนเสนใยอากาศ 

(aerial mycelium)  และหรือสรางสปอรทั้งบนเสนใยอากาศและบนเสนใยอาหาร (substrate 

mycelium)  สปอรมีลักษณะเปนสปอรเดี่ยว  สปอรคู  หรือตอกันเปนสายยาว  สายสปอรอาจมี

ลักษณะตรง ขดเปนวงตรงสวนปลาย  ขดเปนเกลียว  และอาจมีการสรางสปอรในอับสปอร 

(sporangium) เชน Streptomyces sp. สรางสปอรเปนสายยาวบนเสนใยอากาศ,  

Thermomonospora  sp. สรางสปอรเดี่ยวอยูรวมกนัเปนกลุม (clusters) ทั้งบนเสนใยอากาศและ

เสนใยอาหาร,  Nocardia sp.   สรางเสนใยอาหารแตกหักเปนชิน้ ๆ (fragmenting substrate 

mycelium)  และสรางเสนใยอากาศมีสายสปอรลักษณะเหมือน arthrospores,  Rhodococcus 

sp. สรางเสนใยอาหารแตกหักเปนชิน้ ๆ อยางรวดเร็วแตละชิ้นจะเปลีย่นรูปรางเปนรูปกลม  โคโลนี

ดานบนมีลักษณะเปน mass of coccoid elements,  Atinoplanes sp. สรางอบัสปอรรูปกลม 

(globose sporangia) บนผิวโคโลน ี ภายในอับสปอรบรรจุสปอรที่เคลื่อนที่ได (zoospores) และ  

Dactylosporangium sp. สรางอับสปอรรียาว (tubular sporangia)  บนผวิโคโลนีซึ่งภายในอบั

สปอรบรรจุสปอรที่เลื่อนที่ได  และนอกจากนี้ยงัสรางสปอรเดี่ยวรูปกลม (aleuriospores) บนเสน

ใยอาหาร (William และคณะ, 1989) 
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2.3 สัณฐานวิทยาของแอกติโนมัยซิทีส 

2.3.1 การสรางโคโลนีของแอกติโนมัยซิทีส 

         โคโลนีของแอกติโนมยัซิทีสเกิดจากการสรางเสนใยจํานวนมาก  จนเกิดการรวมกนั

เปนกลุมกอนเรียกวา โคโลนี (colony) ซึ่งความหมายของโคโลนีของแอกติโนมยัซิทีสจะตางจาก

โคโลนีของแบคทีเรีย  เนือ่งจากโคโลนขีองแบคทีเรียจะเกิดจากเซลลเดี่ยวหรือกลุมของเซลลทีม่ี

ลักษณะเหมือนกนั  แตโคโลนีของแอกติโนมัยซทิีสเกิดจากการรวมกนัของเสนใย  เปนกลุมเสนใย

ท่ีหนาแนน  การสรางโคโลนบีนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเริ่มจากหวัเชื้ออาจมาจากสปอรเดี่ยว  อับสปอร  

สวนของเสนใยที่แตกหัก  หรือจากบางสวนของโคโลนีเดิม  เมื่อหวัเชือ้ตกลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง  

จะพัฒนาเปนเสนใยอาหาร เมื่อเสนใยอาหารเจรญิเต็มที่จะแทงผานอาหารขึน้มาเปนเสนใย

อากาศซึง่เปนสวนที่สัมผัสกบัอากาศโดยตรง  จากนัน้มีการเปลี่ยนแปลงลักษณะของโคโลน ี เชน  

สรางสปอรโดยการแบงตวัของเสนใยเริ่มจากการสรางผนังกั้นภายในเสนใย  โดยทัว่ไปเสนใยมกัมี

ผนังกั้นชัน้เดียวเพื่อความคงตัว  และสรางเปนเสนใยแข็ง  (Kalakoutskii และ Agre, 1976)  

ลักษณะของโคโลนีมีความแตกตางกนัในแตละสปชีส  เชนใน Streptomyces  มีทัง้เสนใยอาหาร

และเสนใยอากาศเปนโครงสรางหลกัของโคโลนี ดงัแสดงในรูปที ่2.1  ใน Micromonospora  และ 

Actinoplanes ไมมีเสนใยอากาศจะสรางสปอรและอับสปอร (sporerangium) ตามลําดับโดยตรง

จากเสนใยอาหาร  การสรางเสนใยของ Sporichthya  ถูกจํากัดทาํใหมีเสนใยอากาศสั้น  โคโลนี

ของแอกติโนมยัซิทีสมีลักษณะนูน (raised), เรียบแบน (flat) บางครั้งมีลักษณะคลายแผนหนงั 

(leather) มีความหลากหลายตั้งแตนุมเหนียวจนถึงแข็ง  สีของโคโลนมีีสี  ขาว  เหลือง  สม  ชมพ ู 

แดง  มวง  ฟา  เขียว  น้ําตาลและดํา  ผิวของโคโลนมีีลักษณะเรียบ (smooth)  สันนนู (ridged)  

ขรุขระ (rough) เปนรอยยน (wrinkled)  เปนเม็ดเลก็  (granular)  เปนผง (powder)  หรือเปน

เกล็ด (squamous)  ขนาดของโคโลนีข้ึนอยูกับ สปชสี อาย ุ  และสภาวะการเจริญ  เสนผาน

ศูนยกลางของโคโลนีมีความแตกตางตั้งแตหนวยมิลลิเมตรจนถึงเซนตเิมตร (Miyadoh และคณะ, 

1997) 
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รูปที่ 2.1 แสดงตัวอยางวงชวีิต (life cycle)  ของแอกติโนมยัซีส Streptomyces coelicolor 

: ภายใตสภาวะทีเ่หมาะสม germ tube งอกออกมาจากสปอร  เจริญโดยการยืด

ยาวและแตกแขนงบริเวณปลายเสนใย  ไดเสนใยอาหารจํานวนมาก  หลงัจากนัน้ 

2-3 วัน เสนใยจะเจริญแทงขึ้นมาจากในอาหารออกสูอากาศกลายเปนเสนใย

อากาศ  ซึง่ถูกควบคุมโดย ยนี bld  จากนัน้เจริญโดยการยืดยาวบริเวณปลายเสน

ใย  เมื่อเสนใยอากาศเจริญเต็มที่ ยีน whiG  และ  whiJ  ควบคมุใหปลายเสนใย

มวนเปนเกลียว  หลังจากนัน้ ยนี whiA,  whiB,  whiH  และ whiI ควบคุมใหมีการ

แบงเซลลที่ปลายเสนใยโดยการสรางผนังกั้นแบงเสนใยออกเปนสวน ๆ ยนี  whiD  

และ  sigF  ควบคุมใหผนงัเซลลหนาขึ้นกลายเปนผนังสปอรที่มีคุณสมบัติทนตอ

ความแหง และ ยนี whiE  ควบคุมใหสปอรมีสีเขมข้ึน  [ที่มา Atlas of 

Actinomycetes (1997)]  

 

2.3.2 โครงสรางโคโลนขีองแอกติโนมัยซิทีส 

โคโลนีของแอกติโนมยัซิทีสจะมีการสรางเสนใย 2 แบบ คือ เสนใยอาหาร และ

เสนใยอากาศโดยเสนใยทัง้ 2 แบบ จะแสดงลกัษณะและหนาที่ทางชวีวทิยาที่แตกตางกัน  
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โดยทัว่ไปแอกติโนมัยซทิีสจะมีการสรางเสนใยทัง้ 2 แบบ แตบางชนิดสรางเฉพาะเสนใยอาหาร  

ปกติไมพบผนงักัน้เซลลภายในเสนใย  แตอาจพบไดในชวงแรกของกระบวนการแตกหักเปนชิน้ ๆ 

(fragmentation) ของเสนใย  ภายในเสนใยมีโครงสรางหลกัที่แสดงวาแอกติโนมัยซทิีสเปน       

โปรคาริโอต  ดังแสดงในรูปที่ 2.2  คือ ในไซโตพลาสซึม  ประกอบดวยสายดีเอน็เอ,  ไรโบโซม  และ

สารตาง ๆ ที่รวมอยูดวยกนั เชน polyphosphates,  lipids และ  polysaccharides  มีเยื่อหุมเซลล 

(plasma membrane) หอหุมไซโตพลาสซึม ซึ่งเยื่อหุมเซลลบางแหงจะพัฒนาไปเปน 

mesosomes  ตรงบริเวณตดิกับผนังเซลล  

 

รูปที่ 2.2 แสดงองคประกอบภายในไซโตพลาสซึมของเสนใยอาหารในแอกติโนมัยซิทีส: 

(cp) ไซโตพลาสซึม,  (pm) เยื่อหุมเซลล,  (cw) ผนังเซลล,  (me) มีโซโซม,  (se) 

ผนังกั้นเซลล,  (ri) ไรโบโซม,  (DNA) สาย DNA,  และ (re) แองสะสมสารภายใน

เซลล  [ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)]   

 

เสนใยอาหาร  คือ เสนใยที่สรางในระยะ vegetative cell จะเจริญอยูในอาหาร

เลี้ยงเชื้อ  การเจริญของสายใยชนิดนี้จะมขีนาดและรูปรางแตกตางกนั  โดยชวงแรกสีของเสนใยจะ

เปนสีขาวหรือครีม  แตเมื่อเจริญเต็มที่จะกลายเปนสีเหลือง  แดง  ชมพู  สม  เขียว  หรือ  น้ําตาล 

และเมื่อเพาะเลี้ยงแอกติโนมยัซิทีสบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง จะเกิดการเจริญอยางรวดเร็วภายใน

เวลา 2-6 ชั่วโมง  โดยจะมีการสราง germ tube หนึง่ tube หรือหลาย tube ซึ่งจะเจริญตอไปเปน

เสนใยยาวและพัฒนาเปนเสนใยทีม่ีความซับซอนยิง่ขึน้  เสนผานศูนยกลางของเสนใยประเภทนี้

พบไดตั้งแต 0.2-0.8 ไมโครเมตร  บางชนดิพบเสนใยมลัีกษณะโคงและมีการแตกแขนง  โครงสราง

ของเสนใยจะมีความแตกตางกนัขึ้นกับสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ และภาวะที่เชื้อเจริญ

โดยเฉพาะอยางยิง่อุณหภูมแิละสารเคมีทีม่ีผลตอการเจริญ  เมื่อเชือ้มีอายุมากเสนใยชนิดนี้จะมี
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การแตกหักเปนชิ้นสวนสัน้ ๆ บางชนดิอาจมีการแตกหักอยางรวดเร็ว  โดยเฉพาะเมื่ออยูใน

อุณหภูมิสูงหรือเจริญอยูในภาวะที่เปนของเหลว (Sykes และ Skinner, 1973) 

เสนใยอากาศ  คือ  เสนใยที่สรางขึน้ดานบนของเสนใยอาหาร  พบมากในแอกติ

โนมัยซิทีสสวนใหญโดยเฉพาะ จนีัส  Streptomyces  ลักษณะของเสนใยอากาศจะแตกตางกนัไป

ตามกลุมของแอกติโนมัยซทิีส  สวนประกอบของอาหาร  และภาวะของการเลีย้งเชื้อ  เสนใย

อากาศสวนใหญมีเสนผานศนูยกลางตัง้แต 1-1.4 ไมโครเมตร  การเจริญของเสนใยอากาศจะเริ่ม

จากกระบวนการแตกหนอ (sprout)  หรือแตกแขนง  (branching)  จากสวนของเสนใยอาหารแลว

เจริญขึ้นดานบนสัมผัสกับอากาศ  และเกดิการแบงตวั (subdivision)  เพื่อเจริญตอไปเปนเซลลที่

จะพัฒนาเปนสปอรตอไป  โดยปกติเสนใยชนิดนี้จะมีลักษณะสั้น,  ยาว,  ตรง หรือโคง  และมกีาร

แตกแขนงจํานวนมาก  เสนใยอากาศจะเจริญปกคลุมทั้งโคโลน ี  เมื่อสังเกตดูจะมีลักษณะคลาย

ฝุนชอลกอยูบนเสนใยอาหาร  แอกติโนมัยซิทีสบางกลุมสรางสายใยอากาศที่มีลักษณะคลายวง

แหวนเมื่อมองจากดานบนของโคโลนี  โดยลักษณะดงักลาวเกิดจากการชักนาํของยนีของสายใยที่

จะพัฒนาไปเปนสปอร  ปจจัยทีม่ีอิทธพิลตอปรากฏการณนี้คือ  การแพรของสารเคมีบางชนิด  

ความเขมแสง อุณหภูมิและความชืน้ (Waksman, 1950)   

สปอรของแอกติโนมัยซทิีส  การสรางสปอรของแอกติโนมัยซิทีสแสดงใหเห็นถึง

ความแตกตางของกลุมและชนิด  สปอรมหีลายรูปรางหลายลักษณะ เชน  กลม (globose)  รูปไข

(ovoid)  รูปแทง (rod-shaped)  และมีผิวสปอรหลายรูปแบบ เชน เรียบ (smooth),  ขรุขระ 

(irregular rugose),  สันนูนเปนรองขนาน (parallel rugose),  ปุม (warty),  ตุมยาว 

(tuberculate),  หนาม (spiny),  และ  เปนขน (hairy)  การสรางสปอรแบงออกไดเปน 3 ประเภท 

ตามลักษณะโครงสรางภายนอกคือ  สปอรเดียว (single spore),  สายสปอร (spores formed in 

chains)  และสรางสปอรภายในอับสปอร (spore formed within sporangia) 

  1. กลุมที่สรางสปอรเดี่ยว (monosporous) พบในหลายจนีัส เชน ใน 

Micromonospora  กานชสูปอร (sporophores) เกิดขึ้นบนเสนใยอาหาร  สรางสปอรติดอยูกับ

กานชูสปอรส้ัน ๆ และแยกออกมาเดี่ยว ๆ  การสรางสปอรเร่ิมจากสวนปลายสุดของเสนใยมกีาร

พองตัวออก  จากนั้นมกีารสรางผนงักัน้ระหวางกานชูสปอรและสวนที่พองออกเปนสปอร และสราง

ผนังสปอรหนาขึ้น (Kawamoto, 1989)  ปลายสุดของกานชูสปอรอาจแตกแขนงหรือไมแตกแขนง  

การแตกแขนงของปลายกานชูสปอรทาํให  Thermomonospora  ที่สรางสปอรเดี่ยวตรงบริเวณ

ปลายกานชูสปอรมีสปอรอยูรวมกนัเปนกลุม  Saccharomonospora  มีการสรางสปอรเดี่ยวรูปไข

ที่ปลายเสนใยอากาศ  มีกานชูสปอรสัน้และไมแตกแขนง  อาจเรียกสปอรเดี่ยวของทัง้ 3 จีนัส
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ขางตนวา  aleuriospores  เพราะสปอรเกิดจากปลายเสนใยมีการโปงออก (Cross, 1989) 

ลักษณะการสรางสปอรเดี่ยวของ Micromonospora, Thermomonospora, และ  

Saccharomonospora  แสดงดังรูปที ่2.3  

A   B   C 

รูปที่ 2.3 แสดงการสรางสปอรเดี่ยวของแอกติโนมยัซีทีสใน  (A) Micromonospora,  (B)  

Themomonospora,  และ  (C) Saccharomonospora  [ที่มา Atlas of 

Actinomycetes (1997)]   

  2. กลุมที่สรางสปอรเปนสาย  การสรางสปอรเปนสายเกดิจากเสนใยมกีารแบงตัว

เปน segments ตามขวาง  แตละ segments สามารถพัฒนาเปนสปอรได  ในแอกติโนมัยซทิีสมี

การสรางสปอรแบบนี้เปนสวนมาก  สามารถแบงเปนกลุมไดโดยพิจารณาถงึความยาวของสาย

สปอรหรือจํานวนสปอร  คือ สปอรคู (bisporous),  สปอรสายสั้น (oligosporous)  และสปอรสาย

ยาว (polysporous)   

   สปอรคู ประกอบดวย คูของสปอรเรียงตอกนัตามยาว พบในสกุล 

Microbispora  เปนการสรางสปอรทีพ่บไดยาก  มีลกัษณะเปนสปอรคูทรงรีมีเสนผานศูนยกลาง

มากกวา 2 ไมโครเมตร  อาจเกิดขึ้นบนเสนใยอากาศโดยตรง  หรือเกิดบนกานชูสปอรสั้น ๆ 

ลักษณะสปอรของ Microbispora  แสดงดังรูป 2.4 (A)  การสรางสปอรของ Microbispora  เร่ิม

จากเสนใยอากาศแตกหนอออกทางดานขางเปนกิง่สั้น ๆ จากนัน้สวนที่เปนกิ่งมีการพองออกและ

สรางผนงักัน้ตรงกลาง  แอกติโนมยัซิทสีที่สรางสปอรแบบ bisporous ไมไดพบเฉพาะในจนีสั

Microbispora เทานัน้ซึง่ลักษณะสปอร 2 สปอร ที่เรียงตอกันตามแนวยาวยังพบใน  

Actinomadura echinospora,  Actinomadura rugatobispora (Kroppenstedt และคณะ, 1990 

อางอิงโดย Miyadoh และคณะ, 1990)  และจันัส  Actinobispora  (Jiang และคณะ, 1991) 

   สปอรสายสั้น  สวนมากพบ 7-20 สปอรตอสาย  นอยทีสุ่ดคือ  3 สปอร  

และบางสปชสีจะมีสปอรมากถงึ 30 สปอร เชน Nocardia brevicatena  สรางสปอรสายสั้น ๆ บน

เสนใยอาหารและเสนใยอากาศ  โดยมีจาํนวนสปอร 2-7 สปอรอยูบนกานชูสปอร  สายสปอรอาจมี
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การแตกแขนง และมีการแตกหักของเสนใยอาหารแสดงดังรูป 2.4 (B)  Saccharopolyspora  

rectivirgula  สรางสปอรตอกันเปนสายมีจาํนวนสปอรนอยกวา 5 สปอรบนกานชูสปอรที่อยู

บริเวณดานขางและปลายของเสนใย (Korn-Wendisch และคณะ, 1989) ในจีนัส  Actinomadura  

และ  Microtetraspora  สรางสายสปอรสั้น ๆ บนเสนใยอากาศ  จํานวนสปอรบนสายสปอรมี

ตั้งแต 4 สปอร จนถึง 20 สปอร  สายสปอรอาจมีลักษณะตรง (straight),  เปนขอ (hooked), เปน

วงเปด (open loop),  หรือเปนเกลยีว (spiral) ซอนกนั 1-4 ชั้น เชน Actinomadura pusilla สราง

สายสปอรเปนเกลียวพนัซอนกนัแนน   Streptoverticillum  มีลักษณะเฉพาะคือ  สรางกานชูสปอร

เปนวงรอบเสนใยแกน  สายสปอรสั้นอาจมีลักษณะบดิเปนเกลยีวซอนติดกัน  หรือโคงงอ และเสน

ใยแกนที่มีสายสปอรจะมีการบิดตัว (Locci และ Schofield, 1989) แสดงดังรูปที ่ 2.5 (D)  จีนสั 

Macrospora,  Microcelobosporia  และ  Elytrosporangium  สรางสปอรขนาดใหญในสาย

สปอรส้ัน ๆ อยูบนเสนใยอาหาร   Sporichthya polymorpha  สรางสปอรสายสั้นบนเสนใยอากาศ  

ซึ่งสปอรมีลักษณะเปนรูปแทงจนถงึรูปกลม  Catellatospora  สายสปอรมีลักษณะตรงจนถงึโคง

งอ  มีจาํนวนสปอร 5-30 สปอร อยูบนปลายกานชูสปอรที่แทงขึน้มาจากอาหาร  กานชูสปอรมี

ขนาดสั้นและอาจแตกแขนงหรือไมแตกแขนง  (Asano และ Kawamoto, 1986)  ดังแสดงในรูป 

2.4 (C)  

A    B       C 

รูปที่ 2.4 แสดงแอกติโนมัยซิทีสกลุมทีส่รางสปอรเปนสายคูและสายสั้น  A. การสรางสปอร

แบบ disporous ของ Microbispora,  B. และ C.  การสรางสปอรแบบ  

oligosporous  ของ  Nocardia brevicatena  และ  Catellatospora  ตามลําดับ  

[ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)]   

   สปอรสายยาว  แอกติโนมยัซิทีสที่สรางสปอรสายยาวทีส่ําคัญ คือ จนีัส 

Streptomyces  มีการสรางสปอรเปนสายยาวมากกวา 50 สปอร  สปอรของ Streptomyces และ

แอกติโนมัยซทิีสชนิดอืน่ทีม่สีปอรสายยาว  มกัเรียกวา  arthospores  คือมีการสรางสปอรเปนสาย

โดยเกิดการแตกหักของเสนใยที่เกิดจากการแบงเปนสวน ๆ ของเสนใยเดิม  บริเวณที่เกิดการ

แตกหักเกิดจากการกระตุนโดยยีนแบบสุม  ความแตกตางของลักษณะของสายสปอรสามารถใช
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เปนมาตรฐานในการจัดหมวดหมูได (Ettlinger และคณะ,1958  อางถึงโดย Pridham และคณะ, 

1958  อางถงึโดย korn-Wendisch และ kutzner, 1981)  การสรางสปอรบนเสนใยอากาศของ 

Streptomyces  แสดงดงัรูปที ่ 2.5 (A, B, C และ D)  ซึ่งมีความแตกตางกนัสามารถแบงออกได

เปน 4 ลักษณะคือ 

•      Rectiflexbilles  ลักษณะของสายสปอรตรงหรือโคงงอ 

• Retinaculiaperti  ปลายสายสปอรคลายขอ (hook)  เปนวงเปด  

หรือเปนเกลียวซอนกัน 1-3 ชั้น 

• Spira  สายสปอรมวนเปนเกลียว  แยกออกไดเปน 2 แบบ คือ 

เปนวงปดเปนเกลียวติดกนัแนน   และเปนเกลียวแบบวงเปดเกลียวยาวยืดไมติดกันแนน 

• Verticillati  สายสปอรขดคลายกนหอย  และแตกแขนงออกเปน

ชอ 

ในบางกรณีสายสปอรขดเปนเกลยีวแนนและมีสปอรจํานวนมาก  ทําใหมีลักษณะเหมือนกับอับ

สปอร หรือ pycnidia เชนในจนีัส Actinosporangium และ Actinopycnidium  สวนในจีนสั

Pseudonocardia สรางสายสปอรบนเสนใยอาหารและเสนใยอากาศที่มีลักษณะซิกแซก (zigzag 

shaped) จนีสั Nocardiopsis  สามารถสรางสายสปอรบนเสนใยอากาศไดจํานวนมาก  สปอรอาจ

เปนสายตรง  งอ  หรือซิกแซก  (Meyer, 1989  อางถงึโดย  Miyadoh และคณะ, 1997) แสดงดัง

รูปที่ 2.5 (E) 
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รูปที่ 2.5 แสดงการสรางสปอรสายยาวของแอกติโนมัยซีทีสใน จนีัส Streptomyces : (A) 

Rectiflexibiles,  (B) Retinaculiaperti,  (C) Spira,  (D) Verticillati ในเสนใย

อากาศของจนีสั Streptoverticillum และ Streptomyces  และ  (E) fragmenting  

branched ในเสนใยอากาศของจีนัส Nocardiopsis  [ที่มา Atlas of 

Actinomycetes (1997)]   

  3. กลุมที่สรางสปอรในอับสปอร  มีหลายจีนัสที่สรางสปอรในอับสปอร  ภายใน

อับสปอรมีสปอรอยูมากมาย  สามารถแบงกลุมแอกติโนมัยซิทีสที่สรางอับสปอรไดเปนสองกลุม

ใหญ คือ  กลุมที่สรางอบัสปอรบนเสนใยอาหารและกลุมที่สรางอับสปอรบนเสนใยอากาศ 

   กลุมที่สรางอบัสปอรบนเสนใยอาหาร  ประกอบดวยจีนัส Actinoplans  

อับสปอรมีลักษณะเปนทรงกลม  หรือเกือบกลมจนถึงไมเปนรูปทรงทีแ่นนอน  มีเสนผานศูนยกลาง

ประมาณ 5-15 ไมโครเมตร อับสปอรสรางขึ้นบนเสนใยอาหารโดยตรง  โดยมีกานชูอับสปอร 

(sporangiophore)  ยืน่ขึน้มาจากเสนใยอาหาร  และที่ปลายสุดของกานชูอับสปอรมีการแตก

แขนงออกเปนสายสปอรหลายสายขดมวนเปนกอนภายในผนงัหอหุม หรือบางสปชีสในจนีัส 

Actinoplans  สรางอับสปอรรูปทรงกระบอก  ทรงขวด  ขนาดของอับสปอรเฉลี่ยกวาง 10 

ไมโครเมตร ยาว 15 ไมโครเมตร  ภายในอับสปอรมีสปอรเปนรูปแทงตอกนัเปนสาย (Couch, 

1963 อางถงึโดย Vobis, 1987) ลักษณะของอับสปอรในจีนัส  Actinoplans แสดงดังรูปที ่2.6 (A)   

จีนัส  Pilimelia  สรางอับสปอรบนผิวของอาหาร  อับสปอรมีลักษณะเปนรูปทรงกระบอก หรือ   
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ทรงกลม  ขนาดประมาณ 10-15 ไมโครเมตร  สปอรเปนรูปแทงเรียงตัวปนแถวขนานกนั  หรือ

วกวนไมเปนระเบียบ  ลักษณะของอับสปอรในจีนัส Pilimelia แสดงดังรูปที่ 2.6 (B)  จีนสั 

Dactylosporangium  จีนัสนี้มีจํานวนสปอรแบบ  oligosporous  คือ มีสปอรประมาณ 2-5 สปอร

อยูในอับสปอรที่มีรูปรางคลายนิว้มือ  แสดงดังรูปที ่2.6 (C) (Vobis และ Kothe, 1985)   

  A 1   2    3    4 5 

  B       6       7          8                  C 9 

รูปที่ 2.6 แสดงรูปทรงของอับสปอรที่เจริญบนเสนใยอาหาร (A)  Actinoplanes : 1. ทรง

กลม  2. ทรงกระบอก  3. เปนพ ู 4. กึ่งทรงกลม  5. ไมเปนรูปทรง ; (B)  Pilimelia 

: 6. ทรงร ี  7. รูปทรงระฆัง  8. ทรงกระบอก ; (C)  Dactylosporangium : 9. 

รูปทรงกระบอง  [ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)]   

   กลุมที่สรางอบัสปอรบนเสนใยอากาศแสดงดังรูปที ่ 2.7  ประกอบดวย

จีนัส Planomonospora  สรางอับสปอรรูปทรงกระบอก  ภายในมีเพยีงหนึ่งสปอร  จีนัส 

Planobispora  สรางสปอรคูเรียงตอกันตามยาวอยูภายในอบัสปอร  จีนัส Planotetraspora  สราง

อับสปอรทรงกระบอกยาว  ภายในม ี4 สปอร เรียงตอกนัเปนหนึ่งแถว (Runmao และคณะ, 1993)  

จีนัส Planopolyspora  เมื่อเจริญเต็มที่อับสปอรจะมีลักษณะเปนเสนยาวประมาณ 30 ไมโครเมตร  

มีสปอรจํานวนมหาศาลเรยีงตอกันเปนแถวเดี่ยวอยูภายในอับสปอร (Petrolini และคณะ, 1993)  

จีนัส Streptosporangium  สวนมากอับสปอรเปนรูปทรงกลม  มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 10 

ไมโครเมตร  มีการสรางผนังกั้นเสนใยพฒันาเปนสปอรเรียงตอกันเปนสายยาวขดมวนอยูภายใน

อับสปอร  จนีสั Spirillospora สรางอับสปอรเปนรูปทรงกลม  มีเสนผาศูนยกลางประมาณ 5-24 

ไมโครเมตร  สปอรเรียงตัวกันเปนสายและขดเปนวง  ภายในวงของสายสปอรมกีารแตกแขนงของ
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สายสปอร  สปอรมีลักษณะเปนรูปแทง  และโคงงอ  (Williams และ Sharples, 1976 อางถงึโดย 

Petrolini และคณะ, 1992) 

A      B        C 

D        E      F 

รูปที่ 2.7 แสดงรูปทรงของอับสปอรที่เจริญบนเสนใยอากาศ A) Planomonospora  : สราง 

monosporous รูปกระบอง, B) Planobispora : สราง disporous รูป

ทรงกระบอก,  C) Planotetraspora :  สราง tetrasporous รูปทรงกระบอก,  D) 

Planopolyspora : สราง polysporous รูปทรงคลายทอ, E) Spirillospora : สราง 

polysporous รูปทรงกลม  และ F) Streptosporangium : สราง polysporous 

รูปทรงกลม    [ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)]   

 

2.4 การจัดจาํแนกแอกติโนมยัซิทีส 

 โดยทัว่ไปเมื่อ 20 ปที่แลวขอมูลพืน้ฐานที่ใชในการจัดจําแนกแอกติโนมัยซทิีสมี

เพียงลักษณะทางสัณฐานวทิยา เชน ลักษณะรูปรางและสีของเสนใยอากาศ, เสนใยอาหาร,  

พื้นผวิของสปอร, รูปแบบของสายสปอรและอับสปอร, หรือการสรางรงควัตถ ุ(diffusible pigment)  

และการสรางรงควัตถุเมลานิน  นอกจากนี้ลักษณะทางเคมีของเซลล คือ องคประกอบของผนงั

เซลลที่ประกอบดวย dibasic amino acid  สามารถแบงผนงัเซลลออกไดเปน 4 กลุม คือ กลุมที่

Ⅰ- Ⅳ โดยแตละกลุมจะแตกตางกนัไปตามกรดอะมิโนตรงตําแหนงที่ 3 ของสายเตตระเปปไทด 

(tetrapeptide) และไกลซีนในอินเตอรเปปไทดบริด (interpeptide bridges) และยังรวมถงึการ

วิเคราะหรูปแบบน้ําตาลที่เปนองคประกอบภายในเซลล คือ อะราบิโนส (arabinose),  ฟรุคโคส 

(fucose),  กาแลคโทส (galactose),  เมดูโรส (madurose)  และ ไซโลส (xylose)  โดยอางองิการ
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จัดจําแนกตามBergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Williams และคณะ,1989)  แต

ในระยะหลังไดมีการวิเคราะหลําดับเบสที่ประมวลรหสัของ 16S rRNA รวมดวย  จึงทาํใหทราบถึง

ความใกลชิดกนัในทางพนัธกุรรมมากขึน้ และเปนเหตุผลนาํมาซึง่การแกไขการจัดกลุมโดยยาย

บางสกุล (Genus) ในวงศ (Order) เดิมไปอยูในวงศใหมถึงแมวาลักษณะทางสณัฐานวิทยาจะ

แตกตางกนักต็าม  จากเกณฑการจําแนกขางตนสามารถจําแนกแอกติโนมยัซิทสีออกไดเปน 8 

กลุม  (Miyadoh และคณะ, 1997)  และ  (William และคณะ, 1989) 

 

1. Micromonococcus,  Microbacterium  และจีนัสที่ใกลเคียง 

วงคนีห้ายใจโดยใชออกซิเจน (aerobic)  เปน chemoorganotrophic  ผนังเซลลมี  L-

diaminopimelic acid (L-DAP) หรือ  meso-diaminopimelic acid (meso-DAP)  เปน

องคประกอบของผนังเซลล  สมาชิกในวงคนี้มีความหลากหลายเปนอยางมาก ไดแก จีนัส  

Micrococcus,  Kineococcus,  Luteococcus,  และ  Microlunatus  เปนพวกที่ไมสรางเสนใยมี

เซลลเปนรูปกลม  จีนัส Arthrobacter,  Aureobacterium  และ  Curtobacterium  เซลลมี

ลักษณะเปนรูปกลม  รูปแทง  และรูปตัวว ี(V shaped)  จีนัส Cellulomonas  เซลลมีลักษณะเปน

รูปแทงมีการแตกแขนงของเซลล  Oerskovia  และ Dermatophilus เปนจนีัสที่มกีารสรางเสนใย

อาหารและมีการแตกหักของเสนใยกลายเปนสปอรเคลื่อนที่ได โดยเสนใยมีผนังกั้นแบงตวัทั้ง

ตามยาวและตามขวาง  จีนัส Agromyces สรางเสนใยอาหารและมีการแตกหักของเสนใยเปน

สปอรรูปกลม และรูปแทง  จีนัส  Nocardioides  และ Promicromonospora สรางทัง้เสนใย

อาหารและเสนใยอากาศและมีการแตกหกัของเสนใยกลายเปนสปอรรูปแทง   

 2. Mycobacterium,  Nocardia  และจีนสัที่ใกลเคียง 

 วงคนีม้ีองคประกอบของผนงัเซลลซับซอนประกอบดวย meso-DAP,  micolic acid  และ  

arabinogalactan  ไดแก  จนีัสที่มีเซลลเปนรูปกลม และหรือรูปแทง ไมสรางเสนใย คือจีนัส 

Corynebacterium มีการสรางผนังกั้นตามขวางภายในเซลลรูปแทง,  Gordona,  Thukamurella  

และ Mycobacterium เซลลเปนรูปแทงบางครั้งสรางเสนใยทีม่ีการแตกแขนง  จีนัส 

Rhodococcus  สรางเสนใยอาหารแตกแขนงยืดยาว  และมีการแตกหักเปนรูปกลมจนถงึแทงสัน้  

Nocardia  สรางเสนใยอาหารมีการแตกหักเปนรูปกลมและรูปแทง  และสรางเสนใยอากาศมีสาย

สปอร (conidia) สั้นจนถงึยาว  ในวงคนี้มีสายพนัธุที่มีความสําคญัทางอุตสาหกรรม คือ C. 
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glutamium และ C. monoagenes มีความสามารถในการผลิตกรดกลูทามกิ  และทางการแพทย 

คือ M. bovis สายพนัธุ BCG  ใชผลิตวัคซีนปองกันวัณโรค 

 3. Pseudonocardiaceae  และจีนัสที่ใกลเคียง 

 วงคนี้ผนงัเซลลประกอบดวย  meso-DAP  มนี้ําตาล arabinose,  galactose และ 

rhamnose เปนองคประกอบของเซลล ไดแก จีนัสทีส่รางสายสปอรยาวบนเสนใยอากาศและเสน

ใยอาหาร คือ Actinopolyspora และ Amycolatopsis  จีนัสที่สรางสายสปอรยาวบนเสนใยอากาศ

อยางเดยีวและสรางสปอรเคลื่อนที่ได คอื Saccharopolyspora และ Actinokineospora  จนีัส  

Pseudonocardia และ Saccharothrix สรางเสนใยอากาศเปนรูปซิกแซก จีนัส 

Saccharomonospora  สรางสปอรเดี่ยวบนเสนใยอากาศ  จนีัสทีส่รางโครงสรางคลายอับสปอร

รูปกลม (pseudosporangium) บนเสนใยอากาศและสรางสปอรเลือ่นที่ได ไดแก  

Kibdelosporangium, Kutzneria  และ Thermocrispum  จีนัส Actinosynnema  สรางสายสปอร

บน synnemata ที่ถูกสรางขึน้บนเสนใยอาหาร  สปอรเคลื่อนที่ได 

 4. Micromonosporaceae 

 วงคนี้ผนงัเซลลประกอบดวย  meso-DAP  หรือ  L-lysine  มนี้ําตาล xylose เปน

องคประกอบของเซลล  มชีัน้ peptidoglycan  ชนิด  glycolyl  วงคนี้สวนมากเปนกลุมที่ไมสราง

เสนใยอากาศ  สรางแตเสนใยอาหารที่มกีารแตกแขนงแตไมแตกหัก  แบงออกไดเปนจนีัสที่สราง

อับสปอรบนเสนใยอาหารภายในบรรจุสปอรที่สามารถเคลื่อนที่ได ไดแก Actinoplanes,  Pilimelia  

(สรางอับสปอรทรงกลม หรือ ทรงกระบอก ภายในบรรจุสปอรจํานวนมาก) และ 

Dactylosporangium (สรางอับสปอรรูปนิ้ว ภายในบรรจุสปอรเรียงตัวเปนแถวเดยีว 2-4 สปอร)

จีนัสที่ไมสรางอับสปอรแตสรางสปอรบนสายใยอาหาร คือ  Micromonospora (สรางสปอรเดี่ยว

ทรงกลมขนาดใหญ) และ Catellatospora  (สรางสปอรสายสั้น)  และยังประกอบดวยกลุมที่สราง

เสนใยอากาศจํานวนนอยสรางสปอรสายสั้นบนเสนใยอากาศ โดยสายสปอรและเสนใยอากาศมกั

พันกันเปนกอนกลมคลายอบัสปอร คือ จีนัส Catenuloplanes  และ  Couchioplanes (สปอร

เคลื่อนที่ได) 

 5. Thermomonosporaceae   

 วงคนี้ผนงัเซลลประกอบดวย  meso-DAP เสนใยอาหารแตกแขนงแตไมแตกหัก ไดแก 

จีนัส  Thermomonospora ไมมีน้าํตาลเปนองคประกอบของเซลล  เปนพวก thermophilic เจริญ

ไดดีที่อุณหภูมิ 45-50°C แยกไดจากกองอนิทรียวตัถุที่เกิดการหมัก  สรางสปอรเดี่ยว 
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(aleuriospores) ที่ปลายกานชูสปอรที่แตกแขนงจากเสนใยอากาศ  อาจสรางสปอรเดี่ยวบนเสนใย

อาหารดวย จนีัส Actinomadura มีน้ําตาล madurose เปนองคประกอบของเซลล  สรางสาย

สปอรแบบ artrospores  บนเสนใยอากาศสายสปอรอาจสั้นหรือยาวมีลักษณะตรง  มวน  หรือขด

เปนวง  ผิวสปอรเรียบ  ขรุขระ  หรือเปนหนาม 

 6. Streptosporangiaceae 

 วงคนี้ผนงัเซลลประกอบดวย  meso-DAP  มีน้าํตาล madurose เปนองคประกอบของ

เซลล  สมาชิกในวงคนี้มีความหลากหลาย  ใชจํานวนสปอร  การสรางสปอรในอับสปอร  และการ

สรางสายสปอรบนกานชูสปอรเปนเกณฑในการแบงจีนัส  สมาชิกในวงคนี้สวนใหญสรางสาย

สปอรหรืออับสปอรบนเสนใยอากาศ จนีสัที่สรางสปอรสายสั้น ๆ และสปอรไมเคลื่อนที่ ไดแก 

Microbispora (2 สปอร)  และ  Microtetraspora (4 สปอร)  จีนัสที่สรางสปอรในอับสปอรและ

สปอรเคลื่อนทีไ่ด ไดแก Planobispora (สองสปอรเรียงตอกันตามยาวในอับสปอรรูปกระบอง) 

และ Planomonospora (หนึง่สปอรอยูในอับสปอรรูปทรงกระบอก) จีนัส Streptosporangium

สรางสปอรเปนสายจํานวนมากเรียงตอกนัขดเปนวงอยูในอับสปอรทรงกลม  สปอรไมเคลื่อนที ่ 

 7. Streptomycetaceae   

  วงคนี้ผนังเซลลประกอบดวย  L-DAP  หายใจโดยใชออกซิเจน (aerobic)  เปน 

chemoorganotrophic  เปนกลุมที่พบมากที่สุดในส่ิงแวดลอม  ไดแก จีนัส Streptomyces  สราง

เสนใยอาหารแตกแขนงและแตกหักเล็กนอย สรางสายสปอรยาว (มากกวา 50 สปอร) บนเสนใย

อากาศที่เจริญเต็มที่  สายสปอรอาจมีลักษณะโคง  ปลายงอเหมือนตะขอ  ปลายมวนเปนวง  ขด

เปนเกลยีว  ผวิสปอรอาจเรยีบ  ขรุขระ  มีหนามหรือมขีน  มีจาํนวนนอยที่สรางสปอรสายสั้น  หรือ

อาจจะมีโครงสรางคลาย  Sclerotia,  pycnidia,  sporangia  และ synnemata  จีนัส 

Streptoverticillium  สรางเสนใยอากาศเปนสายตรง  มกีานชูสปอรแตกแขนงออกเปนวง 

(verticils)  รอบเสนใยหลัก  ปลายกานชสูปอรสรางสปอรสายสั้นหลายสาย  ผวิสปอรเรียบ  หรือ

ขรุขระเล็กนอย 

 8. กลุมอื่น ๆ  

 เปนจนีัสที่ไมสามารถจัดเขาในกลุมอ่ืนได  เชน  Frankia  สรางเฉพาะเสนใยอาหาร  อาศัย

อยูในปมรากพืชที่ไมใชพืชกระกูลถัว่ทาํหนาที่ตรึงไนโตรเจน,  Geodermatophilus เซลลมีลักษณะ

กลมถงึสี่เหลีย่มแบงเซลลโดยการสรางผนงักัน้ตามยาวและตามขวาง,  Nocardiopsis  สรางสปอร

สายยาวบนเสนใยอากาศ,  Kineosporia สรางโครงสรางคลายอับสปอรรูปกระบองบนเสนใย
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อาหาร,  Spirillospora  สรางสายสปอรขดอยูในอับสปอรรูปกลมบนเสนใยอากาศ  สายสปอรมี

การแตกแขนง,  Sporichthya  มีความแตกตางจากลกัษณะของแอกติโนมัยซทิีสตามปกติ  คือไม

สรางเสนใยอาหาร  สรางแตเสนใยอากาศสายสั้นที่แบงตัวเปนรูปแทง,  Actinocorallia  สราง

สปอรสายยาวเปนกลุมที่ปลายกานชูสปอรที่แตกแขนงจากเสนใยอาหาร,  Actinobisposa  สราง

สปอรรูปไข 2 สปอรเรียงตอกันตามยาวบนเสนใยอาหาร  อาจมกีารสรางสปอรบนเสนใยอากาศที่

สรางขึ้นอยางเบาบาง, Glycomyces  สรางเสนใยอาหารและเสนใยอากาศที่ไมมีการแตกหกั  

สรางสปอรสายส้ัน,  Thermoactinomyces  สรางสปอรเดี่ยวทัง้บนเสนใยอาหารและเสนใยอากาศ  

ภายในสปอรประกอบดวย dipicolinic acid ซึ่งสามารถทนความรอนไดสูงเหมือนกับ 

endospores  ใน  แบคทีเรีย สกุล  Bacillus  ซึ่ง  Thermoactinomyces  มีเปอรเซ็นเบสกวานนี

และไซโตซีน  ใน DNA นอยกวา 55 เปอรเซ็น  จากการวิเคราะหหาลาํดับเบสของ 16S rRNA  มี

ความใกลชิดกบั  จนีัส  Bacillaceae  มากกวาแอกติโนมยัซิทีส   

 

2.5 ความตองการสารอาหารของแอกติโนมัยซิทีส 

 แอกติโนมัยซทีีสแตละกลุมมีความตองการสารอาหารแตกตางกนัอยางมาก  บางกลุม

สามารถเจริญไดบนอาหารทีม่ีองคประกอบไมซับซอน  แตบางกลุมเจริญไดเฉพาะอาหารที่มี

องคประกอบซับซอน  นอกจากนี้แอกติโนมัยซทีีสบางกลุมยงัสามารถปรับตัวใหใชสารอาหารได

หลากหลายอกีดวย โดยปรมิาณการสรางเซลลของแอกติโนมัยซทีีสจะข้ึนอยูกับปริมาณสารอาหาร

ที่เชื้อไดรับ  อาหารเลี้ยงเชื้อของแอกติโนมัยซีทีสมทีัง้แบบสังเคราะหและแบบทีใ่ชสารอินทรียใน

ธรรมชาติ  โดยสวนใหญอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะหถูกใชเพื่อการศึกษารูปรางลักษณะของแอกติโน

มัยซีทีส  ในขณะที่อาหารเลี้ยงเชื้อแบบสารอินทรียมักถกูใชเพื่อจุดประสงคเฉพาะ เชน ใชในการ

เพาะเลี้ยง Streptomyces griseus  เพื่อผลิต streptomycin  ภายในระยะเวลาอนัสั้น  ซึ่งถาใช

อาหารเลี้ยงเชือ้สังเคราะหตองใชเวลาทีย่าวนานและไดผลผลิตต่ํา   

 แหลงคารบอน 

 แอกติโนมัยซทีีสสามารถใชแหลงคารบอนไดหลากหลาย  ทัง้สารอินทรียที่มีโครงสราง

ซับซอนและไมซับซอน  โดยสารอินทรียเหลานี้  ไดแก  กรดอินทรีย  น้าํตาล  แปง  เซลลโูลส  

โปรตีน  โพลเีปปไทด  และกรดอะมิโน  เปนตน  แอกตโินมัยซีทีสบางกลุมสามารถใชสารประเภท

อ่ืนได เชน ไขมัน  สารประกอบไฮโดรคารบอน  สารประกอบทีม่ีวงเบนซีน  หรือสารที่ยอยสลายได

ยาก  เชน  ลิกนนิ  แทนนนิ  และยาง เปนแหลงคารบอนได  โดยแอกติโนมัยซทิีสจะเลือกแหลง
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อาหารที่ใชไดงายมาใชในการเจริญกอน  โดยแหลงคารบอนที่ดีที่สุด ไดแก  กลูโคส  มอลโตส  

เดกซตริน  แปง  กลีเซอรอล  กรดอินทรีย  และโปรตีน  รองลงมาไดแก  ซูโครส  และน้าํตาล

ประเภทอื่น ๆ (Cohn, 1943)  โดยทั่วไปแอกติโนมยัซีทสีมักใชโปรตีนเปนแหลงคารบอน  มากกวา

คารโปไฮเดรต  ซึ่งทดสอบไดดวยการเติมโปรตีน  หรืออนุพนัธุของโปรตีน  เชน เปปโตน  และเติม

กลูโคส หรือคารโบไฮเดรตประเภทอื่นลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเดียวกนั  พบวาแอกติโนมัยซทิีสจะใช

โปรตีนเปนทั้งแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนกอน โดยจะขับของเสียออกมาในรูปของ

แอมโมเนยีจํานวนมาก (Waksman และ Lomaniz, 1925)  

 คารโบไฮเดรตที่เปนองคประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อ  นอกจากจะถูกใชเปนแหลงคารบอน

แลวยังมีบทบาทเปนสารบฟัเฟอรอีกดวย  เนื่องจากถามีเฉพาะโปรตีนหรืออนพุนัธของโปรตนีทํา

หนาทีเ่ปนแหลงคารบอนเพยีงอยางเดยีว  จะทําใหเกิดการสะสมของแอมโมเนยีอยางรวดเร็วจน

อาหารเลี้ยงเชือ้มีภาวะเปนดางสงูเกนิกวาที่เชื้อจะเจริญได  จากปจจยัดังกลาวทําใหกลูโคสเขามา

มีบทบาทสาํคัญในการเจรญิของแอกติโนมัยซทิีส  แมวาในอาหารจะมีโปรตีนหรือเปปโตนอยูแลว

ก็ตาม  เพราะการยอยสลายกลูโคสจะกอใหเกิดกรด  ซึ่งสามารถใชในการปรับสมดุลกับ

แอมโมเนยีทีถ่กูสรางขึ้นจากการยอยสลายโปรตีนได (Waksman, 1950)  กรดอินทรียตาง ๆ เชน 

กรดฟอรมิค (formic acid)  กรดออกซาลคิ (oxalic acid)  กรดทารทาริค (tartaric acid)  เปน

สารประกอบคารบอนที่ไมคอยดีนักตอการเจริญของแอกติโนมยัซีทีส  ในขณะที่กลเีซอรอล  แมนนิ

ทอล และแปง เปนแหลงคารบอนที่ดีมากของการเจริญของเชื้อ (Lechevalier, 1967)  จากการที่

แอกติโนมัยซทิีสสามารถใชแหลงคารบอนไดหลายประเภท  จึงสามารถใชคุณสมบัติดังกลาวเปน

เกณฑในการจําแนกแอกติโนมัยซทิีสแตละกลุมได  โดยเฉพาะใน Streptomyces เกือบทุกชนดิ

สามารถใชกลโูคส  แมนโนส  แปง  เดกซตริน  และกลีเซอรอลได  (Pridham และ Gottlieb ,1948) 

 แหลงไนโตรเจน 

 แอกติโนมัยซทิีสไมสามารถตรึงไนโตรเจนจากอากาศมาใชได  ดังนัน้  โปรตีน  เปปโตน  

หรือกรดอะมิโน  จงึเปนแหลงไนโตรเจนทีด่ีที่สุดของจุลนิทรียกลุมนี้  รองลงมาคือ  ไนเตรทและ

เกลือของแอมโมเนยีม  โดยไนเตรทถกูจัดใหเปนแหลงไนโตรเจนทีด่ีกวาเกลือของแอมโมเนียม  

เนื่องจากไนเตรททําใหเกิดประจุลบ  แตเกลือของแอมโมเนียมจะใหประจุบวก  ซึง่ไมเอื้ออํานวยตอ

การเจริญของแอกติโนมัยซทีีส นอกจากนี้ยงัพบวาแอมโมเนยีมซัลเฟตจะถูกใชไดดีกวา

แอมโมเนยีมคลอไรด (Waksman และ Lomanitz, 1925)  แอกติโนมยัซิทีสแตละกลุมสามารถยอย

สลายโปรตีนไดแตกตางกนั  ตัวอยางเชน บางกลุมสามารถยอยสลายเจลาติน  บางกลุมสามารถ
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สรางเอนไซมโปรติโอไลติค (proteolytic)  ซึ่งจะตกตะกอนโปรตีนในนมได (Sykes และ Skinner, 

1973)   

 แรธาตุ  

 แอกติโนมัยซทิีสแตละกลุมสามารถใชแรธาตุ เชน ฟอสฟอรัส  โปแทสเซียม  และ

แมกนีเซยีมไดในความเขมขนที่แตกตางกนั  ในขณะทีค่วามตองการซัลเฟอร  แคลเซียม  และ

เหล็กนั้นยังไมมีการยนืยนัทีแ่นนอน  แตพบวาแอกติโนมัยซทีีสบางกลุมสามารถเจริญไดดีเมื่อเติม

ธาตุเหลก็ลงไปในอาหารเลีย้งเชื้อ  และมีรายงานวาสงักะสีมบีทบาทสําคัญในการเจริญของแอกติ

โนมัยซีทีสบางกลุมดวย  แรธาตุเหลานีแ้มจะตองการในปริมาณนอย  แตก็เปนสิ่งที่ขาดไมได

สําหรับการเจริญของเชื้อ (Pridham และ Gottlieb, 1948)   

 Gesheva และคณะ (2004)  ไดศึกษาอิทธิพลของแหลงคารบอน  แหลงไนโตรเจน และแร

ธาตุ ตอการผลิตสารปฏิชีวนะกลุม nonpolyenic macrolideใน Streptomyces  hygroscopicus 

111-81 พบวา ใชแลกโทส หรือ กลีเซอรอล  เปนแหลงคารบอนแทนกลูโคส  เติมแอมโมเนยีมซัคซิ

เนต เพื่อเปนแหลงไนโตรเจนเพิม่เติมจากแหลงเดิมคือกากถัว่เหลือง  เติมแรธาตุที่จําเปน คือ

แมงกานีส  คอปเปอร  และซัลเฟอร  ในปริมาณนอย ทาํใหประสิทธิภาพการผลิตสารปฏิชีวนะ

เพิ่มข้ึนเปน 6 เทา จากอาหารสูตรเดิม 

 

2.6 การแยกและคัดเลือกแอกติโนมัยซีทีส 

 พบแอกติโนมยัซิทีสไดทัว่ไปตามแหลงธรรมชาติ  เชน  ดนิ  น้ํา  ในดนิสามารถพบแอกติโน

มัยซิทีสเปนทีส่องรองจากแบคทีเรีย (Sykes และ Skinner, 1973)  ซึ่งดํารงชวีิตแบบ saprophytic  

เปนกลุมจุลินทรียในดนิที่สามารถยอยสลาย biopolymers ที่มีโครงสรางซับซอนได เชน ลิกโน

เซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส  เพคติน  เคราติน  และไคติน  เปนตน  สภาวะที่เนาเปอยผุพังของ

อินทรียวัตถุในมูลสัตว  เปนสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของแอกติโนมัยซทิีส  ซึ่งนอกจากในดนิ

แลว  มูลสัตวเปนอีกแหลงหนึ่งซึง่สามารถใชเปนแหลงสําหรับแยกแอกติโนมัยซทิีสได  โดยมี

รายงานสนับสนุนดงันี ้  Zaher และคณะ (1952) แยก Streptomysec griseus ไดจากมูลสัตว ซึง่

สายพนัธุที่แยกไดสามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งโปรโตซัวได 3 ชนิดคือ Herpetomonas 

culicidarum,  Euglena gracilis  และ Tetrahyme gelleii   Kuo และ Hartman (1966)  แยก 

Thermoactinomyces vulgaris ไดจากมูลสัตวตามแหลงตาง ๆ ในรัฐไอโอวา (Iowa) ประเทศ

สหรัฐอเมริกา โดยสายพนัธุที่แยกไดเปน thermophilic actinomycete ที่มีความสามารถในการ
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สรางเอ็นไซมอะไมเลส   Weiner และ Rhodes (1974)  แยก  Streptomyces  ไดจากมูลวัว  โดย

ใชอาหารเลีย้งเชื้อ Salts-Starch Agar  Sykes และ Skinner (1973) สามารถแยก 

Streptosporangia  ไดจากมูลสัตวซึง่สายพนัธุนีพ้บไดนอยในสิง่แวดลอม  Ohta และ lkeda, 

(1978)  แยก Streptomyces griseus และ Streptomyces antibioticus  ไดจากมูลสัตวและ

พบวาเชื้อทัง้สองสายพนัธุทาํหนาที่เปนผูยอยสลายอินทรียวัตถุและสารที่ทาํใหเกดิกลิ่นเหม็น 

(malodor agent)   Mara และ Oragui (1981) แยกแอกติโนมัยซทิีสจีนัส Micromonospora, 

Streptomyces และสายพนัธุ Rhodococcus coprophilus ไดจากมูลสัตวกินพืช (herbivore 

dung) ไดแก วัว, เกาะ, มา, ไก และ หาน   Nedwell และคณะ (1993) แยก Micromonospora 

spp. ไดจากมลูมา   Ouhdouch และคณะ (1996) สามารถแยกแอกตโินมัยซิทีสไดจากมูลสัตวใน

ประเทศโมรอคโค (Morocco) ซึ่งสายพันธุที่แยกไดสามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้ง Candida 

albicans, Fusarium oxysporum  และ  Pythium irregu-lare ได   Ouhdouch และคณะ (2001) 

สามารถแยกแอกติโนมยัซิทสีไดจากมูลแพะและมูลอูฐ ซึ่งสายพนัธุที่แยกไดสรางสารปฏิชีวนะ

ยับยั้ง Candida tropicalis,  Candida albican และ  Pythium irregalare   Lee (2006) แยก 

Amycolatopsis sulphurea และ A. albidoflavus ไดจากมูลคางคาวที่อยูในถ้าํบน เกาะ Jeju 

ประเทศเกาหลี   แอกติโนมัยซทิีสในมลูสัตวอาจไดมาจาก micro flora  ของพืชอาหารสัตว 

(actinomycetes endophyt)  หรืออยูในอาหารแหงสาํหรับปศุสัตว เชน หญาแหง ฟางแหง และ

เมล็ดพืช โดยมีรายงายสนับสนุนวาพบแอกติโนมยัซิทีสจีนัส Streptomyces,  Micromonospora,  

และ Norcardia  อยูบริเวณรอบรากพืช (rhizosphere) ทีใ่ชเปนอาหารสัตว  พบ  

Thermomonospora  ในฟางหมักและในมูลสัตวที่มเีซลลูโลสสูง (Gesheva, 2001)  จึงมวีิธีแยก

แอกติโนมัยซทิีสจากมูลสัตวดังรายงานตอไปนี้ 

 Ouhdouch และคณะ (1996)  แยก Actinomycetes จากมูลสัตวในประเทศโมรอคโคโดย

นํามูลสัตวมาเจือจางใน 0.9%NaCl ที่ฆาเชื้อแลว  ทาํใหมูลสัตวละลายเขากัน (homogenize) 

โดยใชคลื่นเสยีง (sonicate) เปนเวลา 10-15 นาท ี  จากนั้นปเปตสารละลายมูลสัตวเกลี่ยลงบน

ผิวหนาอาหาร  Olson Agar  

 Nedwell และคณะ (1993)  แยก  Micromonospora spp. ไดจากมลูมา  โดยนํากอนมูล

มาที่แหงแลวลางบริเวณภายนอกดวยแอลกอฮอล  ตัดเอาชิ้นสวนขางในกอนหนกั 1 กรัม  ละลาย

ในน้าํกลัน่ฆาเชื้อ  ปนใหมลูสัตวกระจายเขากับน้าํโดยใชเครื่อง homogenizer เปนเวลา 5 นาที  

จากนั้นเจือจางสารแขวนลอยมูลสัตวดวยน้ํากลัน่ฆาเชื้อ  ปเปตสารแขวนลอยมูลสัตวเกลี่ยลงบน

อาหารเลี้ยงเชือ้ Casein-peptone-starch Agar (pH 7.0)  ที่เติม cycloheximide 50 ug/ml   
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Mara และ Oragui (1981) แยกแอกติโนมัยซิทีสจนีัส Micromonospora, Streptomyces 

และสายพนัธุ Rhodococcus coprophilus ไดจากมูลสัตวกินพืช  ซึง่ทําการแยกโดยชั่งมูลสัตว 1 

กรัม  ละลายในน้าํกลัน่ฆาเชื้อและทําการเจือจางจนถงึระดับ 10-5  จากนั้นนําสารละลายมูลสัตว

แตละระดับการเจือจางแชในอางน้ําอุณหภูมิ 55 °C  เปนเวลา 10 นาที  เพื่อลดจํานวนแบคทีเรีย

ชนิดอื่นที่ไมใชแอกติโนมัยซทิีส  จากนัน้ปเปตสารละลายมูลสัตวเกลีย่ลงบนผิวหนาอาหาร MM3 

Agar (pH 7.0) ที่เติม nalidixic acid 5 mg/L,  sodium azide 3.5 mg/L และ  cycloheximide 

50 ug/ml   

 Ohta และ Ikeda (1978) แยก Streptomyces griseus และ Streptomyces 

antibioticus  จากมูลสัตวโดยตากมูลสัตวใหแหง  บดเปนผง  ชัง่ 1 กรัม นํามาเจอืจางใน 0.9% 

NaCl ที่ฆาเชือ้แลว  ปลอยใหตะกอนหยาบตกตะกอน 10 นาที  ปเปตสารละลายเจือจางเกลี่ยบน

ผิวหนาของอาหาร  Pig Feces Extract Agar  (pH 7.3)   

 Kuo และ Hartman (1966)  แยก Thermoactinomyces vulgaris  จากมูลสัตวโดยนํามูล

สัตวมาตากใหแหงแลวเจือจางในน้าํกลัน่ฆาเชื้อ  หลังจากนั้นปเปตสารละลายมูลสัตวเกลี่ยลงบน

อาหารเลี้ยงเชือ้ Trypticase-yeast extract-dung extract-salts Agar ที่เติม penicillin G 1.0 

ug/ml  บมที่อุณหภูมิ 55 °C   

 Zaher และคณะ (1952)  แยก Streptomysec griseus  จากมูลสัตว  โดยนํามลูสัตวไป

ตากแหงแลวบดใหละเอียด  ละลายใน 0.85%NaCl  เขยาใหมูลสัตวละลายที่ความเร็ว 200 rpm 

เปนเวลา 30 นาที  ตั้งพักไวใหกากมูลสัตวตกตะกอน  ปเปตสารละลายมูลสัตวเกลี่ยลงบนผิวหนา

อาหาร Glucose-asparagine  และ Glucose-peptone Agar (pH7.0) ที่เติม cycloheximide 50 

ug/ml   

 แอกติโนมัยซทิีสที่แยกไดสวนใหญ 95 % คือจีนัส Streptomyces  ซึ่งเปนประชากรสวน

ใหญในสิ่งแวดลอม ดังนั้นสกุลอ่ืน ๆ จงึจดัเปนแอกติโนมัยซิทีสทีพ่บไดยาก (rare actinomycetes)  

เชน Actinomadura, Actinoplanes, Microbispora, Micromonospora, Norcardia,  

Pseudonocadia, Streptosporangium, Thermoactinomyces, Thermomonospora 

Dactylosporangium,  Kibdelosporangium,  Planomonospora,  และ  Planobispora  

(Lazzarini และคณะ, 2000) จึงมวีิธทีี่จําเพาะในการแยกแอกติโนมยัซิทีสกลุมนี้ดังนี ้

 Boudjella และคณะ (2005)  แยกจีนัส Streptosporangia  จากดินในทะเลทรายสหรา 

(Saharan)  โดยการนาํดิน 1 กรัม ละลายในน้าํกลัน่ฆาเชื้อ 9 มิลลิลิตร  แลวเจอืจางตอดวยน้ํา
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กลั่นฆาเชื้อ  ปเปตสารละลายดินที่ระดับความเจือจางตาง ๆ 0.2 มิลลิลิตร  เกลีย่ลงบนผิวหนา

อาหารเลี้ยงเชือ้ Citin-B Vitamins Agar  ที่เติม kanamycin 25 ug/ml และ  cycloheximide 50 

ug/ml   

 Zitouni และคณะ (2005)  แยกจีนัส Nocardiopsis  และ Saccharothrix  จากดินใน

ทะเลทรายสหรา (Saharan)  โดยนาํดินมาเจือจางในน้ํากลัน่ฆาเชื้อ  แลวปเปตสารละลายดนิที่

ระดับความเจอืจางตาง ๆ มาเกลี่ยลงบนผวิหนาของ Humic-Vitamin-B- Agar  ที่เตมิสารปฏิชีวนะ  

streptomycin 10 ug/ml,  หรือ erytromycin 10 ug/ml และ  chloramphenicol 25 ug/ml   

 Suzuki และคณะ (2001)  แยกจีนัส Planomonospora  จากดิน  โดยใชอาหาร Humic 

acid-trace salts gellan gum (pH9) เปนอาหารที่ใชคดัเลือก  ซึ่ง Planomonospora  จะสรางอบั

สปอรบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  สามารถแยกสปอรที่เคลื่อนที่ไดจากอับสปอรโดยใช  0.1% skim milk 5 

mM N-cyclohexyl-2-amino-ethanesulfonic acid (CHES) pH9  เปนสารละลายในการลาง

สปอรที่เคลื่อนที่ไดออกมา  จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูม ิ32 °C  เปนเวลา 90 นาท ี  แยกสปอรโดย

การปนเหวี่ยงที่ 1000xg  เปนเวลา 10 นาท ี  วิธนีี้สามารถแยกสกุล  Planomonospora  ได 246 

สายพนัธุจากดินตัวอยางทังหมด 1,200 ตัวอยาง   

 Suzuki และคณะ (2000)  แยกจีนัส  Actinobispora  จากดิน  โดยการอบดินตัวอยางที่

อุณหภูมิ 110°C  เปนเวลา 15 นาที  จากนัน้ทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมหิอง  เติม 0.85% NaCl 1 

มิลลิลิตร  จะไดสารละลายสปอร  เจือจางสายละลายสปอรดวย 0.85% NaCl  และนํามาเกลีย่ 

(spread) บนผิวหนาอาหาร Humic acid-Vitamin Gellan Gum ที่เตมิสารปฏิชีวนะ  leucomycin 

1 ug/ml,  nivobiocin 1 ug/ml,  tuniamycin 0.5 ug/ml,  cycloheximide 50 ug/ml  และ 

nystatin 50 ug/ml  การใชวธิีนี้สามารถแยกสกุล  Actinobispora  ได 18% ของตัวอยางดิน 

 Suzuki และคณะ (1999)  แยกจีนัส Sporichthya  จากดิน  จีนสันี้มกีารสราง zoospore  

นําดนิตัวอยางมาอบที่อุณหภูมิ 80°C  เปนเวลา 60 นาท ี  เพื่อลดจํานวนของแบคทีเรียชนิดอืน่ที่

ไมใชแอกติโนมัยซิทีส  จากนัน้เติมสารละลาย 0.1% skim milk ใน 10 mM MOPs 

(morpholinepropanesulfonic acid) pH8  ในดินที่อบแลว  นําไปบมที่อุณหภูม ิ28 °C เปนเวลา 

60 นาที  แยกสปอรโดยการปนเหวี่ยงที ่ 1000xg  เปนเวลา 10 นาท ี  เจือจางสปอรใน 0.85% 

NaCl  นาํสารละลายสปอร  เกลี่ยบนอาหาร Humic acid-Vitamin Agar (HVG) 

 Hayakawa และคณะ (1996) แยก Microtetraspora glauca  จากดนิ  โดยนําดนิ

ตัวอยางมาอบที่อุณหภูม ิ 110°C  เปนเวลา 60 นาที นํามาเจือจางในน้าํกลัน่ฆาเชื้อ  ปเปต
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สารละลายดนิ 0.5 มิลลิลิตร ที่ระดับการเจือจาง 10-1 เติมลงในฟอตเฟตบัฟเฟอร (5 mmol/l, 

pH7.0) 5 มิลลิลิตร  ทีม่ีการเติม benzethonium 0.05% บมที่อุณหภูมิ 30 °C  เปนเวลา 30 นาท ี  

ปเปตสารละลาย 0.2 มิลลิลิตร  เกลี่ยลงบนอาหาร LSV-SE Agar  ที่เตมิสารปฏิชีวนะ kanamycin 

20 mg/L,  norfloxacin 20 mg/L และ nalidixic acid 10 mg/L 

 Hayakawa และคณะ (1995)  แยก Actinomadura viridis จากดิน  โดยนาํดินตวัอยาง

มาอบที่อุณหภูมิ 110 °C เปนเวลา 60 นาที เจือจางดวยน้ํากลั่นฆาเชือ้ที่เติม phenol 1.0 % นําไป

บมที ่ 30 °C เปนเวลา 30 นาท ีปเปตสารละลาย 0.2 มิลลิลิตร เกลีย่ลงบนอาหาร Humic acid-

Vitamin Agar ที่ผสม kanamycin,  josamycin,  lysozyme  และ nalidixic acid   

 Hayakawa และคณะ (1991)  แยก Streptosporangium,  Dactylosporangium,  

Micromonospora  และ  Microbispora  จากดินโดยแตละจีนัสโดยทาํ pretreatment แตกตางกัน

คือ Streptosporangium ทาํการแยกโดยนําดนิตัวอยางมาอบที่อุณหภูมิ 120°C เปนเวลา 60 นาที 

เจือจางในน้าํกลั่นฆาเชื้อทีเ่ติม benzethonium chloride (BC) 0.01%  นําไปบมที ่30°C เปนเวลา 

30 นาท ีปเปตสารละลายเจือจาง 0.1 มลิลิลิตร  เกลี่ยลงบนอาหาร HV agar  ทีผ่สม nalidixic 

acid 20 mg/L และ leucomycin 1 mg/L   จีนัส Dactylosporangium  แยกโดยนาํดินตัวอยางมา

อบที่อุณหภูม ิ 120°C เปนเวลา 60 นาที นํามาเจือจางในน้าํกลัน่ฆาเชื้อทีเ่ติม benzethonium 

chloride (BC) 0.03%  นําไปบมที่ 30°C  เปนเวลา 30 นาท ี ปเปตสารละลายเจือจาง 0.1 

มิลลิลิตร  เกลี่ยลงบนอาหาร HV Agar  ที่ผสม nalidixic acid 20 mg/L และ tunicamycin 10 

mg/L  จนีัส Micromonospora  แยกโดยนําดนิตัวอยางมาตากลม แลวเจือจางในน้าํกลัน่ฆาเชื้อที่

เติม phenol 1.5 % นําไปบมที่ 30°C เปนเวลา 30 นาที ปเปตสารละลายเจือจาง 0.2 มิลลิลติร  

เกลี่ยลงบนอาหาร HV Agar  ที่ผสม nalidixic acid 20 mg/L และ tunicamycin 20 mg/L  จนีัส 

Microbispora แยกโดยนําดินตัวอยางมาอบที่อุณหภูมิ 120°C เปนเวลา 60 นาท ีนํามาเจือจางใน

น้ํากลัน่ฆาเชื้อที่เติม phenol 1.5 % และ chlorhexidine gluconate 0.03%  นาํไปบมที ่ 30°C 

เปนเวลา 30 นาที ปเปตสารละลายเจือจาง 0.1 มิลลิลิตร  เกลี่ยลงบนอาหาร HV Agar  ที่ผสม 

nalidixic acid 20 mg/L 

 จากรายงานขางตนสามารถสรุปไดวาในการแยกแอกติโนมัยซทิีส  ในสกุลทีจ่ําเพาะนัน้

ตองมีการทํา pretreatment  อาจทําโดยการอบดินดวยความรอน  หรือใชสารเคมีเพือ่ทําลายเซลล 

vegetative ของแบคทีเรีย  และใชอาหารที่จําเพาะตอสายพนัธุนัน้ ๆ อาจมีการเติมสารปฏิชีวนะ

ในความเขมขนที่สายพันธุนัน้ตานทานได  และสามารถยับยัง้สายพนัธุที่ไมตองการ  เชนการเติม

สารปฏิชีวนะเพื่อลดจํานวนของ Stretomyces ที่เปนประชากรหลกัในดิน  นอกจากนี้การเติมสาร

25 



 

บางอยางสามารถกระตุนการเจริญของแอกติโนมยัซิทีส  โดยพบวาการเติมไคตินเปนการเพิม่

จํานวนแอกติโนมัยซทิีสในดินมากขึ้น (Gryndler และคณะ, 2003)   

 

2.7 สารปฏิชวีนะ (Antibiotics) 

สารปฏิชีวนะหมายถงึสารประกอบอินทรียที่สรางโดยจลิุนทรีย  โดยสวนมากจะเปนสาร 

เมตาบอไลตทตุิยภูมิ (secondary metabolite)  มีมวลโมเลกุลตํ่า  สามารถยับยัง้หรือทําลายจลิุ

นทรียชนิดอื่นที่มีความเขมขนนอย ๆ (Demain, 1999)  และจะไมรวมถงึสารสกัดจากพืช  หรือ

แหลงอื่นที่ไมใชจุลินทรยี  เพราะสารเหลานี้ใชความเขมขนสูงในการยับยัง้หรือทาํลายจุลนิทรีย  

ปจจุบันสารปฏิชีวนะอาจรวมถึงสารกึ่งสงัเคราะหที่ใชสารปฏิชีวนะที่สกัดไดจากธรรมชาติเปน

ตนแบบ  การทํางานของสารปฏิชีวนะแบงออกไดเปน 2 แบบ  คือ  ยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียกอ

โรคเรียกวา  microbistatic  และฆาจุลนิทรียกอโรคเรียกวา  microbicidal  ถาสารปฏิชีวนะเปน

แบบ microbistatic รางกายจะกําจัดจุลินทรียกอโรคโดยใชระบบการปองกนัของรางกายคือ  

phagocytosis,  การผลิตแอนติบอดี,  การผลิต interferon  เมื่อมีการติดเชื้อจากไวรัส  และ  กลไก

การปฏิเสธของลําไสโดยการเกิดอาการทองเสีย  อาเจียน  ถาสารปฏิชีวนะเปนแบบ  microbicidal 

จะฆาจุลนิทรยีกอโรคโดยการทําใหเซลลแตก  แตรางกายยงัคงไดรับผลจากสารพิษที่จุลินทรีย

สรางขึ้น  ปจจบุันสารปฏิชีวนะในตลาดยาจํานวน 26% สกัดไดมาจากสิ่งมีชีวิตในธรรมชาติ,  38% 

เปนสารกึง่สังเคราะหที่สารตัง้ตนมาจากธรรมชาติ,  4% มาจากการสังเคราะหทางเคมีโดยใหมี

โครงสรางเหมอืนกับสารจากธรรมชาติ  และ 31% มาจากการสังเคราะหทางเคม ี  สารปฏิชีวนะที่

สกัดไดจากธรรมชาติ 63% นํามาใชยับยั้งแบคทีเรีย  และ 61% นาํมาใชยับยั้งเซลลมะเร็ง 

 

 2.7.1  สารปฏิชีวนะที่ผลติโดยแอติโนมัยซิทีส 

 แอกติโนมัยซทิีสเปนแหลงสําคัญของสารเมตาบอไลตทุติยภูมิ  โดยเฉพาะสารปฏิชีวนะ 

65-75%  ผลิตจากแอกติโนมัยซิทีส  รองลงมาคือราและแบคทีเรีย  สารปฏิชีวนะที่ผลิตจากแอกติ

โนมัยซิทีส  80% ผลิตจาก Streptomyces  ดังตารางที่ 2.1 (Krsek และคณะ, 2000) และ 

(Kieserและคณะ, 2000)  และนอกจากนั้นผลิตจากแอกติโนมยัซิทสีที่พบไดยาก ดังตารางที่ 2.2          

(El-Tarabily และ Sivasithamparam, 2005) 
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ตารางที่ 2.1  แสดงสารเมตาบอไลตทุติยภูมิที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซทิีส 

สายพนัธุ สารปฏิชีวนะ คุณสมบัติยับยั้ง 

Actinomadura carminata Carminomycin เซลลมะเร็ง 

Saccharopolyspora erythraea Erythromycin แบคทีเรีย 

Streptomyces albovinaceus Rifamycin B ไวรัส 

Streptomyces albus 8-Azaguanine ไวรัส 

Streptomyces aureofaciens Tetracycline แบคทีเรีย 

Streptomyces griseus Candicidin รา 

Streptomyces griseus Cycloheximide รา 

Streptomyces griseus Streptomycin แบคทีเรีย 

Amycolatopsis mediterranei Rifamicins แบคทีเรีย 

 Streptomyces nodosus Amphotericin B รา 

Streptomyces noursei Nystatin รา 

Amycolatopsis orientalis Vancomycin แบคทีเรีย 

Streptomyces peuccetius Daunorubicin HCL เซลลมะเร็ง 

Streptomyces rimosus Oxytetracycline แบคทีเรีย 

Streptomyces venezuelae Chloramphenicol แบคทีเรีย, ไวรัส 

Streptomyces verticillus Bleomycin sulfate เซลลมะเร็ง 

Streptomyces spp. Actinomycin D เซลลมะเร็ง 
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ตารางที่ 2.1  (ตอ) แสดงสารเมตาบอไลตทุติยภูมิที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซิทีส 

สายพนัธุ สารปฏิชีวนะ คุณสมบัติยับยั้ง 

Norcardia lactamdurans Cephamycin C แบคทีเรีย 

Streptomyces orchidaceae Cycloserine แบคทีเรีย 

Streptomyces roseosporus Daptomycin แบคทีเรีย 

Micromonospora olivoasterospora Fortimicin แบคทีเรีย 

Streptomyces spp. Fosfomycin แบคทีเรีย 

Micromonospora spp. Gentamicin แบคทีเรีย 

Streptomyces kanamyceticus Kanamycin แบคทีเรีย 

Streptomyces lincolnensis Lincomycin แบคทีเรีย 

Streptomyces argillaceus Mithramycin เซลลมะเร็ง 

Streptomyces verticillatus MitomycinC เซลลมะเร็ง 

Streptomyces nataensis Natamycin รา 

Streptomyces fradiae Neomycin แบคทีเรีย 

Streptomyces tendae Nikkomycin รา 

Nocardia uniformis Norcardicin แบคทีเรีย 

Streptomyces niveus Novobiocin แบคทีเรีย 

Streptomyces antibioticus Oleandomycin แบคทีเรีย 

Streptomyces verticillus Phleomycin เซลลมะเร็ง 
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ตารางที่ 2.1  (ตอ) แสดงสารเมตาบอไลตทุติยภูมิที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซิทีส 

สายพนัธุ สารปฏิชีวนะ คุณสมบัติยับยั้ง 

Streptomyces cacaoi var.asoensis Polyoxins รา 

Streptomyces pristinaespiralis Pristinamycin แบคทีเรีย 

Norcardia lurida Ristocetin แบคทีเรีย 

Streptomyces spectabilis Spectinomycin แบคทีเรีย 

Streptomyces amofaciens Spiramycin แบคทีเรีย 

Streptomyces graminofaciens Streptogramins แบคทีเรีย 

Actinoplanes teichomyceticus Teichoplanin แบคทีเรีย 

Streptomyces cattleya Thienamycin แบคทีเรีย 

Streptomyces tenebrarius Tobramycin แบคทีเรีย 

 

ตารางที่ 2.2  แสดงสารเมตาบอไลตทุติยภูมิที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซทิีสทีพ่บไดยาก 

สายพนัธุ สารปฏิชีวนะ อางอิง 

Actinoplanes sp Xanthone Cooper และคณะ (1992) 

Actinoplanes sp Sch 54445 Min และคณะ (1997) 

A. brasiliensis A/672 Palleroni (1989) 

A. caeruleus Heptaene Palleroni (1989) 

A. deccanensis Lipiarmycin Palleroni (1989) 
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ตารางที่ 2.2  (ตอ) แสดงสารเมตาบอไลตทุติยภูมิที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซิทีสทีพ่บไดยาก 

สายพนัธุ สารปฏิชีวนะ อางอิง 

A. ianthinogenes Naphthoquinone Palleroni (1989) 

A. ferrugineus L-azetidine-2- Palleroni (1989) 

 carboxylic acid  

A. missouriensis 5-azacytidine Palleroni (1989) 

A. philippinensis Macrocyclic lactone Palleroni (1989) 

A. teichomyceticus Lipoglycopeptide  Carelli และคณะ (1995) 

A. utahensis Echinocandin Boeck และคณะ (1989) 

Actinomadura madurae Simaomicin Maiese และคณะ (1990) 

Actinomadura hibisca Pradimicin FA-1 Sawada และคณะ (1990) 

Microbispora sp. SCH 31828 Patel และคณะ (1988) 

Microbispora sp. Glucosylquestiomycin Igarashi และคณะ (1998) 

Micromonospora sp. Spartanamicins Nair และคณะ (1992) 

Micromonospora sp. Rustmicin Sigmund และ Hirsch (1998) 

Micromonospora sp. Micromonosporin Thawai และคณะ (2004) 

M. carbonacea Everninomicin Kawamoto (19890 

M. coerulea Glutarimide BeomSeok และคณะ (1999) 

M. echinospora Gentamicin Kawamoto (1989) 
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ตารางที่ 2.2  (ตอ) แสดงสารเมตาบอไลตทุติยภูมิที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซิทีสทีพ่บไดยาก 

สายพนัธุ สารปฏิชีวนะ อางอิง 

M. echinospora Hazimicins Marquez และคณะ (1983) 

สายพนัธุ สารปฏิชีวนะ อางอิง 

M. halophytica Halomicin Kawamoto (1989) 

M. inositola XK-41 Kawamoto (1989) 

M. olivasterospora Fortimicin Kawamoto (1989) 

Microtetraspora SCH 42282 Hegde และคณะ (1998) 

Saccharothrix sp. Formamicin Igarashi และคณะ (1997) 

Spirillospora sp. HM17 Hacene และคณะ (1994) 

Spirillospora sp. H107 Hacene และคณะ (2000) 

Streptosporangium albidum Aculeximycin Ikemoto และคณะ (1983) 

Streptosporangium roseum AH7 Hacene และคณะ (1998) 

Streptoverticillium album Quinaldopeptin Toda และคณะ (1990) 

Streptoverticillium cinnamoneum HA-94 Paradkar  และคณะ (1998) 

 

 

2.7.2  กลุมของสารปฏิชวีนะที่ผลิตโดยแอกติโนมยัซิทีส 

 1. สารปฏชิีวนะกลุม Aminoglycosides   

สูตรโครงสรางพื้นฐานประกอบดวย  amino sugar  ที่เชื่อมกันแบบ  glycoside linkage  

มีกลไกการออกฤทธิ์แบบ bactericide  ยับยั้งการแปลรหสั (translation) ของ mRNA โดยจับกับไร

31 



 

โบโซมของแบคทีเรียเปนผลใหการสงัเคราะหโปรตีนถูกยบัยั้ง  ไดแก  streptomycin,  neomycin 

B,  kanamycin A,  gentamycin C1,  lincomycin,  amikacin,  netilmicin,  และ  tobramycin  

ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชวีนะกลุม  aminoglycosides  แสดงดังรูปที่ 2.8  

     

     

รูปที่ 2.8  แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  aminoglycosides (Sneader, 2005) 

 

 2. สารปฏชิีวนะกลุม  Tetracycline   

สูตรโครงสรางพื้นฐานประกอบดวย hydronapthacene nucleus  ที่มีวงตอกัน 4 วง 

กลไกการออกฤทธิ์เปนแบบ bacteriostatic  กับจุลินทรียแบบ  broad-spectrum  ตองใชความ

เขมขนสูงถงึเปน bactericide  ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนโดยจับกบั 30S ไรโบโซมของแบคทีเรีย  

และรบกวนการเขามาจับของ tRNA  ไดแก  chlortetracycline,  oxytetracycline,  tetracycline 

และ  demeclocycline  ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  tetracycline  แสดงดงัรูปที่ 2.9   
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รูปที่ 2.9  แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  tetracycline  (Sneader, 2005) 

 

 3. สารปฏชิีวนะกลุม  Chloramphenicol   

สูตรโครงสรางพื้นฐานประกอบดวย  วงอะโรมาตกิอยูปลายดานหนึ่งและปลายอีกดาน

หนึง่เปน acyl side chain  สวนตรงกลางสามารถขยายได  กลไกการออกฤทธิ์เปนแบบ 

bacteriostatic  กับจุลินทรยีแบบ  broad-spectrum  ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนโดยจับกับ 50S 

ไรโบโซมของแบคทีเรีย และยับยั้งการเรงปฏิกิริยาของเอ็นไซม  peptidyl transferase  ทําใหไม

เกิดการตอกนัของสายเปปไทด ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม chloramphenicol แสดงดัง

รูปที่ 2.10   

 

รูปที่ 2.10 แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม chloramphenicol(Sneader,2005) 

 

 4. สารปฏชิีวนะกลุม  Macrolide   

สูตรโครงสรางพื้นฐานของสารปฏิชีวนะกลุมนี้มีโครงสรางโมเลกุลขนาดใหญประกอบดวย

อะตอมมากกวา 20 อะตอมขึ้นไปโดยมี macrocyclic lactone ring  เปนองคประกอบ  กลไกการ

ออกฤทธิเ์ปนแบบ bacteriostatic  กับจุลนิทรีย  ยับยัง้การสังเคราะหโปรตีนโดยจับกับ 50S ไรโบ

โซมของแบคทเีรีย  ไดแก erythromycin,  rapamycin,  tacrolimus  และ  abamectin  ตัวอยาง

โครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  macrolide  แสดงดังรูปที ่2.11   
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รูปที่ 2.11   แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  macrolide  (Sneader, 2005) 

 

 5. สารปฏชิีวนะกลุม  Polyene   

สูตรโครงสรางพื้นฐานของสารปฏิชีวนะกลุมนี้  เปนสารประกอบขนาดใหญ  ประกอบดวย

สวนที่ชอบน้าํคือสวน  hydroxylate  และสวนที่เปน  lipophilic  กลไกการออกฤทธิม์ีผลตอเยื่อหุม

เซลล โดยจบักับ ergosterol ที่เปนองคประกอบของเยื่อหุมเซลลทําใหเยื่อหุมเซลลถูกทําลาย  

คุณสมบัติ selective permeability เสียไปทําใหเซลลสูญเสียประจุ  ไดแก  nystatin  และ  

amphotericin  ทั้งสองชนิดมีขอบเขตการยับยั้งเหมือนกันคือยับยัง้การเจริญของยสีตและราตาง ๆ 

แตไมยับยั้งแบคทีเรีย  ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  polyene  แสดงดังรูปที่ 2.12   

 

 

รูปที่ 2.12  แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  polyene  (Sneader, 2005) 
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 6. สารปฏชิีวนะกลุม  Rifamycin 

ยับยั้งการสังเคราะห RNA  โดยจับกับเอน็ไซม DNA-dependent RNA polymerase  เปน

เหตุใหสาย RNA ที่ระบุรหสัโปรตีนซึ่งเปนสารตั้งตนในการสังเคราะหโปรตีนไมถูกสรางขึ้น  ทาํให

สังเคราะหโปรตีนไมได  ไดแก  rifamycin B  และ  rifamycin SV  สารปฏิชีวนะทัง้สองชนิดยับยั้ง

แบคทีเรียแกรมบวกหลายชนิดรวมทั้ง  Mycobacterium tuberculosis,  M leprae และยับยั้ง

แบคทีเรียแกรมลบไดบางชนิด  ตวัอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  rifamycin แสดงดังรูปที ่2.13   

 

รูปที่ 2.13  แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  rifamycin  (Sneader, 2005) 

 

 7. สารปฏชิีวนะกลุม  Vancomycin   

ยับยั้งการสังเคราะหผนังเซลลของแบคทีเรีย  โดยขัดขวางการจบักันของ muramyl 

pentapeptides  ยับยั้งแกรมบวก  และ Staphelococci  ที่ดื้อยา  ตวัอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะ

แสดงดังรูปที่ 2.14   

 

รูปที่ 2.14  แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม vancomycin  (Sneader, 2005) 
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2.7.3 กลุมของสารที่ยับยั้งเซลลมะเร็งแบงตามโครงสราง  

(Georgopapadakou, 1995)  

 1. Alkylating Agent  สารกลุมนี้ปลอยประจุบวกเขารบกวน DNA ทาํใหโครงรูป

(conformation) ของ DNA เปลี่ยนไป (DNA adducts)  ทําให DNA ของเซลลมะเร็งทํางาน

ผิดปกติ  เชน melphalan  ใชรักษา  myeloma และ  solid tumour  และ  cyclophosphamide  

ใชรักษา  breast cancer  และมะเร็งชนิดอ่ืน  

2. Platinum Complexes  สารกลุมนีจ้ะจับกับเบสในสาย DNA และ RNA  ดวยพันธะโค

วาเลนท  ทาํใหเกิด  platinum-DNA adducts  ทําใหโครงรูปของสาย DNA เปลี่ยนไป  เชน 

cisplatin และ carboplatin  ใชรักษา  testicular,  lung,  bladder,  head  และ  neck cancer 

 3. Antimetabolites  สารกลุมนี้มีโครงสรางคลายคลงึ (structural  analog) กับสารตั้งตน

ในการสงัเคราะห DNA และ RNA  เชน methotrexate  จับกับเอนไซม  dihydrofolate reductase  

ทําใหเกิดการยับยั้งการสังเคราะหเบส purine  และมีผลยับยั้งตอการสังเคราะห DNA  

 4. Vinca Alkaloids and Taxol  สารกลุมนี้ยับยั้งการรวมตัวกันของ  microtubule  ใน

การแบงเซลลแบบ mitosis ในยูคารีโอต  เปนผลใหเกดิการยับยัง้การรวมตัวกันของ microtubule 

ในการแบงเซลลของเซลลมะเร็ง 

 5. Dactinomycin  และ  Anthracyclin  สารสองกลุมนี้ผลิตจาก Streptomyes เชน 

dactinomycin หรือ actinomycin D ใชรักษามะเร็งทีพ่บไดยาก เชน nephroblastoma (Wilms’ 

tumour)  และ  Ewing’s sarcoma  ซึ่งมีกลไกโดยแทรกเขาไปจับตรงตําแหนงเฉพาะภายในเกลียว

ของ DNA สายคู  เปนผลใหเกิดการยับยั้งการสังเคราะห DNA และ RNA  สารปฏิชีวนะกลุม 

anthracyclin  มีกลไกโดยแทรกเขาไปตรงระหวางคูเบสในสาย DNA และจับกับเอน็ไซม 

topoisomerase ll  เปนผลใหสาย DNA แตกหักออก  สงผลใหเซลลตาย 

 6. Epipodophyllotoxins  และ  Amsacrine   รบกวนการทาํงานของเอ็นไซม 

topoisomerase ll  ในปฏิกิริยา DNA-resealing  และ แทรกเขาไปจับในสาย DNA  ทําใหเกิดการ

แตกหักของ DNA  ออกเปนสายคู  หรือสายเดี่ยว 

 Sneader (2005) ไดอธิบายไววา  การคนหาสารตานเซลลมะเร็งจากธรรมชาติเร่ิมตนขึ้น

เมื่อปลาย ค.ศ. 1950  เร่ิมคนพบสารกลุม  actinomycin หรือ dactinomycin  ใน ค.ศ. 1953  

ผลิตโดย Streptomyces parvullus  มีฤทธิย์ับยัง้ muscle tumours, soft tissue sarcomas 
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tumours  และ  kidney tumour  คนพบ daunorubicin ในป ค.ศ. 1962  ผลิตโดย S. peuetius 

เปนสารตานเซลลมะเร็งอยูในกลุม anthracyclin ยับยัง้ solid tumors และ leukemias ไดชงัด  มี

กลไกการยับยัง้โดยไปจับกับ DNA ทําใหเซลลไมมี template สําหรับการสังเคราะห DNA  พบ 

doxorubicin (14-hydroxy-analogue of daunorubicin) ในป ค.ศ. 1967  ผลิตโดย S. peuetius  

ออกฤทธิช์งัดในการยับยัง้เซลลมะเร็งหลายชนิด เชน leukaemias, lymphomas และ solid 

tumours   doxorubicin ถกูนํามาใชเปนหลักในการรักษาผูปวยมามากกวา 25 ป  โดยมีกลไกการ

ออกฤทธิ์ตอเอน็ไซม topoisomerase ll  สงผลใหสาย DNA แตกหัก   aclarubicin  ถูกคนพบในป 

ค.ศ. 1974 ผลิตโดย S. galilaeus  ซึ่งเปนสารกลุม anthracyclin   aclarubicin A มีหลายกลไกใน

การยับยัง้เซลลมะเร็ง  เชน  ยับยั้งการทาํงานของเอ็นไซม topoisomerase ll ตอ DNA  (Strohl 

และคณะ,1997)  bleomycin  เปนสารกลุม glycopeptides ถูกคนพบในปค.ศ.1962  ผลิตโดย S 

verticillus. ถูกนํามาใชอยางกวางขวางกบั squamous cell carcinoma, testis tumors prostatic 

cancer, head และ neck tumour   bleomycin เปนสารยับยัง้เซลลมะเร็งชนิดหนึง่ในนอยชนิดที่

ไมสงผลกดการสรางเม็ดเลือดขาวในไขกระดูกของผูปวย และยังใชเปนสารตั้งตนในการสงัเคราะห

ทางเคมีของสารตานเซลลมะเร็งอีกหลายชนิด  ตัวอยางโครงสรางสารตานเซลลมะเร็งแสดงดังรูป

ที่ 2.15 
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รูปที่ 2.15  แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็ง  (Sneader, 2005) 

 

2.7.4 รายงานการคนพบสารปฏิชีวนะชนิดใหมจากแอกติโนมัยซิทีส  

 แมวาการคนพบสารปฏิชีวนะจากแอกติโนมัยซทิีสเกิดขึ้นตั้งแตป 1940 โดย Waksman 

และ Woodruff  ซึ่งคนพบ actinomycin (Waksman และ Woodruff, 1940)  แตการคนหาสาร

ปฏิชีวนะชนิดใหมยงัคงตองดําเนนิตอไป  ดวยเหตุผลตอไปนี้คือ  จุลินทรียกอโรคมคีวามตานทาน

ตอสารปฏิชีวนะมากขึ้น เชน การดื้อยา methicillin ของเชื้อ Staphylococcus aureus (MRSA)  

การดื้อยา vancomycin  ของเชื้อ Enterococci (VRE)  การดื้อตอองคประกอบของยาในสวนของ  

B-lactam ของเชื้อ Streptococcus pneumoniae  และ การดื้อยา isoniazid และ rifamycin ของ

เชื้อ Mycobacterium tuberculosis,  เกิดวิวัฒนาการของโรคชนิดใหม เชน  AIDs,  Hanta virus,  

Legionnaires disease,  Lyme disease,  Nile virus,  และ foodborne  Escherichia coli 

0157:H7  และการดํารงอยูของแบคทีเรียที่ดื้อยา เชน Pseudomonas aeruginosa ในคนไขที่เปน 

cystic :fibrosis และ Acinetobacter spp.(Strohl, 1997)  รายงานการคนพบสารปฏิชีวนะชนดิ

ใหมจากแอกติโนมัยซทิีสมดีังนี ้

 Boudjella และคณะ (2005)  คนพบสารปฏิชีวนะชนิดใหมกลุม  glycopeptide  ที่ผลิต

โดยแอกติโนมยัซีตสายพันธุใหมคือ  Streptosporangia Sg10  โดยปกติจีนัส Streptosporangia 

ผลิตสารปฏิชีวนะกลุม  glycopeptide  คือ  sibiromycin และ sinefungins  แตจากขอมูลทาง 

สเปกโทรสโกปพบวาสารปฏิชีวนะที ่ Streptosporangia Sg10 สรางขึ้นมีคุณสมบัติไมตรงกับ 

sibiromycin และ sinefungins สารปฏิชีวนะนี้สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดดีแตมีฤทธิ์

นอยกับแบคทเีรียแกรมลบ  ยีสต  และรา 
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 Zitouni และคณะ (2005)  คนพบสารปฏิชีวนะชนิดใหมกลุม  nucleosides ที่ผลิตจาก 

Saccharothrix  มีฤทธิย์ับยัง้รา  จากที่เคยมีรายงานสารปฏิชีวนะที่ผลิตจาก Saccharothrix  ออก

ฤทธิย์ับยัง้วัชพืชเทานั้น   

 Fguira และคณะ (2004)  พบแอกติโนมยัซีตสายพันธุใหม คือ  Streptomyces sp. US80  

จากการวิเคราะหลําดับเบสของ 16S rRNA  พบวามีลําดับเบสใกลเคียง (98%) กับ 

Streptomyces reseoflavus  ที่ผลิตสารปฏิชีวนะ กลุม aminoglycoside คือ flavomycin  แตจาก

ขอมูลทาง สเปกโทรสโกปพบวาสารปฏิชีวนะที่ Streptomyces sp. US80  สรางขึ้นมีคุณสมบัติไม

ตรงกับ flavomycin  ซึ่ง Streptomyces sp. US80 สรางสารปฏิชีวนะอยางนอย 3 ชนิด  และจดั

อยูในกลุม macrolide  สารปฏิชีวนะนี้สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก และรา 

 Sujatha และคณะ (2004)  คนพบ  สารปฏิชีวนะกลุม polyketide  ที่ผลิตโดย 

Streptomyces psammoticus BT-408  ออกฤทธิย์ับยั้งไดทัง้แบคทเีรียแกรมบวก  แกรมลบ  รา  

และยับยั้ง  Staphylococcus  aureus  ทีด่ื้อยา methicillin 

 Mellouli และคณะ (2003)  พบแอกติโนมัยซีตสายพนัธุใหม คือ  Streptomyces sp. 

US24  จากการวิเคราะหลําดับเบสของ 16S rRNA  พบวามีลําดับเบสใกลเคียง (98%) กับ 

Streptomyces caelestis ที่ผลิตสารปฏิชีวนะ niddamycin และ celesticetin แตจากขอมูลทาง 

สเปกโทรสโกปพบวาสารปฏิชีวนะที่ Streptomyces sp. US24  สรางขึ้นมีคุณสมบัติไมตรงกับ 

niddamycin และ celesticetin สารปฏิชวีนะนี้สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวก  

 Singh และคณะ (2000)  พบ Mannopeptimycins  เปนสารปฏิชีวนะไกลโคเปปไทดแบบ

วง  ที่ผลิตโดย Streptomyces hygroscopicus  ออกฤทธิ์ยับยั้ง Staphylococci ที่ดื้อยา 

methicillin และ Enterococci ที่ดื้อยา vancomycin  

 Hoppmann และคณะ (2002)  คนพบสารปฏิชีวนะชนิดใหมคือ  Vancoresmycin ที่ผลิต

โดย Amycolatopsis sp. ST101170  มีฤทธิ์ยับยัง้แบคทีเรียแกรมบวก เชน Staphylococcus 

aureus  และ  Enterococcus spp.  ที่ดื้อยา Vancomycin  แตไมมีฤทธิ์กับแบคทีเรียแกรมลบและ

รา 

 Wink และคณะ (2002)  คนพบสารปฏิชีวนะชนิดใหมกลุม glycopeptide  ที่ผลิตจาก

แอกติโนมัยซตีที่พบไดยาก จีนัส Amycolatopsis  สารปฏิชวีนะมีฤทธิ์ยับยัง้ Staphylococci  ที่ดือ้

ยา methicillin   
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 Schumacher และคณะ (2001)  คนพบสารปฏิชีวนะชนิดใหมกลุม nucleosides คือ 

kahakamides A และ B  ที่ผลิตจาก Nocardiopsis dassonvillei  สารปฏิชีวนะมีฤทธิ์ยับยั้ง

แบคทีเรียแกรมบวก  
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บทที่ 3 
 

อุปกรณสารเคมีและวิธีดําเนินการวิจัย 
 
3.1 อุปกรณ 
 

- ตูควบคุมอุณหภูมิ (incubator) Memmert  รุน BE600  บริษัท Jebsen and Jebsen 

- ตูควบคุมอุณหภูมิภายใตบรรยากาศคารบอนไดออกไซด (CO2 incubator) Hepa 

Class 100 รุน 311  บริษัท Thermo electron corporation  

- ตูถายเชื้อ (laminar flow) CLEAN  รุน H1 บริษัท Lab Service Ltd, Part 

- หมอนึง่ความดัน (autoclave) TOMY รุน SS-325 บริษัท Tommy Seiko Co., Ltd. 

Tokyo, Japan 

- ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) Memmert รุน D06063 บริษัท Jebsen and Jessen, 

Germany 

- ตูอบความรอนแหง (hot air oven) Memmert  รุน UE600 บริษัท Jebsen and 

Jessen, Germany 

- ตูอบแหงภายใตสุญญากาศ (vacuum oven) Hotpack รุน บริษัท Hotpact 

Corporation, USA. 

- เครื่องชั่งน้าํหนัก (digital scale)  บริษัท Mettler Toledo  

- กลองจุลทรรศนคอมพาวดไมโครสโคป (compound microscope) Olympus  รุน 

BX51  บริษัท Olympus optical Co.,Ltd. Japan 

- กลองจุลทรรศนสเตอรริโอไมโครสโคป (stereo microscope) Olympus รุน SZ60 

บริษัท Olympus optical Co., Ltd. Japan 

- กลองจุลทรรศนหวักลับ (inverted microscope) Olympus รุน CK2 บริษัท 

Olympus optical Co., Ltd. Japan 

- กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (scanning electron microscope, SEM)  

รุน JEM-T220  บริษัท Jeol, Japan   

- กลองถายรูป Olympus  รุน C5050  บริษัท Olympus optical Co., Ltd. Japan 

- เครื่องเขยา (shaker)  รุน innova 2100 บริษัท New Brunswick Scientific Co., 

Inc.Edison, USA 



 

- เครื่งระเหยแหงสุญญากาศแบบหมนุ (rotary vacuum evaporator) Eyela รุน N-100  

บริษัท Tokyo Rikakikai Co., Ltd. Japan 

- เครื่องระเหยน้าํที่อุณหภูมิต่ํา (lyophilizer)  รุน 77520  บริษัท Labconco, U.S.A. 

- เครื่องวัดคาความเปนกรดเบส (pH meter) Mettler-Toledo  รุน S20-k บริษัท 

Mettler Toledo  

- อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (water bath)  รุน WB-710M  บริษัท Optima, Japan 

- ฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer)  ขนาด 0.0025 mm2 ยี่หอ Loptik Labor บริษัท 

Boeco 

- เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (Authorized thermal cycler) รุน TP 600  บริษัท 

TaKaRa 

- ชุดตรวจสอบดีเอ็นเอในสนามไฟฟา (Electrophoresis chamber set) รุน Mupid-ex  

บริษัท Avance 

- เครื่องปนเหวีย่งขนาดเล็ก (micro centrifuge)  รุน CM-6010  บริษัท Hslangtai   

- เครื่องปนเหวีย่งปรับความเย็น (micro refrigerated centrifuge) Kubota  รุน 3700  

บริษัท Kubota Corporation, Tokyo Japan 

- เครื่องปนเหวีย่งชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน stratagene บริษัท Profuge 

- เครื่องไมโครเวฟ (microwave oven) Turbora  รุน MW-2020 

- เครื่องวัดการดูดกลืนแสง  (microplate reader)  รุน Elx 800  บริษัท Bio-tek 

instrument 

- ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer)  อุณหภูม ิ -80°C  รุน ULT 1786  บริษทั 

FORMA Scientific, USA 

- ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) Sharp อุณหภูม ิ-20°C   

- เครื่องปนผสม (Vortex mixer)  รุน VX-100 บริษัท Labnet International, Inc. 

- ไมโครปเปต (automatic adjustable micropipette)  P2 (0.1-2μl),  P10 (0.5-10μl),  

P20 (2-20μl),  P100 (20-100μl),  P1000 (0.2-1ml)  บริษัท Gilsson France 

- ปเปตตทิป (pipette tip)  ขนาด 1-200 μl  และ 1 ml  บริษัท Axygen Scientific, Inc. 

USA  

- หลอดไมโครทวิป (microtubes)  ขนาด 1.5 ml  บริษัท Axygen Scientific, Inc. USA  

- หลอดพีซีอาร (PCR tube)  ขนาด 0.2 ml  บริษัท Axygen Scientific, Inc. USA 

- หลอดไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 15 มิลลิลิตร บริษัท Corning Incorporated, USA 
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- ถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม (tissue culture plate 96 well)  ยี่หอ Corning  บริษัท 

Corning Incorporated, USA 

- ภาชนะเลีย้งเซลล (tissue culture flask) ขนาด 25 ลูกบาศกเซนตเมตร ยี่หอ 

Corning  บริษัท Corning Incorporated, USA 

- หัวกรองอาหารเลี้ยงเซลล Pore size 0.22 μm ยี่หอ Corning บริษัท Corning 

Incorporated, USA 

- กระดาษกรอง (cellulose acetate membrane filter)  Pore size 0.45 μm  บริษัท 

Sartorius, Germany 

- ถังไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen tank)  รุน 34 HC  ยี่หอ  Taylor-Wharton 

Cryogenics  บริษัท Harsco Corporation, USA   

- ปเปตตแกว (seropipatte)  ขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร 

- เครื่องดูดจากปเปตต (Pipette aid)  ยี่หอ Drummond   

- หลอดเก็บเซลลแชแข็ง (cryotube)  บริษัท Corning Incorporation, USA 

- TLC aluminium sheet  รุน silica gel 60  บริษัท Merck,  Germany 

 
3.2 สารเคม ี
 

- L-อะราบิโนส (L-arabinose)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 

- เดกซแทรน (dextran)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 

- D-ฟรุกโตส (D-fructose)  บริษัท Merck. Germany 

- D-กาแลคโตส (D-galactose)  บริษัท Merck. Germany 

- มีโซ-อินโนสิทอล (meso-inositol)  บริษทั Sigma chemical, U.S.A. 

- D-แลคโตส (D-lactose)  บริษัท Merck. Germany 

- D-แมนนิทอล (D-mannitol)  บริษัท Difco Laboratory. 

- D-แมนโนส (D-mamnose)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 

- L-แรมโนส (L-rhamnose)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 

- ซูโครส (sucrose)  บริษัท Merck. Germany 

- ทรีฮาโลส (threhalose)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 

- ไซโลส (xylose)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 

- โซเดียมอะซิเตท (sodium acetate)  บริษัท Merck. Germany 

- โซเดียมซิเตรท (sodium citrate)  บริษัท Merck. Germany 
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- L-แอสปาราจีน (L-asparagine)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A 

- L-โพรลีน (L-proline)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 

- L-อาจินีน (L-arginine)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 

- L-ฮิสทิดีน (L-histidine)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 

- L-เมทไธโอนนี (L-methionine)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 

- โปแทสเซียม ไนเตรท (potassium nitrate)  บริษัท Merck. Germany 

- L-ฟนิลอะลานนี (L-phenylalanine)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A 

- L-เซรีน (L-serine)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A 

- L-ธีโอนีน (L-theonine)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A 

- L-วาลีน (L-valine)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A 

- L-กลูตามีน (L-glutamine)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A 

- B-อะลานีน (B-alanine)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A 

- อะดีนีน (adenine) 

- ไทโรซีน (tyrosine) 

- ไซแลน (xylan) 

- แซนทนี (xanthine) 

- เคซีน (casein) 

- เจลาติน (gelatin) 

- แปง (starch)  

- Bacto peptone 

- Bacto tryptone 

- Bato soytone 

- Beef extract 

- Yeast extract 

- Ferric chloride (FeCl3) 

- Magnesium sulfate (MgSO4) 

- Di-Potassium hydrogen phosphate (K2HPO4)  

- Potassium di-hydrogen phosphate (KH2PO4)  

- Ammonium sulphate (NH4)2SO4 

- Potascium nitrate (KNO3) 

- Ferrous sulphate (FeSO4.7H2O 
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- Zinc sulphate (ZnSO4.7H2O) 

- Manganes chloride (MnCl2) 

- Copper sulphate (CuSO4.7H2O) 

- Sodium caseinate  

- Glycerol 

- Hydrochloric acid (HCL)  บริษัท Merck. Germany 

- Dimethylsulfoxide (DMSO)  บริษัท Sigma, U.S.A. 

- Fetal Bovine Serum (FBS)  Hyclone  บริษัท  Hyclone 

- อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640  บริษัท  Hyclone 

- MTT [3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenylterazolium bromide)]  บริษัท  Bio 

Basic inc, Canada 

- Trypsin-EDTA  บริษัท Hyclone   

- Trypan blue 0.5% w/v  บริษัท Biochrom AG, Germany 

- 2-Mecaptoethanol  บริษัท  Sigma, U.S.A. 

- Cetyltrimethylammonum bromide (CTAB)  บริษัท Serva 

- Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA)  บริษัท Scharlau 

- Taq DNA polymerase  บริษัท Fermentas 

- 10x Tris boric acid disodium ethylenediamine tetracetic acid (10x TBE 

buffer) 

- Agarose molecular biology grade  บริษัท ISC Bio Express 

- Isopropanol alcohol  บริษัท Merck. Germany 

- Isoamyl alcohol  บริษัท Carbo erba 

- Methanol 

- Ethanol 

- Ethylacetate 

- Hexanes 

- Cycloheximide 

- Streptomycin 

- Amicacin 

- Nystatin 

- Gentamycin 
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3.3 ตัวอยางมลูสตัว 
 

 เก็บตัวอยางมลูสัตวกินพืชตามแหลงตาง ๆ ในประเทศไทย ไดแก จงัหวัดนครปฐม,  

กรุงเทพฯ,  นาน,  ชลบุรี,  กระบี่,  อุบลราชธาน,ี  สุราษฏรธาน,ี  ตาก  และ  นครราชสีมา  โดยเก็บ

ตัวอยางละประมาณ 20-30 กรัม  ใสในถุงพลาสตกิซิบ  บนัทกึชนิดของสัตว  สถานที่เก็บ  

ลักษณะ  และสีของมูลสัตว  แลวเก็บไวในกลองโฟมที่มีกอนทาํความเยน็เพื่อรักษาตัวอยางในมี

อุณหภูมิประมาณ 4°C  ในระหวางที่ตวัอยางถูกนําสงหองปฏิบัติการ  หลังจากนัน้ทาํการวัด pH 

(ภาคผนวก ค หมายเลข 1)  ตากใหแหง  บดใหละเอียด  เก็บใสถุงพลาสติกซิบรักษาไวที่

อุณหภูมิหอง 

 
3.4 การแยกแอกติโนมัยซิทีสจากมลูสัตวตัวอยาง 
 

 ทําการอบมูลสัตวตัวอยางทีอุ่ณหภูมิ 80 °C  เปนเวลา 2 ชั่วโมง  เพื่อลดจํานวนจุลนิทรียที่

ไมใชแอกติโนมัยซิทีส  และเซลล vegetative ของจุลินทรียที่เจริญไดรวดเร็ว  จากนัน้ชั่งมูลสัตว 5 

กรัม  ใสในน้ํากลั่นฆาเชื้อ 45 มิลลิลิตร  เขยาดวยเครื่องเขยาที ่ 200 รอบตอนาท ี  ที่อุณหภูมหิอง

เปนเวลา 30 นาที  ไดสารแขวนลอยมูลสัตวระดับการเจือจางที่ 10-1 จากนั้นลดระดับการเจือจาง

ตั้งแต 10-2 ถึง 10-6 นําสารแขวนลอยมูลสัตวที่ระดับความเจือจางตั้งแต 10-3 ถงึ 10-6 ไปแชในอาง

น้ําอุณหภูมิ  75 °C  เปนเวลา 15 นาท ี  และนาํมาแชในน้าํเยน็อณุหภูมิประมาณ 4°C  ทันที

เพื่อใหเย็นลงอยางรวดเร็ว  เพื่อลดจํานวนเซลล vegetative ของจลิุนทรียที่เหลืออยูจากการอบ

ดวยความรอน  ปเปตสารแขวนลอยดนิ 0.1 มิลลิลิตร  จากระดับความเจือจาง 10-3-10-6  เกลีย่ 

(spread) บนผิวหนาอาหาร Sodium Caseinate Agar (SCA)  (ภาคผนว ก หมายเลข 1)  โดย

เติมยาปฏิชีวนะ  cycloheximide 50 มิลลิกรัมตอลิตร  และ nystatin 50 มิลลิกรัมตอลิตร  บมที่

อุณหภูมิ 30 °C  เปนเวลา 7-14 วนั  คัดเลือกแอกติโนมัยซิทีสที่โคโลนีมีลักษณะแตกตางกนั  ขีด 

(streak) ทําใหเปนโคโลนีเดี่ยวบนอาหาร  SCA  เกบ็เชื้อบริสุทธิ์บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Oat Meal 

Agar (OMA) ผิวเอียง (ภาคผนว ก หมายเลข 14) หรือ Mannitol Mungbean Agar (MBA) ผิว

เอียง (ภาคผนว ก หมายเลข 3)   

 
3.5 การเก็บรักษาแอกติโนมัยซิทีส 
 

ขีดแอกติโนมัยซิทีสบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  Oat Meal Agar ผิวเอยีง หรือ  Mannitol 

Mungbean Agar ผิวเอียง  นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 °C  ประมาณ 7-14 วัน เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 
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4°C  ไดเปนเวลา 1-2 เดือน  สําหรับการเก็บรักษาเปนระยะเวลานาน  เมื่อเชือ้สรางสปอรบน

อาหารมากพอ  เติมสารละลาย 20% กลีเซอรอลปริมาตร 7 มิลลิลิตร ลงในหลอดอาหาร  ใชลูป 

(loop) ขูดสปอรใหหลุดออก  แลวกรองสปอรแขวนลอยดวยสําลีปลอดเชื้อ  ปเปตตสารแขวนลอย

สปอร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดไมโครทิวป (micro tube) เก็บรักษาไวในตูแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 °C 

 
3.6 การคนหาแอกติโนมัยซิทสีสายพันธุทีส่รางสารปฏชิีวนะ 
 

3.6.1 การเตรยีมหวัเชื้อ  (seed inoculum) 
  นําแอกติโนมยัซิทีสจากอาหารผิวเอยีงในขอ 3.5  ขีดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Oat 

Meal Agar (OMA) หรือ Mannitol Mungbean Agar (MBA)  บมจานเลีย้งเชื้อที่อุณหภูมิ 30 °C   

เปนเวลา  7 วนั  

 
3.6.2 การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว 

ใช  cork borer  เสนผานศนูยกลาง 6 มิลลิเมตร  ฆาเชื้อโดยใชเปลวไฟ  เจาะลง

บนโคโลนีของแอกติโนมัยซทิีสที่เจริญอยูบนอาหารแข็งในขอ 3.6.1 ใชเข็มเขี่ยเชื้อนําชิน้วุนที่เจาะ

ไว 3 ชิ้นถายลงใน  erlenmayer flask  ขนาด 500 มิลลิลิตร  ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Sodium 

Caseinate Yeast Extract Broth (SCYB) (ยุวดี, 2546) (ภาคผนว ก หมายเลข 4)  ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร  และมีขดลวดวงกลม (spring coil)  เพื่อเพิม่ปริมาณออกซิเจนใหกับเซลล  เขยาดวย

เครื่องเขยาแบบโรตารี (rotary shaker)  200 รอบตอนาท ี ที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 14 วัน  เพื่อให

เชื้อสรางสารปฏิชีวนะและนําไปสกัดดวยตัวทาํละลายตอไป 

 
 3.6.3 การสกัดสารปฏิชีวนะในอาหารเลี้ยงเชื้อและเสนใยดวยตัวทําละลาย 
  นําน้ําเลีย้งเชือ้จากขอ  3.6.2  มาปนแยกสวนของเสนใยและน้าํเลี้ยงเชื้อออกจาก

กัน  ดวยความเร็ว 8000 รอบตอนาท ี อุณหภูมิ 4 °C  เปนเวลา 15 นาที  สกัดสวนของน้าํเลี้ยงเชื้อ

ดวยตัวทําละลายอินทรีย คือ เอททิลแอซเิตต (ethyl acetate) โดยใชกรวยแยก    โดยใชปริมาตร

เอททิลแอซิเตตตอปริมาตรน้ําเลีย้งเชื้อในอัตราสวน 1:1  เก็บสารสกัดของชั้นเอททิลแอซิเตตไว  

นําสวนของเสนใยที่ไดจากการปนแยกออกจากน้ําเลี้ยงเชื้อมาบดดวยโกรงบดยาเพื่อใหเซลลแตก  

จากนั้นสกัดเสนใยดวยเอททลิแอซิเตตปริมาตร 30 มิลลิลติร  เก็บชัน้ของเอททิลแอซิเตตไว  เทรวม

สารสกัดสวนที่ไดจากน้ําเลีย้งเชื้อและสวนที่ไดจากเสนใย  ระเหยเอททิลแอซิเตตออกดวยเครื่อง

ระเหยสุญญากาศแบบหมนุ (rotary evaporator)  ที่อุณหภูมิ 35 °C  จนสารสกดัแหง  จากนัน้

ละลายคราบสารสดัดดวยสารละลาย 20%DMSO  ปริมาตร 3 มิลลิลิตร  เก็บสารสกัดไวในหลอด
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ไมโครทิวป  ที่อุณหภูม ิ -20 °C  เพื่อนาํไปทดสอบการออกฤทธิ์ยบัยั้งจุลนิทรียทดสอบและยบัยั้ง

เซลลไลนมะเรง็มนษุยตอไป   

 
3.6.4 การทดสอบความสามารถในการยับยัง้จุลินทรียทดสอบโดยวธิ ี Agar well 

(Murray และ Baron, 1999) 

จุลินทรียที่ใชทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะ (test organism)   

Pseudomonas  aeruginosa  ATCC 9027  

Escherichia  coli  ATCC 25922  

Bacillus  cereus  ATCC 6633  

Staphylococcus  aureus  ATCC 25923  

Candida  albicans  ATCC 10231  

Saccharomyces  cerevisiae  ATCC 5169  

Aspergillus  niger  ATCC 6275  

   
  3.6.4.1 การเตรยีมแบคทีเรียทดสอบ 
   นําแบคทีเรียทดสอบขีด (steak) บนอาหาร  Tryptic Soy Agar 

(TSA)(ภาคผนวก ก หมายเลข 5)  เพื่อใหเปนโคโลนีเดี่ยว  บมที่อุณหภูมิ 37 °C  เปนเวลา 24 

ชั่วโมง  ใชลูป (loop) เขี่ยโคโลนีเดี่ยว 4-5 โคโลนี  ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  Tryptic Soy Broth (TSB) 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 6)  5 มิลลิลิตร  บมที่อุณหภูม ิ37 °C  จนสังเกตเห็นวาหลอดเชื้อขุน  ปรับ

ความขุนของแบคทีเรียทดสอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB  ใหมีความขุนเทยีบเทา  0.5 McFarland 

Standard  (ภาคผนวก ข หมายเลข 1)  ซึ่งเทยีบเทากับการอานคาจาก  spectrophotometer  ที่

ความยาวคลืน่  625 นาโนเมตร คาความดูดกลืนแสงอยูในชวง  0.08-0.10  เพื่อใหมีเชื้อประมาณ 

10-8 CFU/ml     

 
  3.6.4.2 การเตรยีมยสีตทดสอบ 
   นํายีสตทดสอบขีด (steak) บนอาหาร Sabouraud Agar (SBA) 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 7)  เพื่อใหเปนโคโลนีเดี่ยว  บมที่อุณหภูมิ 30 °C  เปนเวลา 48 ชั่วโมง  ใช

ลูป (loop) เขี่ยโคโลนีเดีย่ว 2-3 โคโลนี  ละลายใน 0.85% NaCl  ที่ฆาเชื้อแลว  ปรับความขุนของ

ยีสตทดสอบดวยดวย  0.85% NaCl  ใหมีความขุนเทียบเทา  0.5 McFarland Standard  ซึ่ง

เทียบเทากับการอานคาจาก  spectrophotometer  ทีค่วามยาวคลืน่  530 นาโนเมตร คาความ

ดูดกลืนแสงอยูในชวง  0.08-0.10  เพื่อใหมีเชื้อประมาณ 1x10-6 - 3x10-6  CFU/ml     
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  3.6.4.3 การเตรยีมราเสนใยสาํหรับทดสอบ 
   เลี้ยงราในอาหารผิวเอยีง PDA (ภาคผนวก ก หมายเลข 8)  3-5 วัน  หรือ

จนมีการสรางสปอร  เติมสารละลาย 0.85% NaCl ใชลูป (loop) ขูดสปอรใหหลุดเปนสปอร

แขวนลอย  กรองสปอรดวยสําลีปลอดเชือ้  จากนั้นเจอืจางสปอรดวยสารละลาย 0.85% NaCl  

ปรับจํานวนสปอรใหเทากับ 1x10-6 - 3x10-6  CFU/ml  โดยนับดวยฮีมาซยัโตมิเตอร 

(haemacytometer) 

 
  3.6.4.4 การทดสอบโดยวิธ ีAgar well 
   นําจุลินทรยีทดสอบที่เตรียมไดตามวิธีขอ  3.6.4.1 - 3.6.4.3  มานับ

จํานวนจุลนิทรียทดสอบ  โดยวิธนีับจํานวนโคโลนีบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ (Plate count) ไดจํานวน

ของจุลินทรียทดสอบแสดงดังตารางที ่ 3.1  จากนั้นใชไมพันสาํลีที่ฆาเชื้อแลว  จุมลงในหลอดสาร

แขวนลอยเชื้อ  บิดสําลกีับขางหลอดพอหมาด ๆ  ปายลงบนผิวหนาอาหาร  Mueller-Hinton Agar  

(ภาคผนวก ก หมายเลข 9)  สําหรับเชื้อทดสอบที่เปนแบคทีเรีย  และอาหาร Sabouraud Agar  

สําหรับเชื้อทดสอบที่เปนยีสต  และรา  โดยปายใหทัว่ในลักษณะสามทิศทาง  ทิง้จานอาหารไวไม

เกิน 15 นาท ี เพื่อใหผวิหนาอาหารแหง  จากนัน้ใช  cork borer  เสนผานศนูยกลาง 6  มิลลิเมตร  

ฆาเชื้อโดยใชเปลวไฟ  เจาะลงบนอาหารแข็ง  แลวนาํชิน้วุนที่เจาะออกโดยใชเข็มเขี่ยเชื้อ (needle)  

(ควบคุมใหหลมุที่เจาะมีปริมาตรเทากันโดยเตรียมอาหารสําหรับทดสอบปริมาตร 15 มิลลิลิตร  ใส

ในหลอดทดลอง  นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 °C เปนเวลา 15 นาท ี  แลวนาํมาเทลงในจานเลีย้ง

เชื้อที่ฆาเชื้อแลว)  ปเปตสารสกัดจากขอ  3.6.3  ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  หยดลงในหลุมที่เจาะไว  

ทิ้งไวประมาณ 30 นาท ี  เพื่อใหสารแพรเขาไปในอาหารเลี้ยงเชือ้แข็ง  หลังจากนั้นนําไปบมที่

อุณหภูมิ 37 °C  เปนเวลา 18 ชั่วโมง สําหรับแบคทีเรียทดสอบ,  บมทีอุ่ณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 48 

ชั่วโมง สําหรับยีสต  และบมที่อุณหภูม ิ28 °C เปนเวลา 48 ชั่วโมง สําหรับราเสนใย  หลงัจากนั้น

วัดบริเวณที่เกดิวงใส  (clear zone)  โดยชุดควบคุมบวกสําหรับเชื้อแบคทีเรีย คือ streptomycin,  

ยีตส คือ nystatin  และราเสนใย คือ cycloheximide  และชุดควบคุมลบคืออาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมี

การเติมหวัเชือ้   
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ตารางที่ 3.1  แสดงจํานวนจุลินทรียทดสอบ (CFU/ml)  ที่มีความขุนเทยีบเทา 0.5 McFarland 

Standard 

 

จุลินทรียทดสอบ คาการดูดกลนืแสง (OD) 
จํานวนจุลินทรียทดสอบ 

(CFU/ml) 

P. aeruginossa  ATCC 9027 0.108 3.32x108 

E. coli           ATCC 25922 0.096 3.13x108 

B. cereus     ATCC 6633 0.101 6.30x107 

S. aureus     ATCC 25923 0.099 6.70x107 

C. albicans   ATCC 10231 0.094 2.85x106 

S. cerevisiae  ATCC 5169 0.102 3.73x106 

 
3.6.5 การทดสอบความสามารถในการยับยัง้เซลลไลนมะเร็งมนุษย ทดสอบโดย

วิธี MTT assay 
(Palaga และคณะ, 1996) 

 

  เซลลไลนมะเรง็มนษุย  (Human tomour cell lines) ที่ใชทดสอบมีดังนี ้

 A375  (Human malignant melanoma)  ATCC No.CRL-1619 

 SW620  (Human colorectal adenocarcinoma) ATCC No.CCL-227 

 KatoⅢ  (Human gastric carcinoma)  ATCC No.HTB-103 

 HepG2  (Human liver hepatoblastoma)  ATCC No.HB-8065 

 BT474  (Human ductal carcinoma)  ATCC No.HTB-20 

 Jurkat  (Human acute T cell leukemia)  ATCC No.CRL-2063 

 
  3.6.5.1 การเพาะเลี้ยงเซลลไลนมะเร็งมนุษย 
   นําเซลลมะเร็งทั้ง 6 ชนิด ที่ถูกเก็บไวในถังไนโตรเจนเหลวออกมาเลีย้ง 

โดยแชหลอดเก็บเซลลในอางน้าํอุน 37°C ทันที แกวงหลอดไปมาใหน้าํแข็งละลายอยางรวดเรว็  

หลังจากนั้นใชปเปตแกวดูดสารแขวนลอยเซลลใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจทีม่ีอาหารเลี้ยงเซลล 

PRMI-1640 ที่ปราศจากซีรัม (serum free medium) (ภาคผนวก ก หมายเลข 26) ปริมาตร 6 

มิลลิลิตร ดวยเทคนิคปลอดเชื้อภายในตูปลอดเชื้อ  นาํไปปนดวยความเร็ว 1000 รอบตอนาท ีเปน

เวลา 5 นาที  เทสวนใสทิง้ ละลายตะกอนเซลลในอาหารเลี้ยงเซลล PRMI-1640 ที่ม ีfetal bovine 
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serum (FBS) ความเขมขน 10%v/v  และ  gentamycin ความเขมขน 1 mg/ml (compleat 

media) (ภาคผนวก ก หมายเลข 27) ปริมาตร 7 มิลลิลิตร  ปเปตอาหารขึ้นลงเพื่อใหเซลลกระจาย

เปนเซลลเดี่ยวไมจับกันเปนกอน  จากนัน้ปเปตถายเซลลแขวนลอยทั้งหมดใสลงในภาชนะเลี้ยง

เซลลขนาด 25 ลูกบาศกเซน็ติเมตร  ตรวจดูสัณฐานวิทยาของเซลลภายใตกลองจุลทรรศนหวักลบั  

บมเซลลในตูบมอุณหภูมิ 37 °C  บรรยากาศกาซคารบอนไดออกไซด (CO2) 5%  ตรวจดูสัณฐาน

วิทยาของเซลลภายใตกลองจุลทรรศนหวักลับทุกวนั และเปลี่ยนถายอาหารเลี้ยงเซลลทุก 3-4 วัน 

จนกวาเซลลจะเจริญหนาแนน  ในกรณีทีเ่ซลลมะเร็งเปนชนิดเซลลเกาะผิว (A375, SW620, Kato

Ⅲ, HepG2 และ BT474) การเปลีย่นอาหารเลี้ยงเซลลทําโดยดูดอาหารเกาทัง้หมดออกแลวเติม

อาหารใหมปริมาตร 7 มิลลิลิตร เขาไปแทน  ในกรณีที่เซลลมะเร็งเปนชนิดเซลลแขวนลอย 

(Jurkat) เปลีย่นอาหารเลี้ยงเซลลโดยการดูดสารแขวนลอยเซลลใสหลอดไมโครเซนตริฟวจ นาํไป

ปนที่ความเรว็ 1000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที  เทสวนใสทิง้  เติม complete media ใชปเปตต

ดูดขึ้นลงเบา ๆ ดูดสารแขวนลอยเซลลใสภาชนะเลีย้งเซลล  รอจนเซลลเจริญหนาแนนจงึถายเซลล

สูจานเลีย้งเซลล 96 หลุมตอไป   

 
  3.6.5.2 การถายเซลลเพาะเลีย้ง  

นําเซลลที่ไดจากขอ 3.6.5.1  ที่อยูในระยะ exponential phase  ถายลง

ในจานเลี้ยงเชือ้ 96 หลุม ในกรณีที่เซลลมะเร็งเปนเซลลแขวนลอย (Jurkat) ถายเชื้อโดยดูดสาร

แขวนลอยเซลลใสหลอดไมโครเซนตริฟวจ  นาํไปปนทีค่วามเร็ว 1000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 

นาท ี  เทสวนใสทิ้งไดตะกอนของเซลล กรณีที่เซลลมะเร็งเปนเซลลเกาะผิว ถายเซลลโดยการดูด

อาหารในภาชนะเลี้ยงเซลลออก  ลางเซลลดวยการเติมสารละลาย 1XPBS (ปลอด Ca2+ และ 

Mg2+) (ภาคผนวก ข หมายเลข 2)  ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  เอียงภาชนะไปมา 5-6 คร้ัง แลวดูด

สารละลายออก  เติม trypsin-EDTA  ความเขมขน 0.25% ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  บมที่อุณหภูม ิ37 

°C  ภายใตบรรยากาศ CO2 5%  เปนเวลาประมาณ 2 นาที  สังเกตภายใตกลองจุลทรรศน เมือ่

เซลลเร่ิมหดตวัใหดูด trypsin-EDTA ออก เติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ทีป่ราศจากซีรัม

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  ดูดอาหารขึ้นลงชะเซลลใหหลดุออกจากผิวภาชนะเลีย้งเซลล  ดูดสาร

แขวนลอยเซลลใสหลอดไมโครเซนตริฟวจ นําไปปนที่ความเร็ว 1000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 5 นาที 

เทสวนใสทิง้ไดตะกอนของเซลล  หลังจากนั้นละลายตะกอนของเซลลดวยอาหารเลี้ยงเซลล 

complete media  ปเปตสารแขวนลอยเซลลขึ้นลงเพื่อใหเซลลกระจายเปนเซลลเดีย่ว ๆ  และนบั

จํานวนเซลลทีม่ีชีวิต  หลงัจากนัน้เจือจางเซลลใหมีจํานวน  5x105 เซลลตอมิลลิลิตร  และดูดสาร

แขวนลอยเซลลใสลงในหลมุของถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม  ในปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร  ซึ่ง
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จะมีจํานวนเซลล  5x104 เซลลตอหลุม  บมที่อุณหภูม ิ37 °C  บรรยากาศ CO2 5% เปนเวลา 24 

ชั่วโมง  เพื่อนาํไปทดสอบดวยวธิี MTT ตอไป 

 
  3.6.5.3 การนับจํานวนเซลลไลนมะเร็งมนุษยทีม่ีชีวิตโดยยอมดวยส ีtrypan 
blue 

ปเปตตสารแขวนลอยเซลลทีไ่ดจากขอ 3.6.5.2  ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  

ยอมดวยสี tryphan blue ความเขมขน 0.5% w/v  ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  นับจาํนวนเซลลที่มี

ชีวิตดวยฮีมาไซโตมิเตอรภายใตกลองจุลทรรศนหัวกลับโดยนับเซลลในชองสี่เหลีย่มใหญ 4 มุม   

ซึ่งเซลลที่มีชีวติจะยอมไมติดสีของ tryphan blue   

 

จํานวนเซลลทีน่ับได (เซลล/มิลลิลิตร)  =  จํานวนเซลลทัง้หมดที่นบัได x 104 x 2 

       4 

 
  3.6.5.4 การทดสอบการยับยั้งเซลลมะเร็งโดยวิธี MTT assay  
   หลังจากบมเซลลในขอ 3.6.5.2. เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้หยดสาร

สกัดจากแอกติโนมัยซทิีสที่ไดจากขอ 3.6.3 ลงไปในหลุมของถาดเลีย้งเซลล  โดยหยดปริมาตร

หลุมละ 1 ไมโครลิตร  บมเซลลที่อุณหภมูิ 37 °C  บรรยากาศ CO2 5%  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

ทดสอบการมชีีวิตของเซลล  โดยหยดสารละลาย MTT (ภาคผนวก ข หมายเลข 3)  ลงในแตละ

หลุม  หลุมละ 10 ไมโครลิตร  โดยใหความเขมขนสุดทายของสารละลาย MTT เทากับ 0.5 mg/ml  

สารละลาย MTT จะทําปฏิกิริยากับเอน็ไซม mitochrondrial dehydrogenase  ในเซลลทีม่ีชีวติ  

ทําใหสารละลาย  MTT ที่มสีีเหลือง  เปลีย่นเปนผลึกสมีวงไมละลายน้ํา  เรียกวาผลึก  formazan  

ซึ่งปริมาณ dehydrogenase ในเซลลหนึ่ง ๆ จะคงที ่  ดังนั้น  ปริมาณผลึก formazan  ที่เกดิขึ้น

เปนสัดสวนโดยตรงกับเซลลมีชีวิต  โดยมีชุดควบคมุลบคือหลุมทีห่ยดดวยสารละลาย 20% 

DMSO โดยใหความเขมขนสุดทายเทากับ 0.2%  และ  Blank  คือหลมุที่มีอาหารเลีย้งเซลลที่ไมมี

เซลลมะเร็ง  เมื่อหยดสารละลาย MTT แลวบมเซลลทีส่ภาวะเดิมเปนเวลา 4 ชั่วโมง  หลงัจากนั้น

ดูดของเหลวออกจากหลุมจนหมด  เติม 0.04 N HCl ใน isopropanol (ภาคผนวก ข หมายเลข 4)  

ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม  และ ปเปตของเหลวขึน้ลงหลายครั้งดวย multi channel pipette 

เพื่อละลายผลกึสีมวง  หลงัจากนัน้นาํถาดเลีย้งเซลลไปวัดคาการดูดกลนืแสงดวยเครื่อง  

microplate reader ที่ความยาวคลื่น 540 nm คํานวณหาเปอรเซน็การอยูรอดของเซลล 

(%viability)  โดยใชสมการตอไปนี้ 
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Cell Viability (%)   =   (ODtest average – ODblank average) x 100 

         OD negative control average – ODblank average 

 

ODtest average  =  คาเฉลี่ยการดูดกลนืแสงของเซลลที่ทดสอบดวยสารสกัดจาก 

 แอกติโนมยัซทิีส 

ODcontrol negative control average  =  คาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของเซลลทีท่ดสอบดวย 

  DMSO 

ODblank average  =  คาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของอาหารเลี้ยงเซลลที่ปราศจากซีรัม 

 
3.6.5.5 การเก็บเซลลในไนโตรเจนเหลว 

   ทําใหเซลลทีเ่กาะอยูกับภาชนะเลีย้งเซลลหลุดออกโดยใช 0.25% 

trypsin-EDTA  ดูดสารแขวนลอยเซลลใสหลอดไมโครเซนตริฟวจ นาํไปปนที่ 1000 รอบ/นาท ีเปน

เวลา 5 นาที  เทสวนใสทิง้เพื่อเก็บตะกอนของเซลล  หลังจากนัน้ละลายตะกอนของเซลลในอาหาร

เลี้ยงเซลล  RPMI-1640 + 1%DMSO (ภาคผนวก ก หมายเลข 28)  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ดูด

เซลลแขวนลอยใสในหลอดเก็บเซลล (cryotube)  นาํไปเก็บที่อุณหภูม ิ-80 °C  ทันท ีเปนเวลา 24 

ชั่วโมง  หลังจากนั้นนําหลอดเก็บเซลลไปเก็บไวในถังไนโตรเจนเหลว  ซึ่งสามารถเก็บเซลลไวได

เปนเวลานาน 

 
 3.6.6 ศึกษาผลของสารสกัดจากแอกติโนมัยซิทีสตอการตายแบบอะพอพโทซิส
ของเซลลไลนมะเร็งมนษุยโดยวธิียอยดวย DNA dry Hoechst 33342  
 
  3.6.6.1 เซลลแขวนลอย (Jurkat)   
   เตรียมเซลล Jurkat  แขวนลอยในอาหารเลี้ยงเซลล compleat media 

ความเขมขน 1x106 เซลล/มิลลิลิตร  ปเปตสารแขวนลอยเซลลปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ลงในหลุมของ

จานเพาะเลี้ยงเซลลขนาด 24 หลุม  จํานวน 3 หลุม  หลงัจากนัน้หลุมแรกหยดดวยสารสกัดจาก

แอกติโนมัยซทิีสปริมาตร 10 ไมโครลิตร,  หลุมที่สองหยดดวยสารละลาย 20%DMSO ปริมาตร 10 

ไมโครลิตร  และหลุมที่สามใชเปนชุดควบคุมลบคือมีเพยีงเซลลกับอาหารเลี้ยงเซลล  เลีย้งเซลลใน

ตูบมที่อุณหภมูิ 37 °C  บรรยากาศ CO2 5%  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  โดยมีเซลล Jurkat  ที่เตมิ 

etoposide  ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร  เลี้ยงเซลลในตูบมที่อุณหภูมิ 37 °C  บรรยากาศ CO2 

5%  เปนเวลา 12 ชั่วโมง เปนชุดควบคมุบวก  หลังจากเลี้ยงเซลลครบตามเวลาแลวถายเซลลใส

หลอดไมโครเซนตริฟวจ  นาํไปปนที่ความเร็ว 1000 รอบ/นาท ีเปนเวลา 5 นาท ี เทสวนใสทิง้  ลาง
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เซลลดวย 1xPBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ปนที่สภาวะเดมิเทสวนใสทิ้ง  เติม 1% glutaraldehyde  

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  เก็บไวในที่มืดเปนเวลา 2 ชั่วโมง  หลังจากนั้นปเปต 1% glutaraldehyde ทิง้  

ปนลางเซลลดวย 1xPBS ปริมาตร 300 ไมโครลิตร  เทสวนใสทิง้  เติม 1xPBS ปริมาตร 20 

ไมโครลิตร  เติมสี  Hoechst 33342  ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร  ปริมาตร 2 ไมโครลิตร  ตั้งทิง้ไว

ในที่มืดเปนเวลา 5 นาท ี ปเปตสารแขวนลอยเซลลไวบนกระจกสไลด  ปดดวย cover slip ใชน้ํายา

ทาเล็บเคลือบรอบ ๆ ดานขางของ cover slip  ตรวจนับจาํนวนเซลลที่เกิด apoptotic nuclei  ดวย

กลองฟลูออเรสเซนซ   

 
  3.6.6.2 เซลลเกาะผิว (BT474)   
   เตรียมเซลล BT474 แขวนลอยในอาหารเลี้ยงเซลล compleat media 

ความเขมขน 1x106 เซลล/มิลลิลิตร  ปเปตสารแขวนลอยเซลลปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในจาน

เพาะเลี้ยงเซลลขนาด 35 mm x 10 mm ที่มีแผน cover slip วางอยู  จํานวน 3 จาน  หลงัจากนัน้

ในจานแรกหยดดวยสารสกดัจากแอกติโนมัยซิทีสปริมาตร 10 ไมโครลิตร, จานที่สองหยดดวย

สารละลาย 20%DMSO ปริมาตร 10 ไมโครลิตร  และจานที่สามใชเปนชุดควบคุมลบคือมีเพยีง

เซลลกับอาหารเลี้ยงเซลล  เลี้ยงเซลลในตูบมที่อุณหภูม ิ37 °C  บรรยากาศ CO2 5%  เปนเวลา 24 

ชั่วโมง  โดยมีเซลล BT474  ที่เติม etoposide  ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร  เลีย้งเซลลในตูบมที่

อุณหภูมิ 37 °C  บรรยากาศ CO2 5%  เปนเวลา 36 ชั่วโมง เปนชดุควบคุมบวก  หลังจากเลี้ยง

เซลลครบตามเวลาแลว  ดูดอาหารเลี้ยงเซลลทิ้ง  ลางเซลลดวย 1xPBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ดูด

ของเหลวทิง้  เติม 1% glutaraldehyde  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  เกบ็ไวในทีม่ืดเปนเวลา 2 ชั่วโมง  

หลังจากนั้นดดู 1% glutaraldehyde ทิ้ง  ลางเซลลดวย 1xPBS  ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  ดดู

ของเหลวทิง้  หยด 1xPBS 20 ไมโครลิตร ลงบนกระจกสไลด  เตมิสี Hoechst 33342  ความ

เขมขน 1 มิลลิโมลาร  ปริมาตร 2 ไมโครลิตร  ใชคีมคีบแผน  cover slip  โดยหนัดานที่มเีซลลเกาะ

อยูคว่ําลงบนกระจกสไลด  ตั้งทิง้ไวในที่มดืเปนเวลา 5 นาที  ใชน้ํายาทาเล็บเคลือบรอบ ๆ ดานขาง

ของ  cover slip  ตรวจนับจาํนวนเซลลที่เกิด apoptotic nuclei  ดวยกลองฟลูออเรสเซนซ   

 
3.7 การศึกษาความสัมพันธระหวางการเจริญ (Growth) กับการสรางสารปฏชิีวนะ
ยับยั้งจลุินทรียของสายพนัธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1   

 
3.7.1 การเตรยีมหวัเชื้อ (seed inoculum) 
 ขีดแอกติโนมัยซิทีสสายพันธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Trypton 

Yeast Extract Agar (ISP1) (ภาคผนวก ก หมายเลข 12)  บมที่อุณหภูมิ 30°C  เปนเวลา 7 วัน  

54 



 

จากนั้นใช  cork borer  เสนผาศนูยกลาง 6 มิลลิเมตร  ฆาเชื้อโดยใชเปลวไฟ  เจาะลงบนอาหาร

แข็งตรงที่มีโคโลนีของแอกตโินมัยซิทีสเจริญอยู  ใชเขม็เขี่ยเชื้อนาํชิน้วุนจํานวน 3 ชิ้นใสลงใน  

erlenmayer flask  ขนาด  250 มิลลิลิตร  ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Sodium Caseinate Yeast 

Extract Broth (SCYB) (ภาคผนวก ก หมายเลข 4)  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  บมที่อุณหภูมิหองโดย

เขยาดวยเครื่องเขยาแบบหมนุ  ความเร็ว  200 รอบตอนาท ี เปนเวลา 3 วัน 

 
 3.7.2 ศึกษาการเจริญ (Growth) และการสรางสารปฏิชวีนะโดยการเลี้ยงเชื้อใน
อาหารเหลว 

 เตรียมอาหารเหลว Sodium Caseinate Yeast Extract Broth (SCYB) 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 4)  ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  ใน erlenmayer flask  ขนาด  500 มิลลิลิตร   

ปเปตหัวเชื้อจากขอ  3.7.1  ใสในฟลาสก  ฟลาสกละ  1 มิลลิลิตร  บมที่อุณหภูมหิองโดยเขยาดวย 

เครื่องเขยาแบบหมนุ  ความเร็ว  200 รอบตอนาที  เก็บตัวอยางในวันที่  0  1  2  3  4  5  6  7 8  9  

10  11  12  13  14  และ  15  ตามลําดับ  กรองเสนใยออกดวยกระดาษกรอง Whatman No 1 ที่

ผานการอบแหงที่อุณหภูมิ 65°C จนมนี้ําหนกัคงที่  นาํเสนใยที่ติดอยูบนกระดาษกรองไปอบแหงที่

อุณหภูมิ 65°C จนมีน้าํหนกัคงที ่ บนัทกึน้ําหนกัของเสนใยในแตละครั้งของการเก็บตัวอยาง  สวน

ของน้ําเลีย้งเชือ้นําไประเหยน้ําออกดวยเครื่องระเหยแบบสุญญากาศที่อุณหภูมิ 35°C จนแหง  

ละลายสารออกดวยน้ํากลัน่ฆาเชื้อปริมาตร  3 มิลลิลิตร  จากนัน้กรองผานกระดาษกรองขนาด 

0.45 ไมโครเมตร  นําไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งจุลินทรยีทดสอบดวยวิธี Agar well 

ตามขอ 3.6.4.1 – 3.6.4.4  เขียนกราฟแสดงความสมัพันธระหวางเวลาและนําหนักแหงของเซลล  

และความสัมพันธระหวางเวลาและปริมาณสารปฏิชีวนะ 

 
3.8 การหาตัวทาํละลายที่เหมาะสมในการสกัดสารปฏชิีวนะผลิตจากสายพันธุ Ac1-4  

และ  Ac16-1   
 

 ผลิตสารปฏิชีวนะโดยเลี้ยงแอกติโนมัยซทิีสสายพนัธุ Ac16-1 และ Ac1-4 เปนเวลา  6  

และ  8  วัน ตามลําดับ  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ SCYB (ภาคผนวก ก หมายเลข 4)  ปริมาตร 2 ลิตร

จากนั้นปนแยกสวนของเสนใยออกจากน้าํเลี้ยงเชื้อที่ความเร็ว 8000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 15 

นาที  ที่อุณหภูมิ 4°C  แบงน้ําเลีย้งเชื้อมาสกัดดวยตวัทําละลายโดยทําการแปรผันตัวทําละลาย  3 

ชนิด  คือ  เฮกเซน (hexane),  เอททิลแอซิเตต (ethyl acetate)  และ  เมททานอล (methanol)  ใน

กรณีที่ตัวทําละลายคือ เฮกเซน  และ  เอททิลแอซิเตต  ทาํการสกดัน้ําเลี้ยงเชื้อโดยการใชกรวย

แยก โดยใชปริมาตรของน้ําเลี้ยงเชื้อตอตัวทาํละลายในอัตราสวนเทากับ 100:100 มล.  ในกรณีที่
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ตัวทําละลายคือ เมททานอล  ทาํการสกดัน้ําเลี้ยงเชื้อปริมาตร 100 มล.  โดยนาํน้าํเลี้ยงเชื้อไป

ระเหยน้ําออกดวยเครื่องระเหยน้ําที่อุณหภูมิต่ํา (lyophilizer) จนน้ําเลีย้งเชื้อแหงและมีลักษณะ

เปนผง จากนัน้เติมเมทานอลปริมาตร 100 มล. ลงไปเพื่อสกัดสาร   เก็บสวนที่เปนชั้นของตัวทาํ

ละลายนํามาระเหยตวัทาํละลายออกดวยเครื่องระเหยสญุญากาศแบบหมนุ (rotary evaporator) 

ที่อุณหภูมิ 35 °C จนสารสกัดแหง  จากนั้นละลายสารออกมาดวย 20% DMSO  ปริมาตร 3 

มิลลิลิตร  นําสารสกดัที่ไดจากตัวทําละลายแตละชนิดไปทดสอบความสามารถในการยบัยั้ง        

จุลินทรียทดสอบดวยวิธ ี  Agar well  เมือ่ไดตัวทําละลายทีเ่หมาะสมแลว  ทําการสกัดน้ําเลีย้งเชื้อ

สวนที่เหลือดวยตัวทาํละลายที่เหมาะสมเพื่อนาํไปแยกสารสกัดใหบริสุทธิ์เบื้องตน 

 
3.9 การแยกและทําใหสารปฏชิีวนะบรสิุทธิ์เบ้ืองตนโดยวิธทีินเลเยอรโครมาโทกราฟ 
 

 เปนการเลือกระบบตัวทาํละลายทีเ่หมาะสมในการแยกสารปฏิชีวนะออกจากสิง่เจือปน  

โดยโใชแผน  TLC aluminium sheet  รุน silica gel 60  และใชตัวทําละลาย เชน  เมททานอล,   

เอททิลแอซิเตต,  คลอโคฟอรม  และ  เฮกเซน  เปนตัวชะในอัตราสวนที่เหมาะสมในการแยกสาร

ปฏิชีวนะใหบริสุทธิ์  การตรวจสอบตําแหนงของสารบนแผน  TLC  หลังจาก  develop  โดยอบ

แผน  TLC  ในภาชนะที่อ่ิมตัวดวยไอของไอโอดีน  หรือสองภายใตรังสี  ยู ว ี ที่ความยาวคลื่น  254  

และ  365  นาโนเมตร  หรือพนดวยสาร  anisaldehyde  ในกรดซัลฟวริก  หรือจุมดวยสารละลาย

วานิลลิน (vanillin)  หลังจากทีพ่นลมรอนกับแผน  TLC  สีของสารจะปรากฏ  จากนัน้ทําการวดั

ระยะทางการเคลื่อนที่ของสารและคํานวณหาคา  retention factor  (Rf)   

 
3.10 การศึกษาตําแหนงของสารที่ออกฤทธิย์ับยั้งจลุินทรียทดสอบบนแผน TLC โดยวธิ ี  
ไบโอออโตกราฟ (Bioautography)  (Zitouni และคณะ, 2005) 

 

 หลังจากที่ develop แผน TLC ดวยระบบของตัวชะที่เหมาะสมแลว  นําแผน TLC  

ออกมาจากภาชนะที่อ่ิมตัวดวยไอของตัวชะ  ตั้งทิ้งไวประมาณ 2 ชั่วโมง เพื่อใหตัวชะระเหยออกไป

จนหมด  หลังจากนั้นนําแผน TLC มาตั้งบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่มอีาหารเลี้ยงเชือ้แข็งอยูดานลาง 

นําเชื้อจุลนิทรียทดสอบแตละชนิดทีเ่ตรียมไดจาก ขอ 3.6.4.1-3.6.4.2  มาทดสอบการยับยัง้บน

แผน TLC  โดยปเปตเชื้อทดสอบในปริมาตร 1% v/v ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งแขง็กึ่งเหลวทีม่ีวุน 

7% (semi solid)  โดยอาหารเลี้ยงเชื้อยังเปนของเหลวมีอุณหภูมิ 42-45 °C  เขยาใหเชื้อทดสอบ

กระจายอยางสม่ําเสมอในอาหารเลี้ยงเชื้อ  หลงัจากนัน้ทําการเทอาหารทับลงบนแผน TLC  ตัง้ทิ้ง

ไวใหอาหารแข็งตัว ดงันัน้ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อจะประกอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อกึง่แข็งกึ่งเหลวที่
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แขวนลอยดวยเชื้อทดสอบอยูชั้นบน  ตรงกลางเปนแผน TLC และชั้นลางเปนอาหารแข็ง  อาหาร

เลี้ยงเชื้อที่ใชสาํหรับแบคทีเรียทดสอบ คือ Mueller-Hinton Agar  และอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชสําหรับ

ยีสตและราเสนใยคือ  Sabouraud Agar  หลังจากอาหารแข็งตัวแลวนาํจานเลี้ยงเชื้อไปบมที่

อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 18 ชม. ในกรณีที่เชื้อทดสอบเปนแบคทีเรีย,  บมที่อุณหภูมิ 30 °C  เปน

เวลา 48 ชม. ในกรณีที่เชื้อทดสอบเปนยสีต  และบมทีอุ่ณหภูมิ 28 °C  เปนเวลา 48 ชม. ในกรณีที่

เชื้อทดสอบเปนราเสนใย  ตรวจสอบบริเวณใสบนแผน TLC  และวัดหาคา Rf  ของสารที่ออกฤทธิ์

ยับยั้งจุลนิทรียทดสอบแตละชนิด  ในการทดสอบการยับยัง้จุลินทรียทดสอบมชีุดควบคุมลบคือ 

แผน TLC ที่ไมได spot สารสกัดจากแอกติโนมัยซีส   

 
3.11 การจาํแนกสายพันธุแอกติโนมัยซิทีสสายพันธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1 
  

 ศึกษาการจัดจําแนกแอกติโนมัยซทิีสสายพันธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  โดยศึกษาลกัษณะ

ทางสัณฐานวทิยา  การเจรญิบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  การสรางรงควัตถุเมลานิน  การทอดสอบทาง

ชีวเคม ี  การยอยสลายสาร  ความสามารถในการเจรญิที่อุณหภูมิตาง ๆ  ความสามารถในการ

เจริญที่ความเปนกรด-ดางตาง ๆ   และความสามารถในการใชแหลงคารบอนและไนโตรเจนชนดิ

ตาง ๆ  ตามวธิีที่รายงานโดย  (Williams และคณะ, 1989) 

 
 3.11.1 ศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาโดยศกึษาภายใตกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบสองกราด  (SEM)   
 

  ใชเทคนิค slide culture  (ภาคผนวก ค หมายเลข 2)  เลี้ยงเชื้อบนอาหารเลี้ยง

เชื้อ Glucose Yeast Malt Extract Agar (GYM) (ภาคผนวก ก หมายเลข 10) และ Sodium 

Caseinate Yeast Extract Agar (SCYA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 11)  บมที่อุณหภูมิ 30 °C เพื่อ

ศึกษาลักษณะของเสนใยอากาศ  เสนใยอาหาร  และจํานวนวันที่มกีารสรางสปอร  จากนั้นนําไป

ศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  บันทึกลักษณะการแตกออกของเสนใย

อาหาร  ลักษณะของสายสปอร  การเรียงตัวของสปอร  จํานวนสปอร  ลักษณะพืน้ผิวของสปอร  

และโครงสรางอื่น เชน sclerotia   
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 3.11.2 การศึกษาลกัษณะการเจรญิบนอาหารเลี้ยงเชื้อของแอกติโนมัยซิทีสสาย
พันธุ Ac1-4 และ Ac16-1 โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP (International Streptomyces Project) 
(ภาคผนวก ก หมายเลข 12-17)  ชนิดตาง ๆ ไดแก 

 

  ISP1-TYEA Trypton-Yeast Extract Agar 

  ISP2-YMEA Yeast-Malt Extract Agar 

  ISP3-OAA Oat Meal Agar 

  ISP4-ISSA Inorganic Salts Starch Agar 

  ISP5-GAA Glycerol Asparagines Agar 

  ISP6-PYEA Peptone Yeast Extract Iron Agar 

 

  ขีดแอกติโนมัยซิทีสสายพันธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  บนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP 1-6  

บมที่อุณหภูม ิ30 °C  เปนเวลา 7-14 วัน  บนัทึกการเจริญ  สีและลักษณะของเสนใยอาหาร  เสน

ใยอากาศ  การสรางรงควัตถุที่ละลายน้ําและการสรางสปอร 

 
 3.11.3 ทดสอบการสรางรงควัตถุเมลานนิ 
  เลี้ยงแอกติโนมัยซิทีสสายพนัธุ Ac1-4  และ  Ac16-1  บนอาหาร Peptone Yeast 

Extract Iron Agar (ISP6) (ภาคผนวก ก หมายเลข 17)  และ  Tyrosine Agar (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 18)  บมที่อุณหภมูิ  30 °C  ตรวจดูการสรางรงควัตถุเมื่อเขาสูวันที ่ 4 โดยจะเกิดสีดํา

หรือสีน้ําตาลเขมบนอาหารเลี้ยงเชื้อ   
 
 3.11.4 ทดสอบการรีดิวซไนเตรท 
  แทง (stab)  แอกติโนมยัซิทสีสายพนัธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

Nitrate Agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 19) ในหลอดอาหารขนาด 16x150 มิลลิลิตร  บมที่

อุณหภูมิ 30 °C  เปนเวลา 14 วัน  ตรวจสอบการเปลี่ยนไนเตรทเปนไนไตรท  โดยหยดสารละลาย

เอ (ละลาย sulfanilic acid 0.8 กรัม ใน 5 N acetic acid 100 มลิลิลิตร)  และสารละลายบี 

(ละลาย alphanaphthylamine 0.5 กรัม ใน 5 N acetic acid 100 มิลลิลิตร)  ลงในหลอดทดลอง

ซึ่งจะเกิดสีแดง แตถาการทดสอบไมเกิดสีแดงอันเนื่องมาจากไนไตรทถกูสลายตอไปเปน

แอมโมเนยี  และกาซไนโตรเจน  ตองทดสอบขั้นที่สองโดยเติมผงสังกะสีลงไป  ถาเกิดสีแดงแสดง

วายงัมีไนเตรทอยู (Shirling และ Gottlieb, 1966) 
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3.11.5 ทดสอบการสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟต    
  ขีด (streak) แอกติโนมยัซิทสีสายพนัธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  บนผิวหนาอาหาร

วุนเอยีง Peptone Yeast Extract Iron Agar (ISP6) (ภาคผนวก ก หมายเลข 17)  บมที่อุณหภมูิ  

30 °C  เปนเวลา 15-24 ชั่วโมง  สังเกตอาหารจะมีสนี้ําเงินดาํ (bluish-black color)  ควรสังเกตสี

ของอาหารกอนที่เชื้อจะสรางรงควัตถทุี่ละลายน้าํไดลงไปในอาหาร  (Tresner และ Danga, 1958) 

 
 3.11.6 การศึกษาสมบัติการยอยสลายสาร (degradation  activity) 
  ขีดแอกติโนมัยซิทีสสายพันธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  

Modified Bennett Agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 20)  ที่แปรผนั  0.5% อะดีนีน (adenine),  

0.5% ไทโรซีน ( tyrosine),  0.4% ไซแลน (xylan),  0.4% แซนทนี (xanthine),  0.1% เคซีน 

(casein),  0.4% เจลาติน (gelatin)  และ 0.1% แปง (starch)  ตรวจสอบการยอยสลายโดยสงัเกต

การเปลี่ยนแปลงความใสบริเวณรอบหรือใตโคโลนีในอาหารวุน  ยกเวนการยอยสลายเจลาตนิและ

แปง  ตรวจสอบโดยสังเกตจากวงใสหลงัจากเททับดวยสารละลาย  acidified HgCl2  และ  Iodine  

ตามลําดับ 

 
 3.11.7 การตรวจสอบการเจริญทีอุ่ณหภูมิตาง ๆ  
  ขีดแอกติโนมัยซิทีสสายพันธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  

Modified Bennett Agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 20)  บมที่อุณหภมูิ 37 °C,  45 °C  และ  55 °C  

สังเกตการเจริญหลังจากวันที่ 7  บมที่อุณหภูมิ 4 และ 10 °C สังเกตการเจริญหลังจาก  2  สัปดาห   

 
3.11.8 การตรวจสอบการเจริญทีค่วามเปนกรด-ดางตาง ๆ  

ขีดแอกติโนมัยซิทีสสายพันธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  

Modified Bennett Agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 20)  ที่มพีีเอช  เทากับ  4,  4.5,  5,  5.5,  6,  8,  

8.5,  และ 9  ตามลําดับ  และทําการบมที่อุณหภูมิ 30 °C  สังเกตการเจริญหลังจาก 14 วัน 

 
 3.11.9 การตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจน 
  ขีดแอกติโนมัยซิทีสสายพันธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  

Basal Medium Agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 21)  ที่แปรผันแหลงไนโตรเจน  ไดแก  0.1%L-

arginine  0.1%L-histidine  0.1%L-methionine  0.1%potassium nitrate  0.1%L-serine 

0.1%L-theonine  0.1%L-valine  0.1%L-glutamine  และ  0.1%B-alanine  บมที่อุณหภูม ิ 30 

°C  เปนเวลา 14 วัน  ตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจนโดยเทียบการเจริญกับชุดควบคุมลบคือ  
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อาหารเลี้ยงเชือ้  Basal Medium Agar  ที่ไมเติมแหลงไนโตรเจน  และชุดควบคุมบวกคือ  อาหาร

เลี้ยงเชื้อ  Basal Medium Agar  ที่ประกอบดวย 0.1% L-Asparagine  หรือ  0.1%L-proline 

 
 3.11.10 การตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงคารบอน 
  ขีดแอกติโนมัยซิทีสสายพันธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  

Carbon Utilization Agar  (ภาคผนวก ก หมายเลข 22)  ที่แปรผันสารประกอบคารบอน  ไดแก 

1.0%L-arabinose  1.0%dextran  1.0%D-fructose  1.0%D-galactose  1.0%meso-inositol 

1.0%D-lactose  1.0%D-mannitol  1.0%D-manose  1.0%L-rhamnose  1.0%sucrose  

1.0%threhalose  1.0%xylose  1.0%sodium acetate  และ  1.0%sodium citrate  ตรวจสอบ

การใชแหลงคารบอนโดยเปรียบเทียบการเจริญกับอาหารเลี้ยงเชื้อ  Carbon Utilization Agar  ที่

ไมไดเติมแหลงคารบอน  และอาหารเลี้ยงเชื้อ  Carbon Utilization Agar  ที่ประกอบดวย 

1.0%glucose  บมที่อุณหภมูิ 30 °C  เปนเวลา  14 วัน   

 
3.12 การจาํแนกสายพันธุแอกติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac1-4 และ Ac16-1  โดยวิเคราะห

ลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหสัของ 16S rRNA 
 
 3.12.1 การสกัดแยกโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากแอกติโนมยัซิทีสสายพนัธุ  Ac1-4  
และ  Ac16-1   

ทําการสกัดดีเอ็นเอจากเสนใยของแอกติโนมัยซีตดวยวธิี cetyltrimethylammonium 

bromide (CTAB) ของ Zhou และคณะ (1999)  โดยเลี้ยงแอกติโนมยัซีตในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

GYMB (ภาคผนวก ก หมายเลข 25) เปนเวลา 3 วัน  ปนเหวี่ยงเก็บเสนใยดวยความเร็ว 8000 

รอบ/นาท ี  เปนเวลา 15 นาท ี  ลางเสนใยดวย 0.85% NaCl  ปนเหวี่ยงเก็บเสนใยที่สภาวะเดมิ  

จากนั้นนําเสนใยประมาณ 30 กรัม ไปบดดวยโกรงจนละเอียดเติมสารละลาย washing buffer 

(ภาคผนวก ข หมายเลข 6) ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร  ถายสวนผสมลงในหลอดไมโครเซนติฟวส 

ขนาด 1.5 ไมโครลิตร ปนเหวีย่งที่ความเร็ว 15,000 รอบ/นาที เปนเวลา 3 นาที  เทของเหลว

สวนบนทิง้ใหเหลือแตตะกอน  เติมสารละลาย washing buffer ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตรและปน

เหวีย่งซ้าํเพื่อลางตัวอยางจนของเหลวสวนบนใส เติมสารละลาย 2X CTAB (ภาคผนวก ข 

หมายเลข 7)  ปริมาตร 700 ไมโครลิตร  บมที่อุณหภูม ิ65 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง เติมสารละลาย

ผสมของ chloroform/isoamyl alcohol ในอัตราสวน 24:1 (ภาคผนวก ข หมายเลข 8) ปริมาตร 

700 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัโดยใช vortex   จากนัน้ปนเหวีย่งที่ความเร็ว 15,000 รอบ/นาที เปน

เวลา 8 นาท ี ถายสวนใสที่อยูชัน้บนใสในหลอดไมโครเซนติฟวสหลอดใหม เติมสารละลายผสม
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ของ chloroform/isoamyl alcohol ในอัตราสวน 24:1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากนัโดย

ใช vortex   ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบ/นาที เปนเวลา 8 นาที  ถายสวนใสที่อยูชั้นบนใสใน

หลอดไมโครเซนติฟวสหลอดใหม  เติมสารละลาย isopropanol ปริมาตร 700 ไมโครลิตร   แชใน

น้ําเขง็เปนเวลา 30 นาท ีปนเหวีย่งที่ความเร็ว 8,000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาท ี เทสวนใสทิง้ให

เหลือแตตะกอน  ลางดีเอน็เอดวยการเติม 70 %เอธานอล  ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหวีย่งที่

ความเร็ว 8,000 รอบ/นาท ี เปนเวลา 5 นาท ี เทสวนใสทิ้ง  ทิง้ตะกอนใหแหงในอณุหภูมิหอง  เติม

น้ํากลัน่ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เติม RNase (ความเขมขน 10 mg/ml) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 

ผสมใหเขากนัและบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาท ีเพื่อกําจัดอารเอ็นเอ  เติมสารละลาย 20% 

PEG (Polyethylene glycol) (ภาคผนวก ข หมายเลข 9 ) ปริมาตร 60 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน

และแชในน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาท ีปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 15,000 รอบ/นาท ี เปนเวลา 10 นาท ี เท

สวนใสทิ้งใหเหลือตะกอนของดีเอ็นเอ ลางดีเอน็เอดวยการเติม 70%เอธานอลปริมาตร 500 

ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบ/นาท ี เปนเวลา 5 นาท ี  ทิง้ตะกอนใหแหงใน

อุณหภูมิหอง เติมสารละลายบัฟเฟอร TE  (ภาคผนวก ข หมายเลข 10) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

เก็บตัวอยางสารละลายดีเอน็เอที ่-20 °C จนกวาจะนาํมาใชศึกษาในขั้นตอนตอไป 

 
 3.12.2 การเพิม่จํานวนดีเอ็นเอทีป่ระมวลรหสัของยีน 16S rRNA  ดวยปฏกิิริยา
ลูกโซพอลิเมอรเรส (Polymerase chain reaction, PCR) 
  ออกแบบไพรเมอร (primer)  อางองิขอมลูจาก  Rintala และคณะ (2001)  และ  

Lanoot และคณะ (2005) เพื่อใชในกระบวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีนที่ประมวลรหัสของ 

16S rRNA ซึ่งมีขนาดประมาณ 1541 base pairs   ไพรเมอรดังกลาวคือ  

 

Forword primer   PA (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) ตําแหนงทีจ่ับ 8-27 

Reword primer  PH (5’-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’) ตําแหนงทีจ่ับ 1541-1522 

Reword primer  StrepF  (5’-ACGTGTGCAGCCCAAGACA-3’) ตําแหนงทีจ่ับ 1194-1212 

ทําการเพิม่จํานวนดีเอ็นเอทีป่ระมวลรหัสของ 16S rRNA ดวยปฏกิิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใช

โครโมโซมมอลดีเอ็นเอของแอกติโนมัยซสีสายพนัธุ Ac1-4 และ Ac16-1 ซึ่งสกัดตามวธิีในขอ 

3.12.1 เปนแมแบบ (template) ในสวนผสมที่ทาํใหเกดิปฏิกิริยา  ประกอบดวยสารผสม  dNTP,  

forword primer  reword primer  เอ็นไซม Tag DNA polymerase  PCR บัฟเฟอร  แมกนีเซียม

คลอไรด  และเติมน้าํกลัน่บริสุทธิ์ใหครบปริมาตร 10 ไมโครลิตร  สวนผสมทีท่ําใหเกิดปฏิกิริยา

แสดงในตารางที ่3.2  
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ตารางที ่3.2  แสดงสวนผสมของรีเอเจนตตาง ๆ ในสารละลาย  PCR 10 ไมโครลิตร  ในปฏิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรสเพื่อเพิม่จํานวนดีเอ็นเอทีต่องการ 

 

รีเอเจนต ความเขมขนสดุทาย 

10X PCR บัฟเฟอร 1x 

2mM dNTP mixture 0.2 mM 

25 mM MgCl2 1.5 mM 

PrimerⅠ (forword) 0.5 μM 

PrimerⅡ (reverse) 0.5 μM 

Tag DNA polymerase 0.5 U 

แมแบบ (DNA template) 1ไมโครลิตร 

 

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสประกอบดวยขัน้ตอนดังนี ้

Initial denaturation   95 °C  5   นาท ี 

Denaturation   95 °C  1   นาท ี

  Annealing    53 °C  1   นาท ี

Extension   72 °C  1   นาท ี

 Final Extension    72 °C  15  นาท ี

 Hold     4 °C   

 

ตรวจสอบผลการเพิม่จํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA โดยวธี ี

อิเล็กโตรโฟรีซสีบนอะกาโรสเจล 1.5 เปอรเซ็นต  โดยผสมผลิตผลพีซอีาร (PCR product)  กับสี

ติดตาม  (tracking dye)  ในอัตราสวน  5:2  หยดตัวอยางลงในหลมุบนอะกาโรสเจล  จากนัน้

นําไปทาํอิเลคโทรโฟริซีสในเจลแชมเบอร  โดยใชความตางศักย 100 โวลต  เปนเวลา  30 นาที  

ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดยีมโบรไมด ตรวจสอบขนาดชิ้นสวนดีเอน็เอทีเ่กิดขึ้นภายใตแสง

อัลตราไวโอเลตดวยเครื่องกาํเนิดแสงอัลตราไวโอเลต (UV–Transilluminator)  และเปรียบเทยีบ

ขนาดของชิน้สวนดีเอน็เอกบัดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp + 1.5 kb DNA ladder 

 
 3.12.3 การวิเคราะหลําดับเบสของชิ้นสวนยนีที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA   
  นําผลิตผลพซีอีารที่ไดจากการใช  primer  2 คู  ไดแก  PA (forward primer) กับ 

PH (Reward primer) และ  PA (forward primer) กับ StrepF (Reward primer) สงตรวจเพื่อ

35 รอบ 
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วิเคราะหหาลาํดับเบสของชิน้สวนยนีที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ณ สํานกังานวจิัยคณะแพทย

ศาสตร โรงพยาบาลรามาธิบดี  จากนัน้นาํลําดับเบสทีว่ิเคราะหไดจากผลิตผลพีซีอารแตละคูมาตอ

กันโดยตรวจหาลําดับเบสที่ซอนทับกัน (over lab)   และเปรียบเทียบเปอรเซ็นความเหมือนกับ

ลําดับเบสใน GeneBank DNA database  จากเวบไซต 

0http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/beta/. 
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บทที่ 4  
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 ลักษณะของตัวอยางมลูสตัว 
 

 ทําการเก็บตัวอยางมูลสัตวกินพืชจาก 9 จังหวัด  ในประเทศไทย  จาํนวน  39 ตัวอยาง  

มาจากสัตวกนิพืช  16 ชนดิ  โดยตวัอยางมูลสัตวที่เก็บรวบรวมไดมี เนื้อ  สี  และ pH  แตกตางกนั  

ดังแสดงในตารางที ่4.1  

 
4.2 การแยกแอกติโนมัยซิทีสจากตัวอยางมูลสัตว 
 

 จากการแยกแอกติโนมยัซิทสีจากตัวอยางมูลสัตวกนิพืช 39 ตัวอยาง  โดยใชอาหารเลี้ยง

เชื้อ Sodium Caseinate Agar  ตามวิธีดาํเนนิการวิจัยขอ  3.4  พบวาสามารถแยกแอกติโนมยัซิ

ทีสไดจํานวน  127  สายพนัธุ  เรียงตามลําดับตัวอยางมูลสัตวทีน่ํามาแยก  ดงัแสดงในตารางที่ 

4.2   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 4.1   แสดงแหลงทีม่า  พีเอช (อัตราสวนมูลสัตวตอน้ําเทากบั 1:2)  และลักษณะของตัวอยางมูลสัตว  

 
ตัวอยางมูล

สัตว 
ชื่อสามัญ ชื่อวิทยาศาสตร แหลงที่เก็บ ลักษณะของมูลสัตว คา pH 

1 ควาย  (Water buffalo) Bubalus bubalis อ.เมือง  จ.นครปฐม เนื้อรวน  สีน้ําตาลดํา 7.35 

2 ชาง  (Asian elephant) Elephas maximus สวนสัตวดุสิต  จ.กรุงเทพฯ กอนเสนใย  สีเหลือง 7.39 

3 วัวแดง  (Banteng) Bos javanicus สวนสัตวดุสิต  จ.กรุงเทพฯ เนื้อรวนมีเสนใย  สีเหลืองน้ําตาล 7.42 

4 วัว  (Domestic cow) Bos taurus  อ.เมือง  จ.นาน เนื้อรวน  สีน้ําตาลดํา 7.55 

5 ควาย  (Water buffalo) Bubalus bubalis อ.เมือง  จ.นาน เนื้อรวน  สีน้ําตาลดํา 7.68 

6 เกง  (Barking deer) Muntiacus muntjak สวนสัตวเปดเขาเขียว  จ.ชลบุรี กอนแข็ง  สีน้ําตาลดํา 7.62 

7 วัว  (Domestic cow ) Bos taurus อ.คลองยาง  จ.กระบี่ เนื้อรวน  สีเขียวน้ําตาล 7.45 

8 วัว  (Domestic cow) Bos taurus อ.วารินชําราบ  จ.อุบลฯ เนื้อรวน  สีเขียวน้ําตาล 7.53 

9 วัว  (Domestic cow ) Bos taurus อ.วารินชําราบ  จ.อุบลฯ กอนแข็ง  สีน้ําตาลดํา 7.59 

10 วัว  (Domestic cow) Bos taurus โรงฆาสัตว  จ.อุบลฯ เนื้อรวน  สีเหลือง 7.60 

11 ชาง  (Asian elephant) Elephas maximus บานสระเกศ  จ.สุราษฏราธานี กอนเสนใย  สีเหลืองน้ําตาล 7.38 

12 วัว  (Domestic cow) Bos taurus บานนาเดิม  จ.สุราษฏราธานี เนื้อรวน  สีน้ําตาลดํา 7.85 

13 วัว  (Domestic cow) Bos taurus บานบาง  จ.สุราษฏราธาน ี เนื้อรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.40 

14 ควาย  (Water buffalo) Bubalus bubalis บานสระเกศ  จ.สุราษฏราธานี เนื้อรวน  สีน้าํตาล 7.67 
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ตารางที่ 4.1   (ตอ)  แสดงแหลงที่มา  พีเอช (อัตราสวนมูลสัตวตอน้ําเทากบั 1:2)  และลักษณะของตัวอยางมูลสัตว 

 
ตัวอยางมูล

สัตว 
ชื่อสามัญ ชื่อวิทยาศาสตร แหลงที่เก็บ ลักษณะของมูลสัตว คา pH 

15 วัว  (Domestic cow) Bos taurus ต.ลิปานอย  จ.สุราษฏราธานี เนื้อรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.58 

16 ควาย  (Water buffalo) Bubalus bubalis บานทองโตนด  จ.สุราษฏราธานี เนื้อรวน  สีน้ําตาลดํา 7.29 

17 วัว  (Domestic cow) Bos taurus บานละไม  จ.สุราษฏราธาน ี เนื้อรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.97 

18 วัว  (Domestic cow) Bos taurus บานลิปาใหญ  จ.สุราษฏราธานี เนื้อรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.53 

19 ควาย  (Water buffalo) Bubalus bubalis บานสาน  จ.สุราษฏราธาน ี เนื้อรวน  สีน้ําตาลเหลือง 8.00 

20 วัว  (Domestic cow) Bos taurus บานสระเกศ  จ.สุราษฏราธานี เนื้อรวน  สีน้ําตาล 8.11 

21 ควาย  (Water buffalo) Bubalus bubalis ต.ตลิ่งงาม  จ.สุราษฏราธานี เนื้อรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.12 

22 วัว  (Domestic cow) Bos taurus บานเกาะแตน  จ.สุราษฏราธานี เนื้อรวน  สีน้ําตาลดํา 7.21 

23 ควาย  (Water buffalo) Bubalus bubalis บานทองกรูด  จ.สุราษฏราธานี เนื้อรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.36 

24 ควาย  (Water buffalo) Bubalus bubalis ต.หนาเมือง  จ.สุราษฏราธานี เนื้อรวน  สีน้ําตาลดํา 7.20 

25 ควาย  (Water buffalo) Bubalus bubalis อ.เกาะสมุย  จ.สุราษฏราธานี เนื้อรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.10 

26 วัว  (Domestic cow) Bos taurus อ.กําแพงแสน  จ.นครปฐม เนื้อรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.54 

27 วัว  (Domestic cow) Bos taurus อ.เมือง  จ.ตาก เนื้อรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.75 

28 กระตายปา  (Siamese hare) Lepus peguensis อ.เวียงสา  จ.นาน กอนกลมรวน  สีเขียว 6.71 
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ตารางที่ 4.1   (ตอ)  แสดงแหลงที่มา  พีเอช (อัตราสวนมูลสัตวตอน้ําเทากบั 1:2)  และลักษณะของตัวอยางมูลสัตว 

 
ตัวอยางมูล

สัตว 
ชื่อสามัญ ชื่อวิทยาศาสตร แหลงที่เก็บ ลักษณะของมูลสัตว คา pH 

29 กวางแดง  (Red deer) Cervus elaphus สวนสัตวเปดเขาเขียว  จ.ชลบุรี กอนกลมรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.66 

30 กวางรูซา  (Rusa deer) Cervus timorensis อุทยานแหงชาติเขาใหญ  จ.นครราชสีมา กอนกลมรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.58 

31 มา  (Horse) Equus caballus อุทยานแหงชาติเขาใหญ  จ.นครราชสีมา เนื้อรวน  สีน้ําตาล 7.85 

32 ละมั่ง  (Eld’s deer) Cervus eldi สวนสัตวเปดเขาเขียว  จ.ชลบุรี เนื้อรวน  สีเขียว 7.67 

33 กวางแดง  (Red deer) Cervus elaphus สวนสัตวเปดเขาเขียว  จ.ชลบุรี กอนเนื้อรวน  สีเขียว 7.68 

34 ยีราฟ  (Giraffe) Giraffa camelopardalis สวนสัตวเปดเขาเขียว  จ.ชลบุรี เนื้อรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.88 

35 นกกระจอกเทศ  (Ostrich) Struthio camelus สวนสัตวเปดเขาเขียว  จ.ชลบุรี เนื้อรวน  สีน้ําตาล 7.91 

36 แรดขาว  (White rhinoceros) Ceratotherium simum สวนสัตวเปดเขาเขียว  จ.ชลบุรี กอนเสนใย  สีเขียวเหลือง 7.74 

37 นกอีมู  (Emu) Dromaius novaehollandiae สวนสัตวเปดเขาเขียว  จ.ชลบุรี เนื้อรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.85 

38 ผสมเสร็จ  (Malayan Tapir) Tapirus indicus สวนสัตวเปดเขาเขียว  จ.ชลบุรี กอนเสนใย  สีน้ําตาลเหลือง 7.43 

39 กระทิง  (Gaur) Bos gaurus สวนสัตวเปดเขาเขียว  จ.ชลบุรี เนื้อรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.61 

 

 

 

 

 67 



ตารางที่ 4.2   แสดงสายพนัธุของแอกติโนมัยซทิีสที่แยกไดจากตัวอยางมูลสัตว  39 ตัวอยาง 

ลําดับตัวอยาง

มูลสัตว 
สายพนัธุแอกติโนมัยซทิีสทีแ่ยกได รวม 

1 
Ac1-1,  Ac1-2,  Ac1-3,  Ac1-4,  Ac1-5,  Ac1-6,  Ac1-7,  Ac1-8,  

Ac1-9 
9 

2 Ac2-1,  Ac2-2,  Ac2-3,  Ac2-4 4 

3 Ac3-1,  Ac3-2,  Ac3-3, 3 

4 Ac4-1,  Ac4-2,  Ac4-3 3 

5 Ac5-1,  Ac5-2,  Ac5-3 3 

6 Ac6-1,  Ac6-2 2 

7 Ac7-1,  Ac7-2,  Ac7-3,  Ac7-4,  Ac7-5,  Ac7-6 6 

8 Ac8-1 1 

9 
Ac9-1,  Ac9-2,  Ac9-3,  Ac9-4,  Ac9-5,  Ac9-6,  Ac9-7,  Ac9-8,  

Ac9-9,  Ac9-10,  Ac9-11,  Ac9-12,  Ac9-13 
13 

10 Ac10-1,  Ac10-2,  Ac10-3 3 

11 Ac11-1 1 

12 Ac12-1,  Ac12-2 2 

13 Ac13-1,  Ac13-2,  Ac13-3 3 

14 Ac14-1 1 

15 Ac15-1,  Ac15-2 2 

16 Ac16-1,  Ac16-2 2 

17 Ac17-1 1 

18 Ac18-1,  Ac18-2 2 

19 Ac19-1 1 

20 Ac20-1 1 

21 Ac21-1 1 

22 ไมพบแอกติโนมัยซทิีส 0 

23 Ac23-1,  Ac23-2 2 

24 Ac24-1,  Ac24-2,  Ac24-3,  Ac24-4,  Ac24-5 5 

25 Ac25-1,  Ac25-2,  Ac25-3,  Ac25-4,  Ac25-5,  Ac25-6 6 
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ตารางที่ 4.2 (ตอ)  แสดงสายพนัธุของแอกติโนมยัซิทสีที่แยกไดจากตัวอยางมูลสัตว  39 ตัวอยาง 

 

ลําดับตัวอยาง

มูลสัตว 
สายพนัธุแอกติโนมัยซทิีสทีแ่ยกได รวม 

26 Ac26-1 1 

27 Ac27-1,  Ac27-2 2 

28 Ac28-1,  Ac28-2,  Ac28-3,  Ac28-4,  Ac28-5 5 

29 Ac29-1,  Ac29-2,  Ac29-3,  Ac29-4,  Ac29-5,  Ac29-6,  Ac29-7 7 

30 Ac30-1,  Ac30-2,  Ac30-3,  Ac30-4,  Ac30-5,  Ac30-6 6 

31 Ac31-1,  Ac31-2,  Ac31-3,  Ac31-4,  Ac31-5 5 

32 Ac32-1,  Ac32-2,  Ac32-3,  Ac32-4,  Ac32-5,  Ac32-6 6 

33 Ac33-1,  Ac33-2,  Ac33-3 3 

34 Ac34-1 1 

35 Ac35-1,  Ac35-2,  Ac35-3,  Ac35-4 4 

36 Ac36-1,  Ac36-2,  Ac36-3,  Ac36-4 4 

37 Ac37-1,  Ac37-2 2 

38 Ac38-1,  Ac38-2 2 

39 Ac39-1,  Ac39-2 2 
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4.3 การทดสอบเพื่อคนหาแอกติโนมัยซิทสีสายพันธุทีส่รางสารปฏชิีวนะยบัยั้ง         
จุลินทรีย  

 

 นําแอกติโนมยัซิทีสที่แยกไดจากมูลสัตวทั้งหมด 127 สายพันธุ  เลี้ยงในอาหารเหลว  

Sodium Caseinate Yeast Extract Broth (SCYB)  เปนเวลา 14 วัน  สกัดน้าํเลี้ยงเชื้อและเสนใย

ดวยเอททิลแอซิเตต  ระเหยเอททิลแอซิเตตออก  และละลายสารสกัดดวย 20%DMSO  ไดสาร

สกัดทั้งหมด 127 ชนิด  นาํสารสกัดมาทดสอบการยับยัง้จุลินทรียโดยวิธี  Agar well  กบัจุลินทรีย

ทดสอบ  7 ชนิดดังนี ้

  Pseudomonas  aeruginosa    ATCC 9027 

  Escherichia  coli    ATCC 25922 

  Bacillus  cereus    ATCC 6633 

  Staphylococcus  aureus    ATCC 25923 

  Candida  albicans    ATCC 10231 

  Saccharomyces  cerevisiae    ATCC 5169 

  Aspergillus  niger    ATCC 6275 

พบวาแอกติโนมัยซทิีสแตละสายพันธุสามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลนิทรียทดสอบไดแตกตาง

กันดังแสดงในตารางที่  4.3 

 

ตารางที่ 4.3   ความสามารถในการยับยัง้จุลินทรียทดสอบของสารสกดัจากเสนใยและน้ําเลี้ยง

เชื้อของแอกติโนมัยซิทีส 
ระดับการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

สายพันธุ

แอกติโน

มัยซิทีส 

P.
 a

er
ug

ino
sa

  

AT
CC

 9
02

7 

E.
 c

oli
   

AT
CC

 2
59

22
 

B.
 c

er
eu

s  

 A
TC

C 
66

33
 

S.
 au

re
us

   

AT
CC

 2
59

23
 

C.
 al

bi
ca

ns
 

AT
CC

 1
02

31
 

S.
 ce

re
vis

iae
 

AT
CC

 5
16

9 

A.
 n

ig
er

  

AT
CC

 6
27

5 

Ac1-1 - - + ++ ++ ++ +++ 

Ac1-2 - - - - - - - 

Ac1-3 - - + ++ + + + 

Ac1-4 - - + + ++ +++ ++ 

Ac1-5 - - + - + - + 

Ac1-6 - - + + + + + 

Ac1-7 - - - - - - - 

Ac1-8 - - + + + + + 
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ตารางที่ 4.3   (ตอ) ความสามารถในการยับยั้งจุลนิทรียทดสอบของสารสกัดจากเสนใยและน้าํ

เลี้ยงเชื้อของแอกติโนมยัซิทสี 

 
ระดับการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

สายพันธุ

แอกติโน
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Ac1-9 - - - - - - - 

Ac2-1 - - - - - - - 

Ac2-2 - - + - +++ +++ + 

Ac2-3 - - - - - - - 

Ac2-4 - - - - - - - 

Ac3-1 - - - - - + - 

Ac3-2 - - - - - - - 

Ac3-3 - - + - - - - 

Ac4-1 - - ++++ +++ ++ +++ ++ 

Ac4-2 - - - - - - - 

Ac4-3 - + +++ + + - + 

Ac5-1 - - - - - - - 

Ac5-2 - - - - - - - 

Ac5-3 - - + - + + ++ 

Ac6-1 - - + + + + + 

Ac6-2 - - +++ +++ - - - 

Ac7-1 - - - - - - - 

Ac7-2 - - - - - - - 

Ac7-3 - - + - - - - 

Ac7-4 - - - - - - - 

Ac7-5 - - - - - - - 

Ac7-6 - - + - - - - 

Ac8-1 - - - - - - - 

Ac9-1 - - + + + + +++ 

Ac9-2 - - - - - - - 

Ac9-3 - - + - - ++ - 
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ตารางที่ 4.3  (ตอ)  ความสามารถในการยับยั้งจุลนิทรียทดสอบของสารสกัดจากเสนใยและน้าํ

เลี้ยงเชื้อของแอกติโนมยัซิทสี 
ระดับการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

สายพันธุ

แอกติโน
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Ac9-4 - - - - - - - 

Ac9-5 - - - - - - - 

Ac9-6 - - + - + + - 

Ac9-7 - - - - - - + 

Ac9-8 - - - - - - - 

Ac9-9 - - +++ - - - - 

Ac9-10 - - - - - - - 

Ac9-11 - - + - - + - 

Ac9-12 - - + + - - - 

Ac9-13 - - - - - - - 

Ac10-1 - - - - - - - 

Ac10-2 - - - - - - - 

Ac10-3 - - + - - + - 

Ac11-1 - - + - - - - 

Ac12-1 - - + - - - - 

Ac12-2 - - + - + + + 

Ac13-1 - - + - - - - 

Ac13-2 - - + - - + - 

Ac13-3 - - + - + + + 

Ac14-1 - - - - - - - 

Ac15-1 - - - - - - - 

Ac15-2 - - + - - - - 

Ac16-1 + + +++ ++++ - + + 

Ac16-2 - - +++ + - - - 

Ac17-1 - - + - - + - 

Ac18-1 - - - - - - + 

Ac18-2 - - + + - - - 
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ตารางที่ 4.3  (ตอ)  ความสามารถในการยับยั้งจุลนิทรียทดสอบของสารสกัดจากเสนใยและน้าํ

เลี้ยงเชื้อของแอกติโนมยัซิทสี 
ระดับการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

สายพันธุ

แอกติโน

มัยซิทีส 
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Ac19-1 - - + - - + + 

Ac20-1 - - - - - + - 

Ac21-1 - - + + - - - 

Ac23-1 - - + - - ++++ - 

Ac23-2 - - + - - + - 

Ac24-1 - - + - - - - 

Ac24-2 - - + - - + - 

Ac24-3 - - +++ + - - - 

Ac24-4 - - + - + + + 

Ac24-5 - - + - + - - 

Ac25-1 - - + - - + - 

Ac25-2 - - + - - - - 

Ac25-3 - - - - - - - 

Ac25-4 - - - - + + - 

Ac25-5 - - + - + - + 

Ac25-6 - - + - - - - 

Ac26-1 - - + - - + - 

Ac27-1 - - + + - + + 

Ac27-2 + + +++ + - - - 

Ac28-1 - - - - - - - 

Ac28-2 - + +++ + - + - 

Ac28-3 - - ++++ ++++ - - - 

Ac28-4 - - - - - - - 

Ac28-5 - - + + - - - 

Ac29-1 - - - - - - - 

Ac29-2 - - + - - - - 

Ac29-3 - - + - - - - 
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ตารางที่ 4.3  (ตอ)  ความสามารถในการยับยั้งจุลนิทรียทดสอบของสารสกัดจากเสนใยและน้าํ

เลี้ยงเชื้อของแอกติโนมยัซิทสี 
ระดับการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

สายพันธุ

แอกติโน
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Ac29-4 - - - - - - + 

Ac29-5 - - - - - - - 

Ac29-6 - - + - - - - 

Ac29-7 - - ++ + - - - 

Ac30-1 - - - - - - - 

Ac30-2 - - + - + + - 

Ac30-3 - - + - - - - 

Ac30-4 - - + - - - - 

Ac30-5 - - - - - - - 

Ac30-6 - - - - - - - 

Ac31-1 - - + - + ++ - 

Ac31-2 - - - - - - - 

Ac31-3 - - + - - - - 

Ac31-4 - - + - - + - 

Ac31-5 - - - - - - - 

Ac32-1 - - - - + ++ - 

Ac32-2 - - - - - - - 

Ac32-3 - - + - - - - 

Ac32-4 - - - - - - - 

Ac32-5 - - ++ + - - - 

Ac32-6 - - - - - - - 

Ac33-1 - - - - - - - 

Ac33-2 - - + - - - - 

Ac33-3 - - - - - - - 

Ac34-1 - - +++ ++ - - - 

Ac35-1 - - + - - - - 

Ac35-2 - - ++ - - - - 
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ตารางที่ 4.3  (ตอ)  ความสามารถในการยับยั้งจุลนิทรียทดสอบของสารสกัดจากเสนใยและน้าํ

เลี้ยงเชื้อของแอกติโนมยัซิทสี 
ระดับการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

สายพันธุ

แอกติโน
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Ac35-3 - - ++++ +++ - - - 

Ac35-4 - - ++++ ++ - - - 

Ac36-1 - - + - - - - 

Ac36-2 - - + - - - - 

Ac36-3 - - - + + + - 

Ac36-4 - - + - - - - 

Ac37-1 - - + - - - - 

Ac37-2 - - + - - - - 

Ac38-1 - - + - - - - 

Ac38-2 - - + - - - - 

Ac39-1 - - + - - - - 

Ac39-2 - - - - - - - 

 

หมายเหต ุ ++++ =  ความกวางของ Inhibition zone 25 - 30 มิลลิเมตรขึ้นไป 

  +++ =  ความกวางของ Inhibition zone 19 - 24 มิลลิเมตร 

  ++ =  ความกวางของ Inhibition zone 14 - 18 มิลลิเมตร 

  + =  ความกวางของ Inhibition zone  9 - 13 มิลลิเมตร 

  - =  ไมแสดงการยับยั้ง 

 
4.4 การจัดกลุมความสามารถในการสรางสารปฏิชวีนะยับยั้งจลุินทรียทดสอบ 

จากการทดสอบเพื่อคนหาแอกติโนมยัซิทสีสายพนัธุที่สรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบจากแอกติโนมยัซิทสีจํานวน 127 สายพนัธุ  สามารถแบงกลุมความสามารถในการสราง

สารปฏิชีวนะยับยั้งจุลนิทรียไดทั้งหมด 4 กลุม  คือกลุมที่ 1 ยับยั้งแบคทีเรียและรา  กลุมที่ 2 ยับยั้ง

แบคทีเรียอยางเดียว  กลุมที่ 3 ยับยั้งราอยางเดยีว  และกลุมที ่ 4  ไมสามารถยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบไดแสดงดังตารางที ่ 4.4 จํานวนสายพนัธุในแตละกลุมคิดเปนเปอรเซ็น  และแสดงเปน

แผนภูมิวงกลมดังรูปที่ 4.1   
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ตารางที่ 4.4  จํานวนสายพนัธุของแอกติโนมัยซทิีสที่มีผลตอการยับยัง้จุลินทรียทดสอบแตละกลุม 

 

ขอบเขตการยั้บยั้งกลุม 

จุลินทรียทดสอบ 
สายพนัธุแอกติโนมัยซทิีส รวม % 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

และรา 

Ac1-1,  Ac1-3,  Ac1-4,  Ac1-5,  Ac1-6,  Ac1-8, 

Ac2-2,  Ac3-3,  Ac4-1,  Ac4-3,  Ac5-3,  Ac9-1, 

Ac9-3,  Ac9-6,  Ac9-11,  Ac10-3,  Ac12-2,  

Ac13-2,  Ac13-3,  Ac16-1,  Ac17-1,  Ac19-1,  

Ac23-1,  Ac23-2,  Ac24-2,  Ac24-4,  Ac24-5,  

Ac25-1,  Ac25-5,  Ac26-1,  Ac27-1,  Ac28-2,  

Ac30-2,  Ac31-1,  Ac31-4, Ac36-3 

36 28.35 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

อยางเดยีว 

Ac7-3,  Ac7-6,  Ac9-9,  Ac9-12,  Ac11-1,   

Ac12-1,  Ac13-1,  Ac15-2,  Ac16-2,  Ac18-2,   

Ac21-1,  Ac24-1,  Ac24-3,  Ac25-2,  Ac25-6,  

Ac27-2,  Ac28-3,  Ac28-5,  Ac29-2,  Ac29-3,  

Ac29-6,  Ac29-7,  Ac30-3,  Ac30-4,  Ac31-3,  

Ac32-3,  Ac32-5,  Ac33-2,  Ac34-1,  Ac35-1,  

Ac35-2,  Ac35-3,  Ac35-4,  Ac36-1,  Ac36-2,  

Ac36-4,  Ac37-1,  Ac37-2,  Ac38-1,  Ac38-2,   

Ac39-1 

41 32.28 

ยับยั้งราอยางเดียว 
Ac3-1,  Ac9-7,  Ac18-1,  Ac20-1,  Ac25-4,  

Ac29-4,  Ac32-1 
7 5.51 

ไมยับยั้งทั้งแบคทีเรีย 

และรา 

Ac1-2,  Ac1-7,  Ac1-9,  Ac2-1,  Ac2-3,  Ac2-4, 

Ac3-2,  Ac4-2,  Ac5-1,  Ac5-2,  Ac6-1,  Ac6-2, 

Ac7-1,  Ac7-2,  Ac7-4,  Ac7-5,  Ac8-1,  Ac9-2, 

Ac9-4,  Ac9-5,  Ac9-8,  Ac9-10,  Ac9-13, 

Ac10-1,  Ac10-2,  Ac14-1,  Ac15-1,  Ac25-3,  

Ac28-1,  Ac28-4,  Ac29-1,  Ac29-5,  Ac30-1,  

Ac30-5,  Ac30-6,  Ac31-2,  Ac31-5,  Ac32-2,  

Ac32-4,  Ac32-6,  Ac33-1,  Ac33-3,  Ac39-2 

43 33.86 
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28.35%

32.28%
5.51%

33.86%

ยับยั้งแบคทีเรียและรา ยับยั้งแบคทีเรียอยางเดียว

ยับยั้งราอยางเดียว ไมยับยั้งท้ังแบคทีเรียและรา
 

รูปที่  4.1  แผนภูมิวงกลมแสดงการจัดกลุมการยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 

 

 จากรูปที ่ 4.1  จะเหน็ไดวาจํานวนของแอกติโนมยัซิทสีที่สามารถสรางสารยับยัง้จลุินทรีย

ทดสอบไดมีจํานวน 66.14% สวนจํานวนของแอกติโนมัยซทิีสที่ไมสามารถสรางสารปฏิชีวนะ

ยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดมีจํานวน 33.86% นอกจากนี้ยับพบวากลุมของแอกติโนมยัซิทสีที่

สามารถยับยัง้แบคทีเรียไดอยางเดียวมจีํานวน 32.28%  และในจํานวนนี้สามารถยับยั้งแบคทีเรีย

แกรมบวกไดอยางเดียวมมีากถึง 97.56% ทั้งนีเ้นื่องจากแบคทีเรียแกรมบวกเปนแบคทีเรียที่ไวตอ

สารปฏิชีวนะมากกวาแบคทีเรียแกรมลบ  เนื่องจากผนงัเซลลของแบคทีเรียแกรมลบมีเมมเบรน

ชั้นนอก  (outer membrane)  ลอมรอบเพปติโดไกลแคนไว  เมมเบรนนี้มีไขมันมากถงึ  11-12%  

ของน้ําหนักแหงของผนงัเซลล  ซึง่ทาํหนาทีเ่ปนเครือ่งกั้นสารเคมแีละเอนไซมจากภายนอกไมให

เขาไปทําลายเซลล   

 
4.5 การทดสอบเพื่อคนหาแอกติโนมัยซิทสีสายพันธุทีส่รางสารปฏชิีวนะยบัยั้งเซลล

ไลนมะเร็งมนุษย 
 นําแอกติโนมยัซิทีสที่แยกไดจากมูลสัตวทั้งหมด 127 สายพันธุ เลี้ยงในอาหารเหลว  

Sodium Caseinate Yeast Extract Broth (SCYB)  เปนเวลา 14 วัน  สกัดน้าํเลี้ยงเชื้อและเสนใย

ดวยเอททิลแอซิเตต ระเหยตัวทําละลายออกและละลายสารสกัดดวย 20%DMSO  ไดสารสกัด

ทั้งหมด 127 ชนิด  นาํสารสกัดมาทดสอบการยับยัง้เซลลมะเร็งโดยวิธ ี MTT method กับเซลลไลน

มะเร็งมนุษย  (Human tumor cell lines)  6 ชนดิ  ดังนี ้

 A375  (Human malignant melanoma)  ATCCNo.CRL-1619 

 SW620  (Human colorectal adenocarcinoma) ATCCNo.CCL-227 

 KatoⅢ  (Human gastric carcinoma)  ATCCNo.HTB-103 
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 HepG2  (Human liver hepatoblastoma)  ATCCNo.HB-8065 

 BT474  (Human ductal carcinoma)  ATCCNo.HTB-20 

 Jurkat  (Human acute T cell leukemia)  ATCCNo.CRL-2063 

พบวาแอกติโนมัยซทิีสแตละสายพันธุสามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งเซลลมะเร็งไดแตกตางกัน  

ดังแสดงในตารางที ่ 4.5 

ตารางที่ 4.5   ความสามารถในการยับยัง้เซลลไลนมะเรง็มนษุยของสารสกัดจากเสนใยและน้าํ

เลี้ยงเชื้อของแอกติโนมยัซิทสี 

ระดับการมีชีวิตของเซลลไลนมะเร็งมนุษย 
สายพันธุ

แอกติโน

มัยซิทีส A375 SW620 KatoⅢ HepG2 BT474 Jurkat 

Ac1-1 - - - - +++++ + 

Ac1-2 - - - - - - 

Ac1-3 - - - - +++++ + 

Ac1-4 - - - - +++++ - 

Ac1-5 - - - - +++ _ 

Ac1-6 - ++++ ++ + - - 

Ac1-7 - - - - - - 

Ac1-8 - ++++ +++ - - - 

Ac1-9 - - - - - - 

Ac2-1 - - - - - - 

Ac2-2 - +++ +++ + - - 

Ac2-3 - - - - - - 

Ac2-4 - - - - - - 

Ac3-1 - - - - - - 

Ac3-2 - - - - - - 

Ac3-3 - - - - - - 

Ac4-1 - +++ ++ ++ - - 

Ac4-2 - - - - - - 

Ac4-3 + +++ ++ - - - 

Ac5-1 - - - - - - 

Ac5-2 - - - - - - 
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ตารางที่ 4.5  (ตอ)  ความสามารถในการยับยั้งเซลลไลนมะเรง็มนษุยของสารสกัดจากเสนใยและ

น้ําเลีย้งเชื้อของแอกติโนมยัซิทีส 

ระดับการมีชีวิตของเซลลไลนมะเร็งมนุษย 
สายพันธุ

แอกติโน

มัยซิทีส A375 SW620 KatoⅢ HepG2 BT474 Jurkat 

Ac5-3 - +++ ++ - - - 

Ac6-1 +++++ ++ + + - - 

Ac6-2 - - - - ++++ + 

Ac7-1 + ++ - - - - 

Ac7-2 - - - - - - 

Ac7-3 - - - - - - 

Ac7-4 - - - - - - 

Ac7-5 - - - - - - 

Ac7-6 - - - - - - 

Ac8-1 - - - - - - 

Ac9-1 ++ ++ +++ - - - 

Ac9-2 - + + - - - 

Ac9-3 + ++ - - - + 

Ac9-4 - - - - - - 

Ac9-4 - - - - - - 

Ac9-6 - - - - - - 

Ac9-7 - +++ ++ - + - 

Ac9-8 - - - - - - 

Ac9-9 - - - - - - 

Ac9-10 - - - - - - 

Ac9-11 - - - - - + 

Ac9-12 - - - - - - 

Ac9-13 - - - - - - 

Ac10-1 - - - - - - 

Ac10-2 - - - - - - 

Ac10-3 - - - - - - 

Ac11-1 - - - - - - 
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ตารางที่ 4.5  (ตอ)  ความสามารถในการยับยั้งเซลลไลนมะเรง็มนษุยของสารสกัดจากเสนใยและ

น้ําเลีย้งเชื้อของแอกติโนมยัซิทีส 

ระดับการมีชีวิตของเซลลไลนมะเร็งมนุษย 
สายพันธุ

แอกติโน

มัยซิทีส A375 SW620 KatoⅢ HepG2 BT474 Jurkat 

Ac12-1 - - - - - - 

Ac12-2 - - - - - - 

Ac13-1 - - - - - - 

Ac13-2 - - - - - - 

Ac13-3 - - - - ++ - 

Ac14-1 - - - - - - 

Ac15-1 - - - - - - 

Ac15-2 - - - - - - 

Ac16-1 - - - - ++++ +++ 

Ac16-2 - - - - - - 

Ac17-1 - - - - - - 

Ac18-1 - +++ +++ +++ + - 

Ac18-2 - - - - - - 

Ac19-1 + +++ ++ - ++ - 

Ac20-1 - - - - - - 

Ac21-1 - - - - - - 

Ac23-1 - - - - - - 

Ac23-2 - +++ ++ +++ + - 

Ac24-1 - - - - - - 

Ac24-2 - +++ +++ + + - 

Ac24-3 - - - - - - 

Ac24-4 - ++ - - ++ - 

Ac24-5 - - - - - - 

Ac25-1 - + - + + - 

Ac25-2 - - - - - - 

Ac25-3 - - - - - - 

Ac25-4 - ++ + - - - 
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ตารางที่ 4.5  (ตอ)  ความสามารถในการยับยั้งเซลลไลนมะเรง็มนษุยของสารสกัดจากเสนใยและ

น้ําเลีย้งเชื้อของแอกติโนมยัซิทีส 

ระดับการมีชีวิตของเซลลไลนมะเร็งมนุษย 
สายพันธุ

แอกติโน

มัยซิทีส A375 SW620 KatoⅢ HepG2 BT474 Jurkat 

Ac25-5 - ++++ +++ - + - 

Ac25-6 - - - - - + 

Ac26-1 - - - - - - 

Ac27-1 - - - - + - 

Ac27-2 - - - - - - 

Ac28-1 - ++++ + - + - 

Ac28-2 - - - - - - 

Ac28-3 - - - - + - 

Ac28-4 - - - - - - 

Ac28-5 - - - - - - 

Ac29-1 - - - - - - 

Ac29-2 - - - - - - 

Ac29-3 - - - - - - 

Ac29-4 - - - - - - 

Ac29-5 - - - - - - 

Ac29-6 - - - - - - 

Ac29-7 - - - - - - 

Ac30-1 - - - - - - 

Ac30-2 ++++ +++ +++ - + - 

Ac30-3 - - - - - - 

Ac30-4 - - - - - - 

Ac30-5 - - - - - - 

Ac30-6 - - - - - - 

Ac31-1 +++++ +++ ++++ ++ + - 

Ac31-2 - - - - - - 

Ac31-3 - - - - - - 

Ac31-4 - - - - - - 
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ตารางที่ 4.5  (ตอ)  ความสามารถในการยับยั้งเซลลไลนมะเรง็มนษุยของสารสกัดจากเสนใยและ

น้ําเลีย้งเชื้อของแอกติโนมยัซิทีส 

ระดับการมีชีวิตของเซลลไลนมะเร็งมนุษย 
สายพันธุ

แอกติโน

มัยซิทีส A375 SW620 KatoⅢ HepG2 BT474 Jurkat 

Ac31-5 - - - - - - 

Ac32-1 +++ ++++ ++++ + + - 

Ac32-2 - - - - - - 

Ac32-3 - - - - - - 

Ac32-4 - - - - - - 

Ac32-5 - - - - - - 

Ac32-6 - - - - - - 

Ac33-1 - - - - - - 

Ac33-2 - - - - - - 

Ac33-3 - - - - - - 

Ac34-1 - - - - - - 

Ac35-1 - - - - - - 

Ac35-2 - - - - - - 

Ac35-3 - - - - - - 

Ac35-4 - - - - - - 

Ac36-1 - - - - - - 

Ac36-2 +++++ ++ ++ + - - 

Ac36-3 - - - - - - 

Ac36-4 - - - - - - 

Ac37-1 - - - - - - 

Ac37-2 - - - - - - 

Ac38-1 - - - - - - 

Ac38-2 - - - - - - 

Ac39-1 - - - - - - 

Ac39-2 - - - - - - 
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หมายเหต ุ  +++++  =  การมีชีวิต (viability) ของเซลลไลนมะเรง็มนษุยมีคาเทากับ 0 – 10% 

      ++++    =  การมีชีวิต (viability) ของเซลลไลนมะเรง็มนษุยมีคาเทากบั 11 – 20% 

      +++      =  การมีชีวิต (viability) ของเซลลไลนมะเรง็มนษุยมีคาเทากบั 21 – 30% 

      ++        =  การมีชีวิต (viability) ของเซลลไลนมะเรง็มนษุยมีคาเทากบั 31 – 40% 

      +          =  การมีชวีิต (viability) ของเซลลไลนมะเร็งมนุษยมีคาเทากับ 41 – 50% 

       -          =  การมีชวีิต (viability) ของเซลลไลนมะเร็งมนุษยมีคา > 50%  ขึ้นไป 

 
4.6 การจัดกลุมความสามารถในการสรางสารปฏิชวีนะยับยั้งเซลลไลนมะเร็งมนุษย 
 

 จากการทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งเซลลไลนมะเร็งมนุษยของแอกติโนมยัซทิีส

ทั้งหมด 127 สายพนัธุ  สามารถแบงกลุมแอกติโนมยัซิทีสตามความสามารถในการสรางสารยบัยั้ง

เซลลมะเร็งออกไดเปน 2 กลุมใหญ  กลุมแรก คือ สายพันธุที่สามารถสรางสารยับยัง้ทาํให

เซลลมะเร็งมเีปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50%  กลุมที่สอง คือ สายพนัธุทีท่ําให

เซลลมะเร็งมเีปอรเซ็นตการมีชีวิตมากวา 50%   สมาชิกในกลุมแรกสามารถแบงออกไดเปน  6 

กลุม ตามชนดิของเซลลมะเร็งที่สามารถยับยั้งได คือ กลุมที่ 1 มีผลทําใหเซลลมะเร็งผิวหนงั 

(Malignant melanoma) มีเปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากบั 50%  กลุมที่ 2 มีผลทาํให

เซลลมะเร็งลาํไส (Colorectal adenocarcinoma) มีเปอรเซ็นตการมชีีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50%   

กลุมที ่3 มีผลทําใหเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (Gastric carcinoma) มีเปอรเซน็ตการมีชีวิตนอย

กวาหรือเทากบั 50%   กลุมที่ 4 มีผลทําใหเซลลมะเรง็ตับ (Liver hepatoblastoma) มีเปอรเซ็นต

การมีชีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50%  กลุมที่ 5 มีผลทําใหเซลลมะเรง็เตานม (ductal carcinoma) 

มีเปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากบั 50%   และ กลุมที่ 6 มีผลทําใหเซลลมะเร็งเม็ดเลือด

ขาว(T cell leukemia) มีเปอรเซ็นตการมชีีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50%  แสดงดงัตารางที ่ 4.6 

แสดงจํานวนสายพนัธุของแอกติโนมัยซทิีสในแตละกลุมและคิดเปนเปอรเซ็นต   การเปรียบเทียบ

จํานวนสายพนัธุที่มีผลทาํใหเซลลมะเร็งแตละชนิดมีเปอรเซ็นตการมชีีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50%  

และจํานวนสายพนัธุทีท่าํใหเซลลมะเร็งมีเปอรเซ็นตการมีชีวิตมากวา 50%  แสดงดังแผนภูมิแทง

รูปที่ 4.2   
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ตารางที่ 4.6  แสดงจํานวนสายพนัธุของแอกติโนมัยซทิีสที่มีผลตอการยับยัง้เซลลไลนมะเร็ง

มนุษยแตละชนิด 

 

ขอบเขตการยับยั้ง 

เซลลมะเร็งทดสอบ 
สายพนัธุแอกติโนมัยซทิีส รวม % 

ยับยั้งเซลลมะเร็งผิวหนงั 

(A375) 

Ac4-3,  Ac7-1,  Ac9-1,  Ac9-3,  Ac19-1,  

Ac30-2,  Ac31-1,  Ac32-1,  Ac36-2 
9 7.09 

ยับยั้งเซลลมะเร็งลําไส 

(SW620) 

Ac1-6,  Ac1-8,  Ac2-2,  Ac4-1,  Ac4-3,  Ac5-3,   

Ac6-1,  Ac9-1,  Ac9-2,  Ac9-3,  Ac9-7,   

Ac18-1,  Ac19-1,  Ac23-2,  Ac24-2,  Ac24-4,  

Ac25-1,  Ac25-4,  Ac25-5,  Ac28-1,  Ac30-2,  

Ac31-1,  Ac31-1,  Ac36-2 

24 18.90 

ยับยั้งเซลลมะเร็งกระเพาะ

อาหาร 

(KatoⅢ) 

Ac1-6,  Ac1-8,  Ac2-2,  Ac4-1,  Ac4-3,  Ac5-3,   

Ac6-1,  Ac7-1,  Ac9-1,  Ac9-2,  Ac9-7,   

Ac14-1,  Ac18-1,  Ac19-1,  Ac23-2,  Ac24-2,  

Ac25-4,  Ac25-5,  Ac28-1,  Ac30-2,  Ac31-1,  

Ac31-1,  Ac36-2 

23 18.11 

ยับยั้งเซลลมะเร็งตับ 

(HepG2) 

Ac1-6,  Ac2-2,  Ac4-1,  Ac6-1,  Ac18-1,   

Ac23-2,  Ac24-2,  Ac25-1,   Ac31-1,  Ac31-1,  

Ac36-2 

11 8.66 

ยับยั้งเซลลมะเร็งเตานม  

(BT474) 

Ac1-1,  Ac1-3,  Ac1-4,  Ac1-5,  Ac6-2,  Ac9-7,   

Ac16-1,  Ac18-1,  Ac19-1,  Ac23-2,  Ac24-2,  

Ac24-4,  Ac25-1,  Ac25-4,  Ac25-5,  Ac28-1,  

Ac30-2,  Ac31-1,  Ac31-1 

19 14.96 

ยับยั้งเซลลมะเร็งเม็ดเลือด

ขาว  (Jurkat) 

Ac1-1,  Ac1-3,  Ac6-2,  Ac9-3,  Ac9-11,   

Ac16-1,  Ac25-6,  Ac27-1 

 

8 6.30 
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ตารางที่ 4.6  (ตอ) แสดงจํานวนสายพันธุของแอกติโนมัยซิทีสที่มีผลตอการยับยัง้เซลลไลนมะเรง็

มนุษยแตละชนิด 

 

การยับยัง้ 

เซลลมะเร็งทดสอบ 
สายพนัธุแอกติโนมัยซทิีส รวม % 

เซลลมะเร็งทุกชนิดมี

เปอรเซ็นตการมีชีวิต

มากกวา 50% 

Ac1-2,  Ac1-7,  Ac1-9,  Ac2-1,  Ac2-3,  Ac2-4,   

Ac3-1,  Ac3-2,  Ac3-3,  Ac 4-2,  Ac5-1,   

Ac5-2,  Ac7-2,  Ac7-3,  Ac7-4,  Ac7-5,  Ac7-6,   

Ac8-1,  Ac9-4,  Ac9-5,  Ac9-6,  Ac9-8,  Ac9-9,   

Ac9-10,  Ac9-12,  Ac9-13,  Ac10-1,  Ac10-2,   

Ac10-3,  Ac11-1,  Ac12-1,  Ac12-2,  Ac13-1,   

Ac13-2,  Ac13-3,  Ac15-1,  Ac15-2,  Ac16-2,   

Ac17-1,  Ac18-2,  Ac20-1,  Ac21-1,  Ac23-1,   

Ac24-1,  Ac24-3,  Ac25-2,  Ac25-3,  Ac26-1,   

Ac27-2,  Ac28-2,  Ac28-4,  Ac28-5,  Ac29-1,  

Ac29-2,  Ac29-3,  Ac29-4,  Ac29-5,  Ac29-6, 

Ac29-7,  Ac30-1,  Ac30-3,  Ac30-4,  Ac30-5 

Ac30-6,  Ac31-2,  Ac31-3,  Ac31-4,  Ac31-5,   

Ac32-2,  Ac32-3,  Ac32-4,  Ac32-5,  Ac32-6,   

Ac33-1,  Ac33-2,  Ac33-3,  Ac34-1,  Ac35-1 

Ac35-2,  Ac35-3,  Ac35-4,  Ac36-1,  Ac36-3,  

Ac36-4,  Ac37-1,  Ac37-2,  Ac38-1,  Ac38-2,   

Ac39-1,  Ac39-2 

91 71.65 
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รูปที่ 4.2   แผนภูมิแทงแสดงจํานวนแอกตโินมัยซิทีสสายพนัธุทีม่ีผลทาํใหเซลลมะเร็งแตละชนิดมี

เปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50%  และจํานวนสายพนัธุที่มีผลทาํให

เซลลมะเร็งทุกชนิดมีเปอรเซน็ตการมีชวีิตมากกวา 50% 

 

 จากรูปที ่ 4.2 แอกติโนมัยซทิีสในกลุมแรกสามารถสรางสารยับยั้งเซลลมะเร็งได  โดยทาํ

ใหเซลลมะเรง็มีเปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากบั 50% มีจํานวน 28.35% ไดแก แอกติโน

มัยซิทีสสายพนัธุที่ทาํใหเซลลมะเร็งผิวหนงั เซลลมะเร็งลําไส เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร 

เซลลมะเร็งตบั  เซลลมะเร็งเตานม  และเซลลมะเรง็เม็ดเลือดขาวมีเปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวา

หรือเทากับ 50%  มีจํานวน  7.09,  18.90,  18.11,  8.66,  14.96  และ  6.30 % ตามลําดับ  สวน

แอกติโนมัยซทิีสกลุมที่สองที่ทาํใหเซลลมะเร็งมีเปอรเซน็ตการมีชวีิตมากกวา 50% มีจาํนวน 

71.65%  ดังนั้นในการคัดเลือกสายพันธุของแอกติโนมยัซิทีสจงึใหความสนใจเฉพาะแอกติโนมยัซิ

ทีสที่มีความสามารถทําใหเซลลมะเร็งมีเปอรเซ็นการมชีีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50% เทานั้น   การ

ยับยั้งเซลลมะเร็งของสารสกดัจากแอกติโนมัยซิทีสข้ึนอยูกับกลไกของสารที่มีปฏิกิริยากับตัวรับ 

(receptor) ของเซลล  และสารบางชนิดอาจชักนําใหเซลลตายแบบ apoptosis  แอกติโนมยัซิทีสที่

มีความสามารถทําใหเซลลมะเร็งมีเปอรเซน็การมชีีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50% แตละสายพนัธุ

สามารถสรางสารยับยัง้เซลลมะเร็งไดตางชนิดกนั สวนใหญสามารถยับยัง้เซลลมะเร็งไดมากกวา 

1 ชนิด  มีเพยีง 2 สายพันธุแสดงการยับยั้งอยางจาํเพาะตอเซลลมะเร็งเตานม แสดงดังรูปที่ 4.3  

แสดงสายพันธุของแอกติโนมัยซิทีสที่สารสกัดมีผลทาํใหเซลลมะเร็งมีเปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวา

หรือเทากับ 50% อยางนอยหนึง่เซลลไลน   
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รูปที่ 4.3  แผนภูมิแทงแสดงเปอรเซ็นตการมีชีวิตของเซลลมะเร็งแตละชนิดทีท่ดสอบดวยสารสกดัจากแอกติโนมัยซิทีส  โดยแสดงสายพันธุทีท่ําใหเซลลมะเร็งมี

เปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50% อยางนอยหนึ่งเซลลไลน 
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รูปที่ 4.3  (ตอ) แผนภูมิแทงแสดงเปอรเซน็ตการมีชวีิตของเซลลมะเรง็แตละชนิดทีท่ดสอบดวยสารสกัดจากแอกติโนมยัซิทีส  โดยแสดงสายพนัธุทีท่าํใหเซลลมะเร็งมี

เปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50% อยางนอยหนึ่งเซลลไลน 
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รูปที่ 4.3  (ตอ) แผนภูมิแทงแสดงเปอรเซน็ตการมีชวีิตของเซลลมะเรง็แตละชนิดทีท่ดสอบดวยสารสกัดจากแอกติโนมยัซิทีส  โดยแสดงสายพนัธุทีท่าํใหเซลลมะเร็งมี

เปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50% อยางนอยหนึ่งเซลลไลน 
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 แอกติโนมัยซทิีสที่แยกไดจากมูลสัตวกินพืชจํานวน 127 สายพนัธุ  มีจํานวน 33 สายพนัธุ

ที่สามารถสรางสารออกฤทธิย์ับยั้งทั้งจุลินทรียสอบและเซลลมะเร็ง  โดยคดัเลือกสายพนัธุที่

สามารถสรางสารออกฤทธิ์ยบัยั้งจุลนิทรียและเซลลมะเรง็ไดสูงแสดงดังรูปที ่ 4.4  ลักษณะโคโลนี

ของแอกติโนมยัซิทีสที่สามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยัง้ทั้งจุลนิทรียทดสอบและเซลลมะเร็ง   

 

   
 

   
 

   
 

รูปที่ 4.4  แสดงลักษณะโคโลนีของแอกตโินมัยซิทีสสายพนัธุที่สามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยัง้ทั้ง

จุลินทรียทดสอบและเซลลไลนมะเรง็มนษุย 
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รูปที่ 4.4  แสดงลักษณะโคโลนีของแอกตโินมัยซิทีสสายพนัธุที่สามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยัง้ทั้ง

จุลินทรียทดสอบและเซลลไลนมะเรง็มนษุย 
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รูปที่ 4.4  แสดงลักษณะโคโลนีของแอกตโินมัยซิทีสสายพนัธุที่สามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยัง้ทั้ง

จุลินทรียทดสอบและเซลลไลนมะเรง็มนษุย 

 

 จากแอกติโนมยัซิทีสที่แยกได 127 สายพันธุ  สามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยัง้จุลินทรีย

ทดสอบไดอยางนอยหนึง่ชนิดมีจํานวน 84 สายพันธุ  คิดเปน 66.14% ของจํานวนสายพนัธุที่แยก

ไดทั้งหมด  และสามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยัง้เซลลไลนมะเร็งมนุษยโดยทําใหเซลลมะเรง็มี

เปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50% อยางนอยหนึ่งเซลลไลน  มีจาํนวน 36 สายพนัธุ  

คิดเปน 28.35% ของจํานวนสายพนัธุที่แยกไดทั้งหมด  จากการเปรียบเทียบความสามารถในการ

สรางสารออกฤทธิย์ับยัง้จุลนิทรียทดสอบและสารออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลไลนมะเร็งมนษุยพบวามี

จํานวน 33 สายพนัธุ  คิดเปน 25.98% ของจํานวนสายพนัธุที่แยกไดทั้งหมดที่ออกฤทธิ์ยับยัง้ทั้ง   

จุลินทรียทดสอบอยางนอยหนึง่ชนิดและยับยั้งเซลลไลนมะเรง็มนษุยโดยทาํใหเซลลมะเร็งมี

เปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50% อยางนอยหนึ่งเซลลไลน  เปนสวนใหญสายพันธุที่

สามารถยับยัง้เซลลมะเร็งไดจะสามารถยับยั้งจุลนิทรียทดสอบไดดวย 
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4.7 ผลทดสอบการยับยัง้เซลลมะเร็งและการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลนิทรียของ
แอกติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac1-4  และ  Ac16-1   
 

 จากการทดสอบหาแอกติโนมัยซิทีสสายพนัธุที่สามารถสรางสารปฏิชวีนะยับยัง้จุลินทรีย

ทดสอบโดยวธิี  Agar well  และยับยัง้เซลลไลนมะเร็งมนุษยโดยวธิี  MTT method  พบวาแอกติโน

มัยซิทีสสายพนัธุ Ac1-4 สามารถสรางสารออกฤทธิย์ับยั้งสูงสุดและจาํเพาะตอเซลลมะเร็ง    เตา

นม (BT474)  โดยทาํใหเซลลมะเร็งเตานมมีเปอรเซ็นการมีชีวิตเทากบั 2.08% ดังรูปที่ 4.5 และ 

4.6  และนอกจากนี้สามารถสรางสารปฏิชวีนะยับยัง้จุลินทรียทดสอบซึ่งออกฤทธิย์บัยั้งอยางสงูตอ

ยีสตและรา ไดแก C. albicans,  S. cerevisiae  และ  A. niger  แสดงดังรูปที่ 4.7  และออกฤทธิ์

ยับยั้งอยางออนตอแบคทีเรียแกรมบวก ไดแก  B. cereus และ S. aureus   
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รูปที่ 4.5  กราฟแสดงการยบัยั้งเซลลมะเร็งเตานม (BT474)  A) คาเปอรเซ็นตการมีชีวิตของเซลล

ที่ไดรับ DMSO ที่ความเขมขนสุดทาย 0.2% เทากับ 92%  B)  คาเปอรเซ็นตการมีชีวิต

ของเซลลที่ไดรับสารสกัดจากสายพันธุ Ac1-4 ปริมาตร 1% v/v มีคาเทากบั 2.08% 
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รูปที่ 4.6  แสดงผลการยับยัง้เซลลมะเร็งเตานม (BT474)  ของสารสกัดจากสายพนัธุ  Ac1-4  

A) ชุดควบคุมลบ  เซลลมะเร็งเจริญขยายขนาดเปนปกติมีขอบเซลลสวางใสสะทอน

แสง  

B) เซลลที่ไดรับสารสกัดจากสายพันธุ Ac1-4  สงผลใหเซลลมีรูปรางเปลี่ยนไปจากเดิม 

และตาย 

C) ชุดควบคุมลบเมื่อเติมสารละลาย MTT ซึ่งสารละลาย MTT จะทาํปฏิกิริยากับ

เอนไซม  mitochrondrial dehydrogenase  ในไมโทคอนเดรียของเซลลที่มีชีวิต  

ทําใหสารละลาย  MTT เปลี่ยนเปนผลึกสมีวงที่ไมละลายน้ํา เรียกวาผลึก 

formazan  ซึ่งปริมาณ dehydrogenase ในเซลลหนึง่ ๆ จะคงที่ดงันัน้  ปริมาณ

ผลึก formazan ที่เกิดขึน้เปนสัดสวนโดยตรงกับเซลลมชีีวิตจึงทําใหชดุควบคุมเกิด

ผลึก formazan เปนจาํนวนมาก  

D) เซลลที่ไดรับสารสกัดจากสายพันธุ Ac1-4 ซึ่งเปนผลใหเซลลตายทาํใหเอนไซม 

mitochrondrial dehydrogenase  มีปริมาณนอยเมื่อเตมิสารละลาย  MTT  ทําให

เกิดผลึก formazan จํานวนนอย   
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รูปที่ 4.7  แสดงการยับยั้งจลิุนทรียทดสอบ A) C. albicans,  B) S. cerevisiae  และ C) A. niger  

ของสารสกัดจากแอกติโนมยัซิทีสายพันธุ Ac1-4  

 

แอกติโนมัยซทิีสสายพนัธุ Ac16-1 เปนสายพันธุที่สามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยัง้

เซลลมะเร็งได 2 ชนิด คือ เซลลมะเร็งเตานม (BT474)  และเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Jurkat)  

โดยทาํใหเซลลมะเร็งเม็ดเลอืดขาวมีเปอรเซ็นตการมีชีวตินอยที่สุดเทากับ 27.31% และเซลลมะเรง็

เตานมมีเปอรเซ็นตการมีชวีติเทากับ 16.38% แสดงดังรูปที่ 4.8  และ 4.9 นอกจากนี้สามารถสราง

สารยับยัง้จุลินทรียทดสอบโดยออกฤทธิ์ยบัยั้งอยางสงูกบัแบคทีเรียแกรมบวก 2 ชนิด ไดแก B. 

cereus และ S. aures  ดงัรูปที ่ 4.10  และออกฤทธิย์ับยั้งอยางออนกับแบคทีเรียแกรมลบ (P. 

aeruginsa และ E.coli),  ยีสต (S.cerevisiae)  และ  รา (A. niger)  
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รูปที่ 4.8  กราฟแสดงการยบัยั้งเซลลมะเร็งเตานม (BT474) และเซลลมะเร็งเม็ดเลอืดขาว 

(Jurkat) ของสารสกัดจากสายพนัธุ Ac16-1 

  A และ C)  คาเปอรเซ็นตการมีชีวิตของเซลล BT474  และ Jurkat  ที่ไดรับ DMSO ที่ 

ความเขมขนสดุทายเทากับ 0.2% เทากับ 92% และ 85% ตามลําดับ 

  B และ D)  คาเปอรเซ็นการมีชีวิตของเซลล BT474  และ Jurkat  ที่ไดรับสารสกัดจาก

สายพนัธุ Ac16-1 ปริมาตร 1% v/v มีคาเทากบั 16.38  % และ 27.31% 

ตามลําดับ 
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รูปที่ 4.9  แสดงผลการยับยัง้เซลลมะเร็งเตานม (รูป A,B,C และ D)  และเซลลมะเรง็เม็ดเลือดขาว 

(รูป E,F,G และ H) ของสารสกัดจากสายพันธุ Ac16-1 

A และ E)  ชุดควบคุมลบของเซลลมะเร็งเตานมและเซลลมะเร็งเม็ดเลอืดขาว  

ตามลําดับ  เซลลมะเร็งเจรญิเปนปกติและมีขอบเซลลสวางใสสะทอนแสง 

B และ F)  เซลลที่ไดรับสารสกัดจากสายพันธุ Ac16-1 สงผลใหเซลลมีรูรางผิดไปจาก

เดิมและตาย 

C และ G) ชุดควบคุมลบเมือ่เติมสารละลาย MTT ซึ่งสารละลาย MTT จะทาํปฏิกิริยา

กับเอนไซม mitochrondrial dehydrogenase ในไมโทคอนเดรียของเซลลที่

มีชีวิต  ทาํใหเกิดเปนผลึก formazan  ซึง่ปริมาณผลึก formazan  ที่เกดิขึ้น
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เปนสัดสวนโดยตรงกับเซลลที่มีชีวิตจงึทําใหชุดควบคุมเกิดผลึก formazan 

เปนจํานวนมาก 

D และ H) เซลลที่ไดรับสารสกัดจากสายพันธุ Ac16-1 ซึ่งเปนผลใหเซลลมีรูปราง

ผิดปกติและตายทาํใหเอ็นไซม mitochrondrial dehydrogenase มีปริมาณ

นอยเมื่อเติมสารละลาย  MTT  ทําใหเกิดผลึก formazan ปริมาณนอย   

     
 

รูปที่ 4.10  แสดงการยับยั้งจุลินทรียทดสอบ   A)  B. cereus  และ  B)  S. aures  ของสารสกัด

จากแอกติโนมยัซิทีสสายพันธุ Ac16-1  

 

จากผลการทดลองขางตนสามารถคัดเลือกแอกติโนมัยซทิีสได 2 สายพันธุ คือ Ac1-4 และ 

Ac16-1 เนื่องจากสายพนัธุ Ac1-4 แสดงผลการยบัยั้งสูงสุดและจําเพาะตอเซลลมะเร็งเตานม 

(BT474)  และออกฤทธิ์ยบัยั้งอยางสงูตอจุลินทรียทดสอบ ไดแก ยีสต (C. albicans,  S. 

cerevisiae)  และ  รา (A. niger)   สายพันธุ  Ac16-1 แสดงผลการยับยั้งสงูสุดตอเซลลมะเร็งเม็ด

เลือดขาว (Jurkat)  และยบัยั้งไดในระดบัสูงตอเซลลมะเร็งเตานม (BT474)  และออกฤทธิ์ยับยั้ง

อยางสงูตอแบคทีเรียแกรมบวก 2 ชนิด คือ B. cereus  และ  S. aureus   ไดคัดเลือกแอกติโนมยั-

ซิทีสทัง้สองสายพนัธุเพื่อนาํไปศึกษาตอถงึการชักนําใหเซลลมะเร็งเกิดการตายแบบ apoptosis,  

การสรางสารปฏิชีวนะและทําใหสารบริสทุธิ์เบื้องตน  และศึกษาลักษณะทางสรีระวิทยา  ชวีเคมี 

และสัณฐานวทิยาตอไป   
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4.8 ผลของสารสกัดจากแอกติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac1-4  และ  Ac16-1  ตอการตาย
แบบอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเรง็มนุษย  โดยวิธียอมดวย DNA dye Hoechst 33342  
 

 เพื่อศึกษาวาสารสกัดจากแอกติโนมยัซิทีสสายพนัธุ Ac1-4 และ Ac16-1 ทําลาย

เซลลมะเร็งโดยกระตุนใหเซลลเขาสูโปรแกรมการตายแบบอะพอพโทซิสหรือไม  จึงทาํการศึกษา

ผลของสารสกดัตอการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเรง็มนษุย BT474 และ  Jurkat  เมื่อ

เติมสารสกัดจากแอกติโนมยัซิทีส 1 %v/v เปนเวลา 24 ชั่วโมง  ยอมเซลลดวย Hoechst 33342  

พบวาสารสกดัจากสายพนัธุ Ac16-1 สามารถชกันาํใหเซลลมะเร็ง Jurkat และ BT474 เขาสู

โปรแกรมการตายแบบอะพอพโทซิสไดสูง  แสดงผลดังรูปที่ 4.11 และ 4.12   สวนสารสกัดจาก

สายพนัธุ Ac1-4 ไมมีผลชกันําใหเซลลมะเร็ง BT474 เขาสูโปรแกรมการตายแบบอะพอพโทซสิ  

แสดงผลดังรูปที่ 4.13 
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 D    E 
 
รูปที่ 4.11  ผลของสารสกัดจากแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac16-1 ตอการตายแบบอะพอพโทซิส

ของเซลลไลนมะเร็งมนษยุ Jurkat ภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนซ  กาํลังขยาย 

200 เทา   

A.  กราฟแสดงเปอรเซ็นตอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเร็งมนุษย Jurkat  เมื่อเติม

สารสกัดจากแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac16-1 ปริมาตร 1% v/v 

B.  เติมสารสกัดจากแอกติโนมัยซีสสายพนัธุ Ac16-1 ปริมาตร 1% v/v เปนเวลา 24 

ชั่วโม 

C.  เติม DMSO ความเขมขนสุดทายเทากบั 0.2%  เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

D.  เซลลผลลบควบคุม 

E.  เซลลผลบวกควบคุม เตมิ Etoposide ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร  เปนเวลา 12 

ชั่วโมง 

                        [เครื่องหมายลูกศรชี้ (         )  คือเซลลทีม่ีการตายแบบอะพอพโทซสิ] 
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รูปที่ 4.12  ผลของสารสกัดจากแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac16-1 ตอการตายแบบอะพอพโทซิส

ของเซลลไลนมะเร็งมนุษย  BT474  ภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนซ  กาํลังขยาย 

200 เทา   

BT474 

101 



 

A.  กราฟแสดงเปอรเซ็นตอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเร็งมนุษย BT474 เมื่อเติม

สารสกัดจากแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac16-1 ปริมาตร 1% v/v 

B.  เติมสารสกัดจากแอกติโนมัยซทิีสสายพันธุ Ac16-1 ปริมาตร 1% v/v เปนเวลา 24 

ชั่วโม 

C.  เติม DMSO ความเขมขนสุดทายเทากบั 0.2%  เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

D.  เซลลผลลบควบคุม 

E.  เซลลผลบวกควบคุม เตมิ Etoposide ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร  เปนเวลา 36 

ชั่วโมง 

        [เครื่องหมายลูกศรชี้ (         )  คือเซลลที่มกีารตายแบบอะพอพโทซิส] 
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 B   C 
 

 D   E 
รูปที่ 4.13  ผลของสารสกัดจากแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac1-4 ตอการตายแบบอะพอพโทซิสของ

เซลลไลนมะเรง็มนษุย BT474 ภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนซ  กําลงัขยาย 200 

เทา   

A.  กราฟแสดงเปอรเซ็นตอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเร็งมนุษย BT474 เมื่อเติมสาร

สกัดจากแอกติโนมัยซีสสายพนัธุ Ac1-4 ปริมาตร 1% v/v 

B.  เติมสารสกัดจากแอกติโนมัยซีสสายพนัธุ Ac1-4 ปริมาตร 1% v/v เปนเวลา 24 

ชั่วโมง 

C.  เติม DMSO ความเขมขนสุดทายเทากบั 0.2%  เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

D.  เซลลผลลบควบคุม 

E.  เซลลผลบวกควบคุม เตมิ Etoposide ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร  เปนเวลา 36 

ชั่วโมง 

[เครื่องหมายลูกศรชี้ (         )  คือเซลลที่มกีารตายแบบอะพอพโทซิสล] 
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4.9 ความสมัพันธระหวางการเจริญ (Growth) และการสรางสารปฏิชีวนะยับยัง้         
จุลินทรียของแอกติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac1-4  และ Ac16-1   
 

 ศึกษาการสรางสารปฏิชีวนะจากแอกติโนมยัซิทีสสายพันธุ Ac 1-4 และ Ac16-1  ใน

อาหารเหลว Sodium Caseinate Yeast Extract Broth (SCYB)  โดยเก็บตัวอยางในวนัที ่0  1  2  

3  4  5  6  7  8  9  10  11  12  13  14  และ  15  ตามลําดับ  กรองแยกสวนของเสนใยออกจาก

น้ําเลีย้งเชื้อ  และหาน้ําหนกัแหงของเสนใย  นําน้าํเลี้ยงเชื้อไประเหยน้ําออกใหเขมขนขึ้นแลวนํามา

ทดสอบการยบัยั้งจุลินทรียทดสอบดวยวธิี Agar well  พบวาน้าํเลี้ยงเชื้อของสายพนัธุ Ac1-4  ออก

ฤทธิย์ับยัง้จุลนิทรียทดสอบทั้ง 7 ชนิด คอื แบคทีเรียแกรมบวก (B. cereus  และ  S. aureus)  

แบคทีเรียแกรมลบ (E. coli  และ P. aeruginosa)  ยีสต (S.cerevisiae  และ  C. albicans)  และ  

รา (A. niger)  ซึ่งปริมาณสารปฏิชีวนะที่เชื้อสรางออกมาขึ้นอยูกับเวลาในการเลี้ยงเชื้อ  แสดงดัง

รูปที่ 4.14  กราฟแสดงความสัมพนัธระหวางการเจริญ  และการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบของแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac1-4  จากกราฟพบวาการเจริญของเชื้อเร่ิมเขาสูระยะ log 

phase ในวนัที่ 2   เร่ิมเขาสูระยะ stationary phase ในวนัที ่ 3   และเขาสูระยะ death phase 

หลังจากวันที ่ 4  การสรางสารออกฤทธิย์ับยั้งแบคทีเรียทดสอบสามารถตรวจพบไดตั้งแตวันที ่ 1 

และจะเพิ่มข้ึนเรื่อย ๆ จนถงึวันที่ 3 มีปริมาณสูงสุดและจะคงทีเ่ร่ือยไป   สายพันธุ Ac1-4 เร่ิมสราง

สารออกฤทธิ์ยบัยั้งยีสตและราหลงัจากวนัที ่ 3 และ 4 ตามลําดับ  และมีปริมาณสงูสุดในวันที ่ 8  

หลังจากนั้นจะมีปริมาณคงที่เร่ือยไป  ดงันั้นในการเลี้ยงแอกติโนมยัซทิีสสายพนัธุ Ac1-4  เพื่อผลิต

สารปฏิชีวนะควรใชเวลาอยางนอย 8 วัน 

น้ําเลีย้งเชื้อจากแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ Ac16-1  ออกฤทธิย์ับยัง้จุลนิทรียทดสอบ 6 ชนิด 

คือ แบคทีเรียแกรมบวก (B. cereus  และ  S. aureus)  แบคทีเรียแกรมลบ (E. coli  และ P. 

aeruginosa)  ยีสต (S.cerevisiae)  และ  รา (A. niger)  การสรางสารปฏิชีวนะขึน้อยูกับเวลาใน

การเลี้ยงชื้อ  แสดงดังรูปที ่ 4.15 กราฟแสดงความสมัพันธระหวางการเจริญ  และการสรางสาร

ปฏิชีวนะยับยัง้จุลินทรียทดสอบของแอกติโนมัยซีสสายพนัธุ Ac16-1  จากกราฟพบวาการเจริญ

ของเชื้อเร่ิมเขาสูระยะ log phase ในเวลากอน 24 ชั่วโมง    เร่ิมเขาสูระยะ stationary phase หลัง

วันที่ 2  และเขาสูระยะ death phase หลังวนัที ่3  การสรางสารออกฤทธิ์ยับยัง้แบคทีเรียสามารถ

ตรวจพบไดตั่งแตวันที ่ 1 และจะเพิม่ข้ึนเรื่อย ๆ จนถึงวันที่ 2 มีปริมาณสูงสุดและจะคงที่เร่ือยไป  

สารออกฤทธิ์ยบัยั้งยีสตและราเริ่มสรางหลงัจากวนัที ่3  และมีปริมาณสงูสุดในวนัที่ 6  หลังจากนั้น

มีปริมาณคงทีเ่ร่ือยไป  ดังนัน้ในการเลี้ยงแอกติโนมัยซทิีสสายพนัธุ Ac16-1  เพื่อผลิตสารปฏิชีวนะ

ควรใชเวลาอยางนอย 6 วนั   จากผลการทดลองขางตนแสดงใหเห็นวายังมีสารปฏิชีวนะบางชนิดที่

ไมสามารถสกดัไดดวยเอทิลเอซิเตตโดยเฉพาะในสายพนัธุ Ac1-4 ในสวนของสารทีอ่อกฤทธิย์ับยั้ง
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แบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบซึ่งสามารถออกฤทธิ์ยับยัง้ไดสูงในน้าํเลี้ยงเชื้อที่ไมถูก

สกัดดวยตัวทาํละลาย แตออกฤทธิ์ยบัยั้งไดนอยกบัแบคทีเรียแกรมบวกและไมยับยั้งแบคทีเรีย   

แกรมลบในน้าํเลี้ยงเชื้อทีถ่กูสกกัดดวยเอททิลแอติเตต  ดังนัน้จงึศึกษาการแปรผันตัวทําละลายที่

เหมาะสมในการสกัดสารปฏิชีวนะในน้ําเลีย้งเชื้อของสายพนัธุ Ac1-4  และ Ac16-1 ตอไป 
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รูปที่ 4.14  กราฟแสดงความสัมพนัธระหวางการเจริญ  และการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลนิทรีย

ทดสอบของแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac1-4 
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รูปที่ 4.15  กราฟแสดงความสัมพนัธระหวางการเจริญ  และการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลนิทรีย

ทดสอบของแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac16-1 
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4.10 การหาตัวทาํละลายที่เหมาะสมในการสกัดสารปฏชิีวนะจากสายพันธุ Ac1-4  และ  
Ac16-1   

 

 ศึกษาหาตัวทาํละลายที่เหมาะสมในการสกัดสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบจากน้าํ

เลี้ยงเชื้อของสายพนัธุ Ac1-4  และ Ac16-1  โดยการแปรผันตัวทาํละลาย คือ เมทานอล  เอททิล

แอซิเตต  และเฮกเซน  หลงัจากสกัดและระเหยตวัทาํละลายออกจนแหงแลว  ละลายสารที่สกัดได

ในสารละลาย 20% DMSO และทดสอบการยับยัง้จุลินทรียดวยวิธ ีAgar well  พบวาตัวทําละลาย

ที่เหมาะสมในการสกัดน้าํเลีย้งเชื้อของสายพนัธุ Ac1-4 คือ เมทานอลเพราะสารสกัดจาก           

เมทานอลออกฤทธิย์ับยัง้จุลนิทรียทดสอบทั้ง 7 ชนิด  คอื  แบคทีเรียแกรมบวก (B. cereus  และ  

S. aureus),  แบคทีเรียแกรมลบ (E. coli  และ P. aeruginosa),  ยสีต (S.cerevisiae  และ  C. 

albicans)  และ  รา (A. niger)  ในขณะที่เอททิลแอซิเตตเปนตัวทาํละลายสารสกดัออกฤทธิย์ับยั้ง

แบคทีเรียแกรมบวก  (B. cereus)  ยีสตและรา  แตไมยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ   หรือเฮกเซนเปน

ตัวทําละลายสารสกัดจะออกฤทธิ์ยับยัง้ยสีตและราเทานั้น ดังตารางที่ 4.7 และกราฟรูปที ่ 4.16  

แสดงบริเวณยบัยั้งจุลินทรียทดสอบจากน้าํเลี้ยงเชื้อที่สกัดดวยตัวทําละลายตางชนดิกันในสาย

พันธุ Ac1-4    ในการสกดัน้ําเลี้ยงเชื้อจากสายพนัธุ Ac16-1  พบวาวาตัวทําละลายที่เหมาะสม  

คือ  เอททิลแอซิเตต  เพราะสารสกัดจากเอททิลแอซิเตตออกฤทธิย์ับยั้งจุลนิทรียทดสอบ 6 ชนิด 

คือ แบคทีเรียแกรมบวก (B. cereus  และ  S. aureus),  แบคทีเรียแกรมลบ (E. coli  และ P. 

aeruginosa),  ยีสต (S.cerevisiae)  และ  รา (A. niger)  ในขณะที่ใชเมทานอลเปนตัวทําละลาย

สารสกัดออกฤทธิย์ับยัง้เพยีงแบคทีเรียแกรมบวกและรา หรือใชเเฮกเซนเปนตัวทาํละลายสารสกัด

ออกฤทธิย์ับยัง้เพยีงแบคทเีรียแกรมบวก (B cereus)  ดังตารางที่ 4.8 และกราฟรปูที่ 4.17  แสดง

บริเวณยับยัง้ของน้ําเลีย้งเชือ้ที่สกัดดวยตวัทาํละลายตางชนิดกนัในสายพนัธุ Ac16-1   
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ตารางที ่ 4.7  ผลการวิเคราะหบริเวณยบัยั้งจุลนิทรียทดสอบของน้าํเลี้ยงเชื้อจากแอกติโนมัยซตี

สายพนัธุ Ac1-4  ที่สกัดดวย เมทานอล  เอททิลแอซิเตต  และเฮกเซน 

 

บริเวณยับยัง้ (มม.) 

จุลินทรียทดสอบ control* 

(น้ําเลี้ยงเชื้อ) 

สารสกัดจาก 

เมทานอล 

สารสกัดจาก 

เอททิลแอซิเตต 

สารสกัดจาก 

เฮกเซน 

B. cereus 28.66a 20.00b 10.00c 0.00d 

S. aureus 26.33a 23.33b 10.00c 0.00d 

P. aeruginosa 24.33b 14.00c 0.00d 0.00d 

E. coli 24.31b 15.00c 0.00d 0.00d 

S. cerevisiae 17.33d 23.00a 22.00c 21.00d 

C. albicans 15.00d 20.00b 18.00c 15.66d 

A. niger 14.00d 25.33a 20.00b 19.00C 

หมายเหตุ      ตัวอักษรที่กํากับดานขวาของตัวเลขในแนวนอน  เปนการเปรียบเทียบความแตกตางของ

คาเฉลี่ย  ตัวอักษรที่ตางกันแสดงวาคาเฉล่ียแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญ 0.05    a = 

คาเฉลี่ยมากที่สุด  รองลงมาคือ b,c  และ d  ตามลําดับ   *control  คือน้ําเลี้ยงเชื้อที่ไมได

สกัดดวยตัวทําละลาย 
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รูปที่ 4.16  แสดงบริเวณยบัยั้งที่ไดจากการสกัดน้ําเลี้ยงเชื้อดวยตวัทาํละลายตางชนิดกันใน   

สายพนัธุ Ac 1-4   
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ตารางที ่ 4.8  ผลการวิเคราะหบริเวณยบัยั้งจุลนิทรียทดสอบของน้าํเลี้ยงเชื้อจากแอกติโนมัยซตี

สายพนัธุ Ac16-1  ที่สกัดดวย เมทานอล  เอททิลแอซิเตต  และเฮกเซน 

 

บริเวณยับยัง้ (มม.) 

จุลินทรียทดสอบ control* 

(น้ําเลี้ยงเชื้อ) 

สารสกัดจาก 

เมทานอล 

สารสกัดจาก 

เอททิลแอซิเตต 

สารสกัดจาก 

เฮกเซน 

B. cereus 17.33b 15.00c 20.00a 9.33d 

S. aureus 21.33b 19.00c 26.33a 0.00d 

P. aeruginosa 13.00c 0.00d 15.00c 0.00d 

E. coli 13.00c 0.00d 15.00c 0.00d 

S. cerevisiae 10.00c 0.00d 13.00c 0.00d 

C. albicans 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d 

A. niger 13.00c 10.00c 13.00c 0.00d 

หมายเหตุ      ตัวอักษรที่กํากับดานขวาของตัวเลขในแนวนอน  เปนการเปรียบเทียบความแตกตางของ

คาเฉลี่ย  ตัวอักษรที่ตางกันแสดงวาคาเฉล่ียแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญ 0.05    a = 

คาเฉลี่ยมากที่สุด  รองลงมาคือ b,c  และ d  ตามลําดับ   *control  คือน้ําเลี้ยงเชื้อที่ไมได

สกัดดวยตัวทําละลาย 
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รูปที่ 4.17  แสดงบริเวณยบัยั้งที่ไดจากการสกัดน้ําเลี้ยงเชื้อดวยตวัทาํละลายตางชนิดกันใน   

สายพนัธุ Ac 16-1   
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4.11 การแยกและทําใหสารปฏชิีวนะบรสิุทธิ์เบ้ืองตนดวยวิธทีินเลเยอรโครมาโทกราฟ 
 

 เลี้ยงแอกติโนมัยซิทีสสายพนัธุ Ac1-4 และ Ac16-1 ในอาหารเหลว SCYB  นําน้ําเลีย้ง

เชื้อจากสายพนัธุ Ac1-4 สกัดดวยเมทานอล  และน้ําเลี้ยงเชื้อจากสายพนัธุ Ac16-1 สกัดดวย     

เอททิลแอซิเตต  หลังจากระเหยตวัทาํละลายออกแลว  ละลายสารสกัดดวยตัวทาํละลายเดิมใน

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  แยกสารสกัดใหบริสุทธิ์เบื้องตนโดยใชแผน TLC  aluminium sheet  รุน 

silica gel 60  โดยหยดสารสกัดปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงบนแผน TLC  แลวนําไป develop  

ดวยตัวทําละลายผสมระหวางเอททิลแอซเิตตและเมททานอลในอัตราสวน 9:1 ในกรณีที่สารสกดั

มาจากสายพนัธุ Ac1-4   และ develop ดวยตัวทาํละลายผสมระหวางเอททิลแอซิเตตและ         

เฮกเซนในอัตราสวน 7:3 ในกรณีที่สารสกดัมาจากสายพันธุ Ac16-1  หลังจากนัน้นาํไปสองภายใต

รังสี ยู วี ที่ความยาวคลืน่ 254  และ  365 นาโนเมตร    สารสกัดจากสายพนัธุ Ac1-4 ปรากฏแถบ

ของสารแยกออกมา 4 ตําแหนง  มีคา Rf เทากับ  0.25,  0.33,  0.72  และ 0.88  หลังจากนั้นนาํ

แผน TLC ไปทดสอบหาตําแหนงของสารที่มีฤทธิย์ับยั้งจุลนิทรียทดสอบโดยวิธีไบโอออโตกราฟ  

พบวาแถบของสารที่ตาํแหนง Rf เทากับ 0.25 ออกฤทธิ์ยับยั้ง ยีสต (C. albicans และ S. 

cerevisiae)  และ  รา (A. niger)  และแถบของสารที่ตาํแหนง Rf เทากับ 0.88  ออกฤทธิ์ยับยัง้    

S. Cerevisiae  ดังแสดงในรปูที่ 4.18   สารสกัดจากสายพนัธุ Ac16-1 ปรากฏแถบของสารแยก

ออกมาจาํนวน 4 ตําแหนง  ซึง่มีคา Rf เทากบั  0.25,  0.43,  0.58  และ 0.87  หลังจากนาํแผน 

TLC ไปทดสอบหาตําแหนงของสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยวิธีไบโอออโตกราฟ  พบวา 

ณ ตําแหนง Rf เทากับ 0.00  ออกฤทธิย์ับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก (B. cereus และ S. aureus),  

แบคทีเรียแกรมลบ (P. aeruginosa และ E. coli),  ยีสต (C. albicans และ S. cerevisiae)  และ  

รา (A. niger)  และแถบของสารที่ตาํแหนง Rf เทากับ 0.87  ออกฤทธิ์ยับยัง้ S. Cerevisiae  ดัง

แสดงในรูปที่ 4.19 
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รูปที่ 4.18  แสดงการแยกและทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดจากสายพนัธุ Ac1-4 
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A)  คา  Rf  ของแตละองคประกอบของสารปฏิชีวนะสองภายใตรังสี ย ูวี ที่ความยาว 

คลื่น  254 nm 

B)  ผลควบคุมลบ C. albicans,        C)  การยับยัง้ C. albicans  ณ  Rf  ที่ 0.25    

D)  ผลควบคุมลบ S. cerevisiae,      E)  การยับยั้ง  S. cerevisiae  ณ  Rf  ที่ 0.25  

และ 0.88 

F)  ผลควบคุมลบ A. niger               G)  การยับยัง้ A. niger  ณ  Rf  ที่ 0.25 

  [เครื่องหมายลูกศรชี้ (         )  คือ  จุดที่เกดิบริเวณยับยัง้เชื้อจุลินทรียทดสอบ] 
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รูปที่ 4.19  แสดงการแยกและทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดจากสายพนัธุ Ac16-1 

A)  คา  Rf  ของแตละองคประกอบของสารปฏิชีวนะสองภายใตรังสี ย ูวี ที่ความยาว 

คลื่น  254 nm 

B)  ผลควบคุมลบ B. cereus  C)  การยับยั้ง B. cereus  ณ  Rf  ที่ 0.00    

D) ผลควบคุมลบ S. aureus  E)  การยับยัง้  S. aureus  ณ  Rf  ที่ 0.00    

F)  ผลควบคุมลบ P. aeruginosa G)  การยับยัง้ P. aeruginosa  ณ Rf  ที่ 0.00    

H) ผลควบคุมลบ  E. coli  I)  การยับยัง้ E. coli  ณ Rf  ที่ 0.00    

J)  ผลควบคุมลบ S. cerevisiae,       K)  การยับยัง้  S. cerevisiae  ณ  Rf  ที่ 0.25  

และ 0.87 

L)  ผลควบคุมลบ A. niger               M)  การยับยัง้ A. niger  ณ  Rf  ที่ 0.25 

  [เครื่องหมายลูกศรชี้ (         )  คือ  จุดที่เกดิบริเวณยับยัง้เชื้อจุลินทรียทดสอบ] 
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4.12 การจาํแนกสายพันธุของแอกติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac1-4  และ Ac16-1 
 

ศึกษาตามวิธรีายงานโดย  Williams และคณะ Bergey’s Manual of systematic 

Bacteriology Volume 9 (Williams และคณะ, 1994) 

 4.12.1 การศึกษาทางสัณฐานวิทยา  ภายใตกลองจุลทรรศน light microscope,  กลอง

จุลทรรศนสเตอริโอ (stereo microscope)  และกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (SEM)   

  จากการนาํแอกติโนมยัซิทีสสายพนัธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  มาทาํ slide culture  

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ  SCYA  และ  Glucose Yeast Malt Extract Agar (GYM)  ตามลําดับ  พบวา

สายพนัธุ  Ac1-4  มีการสรางเสนใยอาหารและเสนใยอากาศเหมือนเสนดายที่มีลักษณะคอนขาง

เปนเสนตรงปลายโคงงอ  มกีารสรางสปอรสายสั้น ๆ บนเสนใยอาหาร  สรางสปอรสายยาวบนเสน

ใยอากาศ  สปอรเคลื่อนที่ไมได  สายสปอรเจริญเต็มที่ในวันที่ 11   ดังรูปที่ 4.20   

 

     
 

     
 

รูปที่ 4.20  แสดงภาพการพัฒนาของเสนใยอาหารและเสนใยอากาศของแอกติโนมัยซีสสายพนัธุ  

Ac1-4 บนอาหารแข็ง SCYA  เมื่อศึกษาภายใตกลองจลุทรรศนกําลงัขยาย 100 เทา 

(A,C และ D)  และ กาํลังขยาย 40 เทา (B)  
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A) เสนใยอาหารอายุ 5 วนั มีลักษณะเปนเสนหนา  มีการแตกแขนงเล็กนอยบางสวนยอมติด

สีเขมของ methylene blue 

B) เสนใยอากาศอายุ 5 วนั มีเสนใยไมหนาแนนปลายของเสนใยกาํลังพฒันาไปเปนสาย

สปอรจึงทําใหมีผนังเซลลหนาขึ้นยอมติดสีเขมกวาสวนของเสนใยสวนอื่น 

C) เสนใยอาหารในวนัที ่7 มีการแตกแขนงสั้น ๆ ภายในเสนใยมีการสรางผนังกั้น (septum) 

แบงเซลลเปนสวน ๆ และพฒันาไปเปนสปอรยอมติดสีเขม 

D) สปอรสายยาวบนเสนใยอากาศอาย ุ11 วัน   ลักษณะโคโลนีที่เจริญเต็มที่ (mature) มีเสน

ใยอาหารสีเหลือง  เสนใยอากาศสีขาวและสปอรสีน้ําตาล 

 

จากการศึกษาลักษณะสปอรและสายสปอรดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบ

สองกราดพบวาสปอรมีลักษณะเรียงตอกนัเปนสายยาวความยาวของสายสปอรประมาณ 50 

สปอรขึ้นไป  สายสปอรมีลักษณะคอนขางตรง  ปลายสายสปอรมีลักษณะคลายขอ (hook)  เปนวง

เปด หรือเปนเกลียวหนึง่ถงึสองชั้น  ดังรูปที่ 4.21 สปอรมีลักษณะเปนรูปทรงกระบอก (cylindrical)  

มีผิวเรียบ  แสดงดังรูปที ่4.22   

 

 
 

รูปที่ 4.21  แอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac1-4 ปลายสายสปอรมีลักษณะมวนเปนเกลียวหนึง่ถงึสอง

ชั้นเมื่อศึกษาภายใตกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดกาํลังขยายของรูป

7,500 X 
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รูปที่ 4.22  แอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac1-4  สปอรเปนรูปทรงกระบอก  มีผิวสปอรเรียบเมื่อศึกษา

ภายใตกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดกาํลังขยายของรูป 20,000 X 

 

  สายพนัธุ  Ac16-1  มีการสรางเสนใยอาหารและเสนใยอากาศจํานวนมาก  เสน

ใยอาหารมีลักษณะคลายเสนดายโคงไปมา  เสนใยอากาศมีการแตกแขนงจาํนวนมาก  สรางสปอร

สายยาวบนเสนใยอากาศ  สรางโครงสรางคลายอับสปอรรูปรี (oval) บนเสนใยอาหาร สายสปอรมี

ลักษณะมวนเปนเกลยีว (spiral)  สปอรเคลื่อนที่ไมได  สายสปอรเจริญเต็มที่เมื่อมีอายุ 5 วัน แสดง

ดังรูปที่ 4.23   
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รูปที่ 4.23  แสดงภาพการพัฒนาของเสนใยอาหารและเสนใยอากาศของแอกติโนมัยซีสสายพนัธุ  

Ac16-1บนอาหาร GYM เมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนที่กาํลังขยาย 100 เทา  

 A)  เสนใยอาหารอายุ  2 วัน  มีลักษณะหนาเสนใยยาวโคงไปมา  แตกแขนงเล็กนอย 

 B)  เสนใยอากาศอาย ุ2 วัน  สวนปลายของเสนใยมีการพัฒนาไปเปนสปอร  โดยม ี 

       การสรางผนังนาขึน้ (ยอมติดสีเขม)  และมวนเปนเกลียว 

 C)  เสนใยอากาศอาย ุ3 วัน  ปลายเสนใยที่พัฒนาไปเปนสายสปอรมีการพนัเปน 

       เกลียวหลายชัน้ 

 D)  สายสปอรอายุ 4 วนั  ภายในเสนใยมีการแบงเปนสวน ๆ  โดยสรางผนัง (septum)  

       กัน้เหน็เปนสปอรชัดเจน 

 E)  สายสปอรเจริญเต็มที่เมือ่มีอายุ 5 วัน มีการคลายเกลียวของสายสปอรออกเปน

เสนโคงไปมา  และสปอรเร่ิมหลุดออกจากสายสปอร 

 F)  เสนใยอาหารอายุ 5 วัน  สรางโครงสรางที่มีลกัษณะคลายอับสปอรรูรีบริเวณ

ปลายเสนใยทีม่ีการแตกแขนง  โคโลนทีี่เจริญเต็มที่ในวนัที ่5 จะสรางเสนใย

อาหารสีเหลือง,  เสนใยอากาศสีขาวและสปอรสีเขียว   

 

117 



 

จากการศึกษาลักษณะสปอรและสายสปอรดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบ

สองกราดพบวา  สายสปอรในระยะแรก ๆ มีลักษณะมวนเปนเกลยีว  ดังรูปที่ 4.24  และ 4.25 

สปอรเรียงตอกันเปนสายยาวความยาวของสายสปอรประมาณ  30 สปอรข้ึนไป และมีการคลาย

เกลียวของสายสปอรในระยะหลัง ดงัรูปที ่4.26   สปอรมลีักษณะเปนรูปทรงกระบอก (cylindrical) 

ปลายมน มีผิวเปนหนาม  แสดงดังรูปที ่4.27   

 

 
 

รูปที่ 4.24     ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดแสดงเสนใยอากาศอายุ 2 

วัน  กาํลังพัฒนาไปเปนสายสปอร  ของแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac16-1  ปลายเสน

ใยมีลักษณะขดมวนเปนเกลยีวหลายชัน้   กําลังขยายภาพ 10,000 X   
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รูปที่ 4.25     ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดแสดงสายสปอรอายุ 3 วัน 

ของแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ  Ac16-1  สายสปอรขดมวนเปนเกลยีววงปดหลายชัน้  

ผนังสปอรเปนหนาม  กาํลังขยายภาพ  10,000 X   

 

 
 

รูปที่ 4.26     ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดแสดงสายสปอรอายุ 5 วัน 

ของแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ  Ac16-1  สปอรตอกันเปนสายยาว  มกีารคลายเกลยีว
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ของสายสปอรทําใหสายสปอรมีลักษณะโคงไปมา  และสปอรพรอมทีจ่ะหลุดออก

จากสายสปอร   กําลงัขยายภาพ  7,500 X   

 

 
 

รูปที่ 4.27  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดแสดงลักษณะสปอรของแอกติ

โนมัยซีสสายพันธุ  Ac16-1  ผิวสปอรเปนหนามลอมรอบสปอร  สปอรมีลักษณะเปน

รูปทรงกระบอกปลายมน   กาํลังขยายภาพ  20,000  X   

 

 ภาพถายโครงสรางของแอกติโนมัยซีสที่ไดคัดเลือกดวยกลองจุลทรรศนอิเลกตรอนแบบ

สองกราด  พบวาแอกติโนมัยซีสสายพนัธุ Ac1-4 และ Ac16-1 จัดอยูในกลุมที่ 7 คือ  

Streptomyces  และสกุลที่เกีย่วของ  เพราะพบการสรางเสนใยอาหารและเสนใยอากาศจํานวน

มาก  ลักษณะสปอรตอกันเปนสายยาว  สายสปอรที่เปนเสนใยอากาศ  เมื่อสายสปอรแกจะแตก

ออกจากเสนใยหลักเปนสายสปอรเดี่ยว ๆ  หรือเปนกลุมของสายสปอร   สายพนัธุ Ac1-4 สาย

สปอรมีลักษณะคอนขางตรง  สวนปลายโคงงอมีลักษณะคลายตะขอ  หรือมวนเปนวง  สายสปอร

ยาวมากโดยแตกออกจากสวนปลายของเสนใยหลกัเปนสปอรสายเดี่ยว หรือเปนกลุมของสาย

สปอรประมาณ 2-3 สาย ซึ่งลักษณะการสรางสายสปอรทีก่ลาวมาขางตนเปนแบบ 

Retinaculiaperti   สปอรเคลื่อนที่ไมได  ผิวสปอรเรียบ สําหรับลักษณะการสรางสายสปอรมีความ

คลายคลึงกนักับแอกติโนมยัซีสกลุมที ่ 5 ในจีนัส Actinomadura  แตแตกตางกนัตรงที่จีนสั 

Actinomadura ไมมีการแตกหักหรือการแบงเปนสวน ๆ ของเสนใยอาหาร  สายพันธุ Ac16-1  
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สายสปอรมีลกัษณะมวนเปนเกลยีว  เกลยีวมวนแนนเปนวงปดหลายชั้น  สายสปอรยาวแตกออก

จากสวนปลายของเสนใยหลักเปนสปอรสายเดี่ยวหรือเปนกลุมของสายสปอร 2-3 สาย  ซึ่ง

ลักษณะการสรางสายสปอรที่กลาวมาขางตนเปนแบบ spiral  สปอรเคลื่อนที่ไมได  ผิวสปอรเปน

หนาม  ซึ่งเปนลักษณะโครงสรางทีพ่บเดนชัดใน จีนัส  Streptomyces  แอกติโนมยัซทิีสในกลุมที ่7 

คือ Streptomyces  และจีนัสที่เกีย่วของ  ประกอบไปดวย จนีสั Streptomyces  และจีนัส  

Streptoverticillium  ในจนีัส  Streptoverticillium  พบการสรางเสนใยอากาศเปนสายตรง มกีานชู

สปอรแตกแขนงออกเปนวง (verticils) รอบเสนใยหลัก  ปลายกานชูสปอรสรางสปอรสายสั้น ๆ 

หลายสาย  ผิวสปอรเรียบ  หรือขรุขระเล็กนอย  :ซึ่งแตกตางจากสายพันธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  

ที่สรางสปอรสายยาว  และไมไดสรางสายสปอรรอบเสนใยหลัก  การศกึษาทางสรีระวิทยาและการ

วิเคราะหลําดับเบสที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA  จะทาํใหทราบถงึจนีัส  และสปชสีที่แนนอนของ

แอกติโนมัยซสีสายพนัธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1   

 

 4.12.2 ศึกษาการเจรญิของแอกติโนมัยซทิีสสายพันธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  บนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ  International Streptomyces Project (ISP) media   

 จากการนาํแอกติโนมยัซิทีสสายพนัธุ Ac1-4  และ  Ac16-1  มาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยง

เชื้อ ISP  6 ชนิด  คือ  

 

  ISP1 (TYEA) Tryptone-yeast extract agar 

  ISP2 (YMEA) Yeast-malt extract agar 

  ISP3 (OA) Oat meal agar 

  ISP4 (ISSA) Inorganic salts starch agar 

  ISP5 (GAA) Glycerol asparagines agar 

  ISP6 (PYEA) Peptone-yeast extract iron agar 

 

 ศึกษาการเจรญิ  บันทึกลักษณะของสายใยอากาศ  สายใยอาหาร  รงควัตถทุี่ละลายน้าํ  

ดังแสดงในตารางที ่4.9 และรูปที่ 4.28 และ 4.29  แสดงลักษณะของโคโลนี  สีของเสนใยอากาศ สี

ของสปอร  และสีของเสนใยอาหาร 
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ตารางที่ 4.9  แสดงการเจรญิของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ Ac1-4 และ Ac16-1  บนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP   

 
อาหาร     ลักษณะ 

     การเจริญ  การสรางเสนใยอาหาร การสรางเสนใยอากาศ การสรางสปอร  รงควัตถุที่ละลายน้ํา 
แอกติโนมัยซีสสายพันธุ Ac1-4 
ISP1 (Tryptone-yeast extract agar)  ดีมาก  ดีมาก,  สีเหลือง  ดีมาก,  สีขาว  ดีมาก,  สีน้ําตาล  ไมสราง 

ISP2 (Yeast-malt extract agar)  ปานกลาง ปานกลาง,  สีเหลือง นอย,  สีขาว  ไมสราง   ไมสราง 

ISP3 (Oat meal agar)   ปานกลาง ปานกลาง,  สีเหลือง ไมสราง   ไมสราง   ไมสราง 

ISP4 (Inorganic salts starch agar)  ดี  ดี,  สีเหลือง  ไมสราง   ไมสราง   ไมสราง 

ISP5 (Glycerol asparagines agar)  นอย  นอย,  สีเหลือง  ไมสราง   ไมสราง   ไมสราง 

ISP6 (Peptone-yeast extract iron agar) ดี  ดี,  สีเหลือง  ไมสราง   ไมสราง   ไมสราง 

 
แอกติโนมัยซีสสายพันธุ Ac16-1 
ISP1 (Tryptone-yeast extract agar)  ปานกลาง ปานกลาง,  สีเหลือง ปานกลาง,  สีขาว  ไมสราง   ไมสราง 

ISP2 (Yeast-malt extract agar)  ดีมาก  ดีมาก,  สีเหลือง  ดีมาก,  สีขาว  ดีมาก,  สีเขียว  ไมสราง 

ISP3 (Oat meal agar)   ดีมาก  ดีมาก,  สีเหลือง  ดีมาก,  สีขาว  ดีมาก,  สีเขียว  สีเทา 

ISP4 (Inorganic salts starch agar)  ปานกลาง ปานกลาง,  สีเหลือง นอย,  สีขาว  นอย,  สีขาว  ไมสราง 

ISP5 (Glycerol asparagines agar)  ปานกลาง ปานกลาง,  สีเหลือง นอย,  สีขาว  นอย,  สีขาว  ไมสราง 

ISP6 (Peptone-yeast extract iron agar) ปานกลาง ดี,  สีเทาเหลือง  นอย,  สีขาว  นอย,  สีขาว  สีน้ําตาลดํา 
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รูปที่ 4.28  ลักษณะการเจริญของแอกติโนมัยซีสสายพนัธุ Ac1-4 : A สีเสนใยอากาศและสีสปอร

บนอาหาร ISP1,   B สีเสนใยอาหารบนอาหาร ISP4 

 

     
 

     
 

รูปที่ 4.29   ลักษณะการเจริญของแอกติโนมัยซีสสายพนัธุ Ac16-1  A) สีของเสนใยอากาศและ

สปอรบนอาหาร ISP2,  B) สีของเสนใยอาหารบนอาหาร ISP2,  C) สีของเสนใย

อากาศและสปอรบนอาหาร ISP3  และ  D) สีของเสนใยอาหารบนอาหาร ISP3 

123 



 

 4.12.3 การศึกษาการสรางรงควัตถเุมลานนิ 

  จากการนาํแอกติโนมยัซิทีสสายพนัธุ Ac1-4 และ Ac16-1 มาเพาะเลี้ยงบน

อาหารวุนเอียง Peptone Yeast Extract Iron Agar และอาหารวุนเอยีง  Tyrosine Agar   สามารถ

ตรวจสอบการสรางรงควัตถเุมลานนิ  จากการเปลี่ยนแปลงสีของอาหารเลี้ยงเชื้อ  เมือ่เชื้อเจริญบน

อาหาร  Peptone Yeast Extract Iron Agar สีของอาหารเลี้ยงเชื้อเปล่ียนเปนสีน้าํตาลดํา  ในสาย

พันธุ Ac16-1  สวนในสายพันธุ Ac1-4 ไมเกิดการเปลีย่นแปลงสีของอาหารเลี้ยงเชื้อ  และไมเกดิ

การเปลี่ยนแปลงสีของอาหารเลี้ยงเชื้อเมื่อเจริญบนอาหาร  Tyrosine agar ในทัง้สองสายพนัธุ   

 

 4.12.4 การรีดิวสไนเตรท 

  จากการแทง (stab)  แอกติโนมัยซทิีสสายพันธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  ในอาหาร

เลี้ยงเชื้อ Nitrate Agar  สขีองอาหารเลีย้งเชื้อจะเปลีย่นเปนสีแดงเมื่อหยดดวยสารลาย A และ B 

แสดงวาเชื้อทัง้สองสายพนัธุสามารถรีดิวซไนเตรตได  

 

 4.12.5 การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟต 

  จากการขีด (streak) แอกติโนมัยซทิีสสายพนัธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  บน

ผิวหนาอาหารวุนเอยีง Peptone Yeast Extract Iron Agar  พบวาสายพนัธุ Ac16-1 สามารถสราง

กาซไฮโดรเจนซัลไฟตไดโดยอาหารจะเปลีย่นเปนสีน้าํเงนิดํา  สวนในสายพนัธุ Ac1-4  ไมเกิดการ

เปลี่ยนแปลงสขีองอาหารเลีย้งเชื้อ  คุณสมบัติทางชีวเคมีแสดงในตารางที่ 4.10 

 

ตารางที่ 4.10  แสดงความสามารถในการสรางรงควัตถุเมลานิน,  การรีดิวซไนเตรท  และการ

สรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟดของแอกติโนมยัซีสสายพันธุ Ac1-4  และ Ac16-1 

ผลการทดสอบของแอกติโนมัยซีส 
การทดสอบ 

สายพนัธุ Ac1-4 สายพนัธุ Ac16-1 

การสรางรงควตัถุเมลานิน - + 

การรีดิวซไนเตรท + + 

การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟด - + 

หมายเหต ุ + : ผลการทดสอบเปนบวก - : ผลการทดสอบเปนลบ 

 4.12.6 การศึกษาสมบัติการยอยสาร 

  จากการนาํแอกติโนมยัซิทีสสายพนัธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  มาเพาะเลี้ยงบน

อาหารเลี้ยงเชือ้  Modified Bennett Agar  ที่เติมสารทีต่องการตรวจสอบการยอยสลายสารแตละ

ชนิดลงไป  ผลแสดงดังตารางที ่4.11 
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ตารางที่ 4.11  แสดงความสามารถในการยอยสลายสารทดสอบ 

ผลการยอยสลายสารโดยแอกติโนมยัซีส 
สารทดสอบ 

สายพนัธุ Ac1-4 สายพนัธุ Ac16-1 

Adenine + - 

Tyrosine - + 

Xylan - + 

Xanthine - + 

Casein + + 

Gelatin + + 

Starch + + 

หมายเหต ุ + : ยอย  - : ไมยอย 

 

 4.12.7 การตรวจสอบการเจริญที่อุณหภูมิตาง ๆ  

  จากการนาํแอกติโนมยัซิทีสสายพนัธุ Ac1-4  และ  Ac16-1  มาเพาะเลี้ยงบน

อาหารเลี้ยงเชือ้  Modified Bennett Agar  และตรวจสอบการเจริญทีอุ่ณหภูมิตาง ๆ คือ  4,  10,  

37  45  และ  55 °C ผลการเจริญแสดงดังตารางที่ 4.12 

 

ตารางที่ 4.12  ความสามารถในการเจรญิของแอกติโนมัยซีสสายพนัธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  

          ที่อุณภูมิตาง ๆ  

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) สายพนัธุ Ac1-4 สายพนัธุ Ac16-1 

4 - - 

10 - - 

37 + + 

45 + + 

55 + + 

หมายเหต ุ + : เจริญ - : ไมเจริญ 

 4.12.8 การตรวจสอบการเจริญทีพ่ีเอชตาง ๆ  

  จากการนาํแอกติโนมยัซิทีสสายพนัธุ Ac1-4  และ  Ac16-1  มาเพาะเลี้ยงบน

อาหารเลี้ยงเชือ้  Modified Bennett Agar  ที่ปรับพีเอชเทากับ  4,  4.5,  5,  5.5,  6,  8,  8.5,  และ 

9  ผลการเจริญแสดงดังตารางที ่4.13 
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ตารางที ่4.13  แสดงความสามารถในการเจริญของแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ  Ac1-4 และ Ac16-1  

ที่พีเอชตาง ๆ 

พีเอช 

สายพนัธุ 
4 4.5 5 5.5 6 8 8.5 9 

Ac1-4 - - - - - + + + 

Ac16-1 - - - + + + + + 

หมายเหต ุ + : เจริญ - : ไมเจริญ 

 

 4.12.9 การตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจน 

  จากการนาํแอกติโนมยัซิทีสสายพนัธุ Ac1-4  และ  Ac16-1  มาเพาะเลี้ยงบน

อาหารเลี้ยงเชือ้  Basal Medium Agar  ที่เติมแหลงไนโตรเจนแตละชนิดลงไปเพื่อตรวจสอบการ

ใชไนโตรเจน โดยเปรียบเทยีบการเจริญกับชุดควบคุมลบคืออาหารเลีย้งเชื้อ Basal Medium Agar  

ที่ไมเติมแหลงไนโตรเจน  และชุดควบคุมบวกคืออาหารเลี้ยงเชื้อ Basal Medium Agar  ทีเ่ติม

แอสปาราจีน   ผลแสดงดังตาราที ่4.14 

ตารางที ่ 4.14  แสดงความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจนของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ  Ac1-4

และ  Ac16-1 

การเจริญของแอกติโนมัยซตี 
แหลงไนโตรเจน 

สายพนัธุ Ac1-4 สายพนัธุ Ac16-1 

L-arginine + + 

L-histidine + - 

L-methionine - + 

Potassium nitrate + + 

L-serine + + 

L-theonine + + 

L-valine - + 

B-alanine _ + 

L-glutamine + + 

หมายเหต ุ + : เจริญมากกวาชุดควบคุมลบหรือเทากบัชุดควบคุมบวก 

  - : เจริญเทากบัหรือนอยกวาชุดควบคุมลบ 

         (ชุดควบคุมบวกเติม L- asparagines  เปนแหลงไนโตรเจน) 

         (ชุดควบคุมลบไมเติมแหลงไนโตรเจน) 
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 4.12.10  การตรวจสอบการใชแหลงคารบอน 

   จากการนําแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ Ac1-4  และ  Ac16-1  มาเพาะเลี้ยงบน

อาหารเลี้ยงเชือ้  Carbon Utilization Agar  ที่เติมแหลงคารบอนแตละชนิดลงไปเพื่อตรวจสอบ

การใชคารบอน  โดยเปรยีบเทยีบการเจริญกับชุดควบคุมลบ คือ อาหารเลี้ยงเชื้อ  Carbon 

Utilization Agar  ที่ไมไดเติมแหลงคารบอน  และชุดควบคุมบวก คือ อาหารเลีย้งเชื้อ  Carbon 

Utilization Agar  ทีเ่ติมกลโูคสเปนแหลงคารบอน  ผลแสดงดังตารางที ่4.15 

 

ตารางที่ 4.15  แสดงความสามารถในการใชแหลงคารบอนของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ  Ac1-4

และ  Ac16-1 

การเจริญของแอกติโนมัยซสี 
แหลงคารบอน 

สายพนัธุ Ac1-4 สายพนัธุ Ac16-1 

L-arabinose + + 

Dextrane + + 

D-fructose + + 

D-galactose + + 

meso-inositol - + 

D-lactose - + 

D-manital - + 

D-manose + + 

L-rhamnose - + 

Sucrose - + 

Threhalose + + 

Xylose + + 

Sodium acetate + + 

Sodiumcitrate - + 

 

หมายเหต ุ + : เจริญมากกวาชุดควบคุมลบหรือเทากบัชุดควบคุมบวก 

  - : เจริญเทากบัหรือนอยกวาชุดควบคุมลบ 

         (ชุดควบคุมบวกเติมกลูโคสเปนแหลงคารบอน) 

         (ชุดควบคุมลบไมเติมแหลงคารบอน) 
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4.13 การจัดจาํแนกแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac1-4  และ  Ac16-1  โดยวิเคราะหลําดับ
เบสของยีนทีป่ระมวลรหสัของ 16S rRNA   
 จากการจําแนกสกุลของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ Ac1-4 และ Ac16-1 ตามหลักการ

จําแนกอางองิตาม Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology Volume 9..(Williams และ

คณะ, 1994)  พบวาแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ Ac1-4  และ  Ac16-1  จัดอยูในจีนัส  Streptomyces  

จากผลที่ไดยังไมสามารถจาํแนกสปชีสที่แนชัดได เพือ่จําแนกสปชสีของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ  

Ac1-4 และ Ac16-1 อยางแนชัดจึงไดทาํการตรวจหาลาํดับเบสของยนีที่ประมวลรหัส 16S rRNA  

ของสายพันธุ Ac1-4 และ Ac16-1  แตเนื่องจากจนีัส Streptomyces สายพนัธุตาง ๆ มีบริเวณ

ลําดับเบสอนุรักษ (conserved sequence) อยูมาก  ดงันัน้นัน้จึงตองออกแบบไพรเมอรให

ครอบคลุมชวงที่มีความแตกตางกันมากที่สุด  (hypervariable region)  ของสําดบัเบสที่ประมวล

รหัสของ 16S rRNA  ดังนั้นจึงออกแบบไพรเมอรอางองิขอมูลตาม Hintala และคณะ (2001)  และ 

Lanoot และคณะ (2005)   จากนั้นจงึสง PCR product  ของสายพนัธุ Ac1-4  และ  Ac16-1  ไป

วิเคราะหลําดบัเบสของยีนที่ประมวลรหสั 16S rRNA ณ สํานักงานวิจยัคณะแพทยศาสตร 

โรงพยาบาลรามาธิบดี  ผลการวิเคราะหหาลําดับเบสชิ้นสวนดีเอ็นเอของแอกตโินมัยซีตสายพันธุ 

Ac1-4 และ  Ac16-1  แสดงดังรูปที ่ 4.30  และ  รูปที ่ 4.31  ตามลําดับ 

 
5’TGCAAGTCGAACGATGAACCCACTTCGGTGGGGGATTAGTGGCGAACG
GGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGA
AACGGGGTCTAATACCGGATACGACCACTTCAGGCATCTGATGGTGGTGG
AAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTAGTTGGTGA
GGTAACGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGAC
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGT
GAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCG
AAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GAGCTCGTAGGCGGCCTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACC
CCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGG
AATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTG
GCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTG
GGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGG
AACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTCGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATT
AAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAAC
GCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACACCCAGAGATG
GGTGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCG
TGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGG
GTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATG
TCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAAAGAGCTGCGATACC
GCAAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCT
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GCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATT
GCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCAC
GAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGA
GCTT3’ 
รูปที่ 4.30  แสดงลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส16S rRNA ของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ Ac1-4  

      จํานวน 1,396  เบส 

 
5’CGATGAACCACTTCGGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACG
TGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAAT
ACCGGATACTGATCTGCTTGGGCATCCAAGTGGTTCGAAAGCTCCGGCGG
TGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCAC
CAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGG
ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG
CACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGC
CTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAGAGTGACGGTAC
CTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT
AGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGG
CTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTC
GATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAG
CGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATC
TCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGG
CAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTG
GGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGC
ACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTAC
CAAGGCTTGACATACACCGGAAACGTCCAGAGATGGGCGCCCCCTTGTGG
TCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCC
CTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAA
GGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACAC
GTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGA
ATCTCAAAAACCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCA
TGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATAC
GTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACA
CCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGG
ACTGGCGATTGGGACGAA3’ 
รูปที่ 4.31  แสดงลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส16S rRNA ของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ Ac16-1  

      จํานวน 1,412  เบส 

 นําลาํดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ Ac1-4  

และ Ac16-1 มาเปรียบเทียบกับลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ที่บันทึกและรวบรวม

ไวใน GeneBank DNA database  จากเว็บไซต  1Hhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST  พบวา

ลําดับเบส 16S rRNA  ของแอกติโนมัยซตีสายพนัธุ  Ac1-4  คลายกบัลําดับเบส 16S rRNA  ของ  

Streptomyces fradiae  โดยมีความเหมือน (% identity) เทากับ100%  เปรียบเทยีบความเหมือน
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ลักษณะทางสณัฐานวิทยาและคุณสมบัติทางสรีรวิทยาของสายพันธุ Ac1-4 กับ S. fradiae แสดง

ดังตารางที่ 4.16     สายพนัธุ Ac16-1 มีลําดับเบส 16S rRNA  คลายกับลําดับเบส 16S rRNA 

ของ Streptomyces  4 สายพนัธุ โดยมีความเหมือนเทากับ 99% ไดแก  S. coeruleorubidus,  S. 

longispororuber,  S. coerulescens,  และ  S. viridochromogenes    จากการเปรียบเทยีบ

ขอมูลทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยาสของ  Streptomyces  ทัง้สี่สายพนัธุกับสายพนัธุ Ac16-1  

พบวาคุณสมบัติของ  S. coeruleorubidus ตรงกับสายพนัธุ Ac16-1 มากที่สุด แสดงดังตารางที่ 

4.17  จากขอมูลทางอณูพนัธุศาสตรพบวายีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA  ในแอกติโนมยัซีสจนีัส  

Streptomyces  มีลําดับเบสที่เปนบริเวณอนุรักษอยูมาก  จึงทําใหพบหลายสายพนัธุที่ระดับความ

เหมือนเดียวกนั  ดงันัน้จงึมีความจําเปนที่จะตองออกแบบไพรเมอรใหครอบคลุมหรือจําเพาะตอ

บริเวณที่มีลาํดับเบสแตกตางกนัของแตละสายพันธุ  ลักษณะทางสณัฐานวิทยา  และคุณสมบัติ

ทางสรีรวิทยายังคงมีความสาํคัญและจําเปนที่จะนาํมาใชรวมกันกับขอมูลทางอณูพนัธุศาสตรใน

การจําแนกระดับสายพนัธุของแอกติโนมยัซีส 
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ตารางที่ 4.16  แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยา และสรีระวิทยาของแอกติโนมัยซสีสายพนัธุ  

Ac1-4  เปรียบเทียบกับ  Streptomyces fradiae  

 
สายพันธุแอกติโนมัยซีส 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีระวิทยา 
Ac1-4 Streptomyces fradiae 

สีของสายใยอาหาร เหลือง เหลือง 

สีของสายใยอากาศ ขาว ขาว-เทา 

สีสปอร น้ําตาล น้ําตาล-ชมพู 

รูปรางสปอร ทรงกระบอก (cylindrical) กลม - ทรงกระบอก 

ลักษณะผิวสปอร เรียบ เรียบ 

ลักษณะสายสปอร สายตรงมวนตรงปลาย สายตรงมวนตรงปลาย 

การสรางรงควัตถุเมลานิน - - 

การสรางรงควัตถุ - - 

การรีดิวซไนเตรท + + 

การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟด - - 

การยอยสลาย 

เจลาติน + + 

แซนทีน - - 

อะดีนีน + + 

แปง  + + 

การใชแหลงคารบอน 

L-อะราบิโนส + 

 

- 

L-แรมโนส - - 

D-ฟรุกโตส + + 

D-กาแลคโตส - + 

ซูโครส - + 

มีโซ – อินโนซิทอล - + 

ไซโลส + + 

เดกซแทรน + + 

D-แมนนิทอล - _ 

หมายเหต ุ + : ผลทดสอบบวก - : ผลทดสอบลบ 

  ที่มา : (Kim และ Goodfellow, 2002)    
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ตารางที ่4.17  แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยา และสรีระวิทยาของแอกติโนมัยซสีสายพนัธุ  

Ac16-1  เปรียบเทียบกับ  Streptomyces coeruleorubidus 

 
สายพันธุแอกติโนมัยซีส 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีระวิทยา 
Ac16-1 

Streptomyces  

coeruleorubidus 
สีของสายใยอาหาร เหลือง-เทา เหลือง 

สีของสายใยอากาศ ขาว ขาว 

สีสปอร เขียว เขียว 

รูปรางสปอร 
ทรงกระบอกปลายมน  

(cylindrical) 

รูปไข  (ovoid) 

ลักษณะผิวสปอร หนาม หนาม 

ลักษณะสายสปอร เกลียวยาว เกลียวยาว 

การสรางรงควัตถุเมลานิน + + 

การสรางรงควัตถุ + + 

การรีดิวซไนเตรท + + 

การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟด + + 

การยอยสลาย 

เจลาติน + + 

แซนทีน  + - 

อะดีนีน - + 

แปง + + 

การใชแหลงคารบอน 

L-อะราบิโนส + + 

L-แรมโนส + + 

D-ฟรุกโตส + + 

D-กาแลคโตส + + 

ซูโครส + + 

มีโซ – อินโนซิทอล + + 

ไซโลส + + 

เดกซแทรน + + 

D-แมนนิทอล + + 

หมายเหต ุ + : ผลทดสอบบวก - : ผลทดสอบลบ 

  ที่มา : (Kim และ Goodfellow, 2002)   
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ตารางที ่4.18  แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยา และสรีระวิทยาของ S. longispororuber  S. 

coerulescens  และ S. viridochromogenes 

 
สายพันธุแอกติโนมัยซีส ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ

สรีระวิทยา S. longispororuber   S. coerulescens S. viridochromogenes 

สีของสายใยอาหาร เหลือง เหลือง ขาว 

สีของสายใยอากาศ ขาว ขาว ขาว 

สีสปอร ฟา-เขียว เขียว ฟา-เขียว 

รูปรางสปอร รูปไข  (ovoid) รูปไข  (ovoid) รูปไข (ovoid) 

ลักษณะผิวสปอร หนาม หนาม หนาม 

ลักษณะสายสปอร เกลียวยาว เกลียวส้ัน เกลียวส้ัน 

การสรางรงควัตถุเมลานิน + - - 

การสรางรงควัตถุ + - - 

การรีดิวซไนเตรท + + + 

การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟด - + + 

การยอยสลาย 

เจลาติน + - + 

แซนทีน  + - - 

อะดีนีน - + - 

แปง + + + 

การใชแหลงคารบอน 

L-อะราบิโนส - + - 

L-แรมโนส - - + 

D-ฟรุกโตส + - + 

D-กาแลคโตส + - - 

ซูโครส + + + 

มีโซ – อินโนซิทอล - + - 

ไซโลส - + - 

เดกซแทรน - - - 

D-แมนนิทอล + + + 

หมายเหต ุ + : ผลทดสอบบวก - : ผลทดสอบลบ 

  ที่มา : (Kim และ Goodfellow, 2002)   
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บทที่ 5 
 

วิจารณและสรุปผลการทดลอง 
 

 จากการแยกแอกติโนมยัซิทสีจากตัวอยางมูลสัตวกนิพืชจํานวน  39 ตัวอยาง  จากสตัวกิน

พืช 16 ชนิด  จาก 9 จังหวดั  คือ  นครปฐม,  กรุงเทพฯ,  นาน,  ชลบุรี,  กระบี,่  อุบลราชธานี,  

สุราษฏรธาน,ี  ตาก  และ  นครราชสีมา  สามารถแยกแอกติโนมัยซทิีสได 127 สายพนัธุ  เมื่อนํา

แอกติโนมัยซทิีสที่แยกไดมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ SCYB สกัดเสนใยและน้าํเลี้ยงเชื้อดวย         

เอททิลแอซิเตต  นําสารสกัดมาทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลนิทรียโดยทดสอบดวยวธิ ี 

Agar well  และทดสอบการสรางสารยับยั้งเซลลไลนมะเร็งมนุษยดวยวิธี MTT method  พบวามี

แอกติโนมัยซทิีสจํานวน 66.14% สามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยัง้จุลินทรียทดสอบได  และ

จํานวน 33.86% ไมสามารถสรางสารปฏิชวีนะยับยัง้จุลนิทรียทดสอบได  สามารถจดักลุมแอกติโน

มัยซิทีสที่ยับยัง้จุลินทรียทดสอบไดออกเปน 3 กลุม คอื ยับยัง้แบคทีเรียและรา 28.35%  ยับยัง้

แบคทีเรียอยางเดียว 32.28%  ยับยัง้ราอยางเดียว 5.51%   ทําใหทราบวาประชากรสวนใหญของ

แอกติโนมัยซทิีสที่แยกไดมีความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ยบัยั้งแบคทีเรีย   มีแอกติโนมัย- 

ซิทีสจํานวน 28.35% ที่สามารถสรางสารยับยั้งเซลลมะเร็งโดยอยูในเกณฑมีผลทําใหเซลลมะเร็งมี

เปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50% อยางนอยหนึ่งเซลลไลน  และจํานวน 71.65% มีผล

ทําใหเซลลมะเร็งมีเปอรเซ็นตการมีชีวิตมากกวา 50%   มีจํานวนแอกติโนมยัซิทีสที่สามารถสราง

สารยับยัง้เซลลมะเร็งที่อยูในเกณฑทาํใหเซลลมะเร็งมีเปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากับ 

50% ในแตละชนิดของเซลลดังนี้  เซลลมะเร็งผิวหนงั (A375) 7.09%,  เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร 

(KatoIII) 18.11%,  เซลลมะเร็งลําไสใหญ (SW620) 18.90%,  เซลลมะเร็งตับ(HapG2) 8.66%,  

เซลลมะเร็งเตานม (BT474) 14.96%  และ  เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Jurkat) 6.93%  ทําให

ทราบวาประชากรสวนใหญของแอกติโนมยัซิทีสที่แยกไดมีความสามารถในการสรางสารยับยัง้

เซลลมะเร็งลาํไสใหญ  และมีประชากรสวนนอยที่สามารถสรางสารยบัยั้งเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว 

เมื่อพิจารณาถึงสายพนัธุทีม่ีความสามารถทัง้การสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียและสรางสาร

ยับยั้งเซลลมะเร็ง มีจาํนวน 33 สายพนัธุ  คิดเปน 25.98%  

 สารสกัดจากแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac1-4 ออกฤทธิ์ยบัยั้งสูงสุดและจําเพาะตอ

เซลลมะเร็งเตานม (BT474)  โดยออกฤทธิ์ยับยัง้ทาํใหเซลล BT474 มีเปอรเซ็นตการมีชีวิต 2.08%  

จากการทดสอบการชักนําใหเซลลตายแบบอะพอพโทซิส พบวาสารสกัดจากสายพันธุ Ac1-4     

ไมสามารถชกันําใหเซลลตายแบบอะพอพโทซิสไดแสดงวาสารสกัดมีผลเพียงยับยัง้การเพิ่ม

จํานวนของเซลลหรือทําใหเซลลตายในรูปแบบอ่ืน  นอกจากนี้ยงัสามารถออกฤทธิ์ยับยัง้อยางสงู



 

ตอ ยีสต (C. albicans,  S. cerevisiae ) และ รา (A. niger)  และออกฤทธิ์ยับยัง้อยางออนตอ

แบคทีเรียแกรมบวก ไดแก  B. cereus และ S. aureus    สารสกดัจากแอกติโนมัยซีสสายพนัธุ 

Ac16-1 ออกฤทธิย์ับยัง้สูงสุดตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Jurkat)  และยับยั้งเซลลมะเร็งเตานม 

(BT474)  โดยออกฤทธิ์ยับยั้งทําใหเซลล Jurkat และ  BT474 มีเปอรเซ็นตการมีชวีิต 27.31  และ  

16.38%  ตามลําดับ  พบวาสารสกัดจากสายพันธุ Ac16-1  ชักนาํใหเซลล Jurkat และ BT474 

ตายแบบอะพอพโทซิสอยางสูง  นอกจากนี้สารสกัดจากสายพันธุ Ac16-1 ยังสามารถออกฤทธิ์

ยับยั้งอยางสูงตอแบคทีเรียแกรมบวก 2 ชนิด ไดแก B. cereus และ S. aures  และออกฤทธิ์ยับยั้ง

อยางออนกับแบคทีเรียแกรมลบ (P. aeruginsa และ E. coli),  ยีสต (S.cerevisiae)  และ  รา (A. 

niger)   

 การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลีย้งเชื้อเพื่อผลิตสารปฏิชีวนะยบัยัง้จุลินทรีย

ทดสอบโดยเลีย้งเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ SCYB เก็บตัวอยางน้าํเลี้ยงเชือ้ทุกวนั  ทาํใหเขมขนขึ้นโดย

การระเหยน้าํออกและนําไปทดสอบการสรางสารยับยั้งจุลินทรีย  และศึกษาการเจริญของเชื้อโดย

การหาน้าํหนกัแหงของเสนใยทุกวันปนเวลา 15 วัน  พบวาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลีย้งเชือ้

เพื่อผลิตสารปฏิชีวนะยับยัง้จุลินทรียของสายพนัธุ Ac1-4 คือ 8 วัน แสดงดังรูปที ่4.14  โดยแอกติ

โนมัยซีสสายพันธุ Ac1-4  สามารถสรางสารยับยัง้ จุลนิทรียทดสอบไดทั้ง 7 ชนิด ไดแก แบคทีเรีย

แกรมบวก (B. cereus และ S. aures),  แบคทีเรียแกรมลบ (P. aeruginsa และ E. coli),  ยีสต  

(C. albicans,  S. cerevisiae ) และ รา (A. niger)    ระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อเพือ่

ผลิตสารปฏิชีวนะยับยัง้จุลินทรียของสายพันธุ Ac16-1 คือ 6 วนั  แสดงดังรูปที ่4.15  โดยแอกติโน

มัยซีสสายพนัธุ Ac16-1 สามารถสรางสารยับยั้งจุลนิทรยีทดสอบได 6 ชนิด ไดแก แบคทีเรียแกรม

บวก (B. cereus และ S. aures),  แบคทีเรียแกรมลบ (P. aeruginsa และ E. coli),  ยีสต  (S. 

cerevisiae ) และ รา (A. niger)   

 หลังจากพบวาสารปฏิชีวนะสวนที่ออกฤทธิ์ยับยัง้แบคทีเรียแกรมลบทีผ่ลิตโดยสายพันธุ   

Ac1-4  ไมสามารถสกัดออกมาไดดวยเอททิลแอซิเตต  จึงทาํการแปรผันชนิดของตัวทําละลาย 3 

ชนิด คือ  เมทานอล  เอททิลแอซิเตต  และ  เฮกเซน  เพื่อใชในการสกัดน้ําเลีย้งเชื้อจากสายพนัธุ 

Ac1-4  และ Ac16-1  เพื่อหาตัวทาํละลายที่เหมาะสมที่สุด  พบวาเมทานอลเปนตัวทําละลายที่

เหมาะสมที่สดุในการสกัดน้าํเลี้ยงเชื้อจากสายพนัธุ Ac1-4 ผลการทดสอบสารสกัดจากเมทานอล

มีฤทธิ์ในการยบัยั้งจุลนิทรียทดสอบทัง้ 7 มากกวาการสกัดน้ําเลีย้งเชือ้ดัวยเอททิลแอซิเตต     และ

เฮกเซน อยางมีนยัสําคัญ  เอททิลแอซิเตตเปนตัวทาํละลายที่เหมาะสมที่สุดในการสกัดน้าํเลีย้ง

เชื้อจากสายพนัธุ Ac16-1 โดยสารสกัดจากเอททิลแอซิเตตมีผลในการยับยัง้จุลินทรียทดสอบ 6 

ชนิด  มากกวาการสกัดดวัยเมททานอล  และเฮกเซน อยางมนีัยสาํคัญ   
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 เมื่อศึกษาถึงองคประกอบของสารปฏิชีวนะยับยัง้จุลินทรียของแอกติโนมัยซีสสายพนัธุ 

Ac1-4  และ  Ac16-1 ดวย TLC โครมาโทกราฟ  และทดสอบหาตําแหนงทีเ่กิดการยับยั้งจุลินทรีย

บนแผน TLC  ดวยวิธีไบโอออโตกราฟ  พบวาสารสกัดจากเมททานอลของสายพันธุ Ac1-4 

ปรากฏแถบของสารบนแผน TLC ที่ตําแนง  Rf  เทากบั  0.25,  0.33,  0.72  และ 0.88  และที่

ตําแหนง  Rf  เทากับ  0.25  มฤีทธิ์ยับยัง้ ยีสต (C. albican และ S. cerevisiae)  และ  รา (A. 

niger)    สารสกัดจากเอททิลแอซิเตตของสายพนัธุ Ac16-1 ปรากฏแถบของสารบนแผน TLC ที่

ตําแนง  Rf  เทากบั  0.25,  0.43,  0.58  และ 0.87  ที่ตําแหนงเริ่มตน Rf เทากับ 0.00  ปรากฏการ

ยับยั้งจุลินทรีย 6 ชนิด คือ  B. cereus,  S. aureus,  P. aeruginosa,  E. coli,  C. albicans,  S. 

cerevisiae  และ  A. niger   และแถบของสารที่ตําแหนง Rf เทากับ 0.87  ออกฤทธิ์ยับยัง้ S. 

Cerevisiae    

 ในการจาํแนกสายพนัธุของแอกติโนมัยซสีสายพนัธุ Ac1-4 และ Ac16-1 โดยศึกษา

โครงสรางจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน  พบวาทัง้สองสายพนัธุจัดอยูใน จีนัส Streptomyces 

ลักษณะทางสณัฐานวิทยา  สมบัติทางสรรีะวิทยา  และความสามารถในการเจริญที่อุณหภูมิตาง 

ๆ และพีเอชตาง ๆ สรุปดังตารางที่ 5.1  

 ลักษณะทางสณัฐานวิทยาและสรีระวิทยายังไมสามารถจําแนกถึงสปชีสได  ดังนัน้จึงใช

ขอมูลจากลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหสัของ 16S rRNA  โดยงานวิจยันี้ออกแบบไพรเมอรโดย

อางอิงขอมูลจาก Rintala และคณะ (2001)  และ Lanoot และคณะ (2005)  จากนั้นสงตัวอยาง

ผลิตผลพีซีอารไปวิเคราะหลาํดับเบสของยนีที่ประมวลรหัส 16S rRNA ณ สํานกังานวิจัย

คณะแพทยศาสตร  โรงพยาบาลรามาธิบดี  และเมื่อนาํลําดับเบสของยนีที่ประมวลรหัสของ 16S 

rRNA ของแอกติโนมยัซีสทัง้สองสายพนัธุมาเปรียบเทียบลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S 

rRNA ทีบ่ันทกึไวใน GeneBank DNA database  จากเวบ็ไซต  

2Hhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST  พบวาลําดับเบส 16S rRNA ของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ  

Ac1-4  คลายกับลําดับเบส 16S rRNA  ของ  Streptomyces fradiae  โดยมีความเหมือน (% 

identity) เทากับ100%  เมือ่เปรียบเทียบลักษณะทางสณัฐานวิทยากบั  Streptomyces fradiae  

(Kim และ Goodfellow, 2002)  พบวามีลกัษณะใกลเคยีงกนั   สายพนัธุ Ac16-1 มลีําดับเบส 16S 

rRNA  คลายกับลําดับเบส 16S rRNA ของ Streptomyces  4 สายพันธุ โดยมีความเหมือนเทากับ 

99% ไดแก  S. coeruleorubidus,  S. longispororuber,  S. coerulescens,  และ  S. 

viridochromogenes    จากการเปรียบเทยีบขอมูลทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยาสของ  

Streptomyces  ทั้งสี่สายพนัธุกับสายพันธุ Ac16-1  Soliveri และคณะ (1987) และ Kim และ 

Goodfellow (2002)   พบวาคุณสมบัติของสายพนัธุ Ac16-1 ใกลเคยีงกับ  S. coeruleorubidus 

มากที่สุด  
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ตารางที่ 5.1  ลักษณะทางสัณฐานวิทยา  สรีระวิทยา  ความสามารถของการเจริญที่อุณหภูมิและ

พีเอชตาง ๆ   ของแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ  Ac1-4  และ  16-1 

 
สายพันธุแอกติโนมัยซีส 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา 
Ac1-4 Ac16-1 

สีของสายใยอาหาร เหลือง เหลือง-เทา 

สีของสายใยอากาศ ขาว ขาว 

สีสปอร น้ําตาล เขียว 

รูปรางสปอร ทรงกระบอก ทรงกระบอกปลายมน   

ลักษณะผิวสปอร เรียบ หนาม 

ลักษณะสายสปอร สายตรงมวนตรงปลาย เกลียว 

การสรางรงควัตถุเมลานิน - +  

การสรางรงควัตถุ -                       + (สีน้ําตาล) 

การรีดิวซไนเตรท + + 

การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟด - + 

การยอยสลาย 

เจลาติน + + 

แซนทีน - + 

ไทโรซีน - + 

ไซแลน - + 

อะดีนีน + - 

การใชแหลงคารบอน 

L-อะราบิโนส 

 

+ 

 

+ 

ไซโลส + + 

D-กาแลคโตส - + 

D-แมนนิทอล - + 

การเจริญที่อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

4 - 

 

- 

10 - - 

37 + + 

45 + + 

55 + + 

การเจริญที่พีเอชเทากับ 4.5  - - 

+ : ผลทดสอบบวก - : ผลทดสอบลบ 
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 จากการศึกษาคุณสมบัติในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชวีภาพของStreptomyces fradiae  

พบวาสามารถสรางสารออกฤทธิท์างชวีภาพไดหลายชนดิ ดังตอไปนี้  Fosfomycin  มีฤทธิ์ยับยั้ง

แบคทีเรียและยับยั้งเซลลมะเร็ง (Rajendra และคณะ, 2003),  Urdamycins  เปนสารปฏิชีวนะ

กลุม angucycline  มีฤทธิ์ในการยับยัง้แบคทีเรียแกรมลบและเซลลมะเร็งชนิด leukemia  (Faust 

และคณะ, 2000),  Neomycin เปนสารปฏิชีวนะกลุม aminoglycoside  มีฤทธิ์ในการยับยั้ง

แบคทีเรียชนิดตาง ๆ ดงัตอไปนี้ E. coli,  S. aureus,  Haemophilus influenzae,  Klebsiella 

sp.,  Enterobacter sp.  Neisseria sp.  และ  P. aeruginusa  และยังรวมถึงแบคทีเรียแกรมลบ

ชนิดอื่น ๆ (Huang และคณะ, 2005),    Waksman และ Lechevalier (1949)  คนพบ Neomycin 

ซึ่งเปนสารปฏิชีวนะยับยัง้แบคทีเรียแกรมลบ  และสามารถยับยัง้แบคทีเรีย   แกรมบวกไดบางชนิด  

จากผลการคนพบไดใช Neomycin ในการรักษาโรคคิดเชื้อแบคทีเรียในลําไส แตมีผลในการยับยั้ง

ยีสตที่ไมกอโรคที่อยูในลาํไสดวย  Erythromycin,  Tylosin  และ Narbomycin  เปนสารปฏิชีวนะ

กลุม macrolide  ออกฤทธิย์ับยั้งแบคทีเรียโดยเขาจับกบัไรโบโซม  หรือยับยั้งการสงัเคราะหโปรตีน

ของเซลล โดยที่ Tylosin  มีฤทธิย์ับยัง้แบคทีเรียแกรมบวก  และ Mycoplasma sp. (Butler และ

คณะ, 2002)  จากรายงานที่คนพบ  S. fradiae  สามารถสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพไดหลาย

ชนิด  ซึ่งมีฤทธิ์ในการยับยัง้แบคทีเรียแกรมบวก  แบคทีเ่รียแกรมลบและยีสต  และสามารถยับยั้ง

เซลลมะเร็งชนดิ leukemia ได  ซึง่เปนคุณสมบัติที่ตรงกนักับการสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพของ

สายพนัธุ Ac1-4 ที่สามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยัง้แบคทีเรีย  แกรมบวก  แบคทีเรียแกรมลบ  

และยีสตได    นอกจากนี้สายพนัธุ Ac1-4  สามารถสรางสารออกฤทธิย์ับยั้งราไดแตไมพบรายงาน

การสรางสารออกฤทธิย์ับยัง้ราใน S. fradiae  และสายพนัธุ   Ac1-4 สรางสารออกฤทธิย์ับยั้ง

เซลลมะเร็งเตานมไดสูง  แตมีรายงานการสรางสารยับยั้งเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวใน S. fradiae  

การสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพของแอกติโนมยัซีสข้ึนอยูกับสภาวะการเลี้ยงเชื้อ และ

องคประกอบของอาหารเลีย้งเชื้อ จากการศึกษาคณุสมบัติในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชวีภาพ

ของ  Streptomyces coeruleorubidus พบวาสามารถสรางสารออกฤทธิท์างชวีภาพไดดังตอไปนี้  

Daunorubicin  เปนสารปฏิชีวนะกลุม anthracycline ออกฤทธิย์ับยัง้ซลลมเร็งเม็ดเลือดขาว โดย

ในปจจุบันไดใชยาปฏิชีวนะชนิดนี้ในการรกัษากลุมโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว คือ acute myelocytic 

leukemia,  acute lymphocytic leukemia  และ  chronic myelogenous leukemia  และยังมี 

Daunomycin  และ  Duxorubicin  ซึ่งสารปฏิชีวนะทัง้สามชนิดมีสูตรโครงสรางโมเลกุลคลายกนั  

และออกฤทธิย์ับยั้งเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเหมือนกนั (Mortensen, 1992)   นอกจากนี้มีรายงาน

วา S. coeruleorubidus สามารถสรางสารออกฤทธิ์ยบัยั้งแบคทีเรียแกรมบวก  แบคทีเรียแกรมลบ  

และ  Mycobacterium tuberculosis ได แตยังไมสามารถหาสูตรโครงสรางโมเลกุลของสารชนิดนี้

ไดสําเร็จ (Sneader, 2005)  จากการเปรียบเทียบกบัแอกติโนมัยซีสสายพันธุ Ac16-1 พบวา
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สามารถสรางสารยับยัง้เซลลมะเร็งเม็ดเลอืดขาว  และยับยั้งแบคทีเรียไดเหมือนกัน  แตสายพนัธุ 

Ac16-1  สามารถสรางสารออกฤทธิย์ับยัง้ยีสตและราได  ซึ่งการสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพของ

แอกติโนมัยซสีข้ึนอยูกับสารอาหารสภาวะการเลี้ยงเชื้อ   
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ขอเสนอแนะในการวิจยั 

1. สารปฏิชีวนะที่ผลิตไดจากแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac1-4 และ Ac16-1  มีความสามารถ

ในการยับยั้งเซลลมะเร็งและยับยัง้จุลินทรียทดสอบไดสูง  จงึมีความนาสนใจในการทําให

บริสุทธิ์ถงึระดับสูตรโครงสราง 

2. สารออกฤทธิ์ยบัยั้งเซลลมะเร็งที่สกัดไดจากแอกติโนมยัซีสสายพันธุ Ac16-1 มีความ

นาสนใจเปนอยางมาก เนื่องจากสามารถชักนําใหเซลลมะเร็งเมด็เลือดขาว และ

เซลลมะเร็งเตานมเขาสูโปรแกรมการตายแบบอะพอพโทซีสได  จึงนาจะทาํใหสารสวนนี้

บริสุทธิ์และทดสอบฤทธิ์ของสารบริสุทธิ์ตอการชักนําใหเซลลมะเร็งเกดิการตายแบบ     

อะพอพโทซีส 

3. สารออกฤทธิ์ยบัยั้งเซลลมะเร็งที่สกัดไดจากแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ Ac1-4  สามารถ

ยับยั้งเซลลมะเร็งเตานมไดอยางสงู  แตไมชักนําใหเซลลมะเร็งเกิดการตายแบบ            

อะพอพโทซีส  จึงนาจะศกึษาถึงกลไกการยับยัง้ของสารสกัดชนิดนี ้  เพื่อจะไดเขาใจถึง

กลไกและสามารถหาแนวทางในการนาํสารชนิดนี้ไปใชประโยชนหรือพฒันาสารชนิดนี้

ตอไป 

4. สารปฏิชีวนะที่ผลิตไดจากแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac1-4  ในสวนที่ออกฤทธิ์ยบัยั้งยีสต

และรานาจะเปนสวนทีม่ีความคงตัวและทําใหบริสุทธิ์ไดงายกวาสวนอื่น  เนือ่งจาก

สามารถแยกเปนแถบของสารออกมาชัดเจนและทดสอบฤทธิ์ในการยบัยั้งไดบนแผน TLC 

5. สารปฏิชีวนะที่ผลิตไดจากแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac1-4  ในสวนที่ออกฤทธิ์ยับยัง้

แบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบไมเกิดฤทธิ์การยับยัง้บนแผน TLC  อาจเปน

เพราะสารไมมีความคงตัว  หรืออยูในชั้นของตะกอน  จึงควรตรวจสอบใหแนชัดวาสาร

ออกฤทธิ์ดงักลาวอยูในสวนใด 

6. จากแอกติโนมยัซีตที่สามารถแยกไดทั้ง 127  สายพันธุ  นาจะเลือกนาํไปพิสูจนเอกลักษณ

ทางอณูพนัธุศาสตรใหมากกวา 2 สายพนัธุดังทีม่ีรายงานในงานวิจยัชิน้นี ้   เนื่องจากอาจ

ทําใหพบแอกติโนมัยซีสสายพนัธุใหม  หรือเปนสายพนัธุที่พบไดยาก 

7. จากแอกติโนมยัซีตที่สามารถแยกไดทั้ง 127 สายพนัธุ นาจะนาํไปพิสูจนเอกลักษณ

ทั้งหมด  แลวทําการจัดกลุมเพื่อศึกษาวา ในมูลสัตวแตละชนิดมีแอกติโนมัยซทิีสสปชีสใด

มากหรือนอยและในมูลสัตวสวนใหญมีแอกติโนมยัซิทสีสปชีสใดเพื่อที่จะไดทราบวา   
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แอกติโนมัยซทิีสที่แยกไดจากมูลสัตวที่กนิพืชในประเทศไทยสวนใหญแลวจัดอยูในจีนัสใด  

หรือสปชีสใด 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1.  โซเดียม เคซิเนต อการ  (Sodium Caseinate Agar) 
 โซเดียมเคซิเนต  (Sodium caseinate)   2.0 กรัม 

 ไดโพเทสเซยีมไฮโดรเจนฟอตเฟต  (K2HPO4)  0.5 กรัม 

 แมกนีเซยีมซลัเฟต  (MgSO4.7H2O)   0.2 กรัม 

 เฟอรัสคลอไรด  (FeCl3)     0.01 กรัม 

 วุนผง       18.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเปน 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 เติม cycloheximide 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  และ  nystatin  50 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร  สารปฏิชีวนะทาํใหปลอดเชื้อโดยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร  

และเติมในอาหารเลี้ยงเชื้อทีผ่านการนึง่ฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภมูิ 50 °C 

 
2.  นิวเทรียนท อการ (Nutrient Agar) 
 สารสกัดจากเนื้อ  (Beef extract) 3.0 กรัม 

 แบคโตเปปโตน  (Bacto peptone) 5.0 กรัม 

 วุนผง       18.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
3.  แมนนิทอล มังบีน อการ  (Mannitol Mungbean Agar) 
 ถั่วเขียวบด 20.0 กรัม 

 น้ําตาลแมนนทิอล  (D-mannitol) 20.0 กรัม 

 วุนผง 18.0 กรัม 

 น้ําประปา 500.0 มิลลิลิตร 

 น้ํากลัน่ 500.0 มิลลิลิตร 



 

 ตมถั่วเขียวบดกับน้าํประปาจนเดือด  กรองเอาถัว่เขียวออก  นําน้ําตมถั่วเขียวที่ไดมาเติม

น้ําตาลแมนนทิอล  และน้ํากลั่น  ปรับพีเอชเทากับ 7.0  เติมวุนผง  แลวนําไปตมจนเดือดอีกครั้ง  

นึ่งฆาเชื้อดวยอุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
4.  โซเดียม เคซิเนต ยีสต เอกซแทรก บรอท  (Sodium Caseinate Yeast Extract Broth) 
 โซเดียมเคซิเนต  (Sodium caseinate)   2.0 กรัม 

 ไดโพเทสเซยีมไฮโดรเจนฟอตเฟต  (K2HPO4)  0.5 กรัม 

 แมกนีเซยีมซลัเฟต  (MgSO4.7H2O)   0.2 กรัม 

 เฟอรัสคลอไรด  (FeCl3)     0.01 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต  (Yeast extract)   10 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
5.  ทริปติก ซอย อการ  (Tryptic Soy Agar) 
 กลูโคส 2.5 กรัม 

 แบคโต ทริปโตน  (Bacto tryptone) 17.0 กรัม 

 แบคโต ซอยโทน  (Bacto soy tone) 3.0 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด  (NaCl) 5.0 กรัม 

 ไดโพเทสเซยีมไฮโดรเจนฟอตเฟต  (K2HPO4) 2.5 กรัม 

 วุนผง 15.0 กรัม 

 น้ํากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
6.  ทริปติก ซอย บรอท  (Tryptic Soy Broth) 
 แบคโต ทริปโตน  (Bacto tryptone) 17.0 กรัม 

 แบคโต ซอยโทน  (Bacto soy tone) 3.0 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด  (NaCl) 5.0 กรัม 

 ไดโพเทสเซยีมไฮโดรเจนฟอตเฟต  (K2HPO4) 2.5 กรัม 

 น้ํากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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7.  แซบบรอท อการ  (Sabouraud Agar) 
 แบคโตเปปโทน  (Bacto peptone) 10.0 กรัม 

 เดกซโตรส  (Dextrose)   40.0 กรัม 

 วุนผง 20.0 กรัม 

 น้ํากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 5.6 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
8.  โปเตโต เดกซโตรส อการ  (Potato Dextrose Agar) 
 มันฝร่ัง 200.0 กรัม 

 เดกซโตรส  (Dextrose)   20.0 กรัม 

 วุนผง 20.0 กรัม 

 น้ํากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

 ตมมันฝร่ังในน้ําจนเดือดประมาณ 20 นาที  กรองเอาสวนน้ําใสมาใช 

 ปรับพีเอชเทากับ 5.6 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
9.  มูลเลอร ฮินตัน อการ  (Mueller-Hinton Agar)   
 สารสกัดจากเนื้อ  (Beef extract) 2.0 กรัม 

 เคซีน  (Acid Hydrolysate of Cascin) 17.5 กรัม 

 แปง  (starch) 1.5 กรัม 

 วุนผง 17.0 กรัม 

 น้ํากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
10.  กลูโคส ยีสต มอลล เอกซแทรก อการ  (Glucose Yeast Malt Extract agar)  
 กลูโคส 4.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต 4.0 กรัม 

 สารสกัดจากมอลล 10.0 กรัม 

 แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) 2.0 กรัม 

 วุนผง 17.0 กรัม 
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 น้ํากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับ pH เทากบั 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
11.  โซเดียม เคซิเนต ยีสต เอกซแทรก อการ  (Sodium Caseinate Yeast Extract Agar) 
 โซเดียมเคซิเนต  (Sodium caseinate)   2.0 กรัม 

 ไดโพเทสเซยีมไฮโดรเจนฟอตเฟต  (K2HPO4)  0.5 กรัม 

 แมกนีเซยีมซลัเฟต  (MgSO4.7H2O)   0.2 กรัม 

 เฟอรัสคลอไรด  (FeCl3)     0.01 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต  (Yeast extract)   10 กรัม 

 วุนผง 18.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
12.  ISP1  ทริปโตน ยสีต เอกซแทรก อการ  (Trypton-Yeast Extract Agar) 
 ทริปโตน  (Trypton) 5.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต  (Yeast extract) 3.0 กรัม 

 วุนผง 18.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
13.  ISP2  ยสีต มอลล เอกซแทรก อการ  (Yeast-Malt Extract Agar) 
 สารสกัดจากมอลล  (Malt extract) 10.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต  (Yeast extract) 4.0 กรัม 

 กลูโคส 4.0 กรัม 

 วุนผง 18.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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14.  ISP3  โอต มีล อการ  (Oat Meal Agar) 
 ขาวโอต  (Oat meal) 20.0 กรัม 

 *สารละลายเทรซ ซอลท (Trace salt solution) 1.0 มิลลิลิตร 

 วุนผง 18.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ตมขาวโอตในน้ํากลัน่โดยตมใหเดือดประมาณ 10-15 นาท ี  นาํมากรองผานผาขาวบาง  

เติมน้ํากลั่นลงไปในอาหารจนครบ 1,000 มิลลิลิตร  เตมิ  Trace salt solution  ปรับพีเอชเทากบั 

7.0  นึ่งฆาเชื้อดวยอุณหภูมิและความดนัมาตรฐาน  (*ภาคผนวก ก หมายเลข 23) 

 
15.  ISP4  อินออแกนิก ซอลล สตารช (Inorganic Salts Starch Agar) 
 แปง  (Soluble starh) 10.0 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส  (K2HPO4) 1.0 กรัม 

 แมกนีเซยีมซลัเฟต  (MgSO4.7H2O)   1.0 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด  (NaCl) 1.0 กรัม 

 แอมโมเนยีมซลัเฟต  ((NH4)2SO4) 2.0 กรัม 

 แคมเซียมคารบอเนต  (CaCO3) 2.0 กรัม 

 *สารละลาย เทรช ซอลล  (Trace salt solution) 1.0 มิลลิลิตร 

 วุนผง 20.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 *ภาคผนวก ก. หมายเลข 23 

 
16.  ISP5  กลีเซอรอล  แอสปาราจีน อการ  (Glycerol Asparagines Agar) 
 กลีเซอรอล  (Glycerol) 10.0 กรัม 

 แอล แอสปาราจีน  (L-asparagine) 1.0 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส  (K2HPO4) 1.0 กรัม 

 *สารละลาย เทรช ซอลล  (Trace salt solution) 1.0 มิลลิลิตร 

 วุนผง 20.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.2 
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 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 ซํ  และความดนั 10 ปอนดตอตารางนิ้ว  เปนเวลา 10 นาท ี

 *ภาคผนวก ก. หมายเลข 23 

 
17.  ISP6  เปปโตน ยสีต เอกซแทรก ไอรออน อการ  (Peptone Yeast Extract Iron Agar) 
 แบคโต เปปโตน  (Bacto peptone) 15.0 กรัม 

 โปรติโอส เปปโตน  (Proteose peptone) 5.0 กรัม 

 เฟอริก แอมโมเนียม ซิเตรต  (Ferric ammonium citrate) 0.5 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส  (K2HPO4) 1.0 กรัม 

 โซเดียมซัลเฟต  (Na2SO4) 0.08 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต  (Yeast extract) 1.0 กรัม 

 วุนผง 18.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
18.  ไทโรซีน อการ  (Tyrosine Agar) 
 กลีเซอรอล  (Glycerol) 15.0 กรัม 

 แอล-ไทโรซีน  (L-tyrosine) 0.5 กรัม 

 แอล-เอสปาราจีน  (L-asparagine) 1.0 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส  (K2HPO4) 0.5 กรัม 

 แมกนีเซยีมซลัเฟต  (MgSO4.7H2O)   1.0 กรัม 

 เฟอรัสซัลเฟต  (FeSO4.7H2O) 0.1 กรัม 

 *สารละลาย เทรช ซอลล  (Trace salt solution) 1.0 มิลลิลิตร 

 วุนผง 20.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.2-7.4 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 °C  และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิว้  เปนเวลา 10 นาท ี

 *ภาคผนวก ก. หมายเลข 23 
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19.  ไนเตรท อการ  (Nitrate Agar) 
 สารสกัดจากเนื้อ  (Beef extract) 3.0 กรัม 

 แบคโตเปปโตน  (Bacto peptone) 5.0 กรัม 

 โปแทสเซียมไนเตรท  (KNO3) 2.0 กรัม 

 วุนผง 5.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
20.  โมดิฟายด เบนเนท  อการ  (Modifide Bennett’ s Agar) 
 สารสกัดจากเนื้อ  (Beef extract) 1.0 กรัม 

 กลีเซอรอล  (Glycerol) 10.0 กรัม 

 แบคโต เปปโทน  (Bacto peptone) 2.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต  (Yeast extract) 1.0 กรัม 

 วุนผง 15.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.3 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 °C  และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิว้  เปนเวลา 10 นาท ี

 
21.  เบซอล มีเดียม  (Basal Medium Agar) 
 กลูโคส 10 กรัม 

 แมกนีเซยีมซลัเฟต  (MgSO4.7H2O)   0.5 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด  (NaCl) 0.5 กรัม 

 เฟอรัสซัลเฟต  (FeSO4.7H2O) 0.01 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส  (K2HPO4) 1.0 กรัม 

 วุนผง 12.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 °C  และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิว้  เปนเวลา 10 นาท ี
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22.  คารบอน ยูทิไลเซชัน่ อการ  (Carbon Utillization Agar) 
 แอมโมเนยีมซลัเฟต  (NH4)2SO4 2.64 กรัม 

 โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอตเฟต  (KH2PO4) 2.38 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส  (K2HPO4) 1.0 กรัม 

 แมกนีเซยีมซลัเฟต  (MgSO4.7H2O)   0.5 กรัม 

 *สารละลายเทรซซอลของ Pridham และ Gottlieb 1.0 มิลลิลิตร 

 วุนผง 12.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 °C  และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิว้  เปนเวลา 10 นาท ี

 ภาคผนวก ก หมายเลข 24  

 
23.  สารละลายเทรซ ซอลล  (Trace Salts Solution) 
 เฟอรัสซัลเฟต  (FeSO4.7H2O) 0.1 กรัม 

 แมงกานีสคลอไรด  (MnCl2) 0.1 กรัม 

 ซิงคซัลเฟต  (ZnSO4.7H2O) 0.1 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ฆาเชื้อโดยการกรองดวยกระดาษกรองขนาด  0.45  μm  และเติมลงในอาหารที่ฆาเชื้อ

แลวที่อุณหภมูิ  45-50 °C 

 
24.  สารละลายเทรซ ซอลลของ  Pridham  และ  Gottlieb 
 (Pridham and Gottlieb trace salt solution) 

 คอปเปอรซัลเฟต  (CuSO4.7H2O) 0.64 กรัม 

 เฟอรัสซัลเฟต  (FeSO4.7H2O) 0.11 กรัม 

 แมงกานีสคลอไรด  (MnCl2) 0.79 กรัม 

 ซิงคซัลเฟต  (ZnSO4.7H2O) 0.15 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ฆาเชื้อโดยการกรองดวยกระดาษกรองขนาด  0.45  μm  และเติมลงในอาหารที่ฆาเชื้อ

แลวที่อุณหภมูิ  45-50 °C 
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25.  กลูโคส ยีสต มอลล เอกซแทรก บรอท  (Glucose Yeast Malt Extract Broth)  
 กลูโคส 4.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต 4.0 กรัม 

 สารสกัดจากมอลล 10.0 กรัม 

 วุนผง 17.0 กรัม 

 น้ํากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับ pH เทากบั 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
26.  อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 (stock reagent) 
 อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ผงสําเร็จรูป 10.4 กรัม 

 โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต 2 กรัม 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุ  ปริมาตร 800 มิลลิลิตร  กวนใหเปนเนื้อ

เดียวกนัปรับคาความเปนกรด-ดาง  ใหมีคาประมาณ  6.9-7.4  ดวย HCL ความเขมขน 1N ปรับ

ปริมาตรใหได 1 ลิตร  ทาํใหปราศจากเชื้อโดยการกรองผานหวักรองอาหารเลี้ยงเซลลปราศจาก

เชื้อขนาด 0.22 ไมโครเมตร  ลงในขวดใสอาหารเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อขวดละ 90 มิลลิลิตร  ปด

ฝาและพนัพาราฟลม  เก็บในตูเยน็ที่อุณหภูมิ 4  °C  

 
27.  อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ทีม่ี Fetal Bovine Serum ความเขมขน 10%  
(working reagent) 

 อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 (stock reagent) 90 มิลลิลิตร 

 ซีรัม (inactivated fetal bovine serum) 10 มิลลิลิตร 

 Gentamycin (100 mg/ml)   100 ไมโครลิตร 

 
28.  อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 สาํหรับเกบ็เซลลแชแข็ง 
 อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640  (working reagent) 9 มิลลิลิตร 

 DMSO 1 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 

1. 0.5 McFarland Standard 
 BaCl3.2H2O      1.175 กรัม 

 น้ํากลัน่       100 มิลลิลตร 

 ละลาย BaCl3.2H2O  1.175 กรัมในน้ํากลัน่ 100 มิลลิลิตร  ปเปตตสารละลาย 

BaCl3.2H2O  ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  เตมิลงในสารละลาย 1% H2SO4  ปริมาตร 99.5 มิลลิลิตร  

จะไดสารแขวนลอยที่มีลักษณะขุน  เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิหองไดนาน 6 เดือน  

 

2. บัฟเฟอร Phosphate buffer saline (PBS, Ca2+ , Mg2+ free)  ความเปนกรด-ดาง 7.4 

 NaCl 8.0 กรัม 

 KCl 0.2 กรัม 

 NaHPO4 1.44 กรัม 

 KH2PO4 0.24 กรัม 

 นําแตละสวนละลายในน้าํปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร  ปรับคาความเปนกรด-ดางเทากับ 

7.4 ดวย HCL เขมขน 1N หรือ NaOH เขมขน 1N ปรับปริมาตรดวยกระบวกตวงจนครบ 1000 

มิลลิลิตร  นึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 °C  ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 20 นาท ี

 
3. สารละลาย MTT 5 mg/ml ใน PBS 
 MTT 50 มิลลิกรัม 

 PBS 10 มิลลิลิตร 

 ละลาย MTT ใน PBS  กรองผานกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร  แบงใสหลอด    

ไมโครทิวปปลอดเชื้อขนาด 1.5 มิลลิลิตร  หลอดละ 1 มลิลิลิตร หุมแผนฟอยดเก็บรักษาที่อุณหภมูิ 

4 °C  

 
4. สารละลาย 0.04 N HCl  ใน isopropanol   
 เติม HCl  0.331 มิลลิลิตร  ลงใน 80 มิลลิลิตร isopropanol  ปรับปริมาตรใหได 100 

มิลลิลิตรดวย isopropanol  เก็บที่อุณหภูมหิอง 
 



 

5. Tris-HCl   pH 8 
Tris base      121 กรัม 

 น้ํากลัน่       800 มิลลิลิตร 

 ละลาย Tris base ใหเขากัน ปรับ pH ดวย HCl ใหเทากับ 8 จากนัน้เติมน้ํากลั่นจน

ปริมาตรเปน 1 ลิตร นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 °C ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 

นาที เก็บไวทีอุ่ณหภูมิ  4 °C 

 
6. Washing buffer 
 PVP (Polyvinylpyrrolidone)    2 กรัม 

 Ascorbic acid      1.76 กรัม 

 1 M Tris-HCl (pH 8.0)     20 มิลลิลิตร  

 2-mercaptoethanol     4 มิลลิลิตร 

เติมน้ํากลั่นทีฆ่าเชื้อแลว (Autoclaved water) จนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมให

เขากัน เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 °C 

 
7. 2X CTAB lysis buffer 
 CTAB       4 กรัม 

 1 M Tris-HCl (pH 8.0)     20 มิลลิลิตร  

0.5 M EDTA (pH 8.0)     8 มิลลิลิตร  

 NaCl       16.36 กรัม 

 2-mercaptoethanol     1 มิลลิลิตร 

เติมน้ํากลั่นทีฆ่าเชื้อแลวจนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัเก็บไวที่

อุณหภูมิหอง 

 
8.  Choloroform/isoamyl alcohol (24: 1 v/v)  

Choloroform      192 มิลลิลิตร 

 Isoamyl alcohol     8 มิลลิลิตร 
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9. 20 % Polyethylene glycol 6000 (PEG) 
Polyethylene glycol 6000    20 กรัม 

 NaCl       14.61 กรัม 

เติมน้ํากลั่นทีฆ่าเชื้อแลวจนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัเก็บไวที่

อุณหภูมิหอง 

 
10. Tris-EDTA buffer (TE buffer) 

1 M Tris-HCl; pH 7.4, 7.5 หรือ 8   10 มิลลิลิตร 

 0.5 M EDTA; pH 8.0     2 มิลลิลิตร 

เติมน้ํากลั่นจนไดปริมาตรเปน 1 ลิตร แลวผสมใหเขากัน นําไปฆาเชื้อ ที่อุณหภูม1ิ21 °C  

ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เกบ็ไวที่อุณหภูมหิอง  

 
11 0.5 M EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) 

EDTA       86.10 กรัม 

น้ํากลัน่       800 มิลลิลิตร 

ละลาย EDTA ใหเขากัน ปรับ pH ดวย NaOH ใหเทากับ 8 จากนัน้เติมน้าํกลั่นจน

ปริมาตรเปน 1 ลิตร นําไปฆาเชื้อโดยความรอนชืน้ ทีอุ่ณหภูมิ 121°C ความดัน 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ีเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 °C 
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ภาคผนวก ค 
 

วิธีการทดลอง 
 

1.  การวัดคาความเปนกรด-ดาง  (pH)  ของมูลสัตว 
 

 ชั่งมูลสัตวตัวอยาง  5 กรัม  เติมน้ํากลัน่  10 มิลลิลิตร  (1:2)  นาํไปเขยาดวย rotary 

shaker 200 rpm  เปนเวลา 30 นาท ี  ตั้งทิง้ไวใหตกตะกอน  จากนั้นนําไปวัดคาความเปนกรด-

ดาง   ดวย pH meter 

 
2.  เทคนิค Slide Culture 
 ตัดอาหารเลี้ยงเชื้อเปนรูปส่ีเหลี่ยม  (agar block)  วางบนแผนสไลดฆาเชื้อ  จากนัน้ลง

เชื้อบนแผนวุน  วางแผนปดสไลดฆาเชื้อทับดานบน  นําไปบมใน  moist chamber  สังเกตการ

สรางสายใยอากาศ (A)  และสายใยอาหาร (B)  โดยการนาํสไลดไปวางบนแทนของกลอง

จุลทรรศน  สองดูโดยตรง  หรือนําแผนปดสไลดมาวางบนแผนสไลดที่มีการหยดส ี  lacto phenol 

cotton blue  นํามาสองดูดวยกลองจุลทรรศน   

 

 
 

 หรือ  ขีดแอกติโนมัยซีสบนอาหารเลี้ยงเชือ้  นาํแผนปดสไลดที่ฆาเชือ้แลว  มาเสยีบเปน

มุมเอียงลงบนรอยขีด  บมจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  หลงัจากนัน้ดึงแผนปดสไลดมาวางบนแผนสไลดที่

หยดสี  lacto phenol cotton blue  ไว  นาํมาสองดูดวยกลองจุลทรรศน 

 



 

 
ที่มา  Holt, J.G., Krieg, N. R., Sheath, P.H.A., Staley, J.T., and William, S.T. (1994) 

Bergey’ s Manual of Determinative Bacteriology. 9thed., U.S.A.:Williams & Wilkins. 

 
3.  การหาน้ําหนักแหงของเสนใย (Dry cell weight) 
 3.1 นํากระดาษกรอง Whatman No.1  อบที่ 80 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 1 คืน  ทิ้งให

เย็นในโถอบแหง (desicator)  แลวนาํมาชั่งน้าํหนักที่แนนอน 

 3.2 นาํกระดาษกรองมากรองเสนใยออกจากน้าํเลี้ยงเชื้อ   

 3.3 นาํกระดาษกรองทีม่ีเสนใยติดอยูเขาตูอบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส  24 ชั่งโมง 

 3.4 นาํออกมาใสในโถอบแหง  ทิง้ไวใหเย็นแลวชั่งน้ําหนกั 

 3.5 นาํคาน้าํหนักของกระดาษกรองมาหกัออกผลที่ไดจะเปนน้ําหนกัแหงของเซลลใน

อาหารเลี้ยงเชือ้ 100 มิลลิลิตร 

 
4.  การเตรียมตัวอยางเพือ่การศกึษาดวยกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  
(Scanning electron microscope, SEM)   
 4.1 ตัดชิ้นวุนที่มีโคโลนีของแอติโนมัยซีสเจริญอยูเปนชิน้สี่เหลีย่ม  มีพื้นที่ประมาณ 5x5 

mm2  นําชิ้นวุนไปอบดวยไอของ 1% ออสเมียมเตตระออกไซด  (Osmium tetaoxide, OsO4)  ใน 

0.1 โมลาร ฟอสเฟสบัฟเฟอร pH 7.4  ทิง้ไวที่อุณหภูมิ  20 ซํ  เปนเวลา 1-2 ชั่วโมง  ภายใตตูควัน   

 4.2 ขจัดน้ําออก (dehydration)  จุมตัวอยางในเอทานอลความเขมขน  30  50  70  90  

และ 100%  ขั้นตอนละ 10-20  นาทีตามลําดับ 

 4.3 การทาํตัวอยางใหแหง  โดยการทําใหแหง ณ จุดวกิฤต (critical point drying)  โดย

การใชเครื่องทาํใหแหง (critical dryer model SAMDRI-780) 

 4.4 นาํตัวอยางไปติดบนแทนทองเหลืองดวยการติดตัวอยางทีน่ําไฟฟาได 

(electroconductive adhesive) 

 4.5 นําตัวอยางไปเคลือบผิวดวยทอง  ความหนาประมาณ 20 ไมโครเมตร  โดยใชเครื่อง 

Ion sputter coater, model JSC-110 
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 4.6 นําตัวอยางไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  (Scanning 

electron microscope, IEOL รุน JSM-5410LV) 

 

 ที่มา : ศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร  และเทคโนโลย ี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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ภาคผนวก ง 
 

ตารางผลการทดลอง 
 

ตารางที่ 1 แสดงบริเวณยบัยั้งจุลินทรียเฉลี่ยของสารสกัดเอททิลแอซเิตตจากน้าํเลีย้งเชื้อของ 

   แอกติโนมัยซีสทั้ง 127  สายพนัธุ 
 Antibiotic activity (average inhibition diameter zone = mm) 
sample P. E. B. S. C. S. A. 

  aeruginosa coli cereus aureus albicans cerevisiae niger 

Ac1-1 - - 11 14 16 17 23 

Ac1-2 - - - - - - - 

Ac1-3 - - 10 15 11 11 10 

Ac1-4 - - 10 10 18 20 15 

Ac1-5 - - 10 - 9 - 12 

Ac1-6 - - 9 9 12 9 13 

Ac1-7 - - - - - - - 

Ac1-8 - - 12 10 11 13 9 

Ac1-9 - - - - - - - 

Ac2-1 - - - - - - - 

Ac2-2 - - 9 - 19 22 13 

Ac2-3 - - - - - - - 

Ac2-4 - - - - - - - 

Ac3-1 - - - - - 10 - 

Ac3-2 - - - - - - - 

Ac3-3 - - 9 - - - - 

Ac4-1 - - 29 20 16 24 15 

Ac4-2 - - - - - - - 

Ac4-3 - 11 21 10 10 - 12 

Ac5-1 - - - - - - - 

Ac5-2 - - - - - - - 

Ac5-3 - - 10 - 13 13 15 

Ac6-1 - - 9 11 11 8 11 

Ac6-2 - - 23 24 - - - 

Ac7-1 - - - - - - - 

Ac7-2 - - - - - - - 

Ac7-3 - - 10 - - - - 

Ac7-4 - - - - - - - 

Ac7-5 - - - - - - - 

Ac7-6 - - 10 - - - - 



 

ตารางที่ 1 (ตอ) แสดงบริเวณยับยั้งจุลนิทรียเฉลี่ยของสารสกัดเอททิลแอซิเตตจากน้าํเลี้ยงเชื้อ

ของแอกติโนมยัซีสทัง้ 127  สายพนัธุ 
 Antibiotic activity (average inhibition diameter zone = mm) 
sample P. E. B. S. C. S. A. 

  aeruginosa coli cereus aureus albicans cerevisiae niger 
Ac8-1 - - - - - - - 
Ac9-1 - - 11 10 11 10 17 
Ac9-2 - - - - - - - 
Ac9-3 - - 11 - - 15 - 
Ac9-4 - - - - - - - 
Ac9-5 - - - - - - - 
Ac9-6 - - 10 - 9 10 - 
Ac9-7 - - - - - - 12 
Ac9-8 - - - - - - - 
Ac9-9 - - 18 - - - - 
Ac9-10 - - - - - - - 
Ac9-11 - - 9 - - 9 - 
Ac9-12 - - 13 10 - - - 
Ac9-13 - - - - - - - 
Ac10-1 - - - - - - - 
Ac10-2 - - - - - - - 
Ac10-3 - - 9 - - 9 - 
Ac11-1 - - 9 - - - - 
Ac12-1 - - 9 - - - - 
Ac12-2 - - 10 - 9 10 11 
Ac13-1 - - 13 - - - - 
Ac13-2 - - 9 - - 11 - 
Ac13-3 - - 10 - 9 10 11 
Ac14-1 - - - - - - - 
Ac15-1 - - - - - - - 
Ac15-2 - - 11 - - - - 
Ac16-1 11 13 21 26 - 10 13 
Ac16-2 - - 22 10 - - - 
Ac17-1 - - 10 - - 9 - 
Ac18-1 - - - - - - 10 
Ac18-2 - - 10 8 - - - 
Ac19-1 - - 11 - - 11 10 
Ac20-1 - - - - - 9 - 
Ac21-1 - - 13 10 - - - 
Ac23-1 - - 11 - - 25 - 
Ac23-2 - - 10 - - 11 - 
Ac24-1 - - 13 - - - - 
Ac24-2 - - 12 - - 9 - 
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ตารางที่ 1 (ตอ) แสดงบริเวณยับยั้งจุลนิทรียเฉลี่ยของสารสกัดเอททิลแอซิเตตจากน้าํเลี้ยงเชื้อ

ของแอกติโนมยัซีสทัง้ 127  สายพนัธุ 
 Antibiotic activity (average inhibition diameter zone = mm) 
sample P. E. B. S. C. S. A. 

  aeruginosa coli cereus aureus albicans cerevisiae niger 
Ac24-3 - - 10 10 - - - 
Ac24-4 - - 10 - 11 13 10 
Ac24-5 - - 10 - 9 - - 
Ac25-1 - - 11 - - 9 - 
Ac25-2 - - 12 - - - - 
Ac25-3 - - - - - - - 
Ac25-4 - - - - 9 10 - 
Ac25-5 - - 9 - 9 - 11 
Ac25-6 - - 9 - - - - 
Ac26-1 - - 11 - - 9 - 
Ac27-1 - - 11 9 - 9 11 
Ac27-2 9 11 18 10 - - - 
Ac28-1 - - - - - - - 
Ac28-2 - 12 20 9 - 12 - 
Ac28-3 - - 25 24 - - - 
Ac28-4 - - - - - - - 
Ac28-5 - - 12 9 - - - 
Ac29-1 - - - - - - - 
Ac29-2 - - 9 - - - - 
Ac29-3 - - 10 - - - - 
Ac29-4 - - - - - - 11 
Ac29-5 - - - - - - - 
Ac29-6 - - 10 - - - - 
Ac29-7 - - 16 11 - - - 
Ac30-1 - - - - - - - 
Ac30-2 - - 10 - 11 13 - 
Ac30-3 - - 10 - - - - 
Ac30-4 - - 11 - - - - 
Ac30-5 - - - - - - - 
Ac30-6 - - - - - - - 
Ac31-1 - - 11 - 10 14 - 
Ac31-2 - - - - - - - 
Ac31-3 - - 10 - - - - 
Ac31-4 - - 9 - - 11 - 
Ac31-5 - - - - - - - 
Ac32-1 - - - - 12 14 - 
Ac32-2 - - - - - - - 
Ac32-3 - - 9 - - - - 
Ac32-4 - - - - - - - 
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ตารางที่ 1 (ตอ) แสดงบริเวณยับยั้งจุลนิทรียเฉลี่ยของสารสกัดเอททิลแอซิเตตจากน้าํเลี้ยงเชื้อ

ของแอกติโนมยัซีสทัง้ 127  สายพนัธุ 
 Antibiotic activity (average inhibition diameter zone = mm) 
sample P. E. B. S. C. S. A. 

  aeruginosa coli cereus aureus albicans cerevisiae niger 
Ac32-5 - - 17 11 - - - 
Ac32-6 - - - - - - - 
Ac33-1 - - - - - - - 
Ac33,2 - - 9 - - - - 
Ac33-3 - - - - - - - 
Ac34-1 - - 23 14 - - - 
Ac35-1 - - 9 - - - - 
Ac35-2 - - 14 - - - - 
Ac35-3 - - 25 20 - - - 
Ac35-4 - - 25 18 - - - 
Ac36-1 - - 9 - - - - 
Ac36-2 - - 10 - - - - 
Ac36-3 - - - 9 11 9 - 
Ac36-4 - - 9 - - - - 
Ac37-1 - - 12 - - - - 
Ac37-2 - - 9 - - - - 
Ac38-1 - - 10 - - - - 
Ac38-2 - - 9 - - - - 
Ac39-1 - - 9 - - - - 
Ac39-2 - - - - - - - 
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ตารางที่ 2   แสดงเปอรเซ็นการมชีีวิตของเซลลทีท่ดสอบกับสารสกัดเอททิลแอซิเตตจากน้าํเลี้ยง

เชื้อของแอกติโนมัยซีสทัง้ 127  สายพนัธุ 
เปอรเซ็นการมีชีวิตของเซลล : Cell lines viability(%) 

sample A375 SW620 KatoIII HePG2 BT474 Jurkat 

Ac1-1 115.46 64.78 69.71 84.82 0.89 42.53 

Ac1-2 93.42 93.13 75.49 103.37 102.37 97.03 

Ac1-3 86.51 63.75 76.40 80.10 1.48 57.38 

Ac1-4 96.38 57.22 80.97 80.78 2.08 62.17 

Ac1-5 101.48 78.35 80.37 79.76 24.63 81.34 

Ac1-6 57.24 19.24 32.42 42.66 73.29 88.95 

Ac1-7 120.89 94.50 69.10 97.13 102.97 87.19 

Ac1-8 70.72 18.04 24.96 53.12 66.47 73.91 

Ac1-9 96.22 95.02 82.34 97.81 104.15 108.64 

Ac2-1 86.18 88.49 74.89 94.94 101.48 89.70 

Ac2-2 83.39 21.31 28.46 47.05 56.68 76.69 

Ac2-3 90.46 88.66 72.75 93.59 101.19 82.17 

Ac2-4 94.57 88.32 75.19 97.13 100.89 77.62 

Ac3-1 96.05 89.69 74.58 94.27 102.67 86.54 

Ac3-2 99.01 91.24 78.08 98.82 93.47 96.47 

Ac3-3 110.20 99.48 69.41 106.58 98.52 97.59 

Ac4-1 71.88 20.62 38.36 35.24 58.16 93.31 

Ac4-2 88.16 87.29 84.47 93.59 96.74 97.12 

Ac4-3 42.43 24.40 37.90 86.85 98.22 81.71 

Ac5-1 90.79 85.22 82.50 92.58 100.89 92.94 

Ac5-2 88.32 86.43 80.52 107.94 96.14 96.75 

Ac5-3 91.94 20.62 32.88 50.59 63.20 88.30 

Ac6-1 10.21 31.07 44.39 44.87 60.21 80.70 

Ac6-2 95.74 72.80 70.13 68.24 18.30 45.39 

Ac7-1 45.01 38.45 62.69 70.13 68.20 65.61 

Ac7-2 69.83 68.02 73.98 90.10 90.35 82.71 

Ac7-3 76.18 89.09 74.87 62.50 63.16 82.52 

Ac7-4 62.22 103.70 83.63 100.49 85.09 96.54 

Ac7-5 73.22 103.51 88.45 103.08 85.96 100.19 

Ac7-6 77.31 99.26 82.49 102.92 97.34 106.64 

Ac8-1 78.55 98.34 90.61 103.41 87.28 118.88 

Ac9-1 35.38 35.30 28.55 69.16 53.73 64.02 

Ac9-2 60.22 43.25 41.24 62.82 53.95 73.55 

Ac9-3 44.89 31.61 71.32 67.53 55.26 43.08 
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ตารางที่ 2  (ตอ) แสดงเปอรเซ็นการมชีีวติของเซลลทีท่ดสอบกับสารสกัดเอททิลแอซิเตตจากน้าํ

เลี้ยงเชื้อของแอกติโนมยัซีสทั้ง 127  สายพันธุ 
เปอรเซ็นการมีชีวิตของเซลล : Cell lines viability(%) 

sample A375 SW620 KatoIII HePG2 BT474 Jurkat 
Ac9-4 77.31 92.79 82.23 98.38 88.60 87.94 
Ac9-5 71.82 91.87 84.64 102.92 87.28 84.95 
Ac9-6 81.30 97.41 89.97 101.14 92.76 92.62 
Ac9-7 71.57 29.02 39.72 65.42 46.71 69.63 
Ac9-8 77.31 94.27 87.06 109.09 99.34 102.80 
Ac9-9 75.06 96.12 76.40 83.77 96.05 98.60 
Ac9-10 74.19 92.42 78.55 100.32 97.15 93.74 
Ac9-11 51.50 83.18 71.45 93.18 91.45 41.87 
Ac9-12 74.74 84.47 75.25 94.48 77.63 97.01 
Ac9-13 74.69 86.32 76.14 101.14 88.16 100.75 
Ac10-1 74.94 89.65 94.42 100.97 86.84 110.47 
Ac10-2 80.55 86.50 78.55 110.55 88.38 101.96 
Ac10-3 72.82 71.72 67.51 91.07 77.85 62.99 
Ac11-1 71.82 87.99 63.71 95.94 88.38 86.26 
Ac12-1 73.19 89.46 64.41 98.21 72.60 97.76 
Ac12-2 64.84 86.88 56.35 102.11 74.26 90.37 
Ac13-1 76.56 86.14 58.50 96.10 89.60 107.20 
Ac13-2 78.93 95.80 75.84 90.70 96.44 102.45 
Ac13-3 58.48 90.72 63.24 128.73 30.64 73.64 
Ac14-1 77.10 64.80 48.84 89.45 71.51 59.83 
Ac15-1 82.44 70.75 53.08 94.36 80.00 64.64 
Ac15-2 110.38 87.22 78.02 94.35 82.05 84.69 
Ac16-1 95.11 68.48 92.16 85.55 16.38 27.31 
Ac16-2 92.52 83.89 81.36 94.73 100.27 91.16 
Ac17-1 105.34 88.27 78.92 91.03 100.14 75.06 
Ac18-1 91.91 20.84 28.53 30.00 44.77 53.91 
Ac18-2 98.93 99.47 97.30 92.73 105.75 75.06 
Ac19-1 41.22 23.29 31.11 114.18 34.97 64.33 
Ac20-1 98.63 80.21 81.11 90.91 94.38 68.75 
Ac21-1 101.83 81.61 90.62 93.45 78.90 73.40 
Ac23-1 98.63 88.09 85.73 103.45 78.77 80.74 
Ac23-2 95.65 23.47 38.43 28.91 44.99 56.04 
Ac24-1 93.74 93.35 90.36 88.04 94.25 80.82 
Ac24-2 64.27 22.59 29.17 42.18 43.65 63.14 
Ac24-3 96.79 81.61 83.03 83.81 92.19 78.14 
Ac24-4 65.50 37.13 56.17 118.91 32.96 68.98 
Ac24-5 102.24 72.50 89.20 91.45 87.95 74.43 
Ac25-1 64.58 42.03 55.78 41.64 41.00 61.17 
Ac25-2 90.23 79.86 96.92 96.36 79.18 75.22 
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ตารางที่ 2 (ตอ)  แสดงเปอรเซ็นการมีชีวิตของเซลลทีท่ดสอบกับสารสกัดเอททิลแอซเิตตจากน้าํ

เลี้ยงเชื้อของแอกติโนมยัซีสทั้ง 127  สายพันธุ 
เปอรเซ็นการมีชีวิตของเซลล : Cell lines viability(%) 

sample A375 SW620 KatoIII HePG2 BT474 Jurkat 
Ac25-3 90.99 77.58 105.66 94.36 89.18 90.06 
Ac25-4 63.82 37.83 45.76 59.45 49.00 57.30 
Ac25-5 59.85 19.96 25.19 120.90 43.65 63.61 
Ac25-6 118.02 60.07 61.83 81.45 93.88 47.43 
Ac26-1 80.00 83.89 80.98 83.09 86.85 68.27 
Ac27-1 69.31 60.25 66.59 112.23 49.35 59.67 
Ac27-2 94.66 66.61 82.36 89.03 85.94 98.18 
Ac28-1 71.30 17.88 43.27 57.19 49.74 77.27 
Ac28-2 84.73 91.24 86.68 89.39 85.03 83.43 
Ac28-3 87.69 83.76 75.76 109.89 50.13 80.20 
Ac28-4 80.92 96.17 82.99 88.49 86.07 87.88 
Ac28-5 68.46 84.12 72.08 80.58 75.65 85.05 
Ac29-1 76.00 93.98 95.69 85.97 92.19 92.53 
Ac29-2 77.85 79.74 101.52 88.31 85.81 85.45 
Ac29-3 76.15 76.82 84.52 86.51 83.85 85.35 
Ac29-4 84.76 57.48 70.18 82.91 75.91 85.25 
Ac29-5 80.15 77.19 93.65 85.43 85.16 87.07 
Ac29-6 81.08 92.34 74.24 85.07 96.61 87.17 
Ac29-7 67.69 77.37 61.29 77.52 90.10 81.72 
Ac30-1 78.46 93.80 85.66 89.39 85.68 96.06 
Ac30-2 10.62 21.35 23.98 52.88 45.83 85.66 
Ac30-3 76.77 98.91 114.59 85.97 91.80 89.49 
Ac30-4 77.54 88.14 81.85 84.89 81.90 88.08 
Ac30-5 88.92 87.77 82.74 87.41 101.69 89.19 
Ac30-6 88.31 87.23 86.68 92.63 100.78 88.69 
Ac31-1 -6 26.82 18.53 31.83 44.66 83.23 
Ac31-2 75.23 83.94 77.54 84.89 88.80 89.39 
Ac31-3 74.46 91.42 73.35 92.27 91.41 92.53 
Ac31-4 74.15 99.64 88.07 90.47 93.49 94.75 
Ac31-5 79.23 88.87 96.57 88.31 77.99      90.20  
Ac32-1 22.00 17.71 19.67 44.06 44.40 82.12 
Ac32-2 85.69 86.86 74.75 85.97 94.04 89.49 
Ac32-3 90.46 92.34 81.85 83.03 90.85 88.99 
Ac32-4 90.00 92.70 71.45 85.71 92.77 91.72 
Ac32-5 80.46 80.06 61.39 78.66 106.17 89.20 
Ac32-6 89.23 92.27 69.31 79.33 93.19 92.84 
Ac33-1 90.00 93.66 73.27 79.83 93.19 90.41 
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ตารางที่ 2 (ตอ)  แสดงเปอรเซ็นการมีชีวิตของเซลลทีท่ดสอบกับสารสกัดเอททิลแอซเิตตจากน้าํ

เลี้ยงเชื้อของแอกติโนมยัซีสทั้ง 127  สายพันธุ 
เปอรเซ็นการมีชีวิตของเซลล : Cell lines viability(%) 

sample A375 SW620 KatoIII HePG2 BT474 Jurkat 

Ac33,2 87.85 91.19 71.62 79.66 92.34 91.99 

Ac33-3 104.68 92.74 90.76 80.50 88.51 91.99 

Ac34-1 99.79 99.81 66.67 80.34 68.30 91.63 

Ac35-1 98.34 87.64 73.60 84.03 90.21 91.02 

Ac35-2 97.02 81.00 75.08 84.54 92.34 97.94 

Ac35-3 92.23 94.44 77.72 78.49 133.83 96.24 

Ac35-4 100.85 97.37 69.14 77.31 93.83 93.08 

Ac36-1 90.85 99.38 65.51 77.82 95.32 90.66 

Ac36-2 8.72 38.79 37.13 44.71 76.17 82.04 

Ac36-3 86.81 101.08 94.40 75.63 94.68 89.93 

Ac36-4 96.38 95.98 83.33 77.48 101.70 90.90 

Ac37-1 95.74 89.34 92.24 85.88 130.85 91.99 

Ac37-2 91.06 89.18 78.88 81.51 98.72 96.36 

Ac38-1 97.02 83.62 67.82 75.80 106.81 90.53 

Ac38-2 95.96 90.73 70.46 80.50 106.38 87.86 

Ac39-1 103.19 92.74 63.04 77.98 98.09 89.08 

Ac39-2 107.45 97.22 68.98 75.63 63.62 89.68 
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ภาคผนวก จ 
 

ผลการวิเคราะหทางสถิติ 
 

ตารางที่ 1  การวิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทยีบความแตกตางดวย Dancan  ของ

บริเวณยับยัง้ของจุลินทรียทดสอบ  เมื่อสกัดน้ําเลีย้งเชื้อของสายพนัธุ Ac1-4 ดวยตัว

ทําละลาย 3 ชนิดคือ  เมททานอล  เอททิลแอซิเตต  และเฮกเซน 

 

ANOVA 
จุลินทรีย

ทดสอบ 

 Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 1384.000 3 461.333 5536.000 .000 

Within Groups .667 8 .083   

 

B. cereus 

Total 1384.667 11    

Between Groups 1343.583 3 447.861 2687.167 .000 

Within Groups 1.333 8 .167   

 

S. aureus 

 Total 1344.917 11    

Between Groups 1233.000 3 411.000 . . 

Within Groups .000 8 .000   

 

P. aeruginosa 

Total 1233.000 11    

Between Groups 1262.250 3 420.750 . . 

Within Groups .000 8 .000   

 

E. coli 

Total 1262.250 11    

Between Groups 55.000 3 18.333 220.000 .000 

Within Groups .667 8 .083   

 

S. cerevisiae 

Total 55.667 11    

Between Groups 51.000 3 17.000 . . 

Within Groups .000 8 .000   

 

C. albicans 

Total 51.000 11    

Between Groups 183.000 3 61.000 . . 

Within Groups .000 8 .000   

 

A. niger 

Total 183.000 11    

 

 

 

 



 

B. cereus 
Duncan  

Subset for alpha = .05 

SOLVENT N 1 2 3 4 

hexane 3 .0000       

ethyl acetate 3   10.0000     

methanol 3     20.0000   

broth 3       28.6667 

Sig.   1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

S. aureus 
Duncan  

Subset for alpha = .05 

SOLVENT N 1 2 3 4 

hexane 3 .0000       

ethyl acetate 3   10.0000     

methanol 3     23.3333   

broth 3       26.3333 

Sig.   1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

P. aeruginosa 
Duncan  

Subset for alpha = .05 

SOLVENT N 1 2 3 

ethyl acetate 3 .00     

hexane 3 .00     

methanol 3   14.00   

broth 3     24.33 

Sig.   1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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E. coli 
Duncan  

Subset for alpha = .05 

SOLVENT N 1 2 3 

ethyl acetate 3 .00     

hexane 3 .00     

methanol 3   15.00   

broth 3     24.31 

Sig.   1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

S. cerevisiae 
Duncan  

Subset for alpha = .05 

SOLVENT N 1 2 3 4 

broth 3 17.3333       

hexane 3   21.0000     

ethyl acetate 3     22.0000   

methanol 3       23.0000 

Sig.   1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
C. albicans 
Duncan  

Subset for alpha = .05 

SOLVENT N 1 2 3 

Broth 3 15.0000     

Hexane 3 15.6667     

ethyl acetate 3   18.0000   

Methanol 3     20.0000 

Sig.   .397 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
 
 
 

175 



 

A. niger 
Duncan  

Subset for alpha = .05 

SOLVENT N 1 2 3 4 

Broth 3 14.0000       

Hexane 3   19.0000     

ethyl acetate 3     20.0000   

Methanol 3       25.3333 

Sig.   1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

หมายเหต ุ control  =   น้ําเลีย้งเชือ้ที่ไมถูกสกัดดวตัวทาํละลาย 

  Methanol =   น้ําเลีย้งเชือ้ที่ถูกสกัดดวย methanol 

  Ethyl acetate =   น้ําเลีย้งเชือ้ที่ถูกสกัดดวย Ethyl acetate 

  Hexane =   น้ําเลีย้งเชือ้ที่ถูกสกัดดวย Hexane 
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ตารางที่ 2  การวิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทยีบความแตกตางดวย Dancan  ของ

บริเวณยับยัง้ของจุลินทรียทดสอบ  เมื่อสกัดน้ําเลีย้งเชื้อของสายพนัธุ Ac16-1 ดวยตัว

ทําละลาย 3 ชนิดคือ  เมททานอล  เอททิลแอซิเตต  และเฮกเซน 

 

ANOVA 
จุลินทรีย

ทดสอบ 

 

Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 185.583 3 61.861 371.167 .000 

Within Groups 1.333 8 .167   

 

B. cereus 

Total 186.917 11    

Between Groups 1195.333 3 398.444 2390.667 .000 

Within Groups 1.333 8 .167   

 

S. aureus 

 Total 1196.667 11    

Between Groups 594.000 3 198.000 . . 

Within Groups .000 8 .000   

 

P. aeruginosa 

Total 594.000 11    

Between Groups 594.000 3 198.000 . . 

Within Groups .000 8 .000   

 

E. coli 

Total 594.000 11    

Between Groups 410.250 3 136.750 . . 

Within Groups .000 8 .000   

 

S. cerevisiae 
Total 410.250 11    

Between Groups .000 3 .000 . . 

Within Groups .000 8 .000   

 

C. albicans 

Total .000 11    

Between Groups 342.000 3 114.000 . . 

Within Groups .000 8 .000   

 

A. niger 

Total 342.000 11    

 

B. cereus 
Duncan  

Subset for alpha = .05 

SOLVENT N 1 2 3 4 

hexane 3 9.3333       

methanol 3   15.0000     

broth 3     17.3333   

ethyl acetate 3       20.0000 

Sig.   1.000 1.000 1.000 1.000 
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Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

S. aureus 
Duncan  

Subset for alpha = .05 

SOLVENT N 1 2 3 4 

hexane 3 .0000       

methanol 3   19.0000     

broth 3     21.3333   

ethyl acetate 3       26.3333 

Sig.   1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

Pseudomonas  
 

หมายเหต ุ control  =   น้ําเลีย้งเชือ้ที่ไมถูกสกัดดวตัวทาํละลาย 

  Methanol =   น้ําเลีย้งเชือ้ที่ถูกสกัดดวย methanol 

  Ethyl acetate =   น้ําเลีย้งเชือ้ที่ถูกสกัดดวย Ethyl acetate 

  Hexane =   น้ําเลีย้งเชือ้ที่ถูกสกัดดวย Hexane 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวทิศนา  นิธิสกุลกาญจน  เกิดเมื่อวันที่ 22 สิงหาคม พ.ศ. 2523  ที่จังหวัด

นครศรีธรรมราช  สําเร็จการศึกษาระดับมัธยมศึกษาจากโรงเรียนสตรีทุงสง  สําเร็จการศึกษา

วิทยาศาสตรบัณฑิต  สํานกัวิชาเทคโนโลยีการเกษตร  สาขาวิชาการผลิตสัตว  มหาวิทยาลัยวลัย

ลักษณ  เมื่อปการศึกษา 2546  และเขาศึกษาตอในระดับวทิยาศาสตรมหาบณัฑิต  หลกัสูตร    

จุลชีววทิยาทางอุตสาหกรรม  ภาควิชาจุลชีววทิยา  คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั  

เมื่อปการศึกษา 2547 
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