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Sixty one isolates of actinomycetes were isolated from 15 soil samples from NAN province 

and tested for their antimicrobial activities. The results showed that 75.41 % of the actinomycetes 

isolates exhibited antimicrobial activities. The Nan 6.2 strain. isolated from soil in Maecharim district, 
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extracts of soluble starch culture broth of Nan 6.2 strain incubated for 10 days showed the highest 

antimicrobial activities. Moreover, this strain also inhibited 6 plant pathogenic fungi, i.e. Alternaria 
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DOAC 0874, Fusarium oxysporum f.sp. cubense DOAC 0893, Pythium aphanidermatum DOAC 

1662 and Phytophthora parasitica DOAC 0005. This promising strain not only has potential use for 

medical purposes but also has a potential in agricultural application. 

Twenty one percent of actinomycetes isolates showed high levels of anticancer activities. 

The strain with highest activity was Nan 2.4, from forest soil in Santisuk District. which showed 

specific inhibitory activity against Jurkat-human acute T cell leukemia cell line. Upon treatment. cell 

viability of 12.77% with apoptotic nuclei of 72.29% were detected. 

Analysis of the nucleotide sequences of the 16S rRNA gene of the Nan 2.4 and Nan 6.2 

strains showed high similarity (99%) with Streptomyces olivogriseus and Streptomyces platensis, 

respectively. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

 แอกติโนมัยซทีีสเปนแบคทีเรียที่มีลักษณะบางประการคลายรา โดยลักษณะที่คลายราคือ 

มีเสนใยแตกแขนงออกเปนเสนเล็กๆ แตเสนผานศูนยกลางของเสนใยมีขนาดเล็กกวารา (Sykes 

และ Skinner, 1973) มีการสรางสปอร อาจเปนสปอรเด่ียว สปอรคูหรือเปนสายสปอร เชน ในสกลุ 

Micromonospora มีการสรางสปอรแบบสปอรเด่ียวลักษณะทรงกลม บริเวณปลายเสนใยส้ันๆ ที่

แตกแขนงออกมา (Hirsch และคณะ, 2004) หรือบางชนิดไมสรางสปอรแตเสนใยจะแตกหกัเปน

ทอนๆ ลักษณะคลายอาโทรสปอร (arthospore) เชน Nocardia (Lederberg และคณะ, 2000) 

แตลักษณะโดยสวนใหญจะใกลเคียงกบัแบคทีเรียมากกวา กลาวคือ แอกติโนมัยซีทีสไมมีเยื่อหุม

นิวเคลียส มีสวนประกอบของผนังเซลลเชนเดียวกับแบคทีเรีย ติดสีแกรมบวก แตมีปริมาณ

เปอรเซ็นตของเบส guanine และ cytosine (%G+C) ในดีเอ็นเอสงูกวาแบคทีเรียแกรมบวกทั่วไป 

มีความไวตอสารปฏิชีวนะทีท่ําลายแบคทีเรียแตตานทานตอสารปฏิชีวนะทีท่ําลายรา ดังนั้น แอกติ

โนมัยซีทีส จงึถูกจัดใหเปนจุลินทรียในกลุมของแบคทีเรีย โคโลนีของแอกติโนมยัซีทีสมีลักษณะ

เปนผงแปง หรือเปนแผนหนัง ทึบแสง ผิวของโคโลนีอาจเรียบ นนู ขรุขระ เปนเม็ดเล็ก หรือเปน

เกล็ด โคโลนมีีสีตางๆ เชน สีขาว เหลือง สม ชมพ ูมวง ฟา เขียว น้ําตาล และดํา ลักษณะเสนใย

ของแอกติโนมยัซีทีส ม ี 2 ชนิด คือเสนใยทีชู่ข้ึนไปบนอากาศ เรียกวาเสนใยอากาศ (aerial 

mycelium) และเสนใยที่เจริญลึกลงไปในอาหารเล้ียงเชื้อแข็ง เรียกวาเสนใยอาหาร (substrate 

mycelium) แอกติโนมัยซทีีสเปนแหลงของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive compounds) 

ตางๆ มากมาย โดยมีรายงานสนับสนนุวาในจํานวนของสารทุติยภูมทิีถู่กผลิตข้ึนโดยจุลินทรียกลุม

ตางๆ ประมาณ 61 เปอรเซ็นต เปนสารทุติยภูมิที่ไดจากแอกติโนมยัซีทีส รองลงมาคือรา และ

แบคทีเรียตามลําดับ (Kieser และคณะ, 2000) โดยเฉพาะอยางยิ่งสารปฏิชีวนะที่ใชกนัอยาง

แพรหลายในทางการคา และทางการแพทย ประมาณ 75 เปอรเซ็นต ไดจากสกุล Streptomyces 

(Miyadoh, 1993) เชน นีโอมัยซิน (neomycin) ไดจาก Streptomyces fradiae  นิดดามยัซนิ 

(niddamycin) และ ชีเลสทเิซทนิ (celesticetin) ไดจาก S. caelestis (Melloui และคณะ, 2003) 

ในทางการแพทย bleomycin sulfate ที่สรางจาก Streptomyces verticilus ยังใชเปนสารยับยั้ง

เซลลมะเร็งโดยใชบําบัดผูทีเ่ปนมะเร็งตอมน้ําเหลืองไดอีกดวย และประมาณ 60 เปอรเซ็นตของ

สารปฏิชีวนะที่ไดจากแอกติโนมัยซีทีส ไดรับการพัฒนาปรับปรุงนําไปใชทางดานเกษตรกรรม เชน 

การใช fungichomin ที่ผลิตโดย Streptomyces padanus ในการควบคุมโรคเนาคอดินใน

กะหลํ่าปลี ทีม่ีสาเหตุมาจาก Rhizoctonia solani (Shih และคณะ, 2003) นอกจากนี้ แอกติโนมยั
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;YlrltJ'lLUtJU~ri'l'tJfl'lLfltJL'!l~~~ltJ-nij(1) L"lltJ' LfltJL'!l~L'Il~fjL~~ (cellulase) ~~ft[;ll(1)tJ 

Thermomonospora spp. ~W1l-J11iiltJ~[;l~1~m'~l-J~1l!1lt:JLif~l-Jyf~1t:J~1 LfltJ L'IlJJ£iflt:J Lth~tJ 

(Proteolytic enzyme) ~ft[;l~ln Streptomyces griseus (Caccavo, 1999) 'lrl~LtJ~ 

(Chitinase) £iflt:JLfl~tJ ~ft[;l~ln Streptomyces coelicolor (Saito LL~:::flru:::, 2001) 

ufln&iLwJt:J;jYl~YilJ'Wfi')hntJ~'lu')(1)~fll-J L"lltJ ~tJ J1 'Lfl~tJ Ul-J~ln'~-n LL~:::ltJfl1m~ 

1W~WYilJUfln~ilwJt:JlfYl~LUtJtrUc;llJ~fl'l~fl-1~lnUlJflYlLro-nij(1)~U (Sykes u~::: Skinner, 1973) 

L~fl'l~ln lUfinl-J'Il1~ ufln~Lu,rt:J1lYi~yhm:r1~ dju~£iflt:J~~lt:J (decomposer) uft:::ltJ~tJLutJ 
" Lmri'lflUYi~trt)Jil'J1111-11 l-J1nl-J1t:J Yl-1'1l1n~-n 'Il1n~Jil1" LLft:::~l'j' biopolymer 1111-11 L"lltJ fin LtJ 

L'!lftfj Lftrl LlInL'!l~fj l~~ Lfl'J1~tJ LYifl~tJ u~:::1fl~tJ Lth,uJf'W ~-1Ufln~L'WlJt:J;jYl~~1l-J11n£iflt:J 

rl~ltJ~1~iJ'LflN~¥1-1-nlJ-nfl'Wmri1C'Wf (~')~ l-J~l~n~m, 2546) c;l-1J'W1l1'):::1~tJ[;h-11 mri1C 

~'l LU'W1l1,):::~ ml-J1:::~l-Jl11fln11L ~1-qj'tJfl'l ufln~L'WlJt:JlfVlt'l vh llX~'WLtI'Wu~ri'l~mflmt'lYilJ u fln~ 

LtJlJ'tJlfYl rl 'tc1i'l-J1n u~ :::iJfl,)ll-J~~ln~~lt:J c;l'l LfltJiJ'J1t:J'lltJn11f'l (1) ut:Jn ufln~L tJlJ't:J;lYl~~ln~'W 

LL~ri'l1111'l1 L"ll'W rJl,)fl£i1'l~UU1:::LYl~'!lilL;jt:J rl1l-J1~nut:Jn Streptomyces sp. rl1t:J~tJi US80 ~'l 
" " rl11'l~lnJB;h'W:::tJlJtJ'lUlJflYiLffiYl-1um'l-JlJ')n Um'l-J~lJ U~:::11'tc1i' (Fourati-Ben Fguira LL~::: 

flru:::, 2004) LL~:::~ln~'Wu~ri'lL~t:J')nudtJ-1YilJ Streptomyces caelestis ~'lrlh'lrl1nJB;htJ::: 
" " " 

tJlJtJ'lLLlJflYlL1t:JYl'lUn1l-JlJ')n u~:::LLn1l-JftlJ1Ji' (Melloui LL~:::flru:::, 2003) Ufln~lnil 

111t:J1uU1:::LYl~LYlt:J YilJ~11ff,)fl£i1'l~tJ~ln4' . .mt)(1)1111'l1 32 lff,)fl£i1'l ~1l-J1mLLt:Jn 

ufln~iLwJt:J;lVl~'tc1i' 117 t'llt:J~'Wi (rh:::t)~ ut:J:::Ln1u~lm', 2544) Uft:::~ln~'W 35 lff,)fl£i1'l~ln 

lJ1L')ru-n1t:J~'l'tJfl'lLn1:::L~,j(1) 4''l~t)(1)1:::t:Jfl'l ~1l-J11nut:Jnufln~LtJ,rt:J;jYl~'tc1i' 100 lfll'!lL~[;l LtJ 

o ~ ,.l..,J ., .!' ., 'i' .'"1 -<;' ~...... "I. ... 
~lW,)UtJYilJ,)lL-nflYlUt:Jn LVl 80 Lfl L'!lL~[;}LuULLfln[;} L'Wl-Jt:J'!lYl~ L'W~fJ~ Streptomyces Uft:::fln 20 

" 
Lfl L'!l L~[;}l'W~fJ~ Micromonospora n11f'l(1)Lftfln;rtJ~\JYilJ~1 Streptomyces sp. 55 Lfl L'!l L~[;l 

LL~::: Micromonospora sp. 14 Lfl L'!lL~[;}rl1l-J1~n~h'l~lTVlilC]YliiJhu,~;jYi'lJl0~[;}'J1 flUW[;]m 

t)~W1, 2545) c;l'lJwn11f'l(1) ut:Jn u fln~L'WlJt:J;jYl~~ln~tJL ~fl~l LL fln~l tJlJ't:J;lVl rl~iJflrurll-JUii LvltJ • 

1un1~~r1'l~1~flflnC]YliYl1'l;hlnYi~'lLUW~'l~U1~wl~ l!1lt:JL'UYi1:::1w~w~4''l~t)(1)U1W~'ltJ'l'W 
Lflt:JiJ~1t:J'llWn11~11')~l-J1riflU llnU1:::LYl~'tJfl'l4''l~t)(1)U1wil~'lfim~ru~LtltJ~tJ~~lJril-JmJJ1 .. . 

" I " I I 

WUYlU1hluft:::'JL'tJ1 l!1lt:JiJli,)Lm~WNYij:::U1'lU~:::li,)Lm~UWW1 ;'lLtlWl1,)Lm~uunru[;l Vlil 

.... -:: I :., -- - ... ~ ,l' .Ju " 
fl')1l-J~'l 600 - 1,200 Ll-JlJlj L~flj:::I'lUW1Yl:::Lft YlflI'lW1WYl')~~~')(1) FlI'lLuuYiWYl 1:::l-J1ruffit:J~::: 

J' ...I:::' ~ ~ .l ..,J'i' - ~ 'Iu ~ ~, nI"I 'u" U 40 'tJfl~YitJYlYl'l~~~')(1) ~lllYiYiWYl Wlt:JYl,) L 'tJfl~~~~')(1)W1W ri')W L~ru 1:::nfllJ(1)')tJ'J Lm LL~::: 1 

hl ~'lilfl,)1l-Jft1(1)-nWLnwn~1 30 fl'lPl1 lI'lt:JiJLnfl~U1:::l-J1ru 85 LUfl1Lonwul 'tJfl'lLnfl~4''l~t)(1) il 

~.'"I'" ...I ~.l..,J , ... ~ nI " u"..1 
~m~ru:::Lu~Lmfjnfl~W~flU~l(1) u~:::fjnfl~W~fltJ-nW YiWYlj1lJ~l-Jl-JLUtJri')tJtJflt:J LVlLLn Yl~llJ 

" ", 
n')1'l1~r1lfl~lW~l-JW1U1tJ - t'l1 [;l1l-J~lW1U1W u~:::Yi'J1lJ~l-JUfllJ1 fl~unlJihLllfltJ1Uflt:J[;lfltJl~ 
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~'l LflflVl1r)'1c.J'l ii'l Lfltl1J'J ii'l Lfltl L~tl'lmn'l LLfl:::ii'l Lfltlvi'lif'l'l 1lL'lJ1~ilfl')'ll-J~'1~.nn ~'Jt.l1V1n i fl~ i 
~ ~ ~ . ~ ~ 

U1L'JnJL'lJVl"ll'lmLC'lU ~C'lnu~'lll'lnuflur:::"ll'lfi1J'lvltJ1..h:::"ll'l"llUfl'l'J 1JL'lJl~~'lFlC1J 'tt1iLLri 1JLL'J 

~'1fl~ iVl'l'liiPl L mltl'lJtl'l L'lJVlii'l Lfltlih Ltlu~urh L W1'lJtl'l LLlJ~'lt.hu IlL 'lJ1~~'1~~ C'l L'W4''1V1r)C'lt.h'W 
~ " ., ~ 

" " ~flC'lflWJfl'l i1fl'Jll-J~'I 1,980 Ll-JVlr mi1m:::~UU'lVl:::LflU'lUnfl'l'l r?T'Itl~Yll'1YiPlVl:::r)'Wtlflm~m1~ 

LUL'lJVlYffl'l~ii'l Lfltlih Ldtl'l~'ln~f11Yi~U~LtlWlL'lJ'l~'1 LLfl:::~h 'hl yh l~ii~l-J~'l LLfl:::Lm~'1~'l~ .. " . 
" "" .... II 

LUWIflWrl'lLWC'l 'lJtl"IflWW'lfi'l1l1r~'lr1qJV1fl'ltJ~ltJ L-rl'W LL4Jwlt.hu LLlJW'l~1 LLlJWlt)1 LLlJW1~l-JW 
" "" " 

LLlJU'lV1fN LLlJwlih LLlJulntlU LU'WIflU Utln~lnnfT'Iiifiltl1rLLfl:::fil~')tJ41U'JtJl-Jln LLfl:::'"l'ln 

m rpjn~ Lrltl'l ~UYiU~ 1 ~U~4''IV1r)C'ltl'lUYiU LL tln~Lwrtl;lY1 ~ LLfl:::1'1 tlU;]'l'lil fl'J'll-JV1 f'nnV1 flltl ~'I 
.'"1 ...l, 'I" -~ ....... - 'I . ~ .j~ 
LuUVl'W'l~U \~~:::PlnM1 LLtlnVl ~tJl-Jtl'!lYl~~lnC'lU LUYitJVlU 

'"l'ln;]tll.Jfl;]'l'l~ULUU~'JUV1rt'l'lJtl'lU1:::Ltl"lltIt1'WV1fl'lnV1fl'ltl'lJtl'l~I~c.J~IJl~lnLLtln~Lwrtl 

;lY1~ ~m 'UYi'l:::tlfj'l'l~'1~lffitln'1Yl~Yn'lii'JfllYir;11'11 ~Wll-J'lLiftlth'l LLYin"fl'ltJ LUi1~,UU ~'1 
~lruDi1'JU::: Ufl:::~'lWUtT'IL"I!fltfl-J:::L1'1 ~'1lhJn~'l,ru ,~uVlffi~ritlL~LnC'l Lrflr;1'l'l1 iinlrufur?T'J 

1~ ~ I'WVl'lUr;1tltlIUDii'Ju:::m ifnu ~mr'J lUl-J1 n~u ~'I,rU;]tll.J fl~~::: 'tt1i~lnn'l rPlnM1~~ :::yh L ~ 
Vll1Un'lfl'J'll-JV1fl'lnV1fl'ltJ'lJtl'lLLtln~LwrtJ;jY1~ ~'1Ul'1"llilC'ltll~fT'I'llJiiertC'l..'fUYiUl-Jlrifl'W 

Wtln'"lln~fT"m~ 'tt1i~lruD~'J'W::: LLfl:::~lrfTutT"L"I!fltfl-J:::L1'1"llWC'l LV1lJ ~'1m'"l~:::Wl LULif LU'W 

ur::: LtJ"lluluYll'1nlnLYiYluc;itl LU 

, .-
Y1~Y1~Il-J'lr(l~~'1~'lruDi1'JU:::fTutT'I'~UVlffiYlC'l~tlU LLfl:::~lr~'l'Wl-J:::L1'1 

o ~ ..... I 

1. ~lr'J~ LLfl:::mUIJl'JfltJ'l'l 

2. LLtJn"llilC'l'lJtl'l LLtln~Lwrtl;jYl~1,ru1£1Ylt LLfl:::LflUL~tlU1£1Vlt 
3. VlC'l ~tlUfl'J'll-J ~'ll-Jlr(l'lJtl'l LLtln~LU~tl;jYl~LUnl r~~'1~lffitln'1YltVll'1i1'JfI'lYi ~ uri 

.-
~'lruDi1'JU:::fTUfT'I'~UVlffi Ufl:::~IWf'ltJl-J:::L1'1 

4. ~~~tILtlnftm~nr'lJtl'lUtln~LwrtJ;jYl~~ltJ~u$i'lflflnC]VltVll'1~'JfllYi~FlC'lL~tln 

1.113:; LtJ'!fUt1 AI fI,h'il:; 'l,;'-i'u 

~'ll-J'lmr1C'l LLtln Utln~LwrtJi1Y1 ~ ~'ltl~Ui~i1fl'J'll-J~'ll-Jlm LUnl1~ ~'1~'lruDii'Ju::: Ufl::: 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 

2.1 ประวัติการคนพบ 
 

 แอกติโนมัยซทีีส (actinomycetes) เปนจุลินทรียที่มลัีกษณะและความสัมพนัธใกลเคียง

กับแบคทีเรียและรา แตในปจจุบันถกูจัดใหอยูในโปรคาริโอท (prokaryote) โดยในอดีตที่ผานมา

แนวทางในการจําแนกเชื้อ การบัญญัติศัพทเฉพาะเพื่อระบุสกุล และชื่อชนิดของจุลินทรียนี้มีความ

สับสนเปนอยางมาก มีรายงานการศึกษาเกี่ยวกับแอกติโนมัยซทีีสในป 1875 โดย Ferdinand 

Cohn ซึง่อางอิงถึงโดย Waksman (1950) ไดต้ังช่ือจุลินทรียชนิดหนึง่ที่สรางเสนใยและมีสปอร

เรียงตอกนัเปนสายซ่ึงแยกไดจากกอนนิว่ที่พบในทอน้ําตา (concretions of human lachrymal 

ducts) วา Streptothrix foersteri โดย Cohn เนนวาจุลินทรียนี้มีความคลายคลึงกับ Leptothrix 

ตอมาในป ค.ศ.1877  Harz อางถงึโดย Waksman (1950) ไดต้ังช่ือจุลินทรียที ่เปนสาเหตุของโรค 

lumpy jaw ในวัวที่ถกูคนพบโดย Bollinger วา Actinomyces bovis  เหตุที่ต้ังช่ือดังกลาว

เนื่องจากกลุมเสนใยของเชื้อแผออกเปนรัศมี ซึง่ชื่อ actinomyces นี้มีรากศัพทมาจากภาษากรีก 

คือ aktisc แปลววา a ray beam และ mykes แปลวา fungus ซึ่งเมื่อรวมทัง้สองคําสามารถ

อธิบายไดถงึลักษณะโคโลนทีี่เปนกลุมเสนใยแผออกเปนรัศมี (ray fungus) แตการต้ังชื่อสกุลทัง้

สองแบบที่กลาวมาขางตนไมไดรับการยอมรับ เนื่องจากชื่อ Streptothrix ไดมีการนําไปใชต้ังช่ือใน

จุลินทรียอ่ืนกอนแลว และช่ือ Actinomyces ก็ไมเปนทีน่ิยมเชนกนั  

ภายหลังไดมีการต้ังชื่อสกุลของจุลินทรียนี้อยางแพรหลาย โดยอาศัยจากแหลงอาหาร

ตามธรรมชาติของจุลินทรีย หรือจากลักษณะทางกายภาพแตละแบบของจุลินทรียนัน้ๆ แตก็เปน

ชื่อที่ไมสามารถส่ือความหมายครอบคลุมทางดานสัณฐาณวิทยา และสรีรวิทยาของจุลินทรียได

ครบถวน (Waksman, 1950) ตอมามีการจัดกลุมจุลินทรียนี้ออกเปนหมวดหมูโดยใชหลักการ

จําแนกเดียวกนัคือ อาศัยลักษณะทางสัณฐาณวทิยาและสรีรวิทยาของแอกติโนมยัซีทีส ไดแก 

ลักษณะเฉพาะเมื่อเจริญบนอาหารเล้ียงเชือ้จําเพาะ ลักษณะของรงควัตถุที่สรางข้ึน การสรางกล่ิน 

การสรางสารปฏิชีวนะหรือเอนไซม การยอยสลายสารประกอบอินทรีย และองคประกอบของเซลล

แอกติโนมัยซทีีส เปนตน (William และคณะ, 1989) และปจจุบันไดใชวิธีวิเคราะหลําดับนิวคลโีอ

ไทดของยีนทีป่ระมวลรหัสของ 16S rRNA เปนเกณฑในการจัดกลุมทีสํ่าคัญดวย (Ueda และคณะ

, 1999) 
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2.2 ลักษณะท่ัวไป และแหลงที่อยูของแอกติโนมัยซีทสี 
 

แอกติโนมัยซทีีสเปนแบคทีเรียที่มีการสรางเสนใยคลายลักษณะของรา ติดสีแกรมบวก 

และมีเปอรเซ็นตเบสกวานนี (guanine) และไซโตซีน (cytosine) ใน DNA มากกวา 55 เปอรเซ็นต 

ซึ่งสูงกวาแบคทีเรียแกรมบวกทั่วไป  (Kieser และคณะ, 2000) แมวาแอกติโนมยัซทีีสจะสามารถ

สรางเสนใยไดคลายกับรา แตมีลักษณะตางๆที่แตกตางจากราคือ แอกติโนมยัซีทีสไมมีเยือ่หุม

นิวเคลียส  และไมโตคอนเดรีย (Cross และ Goodfellow, 1973)  นอกจากนี้ผนงัเซลลของแอกติ

โนมัยซีทีสยังประกอบดวยสารจําพวก 2, 6 diaminopimelic acid, mucopeptide (N-acetyl 

glucosamine เชื่อมกับ N-acetyl muramic acid), glutamic acid, glycine และ alanine 

(Waksman และ Henrici, 1974) ตางจากผนงัเซลลรา ซึ่งประกอบดวย glucans, mannans และ 

chitin (Commins, 1958) และเสนใยของแอกติโนมยัซีทีสมีขนาดเล็กกวาเสนใยของรา คือมีเสน

ผานศูนยกลาง 0.5 – 2.0 ไมโครเมตร เสนใยของแอกติโนมยัซีทสีประกอบดวย เสนใยอาหาร 

(substrate mycelium) และเสนใยอากาศ (aerial mycelium) สืบพันธุโดยการสรางสปอร โดยมี

ลักษณะเปนสปอรเด่ียว สปอรคู หรือตอกันเปนสายยาวเรียกวา สายสปอร และอาจมีการสราง

สปอรในอับสปอร (sporangium)  

แอกติโนมัยซทีีสพบไดทัว่ไปในส่ิงแวดลอม ไดแก ดิน น้ํา อากาศ โคลน มูลสัตว และ

สามารถพบแอกติโนมยัซีทสี อาศัยอยูรวมกันกับพืช โดยในดินพบแอกติโนมยัซีทสีเปนอันดับสอง

รองจากแบคทเีรียชนิดอ่ืน (Sykes และ Skinner, 1973) เชน ตัวอยางดินประเทศตนูีเซีย สามารถ

แยก Streptomyces sp. สายพนัธุ US80 ซึ่งสรางสารปฏิชีวนะยับยัง้แบคทีเรียทัง้แกรมบวก แกรม

ลบ และราได (Fourati-Ben Fguira และคณะ, 2004) และจากดินแหลงเดียวกันนี้ยงัพบ 

Streptomyces caelestis   ซึ่งสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งแบคทีเรียทัง้แกรมบวก และแกรมลบได 

(Melloui และคณะ, 2003) เคยมีรายงานปริมาณแอกติโนมัยซทีีสในอากาศ ภายในอาคาร ในกรุงริ

โอเดอรจานิโร ประเทศบราซิส มีปริมาณเฉล่ีย 11 CFU/ m3 โดยบริเวณที่มมีากท่ีสุด พบปริมาณ

แอกติโนมัยซทีีส 127 CFU/m3 (Grigorevski-Lima และคณะ, 2006) แอกติโนมัยซีทีสบางชนิด

สามารถดํารงชีวิตอยูในเนื้อเยื่อพืช (endophytic actinomycete) Lixiang Cao และคณะ (2005) 

สามารถแยก endophytic streptomycete ไดจากรากกลวย โดยเชือ้สวนใหญจัดอยูใน genus 

Streptomyces แอกติโนมยัซีทีสสามารถแยกจากสัตวทะเล โดย Fedrica Sponga และคณะ 

(1999) ไดสํารวจจุลินทรียในทะเล โดยเก็บตัวอยางจากฟองน้าํ และโคลนใตทะเล พบวา ประมาณ

คร่ึงหนึง่ของจุลินทรียทั้งหมดเปนแอกติโนมัยซีทีส และอยูในสกุล Streptomyces โดยทีพ่บใน

ฟองน้ํา 31% และพบในโคลนใตทะเล 50% นอกจากนีย้ังสามารถพบแอกติโนมัยซีทีสจากไลเคนส 

ทั้งในเขตอบอุน และเขตหนาว (Ignacio และคณะ, 2005)  
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2.3 วงชวีิตของแอกติโนมัยซีทีส 
 
 

 
 

รูปท่ี 2.1 แสดงตัวอยางวงชีวิต (life cycle) ของแอกติโนมยัซีทีส Streptomyces 

coelicolor [ทีม่า Atlas of Actinomycetes (1997)]  
 

วงชวีิตของแอกติโนมยัซีทีสเร่ิมจากสปอรงอกกลายเปนเสนใย เสนใยเร่ิมแรกเปนเสนใย

อาหาร โดยแทรกตัวเขาไปในพ้ืนผิวของอาหารเล้ียงเชื้อ จากนั้นมีการสรางเสนใยอากาศ และ

พัฒนาเสนใยอากาศเพื่อสรางสปอรตอไป Chater (1993) ไดศึกษายีนที่เกี่ยวของกบัการ

เจริญเติบโตในระยะตางๆของ Streptomyces coelicolor A3(2) ซึ่งเปนแอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ

ที่เปนที่รูจัก และมีขอมลูการศึกษาการทํางานในระดับพันธุศาสตรมากในระดับหนึง่ ซึง่มยีีนที่

เกี่ยวของกับการเจริญในระยะตางๆ การศึกษาพบวา ภายใตสภาวะที่เหมาะสม germ tube งอก

ออกมาจากสปอร  เจริญโดยการยืดยาวและแตกแขนงบริเวณปลายเสนใย ไดเสนใยอาหารจํานวน

มาก หลังจากนัน้ 2-3 วัน เสนใยจะเจริญแทงข้ึนมาจากในอาหารออกสูอากาศกลายเปนเสนใย

อากาศ  ซึง่ถกูควบคุมโดย ยีน bld  จากนั้นเจริญโดยการยืดยาวบริเวณปลายเสนใย  เมื่อเสนใย

อากาศเจริญเต็มที่ ยนี whiG  และ  whiJ  ควบคุมใหปลายเสนใยมวนเปนเกลียว  หลังจากนั้น ยนี 
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whiA whiB whiH LL~:; whil f'l,)uf'll-Jl,xiJn11LLU~L"Il~ft~u~1mt\tJlt1W1t1m1~11~~,nr~ktJLLu~ • 
~ , 

Lt\'ult1t)t)mutJehtJ 1 ~tJ whiD LL~:; sigF f'l')uf'Jl-Jl,x~u~ L"Il~ft~tJ1;tJn~1mutJc,nr~~ut)fYll:l 
..- , ""... 1" . I ........ "J' .. . I .. .J ,g; .J 

f'lru~l-JU(;]VltJ(;]t)f'l,)1l-JLL~~LL~~ LL~:; tltJ whiE f'l,)Uf'll-J ~~ut)l-J~L1Jl-J1JtJ Ll-Jt)~ut)JVlLLm(;]l-JVl • • 
~~ ~t)t) n'"l1n~1t1~ut)f LL~:; lu(;]n 1 tJU1L ')ru~ ml-J1 :;~l-J ~ut)fn'"l :;~t)mutJLt\tJ lt11Jt)~ LLt)n ~l ulTtI • 

~1 ... .J m1L'"ln-vL~U WI tJJ:;tI:;(;h~11Jt)~ Streptomyces coelico/or A3(2) U~:;tltJU1~~,)UVl 

L~tI')~t)~ LL~t'l~c;l~ttJ~ 2.1 

" " ~ 
n11Lyn:; Lfttl~ LL t)n~LtJlTtI;jyj~UtJt)1~1 1Lftm Lilt) LL;j~ '"l:;Lnt'l'"l1nn1 J~ 11~ Lt\tJ Ltl 

~1u')tJl-J1n '"ltJLnt'lmn,)l-JntJLUtJn~l-Jnt)tJLffin~1 If'll~i1 (colony) ;~m1l-J~l-J1t11Jt)~ If'll~i1 

L 'Il ~ ftL~tI')~1t)nfil-J1Jt)~ L 'Il ~ ~vil:lft n1:tru:;L ~ijt)tJntJ LWilf'll~i11Jt)~ LLt)n ~l ulTtI;iyj ~ Ln t'l~1nm 1 • 
J')l-Jnu1Jt)~L~tJlt1 LutJnfil-JLt\tJlt1~~'t..nLLtitJ c;l~LL~t'l~ltJJU~ 2.2 . .. 

O : .... 01~.---

'3t1Y1 2.2 
" 
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การสรางโคโลนีบนอาหารเล้ียงเชื้อแข็ง ดังแสดงในรูปที ่ 2.3 เร่ิมจากหัวเชื้ออาจ

มาจากสปอรเด่ียว อับสปอร สวนของเสนใยที่แตกหัก หรือจากบางสวนของโคโลนีเดิม รูป 2.3 (A) 

เมื่อหัวเชื้อตกลงบนอาหารเล้ียงเชื้อแข็ง จะพัฒนาเปนเสนใยอาหาร รูป 2.3 (B) เมื่อเสนใยอาหาร

เจริญเต็มที่แลวจะแทงผานอาหารข้ึนมาเปนเสนใยอากาศซ่ึงเปนสวนทีสั่มผัสกับอากาศโดยตรง 

รูป 2.3 (C) จากนัน้มกีารเปลี่ยนแปลงลักษณะของโคโลนี เชน สรางสปอรโดยการแบงตัวของเสน

ใยเร่ิมจากการสรางผนงักัน้ภายในเสนใย โดยทั่วไปเสนใยมกัมีผนังกั้นชัน้เดียวเพ่ือความคงตัว 

และสรางเปนเสนใยแข็ง (Kalakoutskii และ Agre, 1976) โคโลนีของแอกติโนมัยซีทีสมีหลาย

ลักษณะแตกตางกนัในแตละสปชีส เชน นูน (raised), เรียบแบน (flat) บางคร้ังมลัีกษณะคลาย

แผนหนัง (leather) มีความหลากหลายต้ังแตนุมเหนยีวจนถงึแข็ง  สีของโคโลนีมีสี  ขาว  เหลือง  

สม  ชมพู  แดง  มวง  ฟา  เขียว  น้ําตาลและดํา  ผิวของโคโลนมีีลักษณะเรียบ (smooth)  สันนนู 

(ridged)  ขรุขระ (rough) เปนรอยยน (wrinkled)  เปนเม็ดเล็ก  (granular)  เปนผง (powder)  

หรือเปนเกล็ด (squamous)  ขนาดของโคโลนีข้ึนอยูกบั สปชีส อาย ุ  และสภาวะการเจริญ  เสน

ผานศูนยกลางของโคโลนีมคีวามแตกตางต้ังแตหนวยมิลลิเมตรจนถงึเซนติเมตร (Miyadoh และ

คณะ, 1997) 

 

 

 

รูปท่ี 2.3 ข้ันตอนการสรางโคโลนีของแอกติโนมัยซทีีส [ที่มา Atlas of Actinomycetes 

(1997)] 
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2.4.2 โครงสรางโคโลนขีองแอกติโนมัยซีทีส 
 
โคโลนีของแอกติโนมยัซีทีสจะมีการสรางเสนใย 2 แบบ คือ เสนใยอาหาร 

(substrate mycelium) และเสนใยอากาศ (aerial mycelium) ดังแสดงในรูปที่ 2.1 โดยเสนใยทัง้ 2 

แบบ จะแสดงลักษณะและหนาที่ทางชีววทิยาที่แตกตางกัน  

เสนใยอาหาร คือ เสนใยที่สรางในชวงระยะ vegetative cell การเจริญของเสนใย

ชนิดนี้จะมีขนาดและรูปรางแตกตางกนั โดยจะเจริญอยูในอาหารเล้ียงเชื้อ ชวงแรกสีของเสนใยจะ

เปนสีขาวหรือครีม  แตเมื่อเจริญเต็มที่จะกลายเปนสีเหลือง  แดง  ชมพู  สม  เขียว  หรือ  น้ําตาล 

เมื่อเพาะเล้ียงแอกติโนมัยซทีีสบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง จะมีการสราง germ tube หนึง่ tube หรือ

หลาย tube ซึ่งจะเจริญตอไปเปนเสนใยยาวและพัฒนาเปนเสนใยทีม่คีวามซับซอนยิ่งข้ึน เสนผาน

ศูนยกลางของเสนใยพบไดต้ังแต 0.2-0.8 ไมโครเมตร บางชนิดมีลักษณะตรงและยาวถึง 600 

ไมโครเมตรหรือมากกวานัน้ บางชนิดพบเสนใยมีลักษณะโคงและมีการแตกแขนง มีความยาว

ประมาณ 50-100 ไมโครเมตร (Kalakoutskii และ Agre, 1976) โครงสรางของเสนใยจะมีความ

แตกตางกนัข้ึนกับสวนประกอบของอาหารเล้ียงเชื้อ และภาวะที่เชื้อเจริญโดยเฉพาะอยางยิ่ง

อุณหภูมิและสารเคมีที่มีผลตอการเจริญ  เมื่อเช้ือมีอายุมากเสนใยชนิดนี้จะมีการแตกหกัเปน

ชิ้นสวนส้ัน ๆ บางชนิดอาจมีการแตกหกัอยางรวดเร็ว โดยเฉพาะเม่ืออยูในอุณหภูมสูิงหรือเจริญอยู

ในภาวะที่เปนของเหลว (Sykes และ Skinner, 1973)  

เสนใยอากาศ  คือ  เสนใยทีส่รางข้ึนดานบนของเสนใยอาหาร ลักษณะของเสนใย

อากาศจะแตกตางกันไปตามกลุมของแอกติโนมยัซีทีส สวนประกอบของอาหาร และภาวะของการ

เล้ียงเชื้อ เสนใยอากาศสวนใหญมีเสนผานศูนยกลางต้ังแต 1-1.4 ไมโครเมตร โดยปกติเสนใยชนิด

นี้จะมีลักษณะส้ัน  ตรง หรือโคง  และมีการแตกแขนงจํานวนมาก เสนใยอากาศจะเจริญปกคลุม

ทั้งโคโลนี เมื่อสังเกตดูจะมีลักษณะคลายปมดาย หรือ ฝุนชอลกอยูบนเสนใยอาหาร (Kalakoutskii 

และ Agre, 1976) การเจริญของเสนใยอากาศจะเร่ิมเจริญมาจากเสนใยอาหาร โดยเกิดการ

รวมตัวเปนกลุมกอนของเสนใยกลายเปนเซลลเร่ิมตน (initial cell) ซึ่งสวนใหญเร่ิมเจริญจากจดุ

กึ่งกลางของโคโลนี แลวแผออกไปทุกทศิทางโดยอาศัยกระบวนการแตกหนอ (sprout) หรือแตก

แขนง (branching) และเกิดการแบงตัว (subdivision) เพื่อเจริญตอไปเปนเซลลทีจ่ะพัฒนาเปน

สปอรตอไป  แอกติโนมัยซีทีสบางกลุมสรางเสนใยอากาศทีม่ีลักษณะคลายวงแหวนเม่ือมองจาก

ดานบนของโคโลน ี  โดยลักษณะดังกลาวเกิดจากความแตกตางของเสนใยที่สรางและไมสราง

สปอร ปจจัยที่มีอิทธพิลตอปรากฏการณนี้คือ การแพรของสารเคมีบางชนิด ความเขมแสง 

อุณหภูมิและความชืน้ (Waksman, 1950)  
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โดยทัว่ไปแอกติโนมัยซทีีสจะมีการสรางเสนใยทัง้ 2 แบบ เชน ในสกุล 

Streptomyces มีทั้งเสนใยอาหาร และเสนใยอากาศ แตบางชนิดสรางเฉพาะเสนใยอาหาร เชน 

ในสกุล Micromonospora และ Actinoplanes ไมสรางเสนใยอากาศ แตจะสรางสปอรและ อับ

สปอร (sporerangium) โดยตรงจากเสนใยอาหาร โดยปกติจะไมพบผนงักัน้เซลลภายในเสนใย

ของแอกติโนมยัซีทีส แตอาจพบไดในชวงของกระบวนการแตกหักเปนชิน้เล็กๆ ของเสนใย  

โครงสรางภายในเสนใยประกอบดวย ผนงัเซลลซึ่งหนาประมาณ 10-20 นาโน

เมตร ภายในมีเยื่อหุมเซลล (plasma membrane) หอหุมไซโตพลาสซึม ซึ่งภายในมีสายดีเอ็นเอ 

ไรโบโซม และสารตาง ๆ ที่สะสมในเซลล ไดแก พอลิฟอสเฟต ไขมัน และ พอลิแซกคารไรด เยื่อหุม

เซลลบางแหงจะพัฒนาไปเปน mesosomes ตรงบริเวณติดกับผนังเซลล ดังแสดงในรูปที่ 2.4 

 

รูปท่ี 2.4 แสดงสวนประกอบภายในเสนใยอาหารของแอกติโนมยัซทีีส: (cp) ไซโตพลาสซึม

, (pm) เยื่อหุมเซลล, (cw) ผนังเซลล, (me) มีโซโซม, (se) ผนังกัน้เซลล, (ri) ไรโบ

โซม, (DNA) สายดีเอ็นเอ และ (re) แองสะสมสารภายในเซลล [ที่มา Atlas of 

Actinomycetes (1997)]  

 

สปอรของแอกติโนมัยซทีีส สปอรของแอกติโนมัยซทีีสมหีนาที่ในการสืบพันธุ เกิด

จากการแบงออกเปนสวนของเสนใย (Fragmentation) การสรางและรูปรางสปอรของแอกติโนมยัซี

ทีสแสดงใหเหน็ถงึความแตกตางของกลุมและชนิดได สปอรของแอกติโนมยัซทีีสมีหลายรูปราง

หลายลักษณะ เชน  กลม (globose)  รูปไข (ovoid)  รูปแทง (rod-shaped)  และมีผิวสปอรหลาย

รูปแบบ เชน เรียบ (smooth)  ขรุขระ (irregular rugose)  สันนนูเปนรองขนาน (parallel rugose)  

ปุม (warty)  ตุมยาว (tuberculate)  หนาม (spiny)  และ  เปนขน (hairy)   
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การสรางสปอรแบงออกไดเปน 3 ประเภท ตามลักษณะโครงสรางภายนอก คือ

สปอรเดียว (single spore)  สายสปอร (spores formed in chains)  และสรางสปอรภายในอับ

สปอร (spore formed within sporangia) 

  1. กลุมที่สรางสปอรเด่ียว (monosporous) พบในหลายสกุล การสรางสปอรเร่ิม

จากสวนปลายสุดของเสนใยมีการพองตัวออก จากนัน้มีการสรางผนังกั้นระหวางกานชูสปอรและ

สวนที่พองออกเปนสปอร และสรางผนงัสปอรหนาข้ึน (Kawamoto, 1989) เชน ในสกุล 

Micromonospora กานชูสปอร (sporophores) เกิดข้ึนบนเสนใยอาหาร มกีารสรางสปอรติดอยู

กับกานชูสปอรส้ัน ๆ และแยกออกมาเด่ียว ๆ  ปลายสุดของกานชูสปอรอาจมีการแตกแขนงหรือไม

แตกแขนง เชน ในสกุล  Thermomonospora มีการแตกแขนงของปลายกานชูสปอร สวนในสกุล 

Saccharomonospora  มีการสรางสปอรเด่ียวรูปไขที่ปลายเสนใยอากาศ  มกีานชูสปอรส้ันและไม

แตกแขนง  อาจเรียกสปอรเด่ียวของทัง้ 3 สกุลขางตนวา  aleuriospores  เพราะสปอรเกิดจาก

ปลายเสนใยมกีารโปงออก  (Cross, 1970 อางถึงโดย McCarthy, 1989) ลักษณะการสรางสปอร

เด่ียวของ Micromonospora  Thermomonospora  และ  Saccharomonospora  แสดงดังรูปที่ 

2.5  

A   B   C 

รูปท่ี 2.5 แสดงการสรางสปอรเด่ียวของแอกติโนมยัซีทีสใน  (A) Micromonospora,  (B)  

Themomonospora,  และ  (C) Saccharomonospora  [ที่มา Atlas of 

Actinomycetes (1997)]   

 

  2. กลุมที่สรางสปอรเปนสาย ในแอกติโนมยัซีทีสมีการสรางสปอรแบบนี้เปน

สวนมาก การสรางสปอรเปนสายเกิดจากการที่เสนใยมกีารแบงตัวเปน segments ตามขวาง แต

ละ segments สามารถพฒันาเปนสปอรได สามารถแบงเปนกลุมไดโดยพิจารณาถึงความยาวของ

สายสปอรหรือจํานวนสปอร คือ สปอรคู (bisporous)  สปอรสายส้ัน (oligosporous)  และสปอร

สายยาว (polysporous)   
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   สปอรคู ประกอบดวย คูของสปอรเรียงตอกนัตามยาว พบในสกุล 

Microbispora  เปนการสรางสปอรทีพ่บไดยาก  มีลักษณะเปนสปอรคูทรงรีมีเสนผานศูนยกลาง

มากกวา 2 ไมโครเมตร  อาจเกิดข้ึนบนเสนใยอากาศโดยตรง  หรือเกิดบนกานชูสปอรส้ัน ๆ 

ลักษณะสปอรของ Microbispora  แสดงดังรูป 2.5 (A)  การสรางสปอรของ Microbispora  เร่ิม

จากเสนใยอากาศแตกหนอออกทางดานขางเปนกิง่ส้ัน ๆ จากนัน้สวนที่เปนกิ่งมีการพองออกและ

สรางผนงักัน้ตรงกลาง  แอกติโนมยัซีทสีที่สรางสปอรแบบ bisporous ไมไดพบเฉพาะในสกลุ

Microbispora เทานัน้ซึง่ลักษณะสปอร 2 สปอร ที่เรียงตอกันตามแนวยาวยังพบใน  

Actinomadura echinospora,  Actinomadura rugatobispora (Kroppenstedt และคณะ, 1990 

อางอิงโดย Miyadoh และคณะ, 1990)  และจันัส  Actinobispora  (Jiang และคณะ, 1991) 

   สปอรสายส้ัน  สวนมากพบ 7-20 สปอรตอสาย  นอยทีสุ่ดคือ  3 สปอร  

และบางสปชสีจะมีสปอรมากถึง 30 สปอร เชน Nocardia brevicatena  สรางสปอรสายส้ัน ๆ บน

เสนใยอาหารและเสนใยอากาศ  โดยมีจาํนวนสปอร 2-7 สปอรอยูบนกานชูสปอร  สายสปอรอาจมี

การแตกแขนง และมีการแตกหักของเสนใยอาหารแสดงดังรูป 2.6 (B)  Saccharopolyspora  

rectivirgula  สรางสปอรตอกันเปนสายมีจาํนวนสปอรนอยกวา 5 สปอรบนกานชูสปอรที่อยู

บริเวณดานขางและปลายของเสนใย (Korn-Wendisch และคณะ, 1989) ในสกุล  Actinomadura  

และ  Microtetraspora  สรางสายสปอรส้ัน ๆ บนเสนใยอากาศ  จํานวนสปอรบนสายสปอรมี

ต้ังแต 4 สปอร จนถงึ 20 สปอร  สายสปอรอาจมีลักษณะตรง (straight)  เปนขอ (hooked) เปนวง

เปด (open loop)  หรือเปนเกลียว (spiral) ซอนกนั 1-4 ชั้น เชน Actinomadura pusilla สรางสาย

สปอรเปนเกลียวพนัซอนกนัแนน   Streptoverticillum  มีลักษณะเฉพาะคือ  สรางกานชูสปอรเปน

วงรอบเสนใยแกน  สายสปอรส้ันอาจมลัีกษณะบิดเปนเกลียวซอนติดกัน  หรือโคงงอ และเสนใย

แกนทีม่ีสายสปอรจะมีการบดิตัว (Locci และ Schofield, 1989) แสดงดังรูปที่ 2.7 (D)  สกุล 

Macrospora,  Microcelobosporia  และ  Elytrosporangium  สรางสปอรขนาดใหญในสาย

สปอรส้ัน ๆ อยูบนเสนใยอาหาร   Sporichthya polymorpha  สรางสปอรสายส้ันบนเสนใยอากาศ  

ซึ่งสปอรมีลักษณะเปนรูปแทงจนถงึรูปกลม  Catellatospora  สายสปอรมีลักษณะตรงจนถึงโคง

งอ  มีจาํนวนสปอร 5-30 สปอร อยูบนปลายกานชูสปอรที่แทงข้ึนมาจากอาหาร  กานชูสปอรมี

ขนาดส้ันและอาจแตกแขนงหรือไมแตกแขนง  (Asano และ Kawamoto, 1986)  ดังแสดงในรูป 

2.6 (C)  
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A    B       C 

รูปท่ี 2.6 แสดงแอกติโนมัยซีทีสกลุมทีส่รางสปอรเปนสายคูและสายส้ัน  A. การสรางสปอร

แบบ disporous ของ Microbispora,  B. และ C.  การสรางสปอรแบบ  

oligosporous  ของ  Nocardia brevicatena  และ  Catellatospora  ตามลําดับ  

[ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)]   

 

   สปอรสายยาว  แอกติโนมัยซีทีสที่สรางสปอรสายยาวทีสํ่าคัญ คือ สกุล 

Streptomyces  มีการสรางสปอรเปนสายยาวมากกวา 50 สปอร  สปอรของ Streptomyces และ

แอกติโนมัยซทีีสชนิดอ่ืนทีม่สีปอรสายยาว  มกัเรียกวา  arthospores  คือมีการสรางสปอรเปนสาย

โดยเกิดการแตกหักของเสนใยที่เกิดจากการแบงเปนสวน ๆ ของเสนใยเดิม  บริเวณที่เกิดการ

แตกหักเกิดจากการกระตุนโดยยีนแบบสุม  ความแตกตางของลักษณะของสายสปอรสามารถใช

เปนมาตรฐานในการจัดหมวดหมูได (Ettlinger และคณะ,1958  อางถึงโดย Pridham และคณะ, 

1958  อางถงึโดย korn-Wendisch และ kutzner, 1992)  การสรางสปอรบนเสนใยอากาศของ 

Streptomyces  แสดงดังรูปที่ 2.7 (A B C และ D)  ซึ่งมคีวามแตกตางกันสามารถแบงออกไดเปน 

4 ลักษณะคือ 

•       Rectiflexbilles  ลักษณะของสายสปอรตรงหรือโคงงอ 

• Retinaculiaperti  ปลายสายสปอรคลายขอ (hook)  เปนวงเปด  

หรือเปนเกลียวซอนกัน 1-3 ชั้น 

• Spira  สายสปอรมวนเปนเกลียว  แยกออกไดเปน 2 แบบ คือ 

เปนวงปดเปนเกลียวติดกนัแนน   และเปนเกลียวแบบวงเปดเกลียวยาวยืดไมติดกันแนน 

• Verticillati สายสปอรขดคลายกนหอย และแตกแขนงออกเปน

ชอ 
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ในบางกรณีสายสปอรขดเปนเกลียวแนนและมีสปอรจํานวนมาก  ทําใหมีลักษณะเหมือนกับอับ

สปอร หรือ pycnidia เชนในสกุล Actinosporangium และ Actinopycnidium  สวนในสกลุ

Pseudonocardia สรางสายสปอรบนเสนใยอาหารและเสนใยอากาศท่ีมีลักษณะซิกแซก (zigzag 

shaped) สกลุ Nocardiopsis  สามารถสรางสายสปอรบนเสนใยอากาศไดจํานวนมาก  สปอรอาจ

เปนสายตรง  งอ  หรือซิกแซก  (Meyer, 1989  อางถงึโดย  Miyadoh และคณะ, 1997) แสดงดัง

รูปที่ 2.7 (E) 

 

 

รูปท่ี 2.7 แสดงการสรางสปอรสายยาวของแอกติโนมัยซีทีสใน สกุล Streptomyces : (A) 

Rectiflexibiles,  (B) Retinaculiaperti,  (C) Spira,  (D) Verticillati ในเสนใย

อากาศของสกลุ Streptoverticillum และ Streptomyces  และ  (E) fragmenting  

branched ในเสนใยอากาศของสกุล Nocardiopsis  [ที่มา Atlas of 

Actinomycetes (1997)]   

 

  3. กลุมที่สรางสปอรในอับสปอร  มีหลายสกุลที่สรางสปอรในอับสปอร  ภายใน

อับสปอรมีสปอรอยูมากมาย  สามารถแบงกลุมแอกติโนมัยซีทีสที่สรางอับสปอรไดเปนสองกลุม

ใหญ คือ  กลุมที่สรางอับสปอรบนเสนใยอาหารและกลุมที่สรางอับสปอรบนเสนใยอากาศ 
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   กลุมที่สรางอับสปอรบนเสนใยอาหาร  ประกอบดวยสกุล Actinoplans  

อับสปอรมีลักษณะเปนทรงกลม  หรือเกือบกลมจนถึงไมเปนรูปทรงทีแ่นนอน  มีเสนผานศูนยกลาง

ประมาณ 5-15 ไมโครเมตร อับสปอรสรางข้ึนบนเสนใยอาหารโดยตรง  โดยมีกานชูอับสปอร 

(sporangiophore)  ยืน่ข้ึนมาจากเสนใยอาหาร  และท่ีปลายสุดของกานชูอับสปอรมีการแตก

แขนงออกเปนสายสปอรหลายสายขดมวนเปนกอนภายในผนงัหอหุม หรือบางสปชีสในสกุล 

Actinoplans  สรางอับสปอรรูปทรงกระบอก  ทรงขวด  ขนาดของอับสปอรเฉล่ียกวาง 10 

ไมโครเมตร ยาว 15 ไมโครเมตร  ภายในอับสปอรมีสปอรเปนรูปแทงตอกนัเปนสาย (Couch, 

1963 อางถึงโดย Vobis, 1987) ลักษณะของอับสปอรในสกุล  Actinoplans แสดงดังรูปที่ 2.8 (A)   

สกุล  Pilimelia  สรางอับสปอรบนผิวของอาหาร  อับสปอรมีลักษณะเปนรูปทรงกระบอก หรือ   

ทรงกลม  ขนาดประมาณ 10-15 ไมโครเมตร  สปอรเปนรูปแทงเรียงตัวปนแถวขนานกนั  หรือ

วกวนไมเปนระเบียบ  ลักษณะของอับสปอรในสกุล Pilimelia แสดงดังรูปที ่ 2.8 (B)  สกลุ 

Dactylosporangium  สกุลนี้มีจํานวนสปอรแบบ  oligosporous  คือ มีสปอรประมาณ 2-5 สปอร

อยูในอับสปอรที่มีรูปรางคลายนิว้มือ  แสดงดังรูปที ่2.8 (C) (Vobis และ Kothe, 1985)   

 

  A 1   2    3    4 5 

  B       6       7          8                  C 9 

รูปท่ี 2.8 แสดงรูปทรงของอับสปอรที่เจริญบนเสนใยอาหาร (A)  Actinoplanes : 1. ทรง

กลม  2. ทรงกระบอก  3. เปนพ ู 4. กึ่งทรงกลม  5. ไมเปนรูปทรง ; (B)  Pilimelia 

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

รูปทรงกระบอง  [ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)]   
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   กลุมที่สรางอับสปอรบนเสนใยอากาศแสดงดังรูปที ่ 2.9  ประกอบดวย

สกุล Planomonospora  สรางอับสปอรรูปทรงกระบอก  ภายในมีเพยีงหนึ่งสปอร  สกุล 

Planobispora  สรางสปอรคูเรียงตอกันตามยาวอยูภายในอับสปอร  สกุล Planotetraspora  สราง

อับสปอรทรงกระบอกยาว  ภายในมี 4 สปอร เรียงตอกนัเปนหนึ่งแถว (Runmao และคณะ, 1993)  

สกุล Planopolyspora  เมื่อเจริญเต็มที่อับสปอรจะมีลักษณะเปนเสนยาวประมาณ 30 ไมโครเมตร  

มีสปอรจํานวนมหาศาลเรียงตอกันเปนแถวเด่ียวอยูภายในอับสปอร (Petrolini และคณะ, 1993)  

สกุล Streptosporangium  สวนมากอับสปอรเปนรูปทรงกลม  มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 10 

ไมโครเมตร  มีการสรางผนังกั้นเสนใยพฒันาเปนสปอรเรียงตอกันเปนสายยาวขดมวนอยูภายใน

อับสปอร  สกลุ Spirillospora สรางอับสปอรเปนรูปทรงกลม  มีเสนผาศูนยกลางประมาณ 5-24 

ไมโครเมตร  สปอรเรียงตัวกันเปนสายและขดเปนวง  ภายในวงของสายสปอรมกีารแตกแขนงของ

สายสปอร  สปอรมีลักษณะเปนรูปแทง  และโคงงอ  (Williams และ Sharples, 1976 อางถงึโดย 

Petrolini และคณะ, 1992) 

A      B        C 

D        E      F 

รูปท่ี 2.9 แสดงรูปทรงของอับสปอรที่เจริญบนเสนใยอากาศ A) Planomonospora  : สราง 

monosporous รูปกระบอง, B) Planobispora : สราง disporous รูป

ทรงกระบอก,  C) Planotetraspora :  สราง tetrasporous รูปทรงกระบอก,  D) 

Planopolyspora : สราง polysporous รูปทรงคลายทอ, E) Spirillospora : สราง 

polysporous รูปทรงกลม  และ F) Streptosporangium : สราง polysporous 

รูปทรงกลม    [ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)]   
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2.5 การจัดจําแนกแอกติโนมัยซีทีส 
 

โดยทัว่ไปขอมูลพื้นฐานในการจัดจําแนกแอกติโนมยัซีทสี คือ ลักษณะทางสัณฐานวทิยา 

เชน ลักษณะรูปรางและสีของเสนใยอากาศ, เสนใยอาหาร, พื้นผวิของสปอร, รูปแบบของสาย

สปอรและอับสปอร, หรือการสรางรงควัตถุ (diffusible pigment)  และการสรางรงควัตถุเมลานิน  

นอกจากนี้ลักษณะทางเคมขีองเซลล คือ องคประกอบของผนังเซลลที่ประกอบดวย dibasic 

amino acid  สามารถแบงผนังเซลลของแอกติโนมยัซีทสีออกไดเปน 4 กลุม คือ กลุมทีⅠ่- Ⅳ โดย

แตละกลุมจะแตกตางกนัไปตามกรดอะมิโนตรงตําแหนงที่ 3 ของสายเตตระเปปไทด 

(tetrapeptide) และไกลซีนในอินเตอรเปปไทดบริด (interpeptide bridges) และยังรวมถงึการ

วิเคราะหรูปแบบน้ําตาลที่เปนองคประกอบภายในเซลล คือ อะราบิโนส (arabinose)  ฟรุคโตส 

(fuctose)  กาแลคโทส (galactose)  เมดูโรส (madurose)  และ ไซโลส (xylose)  โดยอางอิง

วิธีการจัดจําแนกตามBergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Williams และคณะ,1989)  

แตในระยะหลังวิธทีางอณูพนัธุศาสตรโดยวิธีพีซีอาร (Polymerase Chain Reaction; PCR) ซึ่ง

เปนวธิีหนึ่งที่สามารถใชจาํแนกความแตกตางของแบคทเีรียถงึระดับสกุลเขามามีบทบาทมากข้ึน 

ทําใหการจัดจาํแนกแบคทเีรียเปนไปไดอยางรวดเร็วและมีประสิทธิภาพกวาวธิีด้ังเดิม Rintala และ

คณะ (2001) ไดพัฒนา primer 3 ตัว ที่ใชในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ ดวยวธิพีีซีอาร บริเวณ

ตําแหนงทีจ่ําเพาะเจาะจงกับยีนประมวลรหัส 16S rRNA เพื่อใชในการตรวจสอบ Streptomyces 

ตอมา Lanoot และคณะ (2005) สามารถตรวจสอบความแตกตางของดีเอ็นเอภายในกลุม 

streptomycetes และจัดเปนกลุมตางๆ 59 กลุม จากเชือ้ทั้งหมด 463 ตัว โดยใชเทคนิค RFLP ซึ่ง

จําแนกความแตกตางจากลายพมิพดีเอ็นเอในบริเวณตําแหนง 16S-ITS (16S-ITS RFLP finger 

printing) ทําใหสามารถตรวจสอบความแตกตางของ streptomycetes ชนิดตางๆไดรวดเร็วยิ่งข้ึน 

การวิเคราะหลําดับเบสที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA รวมดวย ทําใหทราบถึงความ

ใกลชิดกันในทางพนัธุกรรมมากข้ึน และเปนเหตุผลนํามาซ่ึงการแกไขการจัดกลุมโดยยายบางสกุล 

(Genus) ในวงศ (Order) เดิมไปอยูในวงศใหมแมวาลักษณะทางสัณฐานวทิยาจะแตกตางกนัก็

ตาม  
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จากเกณฑขางตน เมื่อรวบรวมขอมูลที่บงบอกถึงลักษณะเฉพาะตางๆ แลวนํามาวเิคราะห

จัดกลุมสามารถจําแนกแอกติโนมัยซทีีสออกไดเปน 8 กลุม ดังนี้  

 
1. นอคารดิโอฟอรมแอกติโนมัยซีทีส (Nocardioform actinomycetes) 

แอกติโนมัยซทีีสกลุมนี้เปนกลุมที่มีความหลากหลาย สวนใหญจะสรางเสนใยที่เปน

สายทอนสัน้ๆ บางกลุมมีการสรางเสนใยอากาศ และสรางสปอรเปนสาย การจัดจาํแนกสกุล ของ

นอคารดิโอฟอรมแอกติโนมัยซีทีสกลุมนี้ จาํแนกตามองคประกอบทางเคมีของผนังเซลล การมกีรด

ไมโคลิก (mycolic acid) และลักษณะอ่ืนๆ ซึ่งสามารถแบงไดเปน 4 กลุมยอย ไดแก 

1.1 แบคทีเรียที่มีกรดไมโคลกิ (Mycolic acid-containing bacteria) 

1.2 สกุลซูโดรนอคารเดีย (Pseudonocardia) และสกุลใกลเคียง  

1.3 สกุลนอคารดิโอดิส (Nocardiodes) และเทอราแบคเตอร (Terrabacter) 

1.4 สกุลโปรไมโครโมโนสปอรา (Promicromonospora) และสกุลใกลเคียง  

 
2. สกลุที่มีมลัติโลคูลารสปอรแรงเกีย (Genera with multilocular sporangia) 

เปนกลุมที่มกีารสรางเสนใยซึ่งแบงโดยมีผนังกั้นตามยาว (Longitudinal septa) และ

ตามขวาง (Transverse septa) สรางสปอรเม็ดกลม สามารถเคลื่อนที่ได ไดแกกลุมเดอรมาโต

ฟลลัส (Dermatophilus) และ จีโอเดอรมาโตฟลลัส (Geodermatophilus) สวนกลุมแฟรงเกลีย 

(Frankia) สปอรไมสามารถเคล่ือนที่ได 

 
3. แอกติโนแพลนิทสิ (Actinoplanetes) 

เปนกลุมที่มีเสนใยอากาศนอย หรืออาจไมมีเลย ม ี meso-DAP และไกลซีนเปน

องคประกอบในผนงัเซลล นอกจากนี้ยงัพบอาราบิโนส และไซโลสภายในเซลล แบงออกเปนกลุมที่

สรางสปอรที่เคล่ือนที่ไดภายในอับสปอร ไดแก แอกติโนแพลนิส (Actinoplanes) แอมพูลาเลลา 

(Ampullariella) แดกทิลโลสปอรแรงเจียม (Dactylosporangium) และฟลิมิเลยี (Pilimelia) กลุมที่

สรางสปอรที่ไมีเคล่ือนที ่ ไดแก ไมโครโมโนสปอรา (Micromonospora) สรางสปอรเด่ียว และ     

แคเทลลาโทสปอรา (Catellatospora) สรางสปอรเปนสาย 

 
4. สเตรปโตมัยซิส (Streptomycetes) และสกลุใกลเคียง (related genera) 

แอกติโนมัยซทีีสกลุมนี้เปนกลุมที่มีความหลากหลาย โดยทัง้หมดมี L-DAP และ

ไกลซีนเปนองคประกอบของผนงัเซลล แบงออกเปน กลุมที่สรางเสนใยอากาศ และสายสปอรยาว 

ไดแก สเตรปโตมัยซิส (Streptomyces) และ สเตรปโตเวอรติซิลลัม (Streptoverticillum) สําหรับ
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nqlJ~tJ1 ~~t'lfi~Lt\'tJlm:nnl~i.lfl~ "f~fl'Wt'l~l~ ~:i:ltuu.UUnl~t'l1l~t'lUflffiVl~lmU'n~ ~LLfi 
~tJVlnt'lUflLLNL~~lJ (Intrasporangium) LflULflt'lUflL'ffi (Kineosporia) U.~:t'lUfl1t'l~1 

(Sporichthya) 

5. n~).ILuJ~ii:~UrtJ.~ (Maduromycetes) 

n~l-J~C.Jlr~L'Il~tfu~:nflUc11')~ meso-OAP i:lJllJ1l~ madurose Lih..!fl~filu~:nfl1J • ... 
'!Jfl~L'!i~tf t'll-Jl~nlu')~filwi:lfl,)ll-JVI~lnVl~l~ l1f~lU')Ut'lUflf nl~t'l~l~t'lUflfltJtrut'lUflf u.~: 

... 
m ~t'l1l~ t'll ~ t'lUfl ruuri'1'I..!'Ut'lUfl fLth..!LnnJ,,1un1rUU-lt'lfJft t'll-J1:nn LU,)-lFiU~')u LVICU t'l fi~t'l1~ 

• I .-.. ~ • 1'- ~ 1 .j t- • I"';' • I !'I_! .... .j 'I.!' ' I'llJfl1Vl:flfl1Jt'llJflruULriU mnn1~ t'lfJ~Ylt'lr1~t'llJfl~t'l1~rlU 1 u~:t'llJmLJ..JLfI~fltJYl wlUn 

Microbispora (2 t'lUflf) Uft: Microtetraspora (4 ~uflf) t'lfJ~~t'lfi~t'lUflflutr1Jt'lUflfu.ft: 

I'ltJflfLfI~flU~Lc11 'Wi'u.ri P/anobispora (t'lfl~t'lUflfLW~vlflnUIJI1l-J~1')lutrut'lUflftum:ufl~) 

LLft: P/anomonospora (Vlii~t'lUflftJ~1utrut'lUflftuYlNn~:ufln) t'lfJ~ Streptosporangium 

I'lh~t'lUflfdjtJt'll~~lU')t..!l-JlnLW~vlflnU'!Jt11dju,)~fl~lutrut'lUflrnNn~l-J t'lUflfuJLfI~flU~ 

6. L'VIf}iL).I'bti:u~tlf}~ (Thermomonospora) US::~flslniLAtJ-3 (related genera) 
... 

n~l-JWt'l1l-Jl1nt'lfi~L~ul~fllnl~ LL~:t'lfi~t'ltlflf ~,r~L'!i~tfu~:nfl1Jc11')~ meso-• 
DAP LLIJi'Wi1mt11fl:ijLu Vl1fl JllJ1l~~l1fIJl~~t'lflUlt..!L'Il~tf~\lmjfl~ LLtl~flflmuu n~l-J~t'l11~ 

I'ltJflfL~m 'lc1luri LYlflffi.Jl2-JLUt'lUflr1 (Thermomonospora) n~l-J~t'lfi-lt'l1~t'lUflf 'lc1luri u.fln~ 

ttJ~tJW"'1 (Actinosynnema) LL~: t'lLlJlrullJlflfl L~Yif"1t'l (Streptoa/loteichus) 

... 
n~l-JWi1LYl~~t'lfJ~L~~,) fifl LYlflffi.JLLfln~Lu,rtJ~Ylt'l (Thermoactinomyces) t'lll-Jl1rl 

t'l1l~Lt\ul~fllnlP1'lc1l t'l~l~t'lUflfL~~')U.1JULflULt11t'lUflf (endospores) ~~ll1~ltJLt\'tJl~mVll~ 
LL~:Lt\tJl~fl1n1P1 ~n'tliWlL~1qJlu~nJVl1Jij~-l ~W-lL'Ilfttfu1:nfl1Jc11')~ meso- OAP LLvl'W~1J 

... , 
mt11fl:mUVl1-flUlIJ11ftm1fIJl~~t'lflU1UL'Ilfttf 

.... 
8. nf!).If}U '1 

LUUn~l-J~'Wt'l1l-Jl1n4't11fl~lun~l-J~u1'lc1l Lt11~~n'tlUt11t'lll-Jl1rlt'lfi~Lt\'ul~mnlP1 
LL~:t'l~~t'lUflfLUUt'lltJLLtl--lflflmUUt'lfJft Kitasatosporia G/ycomyces Kibde/osporangium 

LL~: Saccharothix 
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2.6 ความตองการสารอาหารของแอกติโนมัยซีทีส 
 

แอกติโนมัยซทีีสแตละกลุมมีความตองการสารอาหารแตกตางกันอยางมาก บางกลุม

สามารถเจริญไดบนอาหารทีม่ีองคประกอบไมซับซอน แตบางกลุมเจริญไดเฉพาะอาหารที่มี

องคประกอบซับซอน นอกจากนี้แอกติโนมัยซทีีสบางกลุมยงัสามารถปรับตัวใหใชสารอาหารได

หลากหลายอีกดวย ปริมาณการสรางเซลลและผลิตสารปฏิชีวนะของแอกติโนมยัซทีีสจะข้ึนอยูกบั

ปริมาณและชนิดของสารอาหารทีเ่ชื้อไดรับ ดังเคยมีรายงานไวโดย Gesheva และคณะ (2004) ซึ่ง

ไดศึกษาอิทธพิลของแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจนและแรธาตุ ตอการผลิตสารปฏิชีวนะกลุม 

nonpolyenic macrolide ใน Streptomyces  hygroscopicus 111-81 พบวา การใชแลกโทส 

หรือ กลีเซอรอล เปนแหลงคารบอนแทนกลูโคส เติมแอมโมเนยีมซัคซิเนต เพื่อเปนแหลงไนโตรเจน

เพิ่มเติมจากแหลงเดิมคือกากถั่วเหลือง เติมแรธาตุที่จาํเปน คือแมงกานีส  คอปเปอร  และซัลเฟอร  

ในปริมาณนอย ทาํใหประสิทธิภาพการผลิตสารปฏิชีวนะเพิ่มข้ึนเปน 6 เทา จากอาหารสูตรเดิม 
 
2.6.1 แหลงคารบอน 
 

แอกติโนมัยซทีีสสามารถใชแหลงคารบอนไดหลากหลาย  ทัง้สารอินทรียทีม่ี

โครงสรางซับซอนและไมซบัซอน  โดยสารอินทรียเหลานี้  ไดแก  กรดอินทรีย  น้ําตาล  แปง  

เซลลูโลส  โปรตีน  โพลีเปปไทด  และกรดอะมิโน  เปนตน  แอกติโนมัยซทีีสบางกลุมสามารถใช

สารประเภทอ่ืนได เชน ไขมัน  สารประกอบไฮโดรคารบอน  สารประกอบทีม่ีวงเบนซีน  หรือสารที่

ยอยสลายไดยาก  เชน  ลิกนิน  แทนนนิ  และยาง เปนแหลงคารบอนได  โดยแอกติโนมัยซทีีสจะ

เลือกแหลงอาหารที่ใชไดงายมาใชในการเจริญกอน  โดยแหลงคารบอนที่ดีที่สุด ไดแก  กลูโคส  

มอลโตส  เดกซตริน  แปง  กลีเซอรอล  กรดอินทรีย  และโปรตีน  รองลงมาไดแก  ซูโครส  และ

น้ําตาลประเภทอ่ืน ๆ นอกจากนี้ อการ ยังสามารถนํามาใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน

ในแอกติโนมยัซีทีสบางชนิด เชน Streptomyces coelicolor (Cohn, 1943)  

โดยทัว่ไปแอกติโนมัยซทีีสมกัใชโปรตีนเปนแหลงคารบอน มากกวาคารโบไฮเดรต  

ซึ่งทดสอบไดดวยการเติมโปรตีน  หรืออนุพนัธุของโปรตีน  เชน เปปโตน  และเติมกลูโคส หรือ

คารโบไฮเดรตประเภทอ่ืนลงในอาหารเล้ียงเช้ือเดียวกนั  พบวาแอกติโนมัยซทีีสจะใชโปรตีนเปนทัง้

แหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนกอน โดยจะขับของเสียออกมาในรูปของแอมโมเนียจาํนวนมาก 

(Waksman และ Lomaniz, 1925)  

คารโบไฮเดรตที่เปนองคประกอบในอาหารเล้ียงเชื้อ  นอกจากจะถูกใชเปนแหลง

คารบอนแลวยังมีบทบาทเปนสารบัฟเฟอรอีกดวย เนื่องจากถามีเฉพาะโปรตีนหรืออนพุนัธของ
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~(Wl L~,)~Utn""l ~L~I:J'l L ~fli1fll'"J:; LUUvll'lt3'l LnUn~l~ L~fl~:;L~ 1'lJ 'lc1i' ~ lnu~r{I:J~'lnfil')vh 1~ 
n~ Lfl~ Lih~liJUYlU1Yl~1f'1'lJllJnl~L~1'lJ'llfl'l LLfln~LlJlJl:J;jVl~ LLii'~11Ufl1""lN:;i:I(hJ~~~ffiLtl 

ULIflUt)~U~') fi[;n~ L~~l:;nlffifll:J~flll:Jnfj lflf'l~:;rifll~Ln~m'~ ~'lf'll~lm l-nllJm~fuf'l~"Jfl 
~ 'i'.......J ".l , 'i'. 1 .... 'I.!' .. .... .. , 
nULLt)~U-JLUI:JYl\lnMl'l'lllJ~lnnl~l:Jfll:Jf'lflll:J~U~l'1lJWI (Waksman, 1950) m'C;)flUYlmI'11'l 1 

L'liW m'VlyJt)fiJFl (formic acid) m'Vlfltm'rl1fiFl (oxalic acid) m'VlYllfyn1Fl (tartaric acid) dju 

rqlnh:;nt)uFl1fut)u~UJFifll:J~l!n~tm11L~1'l)'llfJ'lutm~LwrtJ;jYif'l lu'lln.l:;~nftL'IlfJffifl ~uu 
.'1 !'I ' ....I.... .. ~ ..I 

Yltlft LLft:;LLu'l LuUU""fl'lFllruflUYlVl~ln'llfl'lnl~LIOl1'lJ'llfl'lL"1!fl (Lechevalier, 1967) ~lnm1Yl 

'LLt)n~LlJlJl:J;jVlf'l f'll~lm 1;r LL ~fi'lFllfuflU 'lc1i'~flltJtl~:;Lfl'Y\ ~'lf'l1~1~() 1;r fJruf'l~~~'lnftl'"J LUlJ 

Lnru'Vl1Um~~1 LLlJmLtm~LlJlJl:J;jYlf'l U~fl:;n~~'lc1i' 'Wlm1lvn:;lu Streptomyces Lnt)UYJn"lluC;) 

~l~lm l;rnfj lflf'l LL~ULlJf'l LLU'l LVln-nl'1ru LLfl:;nftL'Ilflffifl'lc1i' (Pridham LLfl:; Gottlieb ,1948) 

2.6.2 u ~~~'t 'UL"~L'iI'U 

" LLfln~LlJlJl:J;jYlf'lt'hulmuUJf'l1~1~()I'11-'llu1l1l~L~U~lnfl1nlf'!~11~ ~'ll!u 

Ltl1~U Ltltl'Ll'1U ~1fln ~Vlfl:;mlJ ~'l LUlJLL,."fi'lllJ 'LI'11L ~lJ~~~~ C;)'llfl'l'1 fiuYl ffin~~d ~t)'lfl'l~lF1fl 
h~LI'1~Yl Ufl:;Ln~t)'llfl'l LLfl~ UJ Lijl:J~ 1'11~ih~u ~l:JllJLI'11Yl\lnr{c;) 1~ LUlJU ,."fi'lllJ 'LI'1~L~u~~n~l 

Ln~t)'llfl'l Ufl~ UJ Lijl:J~ Lilfl'llOlln lULI'11Ylvh 1~LnVltl1:;'1flU LL~ Ln~fl'llfl'l Ufl~ UJ Lijl:J~~:;1~tl~:;'1 

u')n ~'l UJL ifltllU,)1:J ~flnl ~L ~ 1'l)'llfl'l LLfln~LlJlJl:J;jYlf'l lJfln~lndtJ'l~U~l LL fl~ UJ Lijl:J~imyJl'1~:; 
tln 1ilL1i'~n~lLLfl~UJLijl:J~flflfl h~ (Waksman LLfl:; Lomanitz, 1925) Llfln~LUlJl:J;jYl~LL~fi:;nfi~ 
~ . 

n~~f'l1~11()f'l~1'l Lflul'1l~1tlWiLfllfl~Fl (proteolytic) ;'l~:;l'1nl'1:;nflU Ltl1~u1u~'lc1i' (Sykes 

LLfl:; Skinner, 1973) 

2.6.3 
, 

U~fi1" • 

...... " .!-"1 " "..I '~1 ..I " ~ •• 1" ... LLfl:;~nlJL'IlI:J~ WI ~UFl,)ll-1L'lll-l'lllJYl LLl'1nl'11 .. mlJ U'llru:;'Y\Fl,)l~l'1fl'lnl1"tlfl L rim' LLFlfl L'IlI:J~ LLfl:; 

L ,."fimrlJtJ'l UJ'lc1i'fl_mlffilJtJlJ~ UUlJfllJ LL[;]~U~l LL fl n~LlJlJu;jYlf'lUl'l"llUl'lf'l1l-11 ~() L ~1'l) 'lc1i'~ Lnfl 

... " 
L~l-Inl r?J L ~finfl'lltnlJfl1""11LftU'l L;ifl LLfl :;i1nU'l1U~1~'ln:;~i1UYlU1Yl ~1 f'1'lJlum 1L 1Ol1'l)'llfl'l 

U fln~LlJlJl:J;jVl f'lU1'ln fi~~'"J1:J LL 1n11'1 L ,."fi1dLLii'IOl:;!1ft)'lm1LUml-lln.lWfll:J LL~fi LUU~'l~'lJ1Vl UJLv1' • • 
~1""funl~L~1'l)'llfl'lL~fl (Pridham Ufl:; Gottlieb, 1948) 
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2.7 การสรางกล่ินและการสรางรงควัตถุของแอกติโนมัยซีทีส 
 

2.7.1 การสรางกล่ิน 
 

การสรางกล่ินเฉพาะของแอกติโนมยัซีทีส สามารถนํามาใหเปนเกณฑในการ

จําแนกแอกติโนมัยซทีีส ไดเชนเดียวกนั โดยกล่ินที่สรางข้ึนอาจมีกล่ินคลายกล่ินอับ กล่ินดิน หรือ 

กล่ินผลไม ในป 1895 Rullmann อางอิงถึงโดย Waksman (1950) ไดศึกษารายละเอียดของกล่ิน 

ที่ถูกสรางข้ึนโดยแอกติโนมยัซีทีส พบวาสารที่ทาํใหเกดิกล่ินที่สรางจาก Actinomyces  ordorifer  

สามารถละลายไดในอีเธอร ตอมาในป 1947 Thaysen  อางอิงถงึโดย Waksman (1950) อธิบาย

วาสารดังกลาวคือ สารจําพวกเอมีน 

 
2.7.2 การสรางรงควัตถุ 
 

การสรางรงควัตถุก็เปนอีกเกณฑหนึ่งในการจําแนกแอกติโนมัยซีทีส รงควัตถุที่

สรางข้ึนจะมีความหลากหลายข้ึนกับองคประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ โดยจําแนกตามลักษณะ

ของโทนสี เชน สีน้ําเงิน มวง แดง ชมพู เหลือง เขียว น้ําตาล หรือ ดํา ละลายอยูในอาหารเล้ียงเชื้อ 

หรือเก็บอยูในสายใย โดยรงควัตถุจะเกิดจากปฎิกริยาของไทโรชิเนส (tyrosinase) ซึ่งออกซิไดส

สารประกอบอินทรียในอาหารเล้ียงเชื้อ แอกติโนมัยซีทีส บางกลุมสามารถสรางรงควัตถไุดมากกวา 

1 ชนิด เชน  Actinomyces violaceus-ruber และ Actinomyces  tricolor รงควัตถุโทนสีน้ําตาล

จะเปนรงควัตถุที่พบมากที่สุด โดยเฉพาะเม่ือเชื้อเจริญในอาหารเล้ียงเชื้อที่ผสมดวยสารอินทรีย 

(Tresner และ Backus 1963)  

ความหลากหลายของรงควัตถุข้ึนอยูกับปจจัยหลายอยาง ไดแก องคประกอบของ

อาหารเลี้ยงเช้ือ อายุของเช้ือ ปริมาณอากาศ และอุณหภูมิ นอกจากนี้กรดและดางก็ยังมีผลตอสี

ของรงควัตถุอีกดวย โดยในป 1908  Muller อางอิงถึงโดย Shirling และ Gottlieb (1966) รายงาน

วาพีเอชมีผลตอการสราง รงควัตถุของ S. coelicolor คือเมื่ออยูในภาวะเปนกรด รงควัตถุจะเปน      

สีแดง และจะกลายเปนสีน้ําเงิน เมื่อมีภาวะเปนดาง 

 

 

 

 

 
 



 23 

2.8 การแยกและคัดเลือกแอกติโนมัยซีทีส 
 

แอกติโนมัยซทีีสสวนใหญอาศัยอยูในดิน มักมีบทบาทเปนผูยอยสลายอินทรียสารใน

ธรรมชาติ สามารถยอยสลายสารที่มีโครงสรางโมเลกุลซับซอน จงึเจริญไดชากวาแบคทีเรียอ่ืนๆ 

การคัดแยกแอกติโนมยัซีทีสจากธรรมชาติ จึงตองมีวิธกีารจําเพาะที่เหมาะสมในการแยกเช้ือจาก

แหลงที่ตางกนั การแยกแอกติโนมยัซีทสีจากธรรมชาติ แบงเปน 2 ข้ันตอนหลัก คือ การทาํ 

Pretreatment เพื่อกําจัดจุลินทรียอ่ืนๆ ไดแก การอบหรือบมดวยความรอน การใชสารเคมี หรือ

การใชไวรัสเพือ่ลดจํานวนจุลินทรียบางชนิด (Kurtboke และคณะ, 1992) และการใชอาหารที่

จําเพาะตอการเจริญของแอกติโนมยัซีทีสแตละชนิด (selective media) เชน การเติมไคตินใน

อาหารเล้ียงเชือ้เพื่อกระตุนการเจริญของแอกติโนมยัซีทสี (Grynder และคณะ, 2003) หรือการ

เติมสารปฏิชีวนะในอาหารเล้ียงเชื้อเพื่อยบัยั้งจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ การแยกแอกติโนมัยซทีีสกลุม

ตางๆมีวธิีการแยกที่แตกตางกนั ข้ึนอยูกบัชนิดของแอกติโนมยัซีทีสที่ตองการแยก และแหลงทีม่า

ของเช้ือ ดังตัวอยางรายงานตอไปนี้ 

Hayakawa และคณะ (1991)  แยก Streptosporangium,  Dactylosporangium,  

Micromonospora  และ  Microbispora  จากดิน โดยแตละสกุลทาํ pretreatment แตกตางกนัคือ 

Streptosporangium ทําการแยกโดยนําดินตัวอยางมาอบที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

60 นาท ี เจือจางในน้าํกล่ันฆาเชื้อทีเ่ติม benzethonium chloride (BC) 0.01%  นาํไปบมที ่ 30 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาที ปเปตสารละลายเจือจาง 0.1 มิลลิลิตร  เกลี่ยลงบนอาหาร HV 

agar  ที่ผสม nalidixic acid 20 mg/L และ leucomycin 1 mg/L สกุล Dactylosporangium   

แยกโดยนาํดินตัวอยางมาอบที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที นาํมาเจือจางในน้าํ

กล่ันฆาเชื้อทีเ่ติม benzethonium chloride (BC) 0.03% นาํไปบมที ่30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

30 นาที ปเปตสารละลายเจือจาง 0.1 มิลลิลิตร เกล่ียลงบนอาหาร HV Agar ที่ผสม nalidixic 

acid 20 mg/L และ tunicamycin 10 mg/L สกุล Micromonospora  แยกโดยนาํดินตัวอยางมา

ตากลมแลวเจือจางในน้าํกล่ันฆาเชื้อที่เติม phenol 1.5 % นําไปบมที ่30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

30 นาที ปเปตสารละลายเจือจาง 0.2 มิลลิลิตร เกล่ียลงบนอาหาร HV Agar ที่ผสม nalidixic 

acid 20 mg/L และ tunicamycin 20 mg/L สกุล Microbispora แยกโดยนําดินตัวอยางมาอบที่

อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที จากนั้นนํามาเจือจางในน้าํกล่ันฆาเชื้อที่เติม 

phenol 1.5 % และ chlorhexidine gluconate 0.03% นําไปบมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 

นาที ปเปตสารละลายเจือจาง 0.1 มิลลิลิตร  เกล่ียลงบนอาหาร HV Agar  ที่ผสม nalidixic acid 

20 mg/L 
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Hayakawa และคณะ (1995)  แยก Actinomadura viridis จากดิน  โดยนาํดินตัวอยาง

มาอบที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที เจือจางดวยน้ํากล่ันฆาเชือ้ที่เติม phenol 

1.0 % นําไปบมที ่30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาท ีปเปตสารละลาย 0.2 มิลลิลิตร เกล่ียลงบน

อาหาร Humic acid-Vitamin Agar ที่ผสม kanamycin josamycin lysozyme และ nalidixic acid 

 Hayakawa และคณะ (1996) แยกแอกติโนมยัซีทีสสกุล Microtetraspora และสกุล

ใกลเคียง โดยการนาํดินตัวอยางมาอบที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 60 นาท ีจากนั้น

นําดินที่อบแลวมาเจือจางในน้าํกล่ันปราศจากเช้ือ ดูดสารละลายดินที่มีระดับการเจือจาง 10-1 

ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติมลงในฟอสเฟตบัฟเฟอร (5 mmol/l, pH 7.0) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่เติม 

bezethonium 0.05% บมทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาท ีจากนัน้ดูดสารละลาย 

0.2 มิลลิลิตร เกล่ียลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ LSV-SE agar ที่เติมสารปฏิชีวนะ kanamycin 20 mg/l 

norfloxacin 20 mg/l และ nalidixic acid 10 mg/l 

 Hallmann และคณะ (1997) แยกแอกติโนมัยซทีีสทีอ่าศัยอยูภายในพืช (endophytic 

actinomycete) โดยการฆาเชื้อทีพ่ื้นผวิดวยเอทิลแอลกอฮอล และโซเดียมไฮโปคลอไรด จากนั้น

ลางใหสะอาดและบดดวยโกรงที่ปราศจากเช้ือ นําสวนที่ไดจากการบดมากรองผานสําลี แลวเจือ

จางดวยบัฟเฟอร และเกล่ียลงบนอาหารเล้ียงเชื้อที่จําเพาะ 

 Suzuki และคณะ (1999)  แยกสกุล Sporichthya จากดิน  สกุลนี้มกีารสราง zoospore  

นําดินตัวอยางมาอบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 60 นาท ี  เพื่อลดจํานวนของ

แบคทีเรียชนิดอ่ืนที่ไมใชแอกติโนมัยซทีีสจากนัน้เติมสารละลาย 0.1% นมพรองไขมัน (skim milk) 

ใน 10 mM MOPs (morpholinepropanesulfonic acid) pH8  ในดินที่อบแลว  นําไปบมที่

อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 60 นาท ี  แยกสปอรโดยการปนเหวี่ยงที ่1000xg  เปนเวลา 

10 นาที  เจอืจางสปอรใน 0.85% NaCl  นาํสารละลายสปอร  เกล่ียบนอาหาร Humic acid-

Vitamin Agar (HVG) 

 Suzuki และคณะ (2000) แยกแอกติโนมยัซีทีสสกุล Actinobispora จากดิน โดยการอบ

ดินที่อุณหภูม ิ110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เพือ่กําจัดแบคทีเรียอ่ืนๆ จากนัน้ละลาย และ

เจือจางดินตัวอยางในสารละลาย 0.85% NaCl เกล่ียลงบนอาหารเล้ียงเชื้อ Humic acid-vitamin 

gellan gum (HGV) ที่เติมสารปฏิชีวนะ leucomycin 1 μg/ml nivobiocin 1 μg/ml tunicamycin 

0.5 μg/ml cyclohexamide 50 μg/ml และ nystatin 50 μg/ml ซึ่งวิธนีี้สามารถแยกสกลุ 

Actinobispora ได 18 % ของจุลินทรียทั้งหมด 
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 Suzuki และคณะ (2001)  แยกสกุล Planomonospora  จากดิน  โดยใชอาหาร Humic 

acid-trace salts gellan gum (pH9) เปนอาหารที่ใชคัดเลือก  ซึ่ง Planomonospora  จะสรางอับ

สปอรบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  สามารถแยกสปอรที่เคล่ือนที่ไดจากอับสปอรโดยใช  0.1% skim milk 5 

mM N-cyclohexyl-2-amino-ethanesulfonic acid (CHES) pH9  เปนสารละลายในการลาง

สปอรที่เคล่ือนที่ไดออกมา  จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 90 นาที  แยก

สปอรโดยการปนเหวี่ยงที ่1000xg  เปนเวลา 10 นาที  วิธนีี้สามารถแยกสกุล  Planomonospora  

ได 246 สายพนัธุจากดินตัวอยางทังหมด 1,200 ตัวอยาง   

 Boudjella และคณะ (2005)  แยกสกุล Streptosporangia  จากดินในทะเลทรายซาฮารา 

(Saharan)  โดยการนาํดิน 1 กรัม ละลายในน้าํกล่ันฆาเชื้อ 9 มิลลิลิตร แลวเจือจางตอดวยน้าํกล่ัน

ฆาเช้ือ  ปเปตสารละลายดินที่ระดับความเจือจางตาง ๆ 0.2 มิลลิลิตร เกล่ียลงบนผิวหนาอาหาร

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

 Zitouni และคณะ (2005)    แยกสกุล Nocardiopsis  และ Saccharothrix  จากดินใน

ทะเลทรายซาฮารา (Saharan)  โดยนําดินมาเจือจางในน้าํกล่ันฆาเชื้อ  แลวปเปตสารละลายดินที่

ระดับความเจอืจางตาง ๆ มาเกล่ียลงบนผิวหนาของ Humic-Vitamin-B- Agar  ที่เติมสารปฏิชีวนะ  

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

 Hadjira และคณะ (2006) แยก Stretosporangium สายพนัธุ Sg10 จากดินในประเทศ

แอลจีเรีย โดยนําดินตัวอยาง 1 กรัม ละลายในน้าํกล่ันปราศจากเช้ือ 9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนั

และเจือจางดวยน้าํกล่ัน นํามาเกล่ียลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ chitin-B vitamins medium ซึ่ง

ประกอบดวย ไคติน, K2HPO4, KH2PO4, MgSO4·7H2O, NaCl, CaCO3, FeSO4·7H2O, 

ZnSO4·7H2O, MnCl2·4H2O และวุน ปรับ pH เปน 7.2 แลวนึง่ฆาเชือ้ ในสวนของวิตามนิบี ซึง่

ประกอบดวย thiamine-HCl, riboflavin, niacin, pyrodoxin-HCl, inositol, Ca-pantothenate,  

p-aminobenzoic acid และ biotin เติมหลังจากทีน่ึ่งฆาเชื้ออาหารแลว นอกจากนี้ยังเติมยา

ปฏิชีวนะ kanamycin และ cycloheximide ความเขมขน 25 และ 50 mg/ml ตามลําดับ บมไวที่

อุณหภูมิ 30 องศา-เซลเซียส เปนเวลา 3 สัปดาห 
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2.9 ประโยชนของแอกติโนมัยซีทีส 
 

ประโยชนที่สําคัญของแอกติโนมัยซีทีส ไดแกการนาํไปใชในทางการแพทย คือการผลิต

สารปฏิชีวนะ และสารยบัยั้งเซลลมะเร็ง ซึ่งจะนาํไปสูการพฒันายารักษาโรคชนิดใหมๆตอไป 

นอกจากนี ้ แอกติโนมัยซีทีสยังสามารถนาํไปใชประโยชนไดอีกหลากหลาย ครอบคลุมดาน

อุตสาหกรรม การเกษตร และส่ิงแวดลอม ดังตัวอยางงานวิจยัตางๆ ดังนี ้

Stamford และคณะ (2002) แยก Streptosporangium sp. ซึ่งเปน endophytic 

actinomycete อาศัยในใบของตนขาวโพด โดยเชื้อนี้สามารถผลิตเอนไซม glucoamylase ทีท่น

รอนได ซึ่งมีประโยชนในอุตสาหกรรมที่ตองมีการยอยแปง ใหเปล่ียนเปนน้าํตาลกลูโคส 

Oliveira และคณะ (2005)   ใช Frankia spp.   ซึ่งเปนแอกติโนไรซา (actinorhiza) 

จัดเปนแอกติโนมัยซทีีสที่สามารถอาศัยอยูในรากพืช  และตรึงไนโตรเจนได  นํามาติดเช้ือรวมกับ

ราไมคอรไรซา (mycorrhiza) Glomus intraradices สงผลทําใหพืช Alnus glutinosa ลดสภาวะ

ความเครียดในดินที่มีความเปนดางสูง และเปนการเพิ่มอัตราการเจริญเติบโต โดยพืชที่มีการใส

เชื้อสองชนิดนีร้วมกันจะมีพืน้ผิวใบมากข้ึน รากยาวข้ึน และมีมวลมากกวาพืชที่ไมมีการใสเชื้อ หรือ

ใสเชื้อเพียงชนิดใดชนิดหนึง่ งานวิจยัชิ้นนี้มีประโยชนในการชวยฟนฟูสภาพพืชในดินที่เปนดางสูง 

Goshev และคณะ (2005) แยกเอนไซมทนรอน 2 ชนิด ที่มีสมบัติในการยอยโปรตีน 

คอลลาเจนโดยไดจากแอกติโนมัยซีทีส 2 ชนิด คือ Microbispora และ Thermoactinomyces เมื่อ

ศึกษาสมบัติของเอนไซมที่แยกไดเปรียบเทียบกับ Clostidiopeptidase A พบวา เปนเอนไซมทีม่ี

สมบัติคลาย collagenase (collagenase-like enzyme) ซึ่งเปนเอนไซมที่สรางประโยชนใน

อุตสาหกรรมการผลิตเคร่ืองหนงั และขนสัตว เพราะจะทาํใหขน และหนังออนนุมลง 

Castillo และคณะ (2006) คัดแยก streptomycetes จากดินทั้งในพืน้ที่เกษตรกรรม และ

ไมใชพื้นที่เกษตรกรรม เพือ่ตรวจสอบความสามารถในการยอยสลายสารปราบวชัพืช diuron     

[3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea] ซึ่งจัดเปนสารกอมะเร็ง (carcinogen) และยอย

สลายไดยาก เนื่องจากไมละลายน้ํา พบวา streptomycetes เปนจลิุนทรียกลุมทีม่ีการยอยสลาย 

diuron ไดดี เหมาะสําหรับการบําบัดดินที่มีการปนเปอน diuron และ streptomycetes ที่แยกได

จากพื้นที่เกษตรกรรมมีความสามารถในการยอยสลาย diuron ไดดีกวาจากที่ไมใชพืน้ที่

เกษตรกรรม 

El-tarabily และ Sivasithamparam (2006) ไดศึกษา และรวบรวมเอกสารที่เกี่ยวของกับ

แอกติโนมัยซทีีสที่ไมใชสกุล Streptomyces (Non-streptomycete actinomycetes) ที่มี

ความสามารถผลิตสารปฏิชีวนะตอราที่กอโรคพืชในดิน เพื่อใชเปนการควบคุมทางชีวภาพ 

(biocontrol) อีกทั้งยังเปนการกระตุนการเจริญเติบโตของพืช (plant growth promoter) 
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Benimeli และคณะ (2007) คัดแยก Streptomyces sp. สายพนัธุ M7 จากโคลนในแหลง

น้ําเสีย ซึ่งมีความสามารถในการยอยสลาย lindane (γ- hexachlorocyclohexane) ได lindane 

เปนสารฆาแมลงท่ีมีความสามารถในการละลายน้ําตํ่า จึงมักตกคาง และสะสมในธรรมชาติ เชน 

ในดิน น้าํ อากาศ พืช สัตว อาหาร รวมถงึในเนื้อเยื่อไขมันของมนุษย งานวิจัยช้ินนีเ้ปนฉบับแรกที่

รายงานการยอยสลาย lindane ของจุลินทรีย โดยไมตองสะสมไวในเซลล หรือตองเปล่ียน

โครงสรางใหเปนสารอ่ืนกอนการยอยสลาย 

จากรายงานดังกลาวขางตนจะเหน็ไดวา แอกติโนมัยซีทีสเปนจุลินทรียทีน่าสนใจใน

การศึกษา และประยุกตใชใหเกิดประโยชนในดานตางๆ อีกกลุมหนึ่ง 

 
2.10 สารปฏิชวีนะ (Antibiotics)  

 

สารปฏิชีวนะ หมายถงึ สารประกอบอินทรียที่สรางโดยจุลินทรีย โดยสวนมากจะเปนสาร  

เมตาบอไลตทติุยภูมิ   (secondary metabolite)    มีมวลโมเลกุลตํ่า     สามารถยับยั้งหรือทําลาย

จุลินทรียชนิดอ่ืนไดที่ความเขมขนนอย ๆ (Demain, 1999) โดยจะไมรวมถึงสารสกดัจากพืช หรือ

แหลงอ่ืนที่ไมใชจุลินทรีย เพราะสารเหลานี้ใชความเขมขนสูงในการยับยั้งหรือทําลายจุลินทรีย

ปจจุบันสารปฏิชีวนะยังมีแบบที่เปนสารกึ่งสังเคราะหที่ใชสารปฏิชีวนะที่สกัดไดจากธรรมชาติเปน

ตนแบบ การทํางานของสารปฏิชีวนะแบงออกไดเปน 2 แบบ คือ ยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียกอ

โรคเรียกวา microbistatic และฆาจุลินทรียกอโรคเรียกวา microbicidal ถาสารปฏิชวีนะเปนแบบ 

microbistatic รางกายจะกําจัดจุลินทรียกอโรคโดยใชระบบการของรางกายคือ phagocytosis 

การผลิตแอนติบอดี การผลิต interferon เมื่อมีการติดเช้ือจากไวรัส และ กลไกการปฏิเสธของลําไส

โดยการเกิดอาการทองเสยี อาเจียน ถาสารปฏิชีวนะเปนแบบ microbicidal จะฆาจุลินทรียกอโรค

โดยการทําใหเซลลแตก แตรางกายยังคงไดรับผลจากสารพิษที่จุลินทรียสรางข้ึน (Edward, 1980) 

ลักษณะของสารปฏิชีวนะที่เหมาะสมในการใชเปนยารักษาโรค จะตองมีคุณสมบัติตางๆ

ดังนี้ (นงลักษณ และ ปรีชา, 2544)  

1. สามารถทําลาย หรือยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียไดหลายชนิด หรือเรียกวามี

ขอบขายการออกฤทธิ์กวาง (broad-spectrum antibiotics) 

2. ไมทําใหเชื้อโรคเกิดการด้ือยา หรือผาเหลา (mutation) 

3. ไมทําใหเกิดผลขางเคียงที่ไมพึงประสงคกับผูปวย เชนไมกอใหเกิดอาการแพ หรือ

รบกวนระบบการทาํงานในรางกาย 

4. ไมทําลายจุลินทรียประจําถิ่น (normal flora) ในรางกายผูปวย เพราะอาจจะทําให

เกิดการเสียสมดุลธรรมชาติ ทาํใหเกิดการติดเช้ือจากจุลินทรียอ่ืนๆ 
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2.10.1 กลไกการทํางานของสารปฏิชีวนะ 
 

การทาํงานของสารปฏิชีวนะ มทีั้งแบบยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคและ 

ฆาจุลินทรียกอโรค ซึ่งการทํางานของสารปฏิชีวนะสามารถแบงกลุมตามกลไกการออกฤทธ์ิไดเปน 

5 กลุม ดังนี ้(นงลักษณ และ ปรีชา, 2544)  

1. กลุมทีย่ับยัง้การสังเคราะหผนังเซลล ไดแก เพนิซิลลิน (penicillin) เซฟา

โลสปอริน (cephalosporin) ไซโคลเซอรีน (cycloserine) แวนโคไมซิน (vancomycin) และบาซิ

ตราซิน (bacitracin) 

2. กลุมที่มีผลตอเยื่อหุมเซลล ไดแก โพลิมิกซิน (polymixin) แกรมิซิดิน 

(gramicidins) ไทโรซิดิน (tyrocidin) นิสเตติน (nystatin) และแอมโฟเทอริซิน (amphotericin) 

3. กลุมทีย่ับยัง้การสรางโปรตนี  ไดแก  สเตรปโตไมซิน  (streptomycin)  กานา

ไมซิน (kanamycin) นีโอไมซิน (neomycin) เตตราไซคลิน (tetracycline) ออริโอไมซิน 

(aureomycin) เทอราไมซิน (terramycin) คลอแรมเฟนิคอล (chloramphenicol) อิริโธรไมซิน 

(erythromycin) 

4. กลุมทีย่ับยัง้การทํางานของกรดนิวคลิอิก  ไดแก  ไรแฟมพิซนิ (rifampicin) 

แอคติโนมัยซนิ (actinomycin) ไมโตไมซิน (mitomycin) กรีสซิโอฟูลวนิ (griseofluvin) 

5. กลุมทีย่ับยัง้ระบบเอนไซมทีจ่ําเพาะ ไดแก ซัลโฟนาไมด 

 
2.10.2 สารปฏิชวีนะที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซีทีส 
 

ปจจุบันสารปฏิชีวนะในตลาดยาจํานวน 38 เปอรเซ็นต เปนสารกึง่สังเคราะหที่

สารต้ังตนมาจากธรรมชาติ 4 เปอรเซ็นต มาจากการสังเคราะหทางเคมีโดยใหมีโครงสราง

เหมือนกับสารจากธรรมชาติ 31 เปอรเซน็ต มาจากการสังเคราะหทางเคมี และ 26 เปอรเซน็ต 

ไดมาจากธรรมชาต ิ ซึ่งในจํานวนนี้มีแอกติโนมัยซทีีสเปนแหลงที่สําคัญของสารปฏิชีวนะ โดย 65-

75 เปอรเซ็นต ของสารปฏิชีวนะที่ไดมาจากธรรมชาติและใชอยางแพรหลายในปจจุบันผลิตจาก

แอกติโนมัยซทีีส รองลงมาคือราและแบคทีเรีย ตามลําดับ และในจํานวนสารปฏิชวีนะที่ผลิตจาก

แอกติโนมัยซทีีส 80 เปอรเซ็นต ผลิตจาก Streptomyces ดังตารางที ่2.1 (Krsek และคณะ, 2000) 

และ (Kieserและคณะ, 2000) นอกจากนั้นผลิตจากแอกติโนมยัซีทสีที่พบไดยาก ดังตารางที่ 2.2 

(El-Tarabily และ Sivasithamparam, 2005) 
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ตารางที่ 2.1  แสดงสารเมตาบอไลตทุติยภูมิที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซทีีส 

แอกติโนมัยซทีีส สารปฏิชีวนะที่สราง การยับยัง้ 

Actinomadura carminata Carminomycin เซลลมะเร็ง 

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 เซลลมะเร็ง 

Streptomyces rimosus Oxytetracycline แบคทีเรีย 

Streptomyces venezuelae Chloramphenicol แบคทีเรีย, ไวรัส 

Streptomyces verticillus Bleomycin sulfate เซลลมะเร็ง 

Streptomyces spp. Actinomycin D เซลลมะเร็ง 
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ตารางที่ 2.1  (ตอ)  

แอกติโนมัยซทีีส สารปฏิชีวนะที่สราง การยับยัง้ 

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 เซลลมะเร็ง 

Streptomyces verticillatus MitomycinC เซลลมะเร็ง 

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 เซลลมะเร็ง 
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ตารางที่ 2.1  (ตอ)  

แอกติโนมัยซทีีส สารปฏิชีวนะที่สราง การยับยัง้ 

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  แสดงสารเมตาบอไลตทุติยภูมิที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซทีีสทีพ่บไดยาก 

แอกติโนมัยซทีีส สารปฏิชีวนะที่สราง เอกสารอางอิง 

Actinoplanes sp Xanthone Cooper และคณะ (1992) 

Actinoplanes sp Sch 54445 Min และคณะ (1997) 

Actinoplanes brasiliensis A/672 Palleroni (1989) 

Actinoplanes caeruleus Heptaene Palleroni (1989) 

Actinoplanes deccanensis Lipiarmycin Palleroni (1989) 
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ตารางที่ 2.2  (ตอ)  

แอกติโนมัยซทีีส สารปฏิชีวนะที่สราง เอกสารอางอิง 

 Actinoplanes ianthinogenes Naphthoquinone Palleroni (1989) 

Actinoplanes ferrugineus L-azetidine-2- Palleroni (1989) 

 carboxylic acid  

Actinoplanes missouriensis 5-azacytidine Palleroni (1989) 

Actinoplanes philippinensis Macrocyclic lactone Palleroni (1989) 

Actinoplanes teichomyceticus Lipoglycopeptide  Carelli และคณะ (1995) 

Actinoplanes 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) 

Micromonospora carbonacea Everninomicin Kawamoto (19890 

Micromonospora coerulea Glutarimide BeomSeok และคณะ (1999) 

Micromonospora echinospora Gentamicin Kawamoto (1989) 
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ตารางที่ 2.2  (ตอ)  

แอกติโนมัยซทีีส สารปฏิชีวนะที่สราง เอกสารอางอิง 

 Micromonospora echinospora Hazimicins Marquez และคณะ (1983) 

Micromonospora halophytica Halomicin Kawamoto (1989) 

Micromonospora inositola XK-41 Kawamoto (1989) 

Micromonospora 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) 
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2.10.3 กลุมของสารปฏิชีวนะที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซีทีส 
   

Sneader (2005) ไดจัดจําแนกสารปฏิชวีนะที่สรางจาก แอกติโนมยัซทีีสเปนกลุม

ตางๆ ตามลักษณะโครงสรางพืน้ฐาน ดังนี ้

1. กลุม Streptomycin และ Aminoglycoside กลุมอ่ืนๆ ไดแก 

streptomycin neomycin  kanamycin lincomycin gentamycin เปนตน สูตรโครงสรางพื้นฐาน 

ประกอบดวย amino sugar ที่เชื่อมกนัแบบ glycoside linkage ออกฤทธิ์แบบ bacteriocide โดย

รบกวนการแปลรหัสของ mRNA ในไรโบโซมทําใหยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน  

2. กลุม Chloramphenicol โครงสรางพืน้ฐานของโมเลกลุประกอบดวยวงอะโร

มาติก (I) สวนไฮโดรคารบอนที่มกีารขยายได (II) และ หมู acyl (III) ออกฤทธิ์แบบ bacteriostatic 

โดยยับยัง้การสังเคราะหโปรตีน 

3. กลุม Tetracycline ไดแก aureomycin (chlortetracycline) 

oxytetracycline  เปนตน โมเลกุลพื้นฐานมีวงอะโรมาติกตอกนั 4 วง ออกฤทธ์ิแบบ 

bacteriostatic กับ จุลินทรียไดกวาง เมื่อใชความเขมขนสูงจะมีฤทธิ ์ bacteriocide กลไกการ

ทํางานของสารกลุมนี้จะยับยั้งโปรตีนโดยการไปจับกับไรโบโซม และ mRNA  

4. กลุม Macrolide ไดแก erythromycin และ lincomycin เปนตน ลักษณะ คือ

เปนสารที่มีโมเลกุลขนาดใหญประกอบดวยคารบอนมากกวา 20 อะตอม มี macrocyclic lactone 

ring เปนองคประกอบหลัก ออกฤทธิ์แบบ bacteriostatic โดยจับกับ 70S subunit ของไรโบโซม 

เพื่อยับยัง้การสังเคราะหโปรตีน 

5. กลุม Rifamycin ไดแก Rifamycin B และ Rifamycin SV เปนตน สาร

ปฏิชีวนะกลุมนี้ พบคร้ังแรกจาก Streptomyces ออกฤทธิย์บัยั้งแบคทีเรียแกรมลบ และ 

Mycobacterium tuberculosis Rifamycin B เปนยาปฏิชีวนะตัวแรกในกลุมนีท้ี่ใชกับสัตวซึง่มี

ฤทธิ์ไมสูงมากนัก จงึมีการพัฒนา Rifamycin SV ที่ออกฤทธิเ์ปนวงกวางออกมา สามารถยับยั้ง

แบคทีเรียทัง้แกรมบวก แกรมลบ รวมถงึ Mycobacterium tuberculosis และ Mycobacterium 

lepae  

6. กลุม Polyene ไดแก nystatin และ amphotericin B เปนตน โครงสราง

โมเลกุลมีขนาดใหญ ประกอบดวยสวน hydrophobic และ hydrophilic ออกฤทธิย์บัยั้งการเจริญ

ของรา และยีสต (antifungal) โดยกลไกการทาํงานมีผลตอ selective permeability ของเย่ือหุม

เซลล  

7. กลุม Azomycin พบคร้ังแรกจาก Streptomyces ในป 1953 และไดรับการ

พัฒนาจนสามารถสังเคราะหข้ึนเองไดในป 1965 มีลักษณะโครงสรางเปนแบบ trichomonicidal 
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~fl')1l.J LutJWM~~tJ1n ~~jjn1~~tJ1~11tl:tJ1ftt)f'1 (analogue) 'tJi\utJ metronidazole lil'LutJ 

~11~.h LthU1JoO'l LL~:LLUFlYlLW 
., 

8. n~)J Vancomycin LLiI:: Teicoplanin Vancomycin YiUFlf-lLL1n"'l1n 

Streptomyces orientalis tltln'lYli~u~~ LLUFlYl LW un 1l.JU'ln ~~~LtltJLLtl Lrun U~:UtltJLLtl Lrun 

... J' ..J.l " 'i' _'" '1_ ".,...... ..... 
1,)l.Jt1WlItl Staphylococcus Yl~tlfJ1~'lfJ wlfJtJn~ Lr Irun'ltJn11~11~t./tJ~L'I!~~~tl~'~tJYlffi 

vancomycin ~u1~Ylil-nLutJfJ1~fn~nL1FlYl1~-rltl~t.hn U~:Yl1~L~tJtl1V11'j' ~1V1fu vancimycin ~ 

UJu1~Yli~:l111~Ln~t./~;r1~Li1fJ~ (side effect) ~.J1n Teicoplanin LUtJ~11b.JL~fJftL;j~itltJ UfJn 

'lJIr.nn Actinoplanes teichomtcetius tltln'lYlimi1tltJrlu vancomycin ut;ijjm~n11Fl~tl~1tJ 

i1-lmfJ (half-life) 'lJi'tJ1tJn~1 Uft:iln1n:Fl1mFitl~utlfJn~1 vancomycin ~1l.J11t1il~L.u1~ 
" J' ... ~ ... 'I.!:"\'_ 

n~1l.JLtJtl V1'j'tlLritJLfttl~ WI wlfJlflN 

9. n~)J Thienamycin LtltJ~1ffi~tJ Carbapenem ~~LLfJn'lcJl~1n 

Streptomyces n~1 40 'l!il~ ltJn 1990 ilFl'l1l.J~1l.J11t1{tJn1'j'U Yl'j'n~l.J L;r1~ L'I!ft~~tl~ LLUFlYl L1fJ 

'tc1l~~ ~1~tltln'lYli'lJi'~~~~ltJn~l.Jd fitl Thienamycin A'tJYiu'lJi'Flf~uffi~1n Streptomyces 
". .. 

cattfeya ltJn 1976 il'lYlfi~u~-ln11~11~L1.hJVi~'tnftLLFltJ i1Flru~l.J~YltJt;imtltJ't'l!~ ~-.. 
lactamase ~1l.J1'j'mrUU~UUFlYlLWLLn1tJ~u'tc1l 

• .J.l..J" 'I" 
10. nf!JJ Clavulanic acid_LtJtl~~1m'l!tlY1~1tJ1m~11~LtltJ~'I!l.J f3-lactamase 

'I .!' J',. 1-- . '1.!'......".,J 
WI ~:~1tJ1'j't1~tllfltlfJ1u!J'I!'ltJ: penicillin U~: cephalosporin WI ~~tJn11FltJV11fJ1Yl~1tJ1m 

~ , ~ I 

~U~~LtltJ't'l!~ f3-lactamase 'tc1l LulfJ Clavulanic acid LUJ~:ilfjY1fiUutT~LLUFlYlLffi'lJi'1fi1 ut;i 

~1l.J1m~U~~LtltJ't'l!~ f3-lactamase 'tJi' ~~'lJi'iln1'j'1-n Clavulanic acid i'ltJnUfJ1UD~'ltJ:~'l~tJ 
L-rltJ amoxicillin ;~n111-n~'lfJ1hl.JntJ (combination) 'lItl~ Clavulanic acid nUfJ1'1!il~~tJt!tJ 
'I .!'., ., ."1 ..J "I." ~.!'" 'i' _ "I. "... 'i' - .l 'l 
wlrun1~~tJ1LutJfJ1Yl'll1fJ ~tJYltl~lflft1~ Uft:Yl1~n11LLYiY1fJ WIUft'l WlfJ ~'I!ffiH1 ~1FlIfl~L'I!tl ~tJ 

Yl1-lL~tJV11fJl~ LLft:Yl1~L~tJU~~1'l: 

I "I , 

L1l.J~tJ~tJd'tlUft1fJ Fl.P!. 1950 L'il.JA'tJYiU~1ffi~tJ actinomycin V1'1tl dactinomycin {tJ Fl.P!. 

~ ~- ~ . 
1953 t./~Ifl LulfJ Streptomyces parvullus tJfjYlfifJUfJ~ muscle tumours. soft tissue 

sarcomas tumours LLft: kidney tumour A'tJYiU daunorubicin ltJn Fl.P!. 1962 t./~IflL~fJ .. 
Streptomyces peuetius LtltJ~11~1tJL'I!~~tJ:L~~tl~'1tJn~tJ anthracyclin ~u~~ solid tumors .. 
Uft: leukemias 'lJi''I!r~ i1nft'tnn1mUU~LulfJ'lu4'unu DNA l111~L'I!ft~U,jil template ~1V1fu 
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m~ft~Lfl11:::~ DNA YlU doxorubicin (14-hydroxy-analogue of daunorubicin) luu fl.P!. 
.. " 

1967 ~fil'l LVlU S. peuetius tltln'lYlfi-nrVl lumffiuu~L-nfuf2-J:::Lr~~fl1u-n\lVl L-nU leukaemias, 

lymphomas LLfI::: solid tumours doxorubicin \lm112-J1l-lfdju~~nlun11fn1=t1~u')m.J1 

~J1nn~1 25 n lVlui1nfl'lnn1ffitln'lYltr;ltlLi)u1.'!l~ topoisomerase II el~~fll~el1U DNA 

LLVlntrn aclarubicin \lnFluYluluu f'l.PI. 1974 ~ftVllVlU s. gamaeus ;i~LiJUel11n~~ 

anthracyclin aclarubicin A il~fl1unfllnlun1ffiuJ-~L'!lflff2-J:::L1~ L-nU uuJ-~n1m1~1tJ'lJtl~ 
L~tJ1.'!l~ topoisomerase II r;ltl DNA (Strohl LLfI:::f'ltu:::,1997) bleomycin LiJUel11n~2-J 

glycopeptides \lnFlUYlulUUf'l.P!.1962 ~ftl'llVlU S verticil/us. \lm112-J11-lfm.h~n11~'lJ')1~nu 

squamous cell carcinoma, testis tumors prostatic cancer, head LLfI::: neck tumour 

bleomycin d~IUel1ffiuJ-~L'!lflff2-J:::L1~-nWl~ti~lUUtlu-nilVl~UJel~~fln~n11el11~u'l~L~tlVl'lJ1')lu 
., 

1. 'lln1:::'!l n'lltl~~u') U LLfi :::u~ 1 -If LiJUel11fJl~iJful un 11ft~ Lf'll1 :::~Yl1~ Lf'lil'lltl~ el11iJf 1UL '!l fI ff2-J::: L 1~ fln 

~fl1u-nilVl 

., 
n~2-J'lltl~el1nJD~,)u:::UUU~L'!lflff2-J:::L;~LL1j~1'l12-Jlf'lNel11~ (Georgopapadakou, 1995) 

" 1. Alkylating Agent el11n~2-Jilt.lfitlmh:::"u')ndhrun')u DNA yh lmm~xt.l 

(conformation) 'lltl~ DNA Lt.l~UU'\.t.l (DNA adducts) yhl,x DNA 1Jtl~L'!lflff2-J:::L;~Yh~1U 

~Vlt.ln~ L-nU melphalan l-lffu1=t1 myeloma LLfI::: solid tumour LLfI::: cyclophosphamide 

l-lffn1=t1 breast cancer LLfI:::2-J:::L;~-n\l~~u 

" 2. Platinum Complexes el11n~2-Jil~:::4'unuLuelluel1U DNA LLfI::: RNA ~')U 

~tJfi:::lf'l,)1LflUvl Yhl~Ln~ platinum-DNA adducts Yhl~NxtJ1Jtl~el1U DNA Lt:I~uuhJ 

L-nU cisplatin LLfI::: carboplatin l-lffn1=t1 testicular lung bladder head LLfI::: neck 

cancer 

3. Antimetabolites el11n~2-Jilillf'lNel11~f'l~1Ufl~~ {structural analog) nUel11 

" fJl~iJfulun11ft~Lf'l11:::~ DNA LLfI::: RNA L-nU methotrexate 4'unULtlU'\.'!l~ dihydrofolate 

" " reductase l11l~LnVln1ffiuu~n11~~Lfll1~LUel .purine LLfI:::ilt-lflUUU~r;ltln11~~Lf'l11:::~ DNA 

.. ... 
4. Vinca Alkaloids and Taxal el1ffi~2-Jiluuu~n111'l2-JfJl')nU'lJtl~'l.2-Jlf'lrii')\jfl 

., 
(microtubule) lun11LL1..i~L'!lflffLLuu'l.2-JWJ;iel (mitosis) lU~f'l11Ltll'l LiJut-Ifll~Ln~n11uuu~m1 

1')~vi')nu1Jtl~ 'I.2-J If'l rii')\jfl lun11LL1..i~ L '!l flff'lJtl~ L'!lflff~:::Lr~ 
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5. Dactinomycin  และ  Anthracyclin  สารสองกลุมนี้ผลิตจาก Streptomyes เชน 

dactinomycin หรือ actinomycin D ใชรักษามะเร็งทีพ่บไดยาก เชน nephroblastoma (Wilms’ 

tumour)  และ  Ewing’s sarcoma  ซึ่งมีกลไกโดยแทรกเขาไปจับตรงตําแหนงเฉพาะภายในเกลียว

ของ DNA สายคู  เปนผลใหเกิดการยับยั้งการสังเคราะห DNA และ RNA  สารปฏิชีวนะกลุม 

anthracyclin  มีกลไกโดยแทรกเขาไปตรงระหวางคูเบสในสาย DNA และจับกับเอนไซม 

topoisomerase ll  เปนผลใหสาย DNA แตกหักออก  สงผลใหเซลลตาย 

6. Epipodophyllotoxins  และ  Amsacrine   รบกวนการทาํงานของเอนไซม 

topoisomerase ll  ในปฏิกิริยา DNA-resealing  และ แทรกเขาไปจับในสาย DNA  ทําใหเกิดการ

แตกหักของ DNA  ออกเปนสายคู  หรือสายเด่ียว 

 ตัวอยางโครงสรางสารตานเซลลมะเร็งแสดงดังรูปที ่2.10 

 

       

         

 

รูปท่ี 2.10  แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็ง  (Sneader, 2005) 
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2.10.5 รายงานการคนพบสารปฏิชีวนะและสารออกฤทธิ์ยับยัง้เซลลมะเร็งชนิด
ใหมจากแอกติโนมัยซีทีส 

 

แมวาจะมีการคนพบสารปฏิชีวนะยับยัง้การเจริญของจุลินทรียกอโรคเพื่อ ใชทํา

เปนยารักษาโรคมาเปนเวลานานแลว และไดรับการพฒันาอยางตอเนื่องเร่ือยมา ไมวาจะเปนการ

หาตัวทาํละลายที่เหมาะสมในการสกัด ดัดแปลงโมเลกุลสาร หรือการใชเทคนิคทางพนัธุวิศวกรรม

ในการปรับปรุงสายพนัธุของเชื้อที่ผลิตสารปฏิชีวนะ แตการคนหาแหลงของสารปฏิชีวนะจาก

ธรรมชาติก็ยงัมีความสําคัญ และมีงานวิจัยเกี่ยวกับการหาแหลงของสารปฏิชีวนะชนิดใหมมาโดย

ตลอด เนื่องจากปจจัยตางๆ หลายประการ เชนการพัฒนาสายพนัธุของเช้ือกอโรคที่ด้ือตอยา

ปฏิชีวนะ การแพรกระจายของเช้ือจากแหลงหนึง่สูอีกแหลงที่ไมเคยมีเชื้อโรคนัน้ระบาดมากอน 

หรือแมแตการหาแหลงใหมที่มีความสามารถในการผลิตสารปฏิชีวนะในปริมาณ (Yield) ที่สูงข้ึน 

(Pettit และคณะ, 1999) ซึง่แหลงของสารปฏิชีวนะชนดิใหมที่สําคัญที่สุดก็คือจุลินทรีย โดยเฉพาะ

อยางยิ่งในกลุมแอกติโนมยัซีทีส ซึ่งมีรายงานวา เปนทั้งแหลงของสารปฏิชีวนะและสารออกฤทธิ์

ยับยั้งเซลลมะเร็ง ดังรายงานตอไปนี ้

Zheng และคณะ (2000) แยกแอกติโนมัยซีทีสจากส่ิงมีชีวิตในทะเลทั้งพืช และ

สัตว เพื่อทดสอบฤทธิก์ารยบัยั้งเซลลมะเร็ง โดยใชน้ําเล้ียงเชื้อที่ความเขมขน 1:320 เทา ทดสอบ

กับเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวของหน ู (P388) และเซลลมะเร็งของมนษุย 3 ชนิด ไดแก เซลล KB 

เซลลHLF และเซลลCNE ดวยวธิี MTT พบวามีเช้ือ 74 และ67 สายพนัธุ ที่สามารถยับยั้งอัตราการ

เจริญของเซลล P388 และ KB ได จากเช้ือทั้งหมด 360 สายพันธุ คิดเปน 20.6% และ 18.6% 

ตามลําดับ 

Schumacher และคณะ (2001)  คนพบสารปฏิชีวนะชนิดใหมกลุม nucleosides 

คือ kahakamides A และ B  ที่ผลิตจาก Nocardiopsis dassonvillei  สารปฏิชีวนะมีฤทธิย์ับยัง้

แบคทีเรียแกรมบวก 

Hoppmann และคณะ (2002) คนพบสารปฏิชีวนะชนดิใหมคือ Vancoresmycin 

ที่ผลิตโดย Amycolatopsis sp. ST101170 มีฤทธิ์ยบัยั้งแบคทีเรียแกรมบวก เชน 

Staphylococcus aureus และ Enterococcus spp. ที่ด้ือยา Vancomycin แตไมมีฤทธิ์ยับยั้ง

แบคทีเรียแกรมลบและรา 

Wink และคณะ (2002)  คนพบสารปฏิชีวนะชนิดใหมกลุม glycopeptide  ที่ผลิต

จากแอกติโนมยัซีตที่พบไดยาก จนีัส Amycolatopsis  สารปฏิชีวนะมีฤทธิ์ยับยัง้ Staphylococci  

ที่ด้ือยา methicillin 
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Mellouli และคณะ (2003)  พบแอกติโนมยัซีตสายพันธุใหม คือ  Streptomyces 

sp. US24  จากการวิเคราะหลําดับเบสของ 16S rRNA  พบวามีลําดับเบสใกลเคียง (98%) กบั 

Streptomyces caelestis ที่ผลิตสารปฏิชีวนะ niddamycin และ celesticetin แตจากขอมูลทาง 

สเปกโทรสโกปพบวาสารปฏิชีวนะที่ Streptomyces sp. US24  สรางข้ึนมีคุณสมบัติไมตรงกับ 

niddamycin และ celesticetin สารปฏิชวีนะนี้สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวก 

Singh และคณะ (2003)  พบ Mannopeptimycins  เปนสารปฏิชีวนะไกลโคเปป

ไทดแบบวง  ที่ผลิตโดย Streptomyces hygroscopicus  ออกฤทธิย์ับยั้ง Staphylococci ที่ด้ือยา 

methicillin และ Enterococci ที่ด้ือยา vancomycin 

Sujatha และคณะ (2004)  คนพบ  สารปฏิชีวนะกลุม polyketide  ที่ผลิตโดย 

Streptomyces psammoticus BT-408  ออกฤทธิย์ับยั้งไดทัง้แบคทเีรียแกรมบวก  แกรมลบ  รา  

และยับยั้ง  Staphylococcus  aureus  ทีด้ื่อยา methicillin 

Fguira และคณะ (2004)  พบแอกติโนมยัซีตสายพันธุใหม คือ  Streptomyces 

sp. US80  จากการวิเคราะหลําดับเบสของ 16S rRNA  พบวามีลําดับเบสใกลเคียง (98 

เปอรเซ็นต) กบั Streptomyces reseoflavus  ที่ผลิตสารปฏิชีวนะ กลุม aminoglycoside คือ 

flavomycin  แตจากขอมลูทาง สเปกโทรสโกปพบวาสารปฏิชีวนะที่ Streptomyces sp. US80  

สรางข้ึนมีคุณสมบัติไมตรงกับ flavomycin  ซึ่ง Streptomyces sp. US80 สรางสารปฏิชีวนะอยาง

นอย 3 ชนิด  และจัดอยูในกลุม macrolide  สารปฏิชีวนะนี้สามารถยับยัง้แบคทีเรียแกรมบวก 

และรา 

Boudjella และคณะ (2005)  คนพบสารปฏิชีวนะชนิดใหมกลุม  glycopeptide  

ที่ผลิตโดยแอกติโนมยัซีตสายพนัธุใหมคือ  Streptosporangia Sg10  โดยปกติสกุล 

Streptosporangia ผลิตสารปฏิชีวนะกลุม  glycopeptide  คือ  sibiromycin และ sinefungins  

แตจากขอมูลทาง สเปกโทรสโกปพบวาสารปฏิชีวนะที ่ Streptosporangia Sg10 สรางข้ึนมี

คุณสมบัติไมตรงกับ sibiromycin และ sinefungins สารปฏิชีวนะนีส้ามารถยับยัง้แบคทีเรียแกรม

บวกไดดีแตมีฤทธิน์อยกับแบคทีเรียแกรมลบ  ยีสต  และรา 

Zitouni และคณะ (2005) คนพบสารปฏิชีวนะชนิดใหมกลุม  nucleosides ที่

ผลิตจาก Saccharothrix  มีฤทธิ์ยบัยั้งรา  จากที่เคยมีรายงานสารปฏิชวีนะที่ผลิตจาก 

Saccharothrix  ออกฤทธิ์ยบัยั้งวชัพืชเทานั้น 

Gorajana และคณะ (2006) ไดมีการคนพบสาร resistoflavine จาก 

Streptomyces chibaensis AUBN1/7 ที่แยกไดจากโคลนใตทะเลในบริเวณอางเบงกอลประเทศ

อินเดีย มีฤทธิ์ในการยับยัง้เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร และมะเร็งตับ อีกทั้งสามารถยับยัง้

แบคทีเรียไดเล็กนอย ทัง้แกรมบวก และลบ 
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Igarashi (2007) พบสารกลุม anthraquinone ชนิดใหม 2 ชนิด คือ lupinacidin 

A และ lupinacidin B จาก Micromonospora lupine สายพันธุใหม ซึง่เปน endophytic 

actinomycete สารทั้ง 2 ชนิดนี้มฤีทธิ์ในการยับยัง้การแพรกระจายของเซลลมะเร็งลําไสใหญของ

หน ู(26-L5 carcinoma cell) โดยไมไดมีการยับยัง้อัตราการเจริญของเซลล 

 



บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 
3.1 อุปกรณ 
 

- กลองจุลทรรศนคอมพาวดไมโครสโคป (compound microscope) Olympus รุน 

BX51 บริษัท Olympus optical Co.,Ltd. Japan 

- กลองจุลทรรศนสเตอรริโอไมโครสโคป (stereo microscope) Olympus รุน SZ60 

บริษัท Olympus optical Co., Ltd. Japan 

- กลองจุลทรรศนหวักลับ (inverted microscope) Olympus รุน CK2 บริษัท 

Olympus optical Co., Ltd. Japan 

- กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (scanning electron microscope, SEM) 

รุน JEM-T220  บริษัท Jeol, Japan   

- กลองถายรูป Olympus  รุน C5050  บริษัท Olympus optical Co., Ltd. Japan 

- ตูควบคุมอุณหภูมิ (incubator) Memmert  รุน BE600  บริษัท Jebsen and Jebsen 

- ตูควบคุมอุณหภูมิภายใตบรรยากาศคารบอนไดออกไซด (CO2 incubator) Hepa 

Class 100 รุน 311  บริษัท Thermo electron corporation  

- ตูถายเช้ือ (laminar flow) CLEAN  รุน H1 บริษัท Lab Service Ltd, Part 

- ตูอบฆาเช้ือ (hot air oven) Memmert รุน D06063 บริษัท Jebsen and Jessen, 

Germany 

- ตูอบความรอนแหง (hot air oven) Memmert  รุน UE600 บริษัท Jebsen and 

Jessen, Germany 

- ตูอบแหงภายใตสุญญากาศ (vacuum oven) Hotpack รุน บริษัท Hotpact 

Corporation, USA. 

- หมอนึง่ความดัน (autoclave) TOMY รุน SS-325 บริษัท Tommy Seiko Co., Ltd. 

Tokyo, Japan 

- เคร่ืองชั่งน้าํหนัก (digital scale)  บริษัท Mettler Toledo  

- เคร่ืองเขยา (shaker)  รุน innova 2100 บริษัท New Brunswick Scientific Co., 

Inc.Edison, USA 

- เคร่ืองดูดจากปเปตต (Pipette aid)  ยี่หอ Drummond   
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- เคร่ืองถายรูปเจล (Gel Doc) ยี่หอ Vilber Lourmat 

- เคร่ืองระเหยแหงสุญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporator) Eyela รุน N-

100  บริษัท Tokyo Rikakikai Co., Ltd. Japan 

- เคร่ืองระเหยน้าํที่อุณหภูมิตํ่า (lyophilizer)  รุน 77520  บริษัท Labconco, U.S.A. 

- เคร่ืองวัดคาความเปนกรดเบส (pH meter) Mettler-Toledo  รุน S20-k บริษัท 

Mettler Toledo  

- เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (Authorized thermal cycler) รุน TP 600  บริษัท Takara 

Bio, Inc. Japan 

- เคร่ืองปนเหวีย่งขนาดเล็ก (micro centrifuge)  รุน CM-6010  บริษัท Hslangtai   

- เคร่ืองปนเหวีย่งควบคุมอุณหภูมิ (micro refrigerated centrifuge) Kubota รุน 3700 

บริษัท Kubota Corporation, Tokyo Japan 

- เคร่ืองปนเหวีย่งชนิดต้ังโตะ (bench-top centrifuge) รุน stratagene บริษัท Profuge 

- เคร่ืองปนผสม (Vortex mixer) รุน VX-100 บริษัท Labnet International, Inc. 

- เคร่ืองไมโครเวฟ (microwave oven) Turbora  รุน MW-2020 

- เคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง (microplate reader) รุน Elx 800 บริษัท Bio-tek 

instrument 

- เคร่ือง Electrophoresis chamber set รุน Mupid-ex บริษัท Advance 

- ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (deep freezer) อุณหภูมิ -80 ซํ  รุน ULT 1786  บริษัท 

FORMA Scientific, USA 

- ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (deep freezer) Sharp อุณหภูม ิ-20 ซํ   

- อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath)  รุน WB-710M  บริษัท Optima, Japan 

- ไมโครปเปต (automatic adjustable micropipette)  P2 (0.1-2 ไมโครลิตร), P10 

(0.5-10 ไมโครลิตร),  P20 (2-20 ไมโครลิตร),  P100 (20-100 ไมโครลิตร),  P1000 

(0.2-1 มิลลิลิตร)  บริษัท Gilsson France 

- ปเปตตทิป (pipette tip)  ขนาด 1-200 ไมโครลิตร และ 1 มิลลิลิตร บริษัท Axygen 

Scientific, Inc. USA  

- หลอดไมโครทวิป (microtubes)  ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  บริษัท Axygen Scientific, 

Inc. USA  

- หลอดพีซีอาร (PCR tube)  ขนาด 0.2 มิลลิลิตร  บริษัท Axygen Scientific, Inc. 

USA 

- หลอดไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 15 มิลลิลิตร บริษัท Corning Incorporated, USA 
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- หลอดเก็บเซลลแชแข็ง (cryotube)  บริษัท Corning Incorporation, USA 

- ถาดเล้ียงเซลล 96 หลุม (tissue culture plate 96 well) ยี่หอ Corning  บริษัท 

Corning Incorporated, USA 

- ภาชนะเล้ียงเซลล (tissue culture flask) ขนาด 25 ลูกบาศกเซ็นติเมตร ยี่หอ 

Corning  บริษัท Corning Incorporated, USA 

- หัวกรองอาหารเล้ียงเซลล Pore size 0.22 ไมโครเมตร ยีห่อ Corning บริษัท Corning 

Incorporated, USA 

- กระดาษกรอง (cellulose acetate membrane filter)  Pore size 0.45 ไมโครเมตร  

บริษัท Sartorius, Germany 

- ถังไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen tank) รุน 34 HC  ยี่หอ  Taylor-Wharton 

Cryogenics  บริษัท Harsco Corporation, USA   

- ปเปตตแกว (seropipatte)  ขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร 

- ฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer) ขนาด 0.0025 มิลลิเมตร2 ยี่หอ Loptik Labor 

บริษัท Boeco 

- TLC aluminium sheet รุน Silica gel60 F254 บริษัท Merck, Germany 

 
3.2 สารเคม ี
 

- กาแลคโตส (D-galactose)  บริษัท Merck. Germany 

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

- กลูโคส (glucose) 

- เคซีน (casein) 

- เจลาติน (gelatin) 

- ซูโครส (sucrose)  บริษัท Merck. Germany 

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

- ไซแลน (xylan) 

- โซเดียมอะซิเตท (sodium acetate)  บริษัท Merck. Germany 

- โซเดียมซิเตรท (sodium citrate)  บริษัท Merck. Germany 

- เด็กซแทรน (dextran)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A. 

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

- ไทโรซีน (tyrosine) 
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- ธีโอนนี (L-theonine)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A 

- แปง (starch)  

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

- โพแทสเซียม ไนเตรท (potassium nitrate)  บริษัท Merck. Germany 

- ฟรุกโตส (D-fructose)  บริษัท Merck. Germany 

- ฟนิลอะลานีน (L-phenylalanine)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A 

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

- แมนนทิอล (D-mannitol)  บริษัท Difco Laboratory. 

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

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

- แลคโตส (D-lactose)  บริษัท Merck. Germany 

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

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

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

- อะลานนี (L-alanine)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A 

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

- แอสปาราจีน (L-asparagine)  บริษัท Sigma chemical, U.S.A 

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

- Agar 

- Agarose molecular biology grade  บริษัท ISC Bio Express 

- Ammonium sulphate (NH4)2SO4 

- Bacto peptone 

- Bacto tryptone 

- Bato soytone 

- Beef extract 

- Cetyltrimethylammonum bromide (CTAB)  บริษัท Serva 

- Copper sulphate (CuSO4.7H2O) 

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

- Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA)  บริษัท Scharlau 

- Ferric chloride (FeCl3) 

- Ferrous sulphate (FeSO4.7H2O) 
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- Fetal Bovine Serum (FBS)  Hyclone  บริษัท  Hyclone 

- Glycerol 

- Hydrochloric acid (HCl) บริษัท Merck. Germany 

- Isopropanol alcohol  บริษัท Merck. Germany 

- Isoamyl alcohol  บริษัท Carbo erba 

- Manganes chloride (MnCl2) 

- Magnesium sulfate (MgSO4) 

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

Basic inc, Canada 

- Di-Potassium hydrogen phosphate (K2HPO4)  

- Potassium di-hydrogen phosphate (KH2PO4)  

- Potascium nitrate (KNO3) 

- Sodium caseinate  

- Trypsin-EDTA  บริษัท Hyclone   

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

- Taq DNA polymerase  บริษัท Fermentas 

- Yeast extract 

- Zinc sulphate (ZnSO4.7H2O) 

- อาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640  บริษัท  Hyclone 

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

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

buffer) 

- Methanol 

- Ethanol 

- Ethylacetate 

- Hexane 

- Cycloheximide 

- Streptomycin 

- Nystatin 
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3.3 การเก็บตัวอยางดิน 
 

 เก็บตัวอยางดินจากแหลงตางๆ ในพืน้ที่จงัหวัดนาน ตัวอยางละประมาณ 50 – 100 กรัม 

บันทกึสถานทีเ่ก็บ ลักษณะ และสีของดิน บดใหละเอียด ใสถุงพลาสติก เก็บรักษาทีอุ่ณหภูมิหอง  

 
3.4 การวิเคราะหตัวอยางดิน 
 

 ทําการบันทึกสมบัติของดินและวัดหาคา pH ของดิน โดยการผสมดินและน้ําดวย

อัตราสวนของดินตอน้ําเทากบั 1:2 (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) และวัดดวยเคร่ือง pH meter 

 
3.5 การแยกแอกติโนมัยซีทีสจากดินตัวอยาง 
 

 ชั่งตัวอยางดิน 3 กรัม ใสในน้ํากล่ันปราศจากเชื้อ 27 มิลลิลิตร เขยาดวยเคร่ืองเขยา 200 

รอบตอนาท ีทีอุ่ณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส เปนเวลาประมาณ 24 ชัว่โมง ไดสารแขวนลอยดินระดับ

การเจือจางที่ 10 -1 จากนั้นเพิ่มระดับการเจือจางเปน 10 -2 - 10 -5 (serial ten fold dilution) ปเปต

สารแขวนลอยดิน 0.1 มิลลิลิตรที่ระดับการเจือจางเทากบั 10 -3 - 10 – 5 เกล่ีย (spread) บนอาหาร 

Sodium Caseinate Agar (SCA) (ภาคผนว ก หมายเลข 1)   โดยเติม cycloheximide 50 

ไมโครกรัมตอลิตร ผสมกับ nystatin 50 ไมโครกรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 7–14 

วัน คัดเลือกแอกติโนมัยชตีที่โคโลนมีีลักษณะแตกตางกัน ขีดลาก (streak) บนอาหารเลี้ยงเชือ้ 

SCA เพื่อใหเกิดโคโลนีเด่ียว ตรวจสอบความบริสุทธิข์องโคโลนีภายใตกลองจุลทรรศน เก็บเชือ้

บริสุทธิ์บนอาหารผิวเอียง Oat Meal Agar (OMA) (ภาคผนว ก หมายเลข 17) ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส และเก็บสปอรโดยทําเปนสปอรแขวนลอยในสารละลาย 20 เปอรเซ็นตกลีเซอรอล แชแข็ง

ที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส 

 
3.6 การเก็บรักษาแอกติโนมัยซีทีส 
 

ขีดแอกติโนมัยซีทีสบนอาหารเล้ียงเชื้อผิวเอียง Oat Meal Agar หรือ Mannitol 

Mungbean Agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 5) นําไปบมทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส ประมาณ 7-

14 วัน เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ไดเปนเวลา 1-2 เดือน สําหรับการเก็บรักษาเปน

ระยะเวลานาน  เมื่อเช้ือสรางสปอรบนอาหารมากพอ เติมสารละลาย 20% กลีเซอรอลปริมาตร 5 

มิลลิลิตร ลงในหลอดอาหาร  ใชลูป (loop) ขูดสปอรใหหลุดออก แลวกรองสปอรแขวนลอยดวย
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3.7.4 การทดสอบเพ่ือคัดเลือกแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุที่สรางสารปฏิชีวนะ
ยับย้ังจลุินทรียทดสอบ 

 
จุลินทรียที่ใชทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะ (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   

   
  3.7.4.1 การเตรยีมแบคทีเรียทดสอบ 
   นําแบคทีเรียทดสอบขีดลงบนอาหาร Nutrient Agar (NA) (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 3) บมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อใหไดโคโลนีเด่ียว  ใชลูป

เข่ียโคโลนีเด่ียว 4-5 โคโลนี  ลงในหลอดทดลองท่ีมอีาหารเล้ียงเชือ้  Nutrient Broth (NB) 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 4)  5 มิลลิลิตร  บมที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส  จนสังเกตเห็นวาหลอด

เชื้อขุน  ปรับความขุนของแบคทีเรียทดสอบดวยอาหารเล้ียงเชื้อ NB ใหมีความขุนเทียบเทา  0.5 

McFarland Standard  (ภาคผนวก ข หมายเลข 1)  ซึง่เทยีบเทากับการอานคาจาก  

spectrophotometer  ที่ความยาวคล่ืน  625 นาโนเมตร คาความดูดกลืนแสงอยูในชวง  0.08-

0.10  เพื่อใหมีเชื้อประมาณ 10-8 CFU/ml     

 
  3.7.4.2 การเตรยีมยสีตทดสอบ 
   นํายีสตทดสอบขีดลงบนอาหาร Sabouraud Agar (SBA) (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 10) บมที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 48 ชั่วโมง เพื่อใหเปนโคโลนีเด่ียว ใชลูป

เข่ียโคโลนีเด่ียว 2-3 โคโลนี  ละลายใน 0.85% NaCl  ทีฆ่าเช้ือแลว  ปรับความขุนของยีสตทดสอบ

ดวยดวย 0.85% NaCl ใหมีความขุนเทยีบเทา  0.5 McFarland Standard  ซึ่งเทยีบเทากับการ

อานคาจาก  spectrophotometer  ที่ความยาวคล่ืน  530 นาโนเมตร คาความดูดกลืนแสงอยู

ในชวง  0.08-0.10  เพื่อใหมีเชื้อประมาณ 1x10-6 - 3x10-6  CFU/ml     
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  3.7.4.3 การเตรยีมราเสนใยสาํหรับทดสอบ 
   เล้ียงราในอาหารผิวเอียง PDA (ภาคผนวก ก หมายเลข 11) 3-5 วัน หรือ

จนมีการสรางสปอร เติมสารละลาย 0.85% NaCl ใชลูปขูดสปอรใหหลุดเปนสปอรแขวนลอย 

กรองสปอรดวยสําลีปลอดเช้ือ จากนัน้ปรับจํานวนสปอรใหเทากับ 1x10-6 - 3x10-6  CFU/ml โดย

การเจือจางสปอรดวยสารละลาย 0.85% NaCl แลวนับดวยฮีมาซัยโตมิเตอร (haemacytometer) 

 
3.7.4.4 การทดสอบความสามารถในการยับยัง้จุลินทรียทดสอบโดยวธิ ี

Agar well (Murray และ Baron, 1999) 

ใชไมพันสาํลีทีฆ่าเช้ือแลว จุมลงในหลอดทดลองที่มีสารแขวนลอย

เชื้อจุลินทรียทดสอบที่เตรียมไดตามวิธีขอ  3.7.4.1 - 3.7.4.3 บิดสําลีกับขางหลอดพอหมาด ๆ  

ปายลงบนผิวหนาอาหาร  Mueller-Hinton Agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 12) สําหรับเช้ือทดสอบ

ที่เปนแบคทีเรีย  และอาหาร Sabouraud Agar  สําหรับเช้ือทดสอบที่เปนยีสต และรา  โดยปายให

ทั่วในลักษณะสามทิศทาง ทิ้งจานอาหารไวเพื่อใหผิวหนาอาหารแหง จากนัน้ใชทีเ่จาะรูไมคอรก 

เสนผานศูนยกลาง 6  มิลลิเมตร  ฆาเชือ้โดยใชเปลวไฟ  เจาะลงบนอาหารแข็ง  แลวนาํช้ินวุนที่

เจาะออกโดยใชเข็มเข่ียเช้ือ (needle) ทําการควบคุมใหหลุมที่เจาะมีปริมาตรเทากันโดยเตรียม

อาหารสําหรับทดสอบปริมาตร 15 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลอง นาํไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แลวนาํมาเทลงในจานเลีย้งเชื้อที่มีขนาดเสนผานศูนยกลางเทากนัที่

ผานการฆาเชือ้แลว ปเปตสารสกัดจากขอ 3.7.3 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร หยดลงในหลุมที่เจาะไว  

ทิ้งไวประมาณ 30 นาท ี  เพื่อใหสารแพรเขาไปในอาหารเล้ียงเชือ้แข็ง หลังจากนัน้นําไปบมที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 18 ชั่วโมง สําหรับแบคทีเรียทดสอบ,  บมที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 48 ชั่วโมง สําหรับยีสต  และบมที่อุณหภูม ิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

48 ชั่วโมง สําหรับราเสนใย  หลังจากนั้นวดับริเวณที่เกิดวงใส  (clear zone)  โดยชุดควบคุมบวก

สําหรับเช้ือแบคทีเรีย คือ streptomycin,  ยีตส คือ nystatin  และราเสนใย คือ cycloheximide  

และชุดควบคุมลบคืออาหารเล้ียงเชื้อที่ไมมีการเติมหัวเชื้อและผานข้ันตอนการสกัดเหมือนกันทกุ

ประการ  
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3.7.4.5 การทดสอบความสามารถในการยับยัง้จุลินทรียทดสอบโดยใช
ถวยสเตนเลส 
ใชไมพันสาํลีทีฆ่าเช้ือแลว จุมลงในหลอดทดลองที่มีสารแขวนลอย

เชื้อจุลินทรียทดสอบที่เตรียมไดตามวิธีขอ  3.7.4.1 - 3.6.4.3 บิดสําลีกับขางหลอดพอหมาด ๆ  

ปายลงบนผิวหนาอาหาร Mueller-Hinton Agar สําหรับเช้ือทดสอบที่เปนแบคทีเรีย  และอาหาร 

Sabouraud Agar  สําหรับเช้ือทดสอบที่เปนยีสต และรา  โดยปายใหทัว่ในลักษณะสามทิศทาง 

ทิ้งจานอาหารไวเพื่อใหผิวหนาอาหารแหง จากนัน้นําถวยสเตนเลสทีผ่านการฆาเชือ้แลว วางบน

ผิวหนาอาหาร โดยควบคุมขนาดเสนผานศูนยกลางของจานเล้ียงเช้ือที่ใชทดสอบและปริมาตร

อาหารในจานเล้ียงเชื้อใหเทากัน ปเปตสารสกัดจากขอ 3.7.3 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร หยดลงใน

ถวยสเตนเลส ทิ้งไวประมาณ 30 นาที  เพื่อใหสารแพรเขาไปในอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง หลังจากนั้น

นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 18 ชั่วโมง สําหรับแบคทีเรียทดสอบบมที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 48 ชั่วโมง สําหรับ Candida  albicans  และ  

Saccharomyces  cerevisiae  และบมทีอุ่ณหภูมิ 28 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 48 ชั่วโมง สําหรับ 

Aspergillus  niger  หลังจากนัน้วัดบริเวณที่เกิดวงใส  (clear zone)  โดยชุดควบคุมบวกสําหรับ

เชื้อแบคทีเรีย คือ streptomycin,  ยีตส คือ nystatin  และราเสนใย คือ cycloheximide  และชุด

ควบคุมลบคืออาหารเล้ียงเชือ้ที่ไมมีการเติมหัวเชื้อและผานข้ันตอนการสกัดเหมือนกนัทกุประการ  

 
3.7.4.6 การทดสอบความสามารถในการยับยัง้ราทดสอบโดยวิธ ี       

Dual Culture (Aghighi และคณะ, 2004) 

การทดลองนีท้ําการทดสอบเฉพาะแอกติโนมัยซีทีสที่ไดผานการคัดเลือก

ข้ันตนแลว โดยรากอใหเกิดโรคพืช จากกรมวิชาการเกษตร ดังนี ้

Alternaria porri  DOAC 1756  

Collectotrichum capsici  DOAC 1196  

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici  DOAC 0874  

Fusarium oxysporum f.sp. cubense  DOAC 0893  

Pythium aphanidermatum  DOAC 1662  

Phytophthora parasitica  DOAC 0005  
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เตรียมราทดสอบโดยใชที่เจาะรูไมคอรก (cork borer) เสนผานศูนยกลาง 

6 มิลลิเมตร ฆาเช้ือโดยใชเปลวไฟ เจาะลงบนโคโลนีของราทดสอบ แลวนาํช้ินวุนที่เจาะออกโดยใช

เข็มเข่ียเช้ือ นาํช้ินวุนของราทดสอบที่ได วางลงตรงกลางของอาหารเล้ียงเชื้อแข็ง ISP2 (ภาคผนวก 

ก หมายเลข 16) แลวนําไปบมที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส ประมาณ 2-6 วัน 

เตรียมแอกติโนมัยซทีีสสายพันธุที่ตองการทดสอบโดยใชที่เจาะรูไมคอรก 

เสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร ฆาเช้ือโดยผานเปลวไฟ เจาะลงบนโคโลนีของแอกติโนมยัซีทีสที่

เจริญอยูบนอาหารแข็งในขอ 3.6.1 นําช้ินวุนทีม่ีแอกติโนมัยซทีีส วางลงบนอาหารเล้ียงเชื้อแข็ง 

ISP2 ในจานเล้ียงเช้ือทีจ่ะใชทดสอบ โดยวางใหมีระยะหางจากจุดที่จะวางช้ินวุนราทดสอบ 3 

เซนติเมตร แลวนาํไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส ประมาณ 2 วัน จากนัน้ใชทีเ่จาะรูไมคอรก 

เสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร เจาะลงบนโคโลนีของราทดสอบที่เตรียมไวขางตนชนิดละ 2 ชิน้ 

ชิ้นแรกนาํมาวางในระนาบเดียวกนัในจานเล้ียงเช้ือทีม่แีอกติโนมัยซทีีส เปนชุดทดสอบ ชิ้นที ่2 วาง

ลงตรงกลางจานเล้ียงเชื้อทีม่ีอาหารเล้ียงเชื้อแข็ง ISP2 เปนชุดควบคุม แลวนาํไปบมที่อุณหภูม ิ 30 

องศาเซลเซยีส ประมาณ 2 วันสําหรับ Pythium aphanidermatum และ ประมาณ 4-6 วัน สําหรับ

รบทดสอบอ่ืน ทําการบันทึกระยะทางทีเ่สนใยของราทดสอบถูกยบัยั้งในระนาบเดียวกับแอกติโน

มัยซีทีส (∆γ) โดยใชสูตร 

 

∆γ  =  γ0 - γ 

 

   γ0  คือ  รัศมีของเสนใยที่เจริญแผออกมาของราในชุดควบคุม 

   γ   คือ  รัศมขีองเสนใยของราในชุดทดสอบที่เจริญในระนาบเดียว 

กับแอกติโนมยัซีทีส 
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3.8 การทดสอบเพ่ือคัดเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อและตัวทําละลายที่เหมาะสมท่ีสุดในการ
เลี้ยงและสกดัสารปฏิชวีนะที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 6.2   

 
3.8.1 การเตรยีมหวัเชื้อ (seed inoculum) 
 เตรียมหัวเชื้อแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 6.2 ตามวิธีการในขอ 3.7.1 โดย

นํามาเล้ียงในอาหารเหลว MEB ตามวธิกีารในขอ 3.7.2 บมที่อุณหภูมิหองโดยเขยาดวยเคร่ือง

เขยาแบบหมนุ  ความเร็ว  200 รอบตอนาท ี เปนเวลา 3 วัน 

 
3.8.2 การทดสอบเพ่ือคัดเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อและตัวทําละลายที่เหมาะสม 

  ทําการแปรผันอาหารเล้ียงเชือ้เหลว 6 ชนิด คือ Yeast-Malt Extract Agar (ISP2)  

Sodium Caseinate Broth (SCB) (ภาคผนวก ก หมายเลข 2)  Sodium Caseinate Yeast 

Extract Broth (SCYB) (ภาคผนวก ก หมายเลข 7)  Nutrient Broth (NB)  Malt Extract Broth 

(MEB)  และ  Soluble Starch Broth (SSB) (ภาคผนวก ก หมายเลข 6) เพื่อผลิตสารปฏิชีวนะ 

โดยปเปตหวัเชื้อจากขอ 3.8.1 ใสในฟลาสกทีม่ีอาหารเล้ียงเชื้อเหลวแตละชนิด ฟลาสกละ 1 

มิลลิลิตร โดยอาหารเล้ียงเชื้อแตละชนิดทําจํานวน 3 ชุด บมที่อุณหภูมิหองโดยเขยาดวยเคร่ือง

เขยาแบบหมนุ ความเร็ว 200 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 วัน จากนั้นกรองเสนใยออกจากอาหาร

เล้ียงเชื้อ  นําน้ําเล้ียงเชื้อจากอาหารแตละชนิด ทั้ง 3 ชุด มาสกัดดวยตัวทาํละลายโดยทาํการแปร

ผันตัวทําละลาย 3 ชนิด คือ เฮกเซน (hexane),  เอททิลแอซิเตต (ethyl acetate)  และ เมททานอล 

(methanol)  โดยน้าํเล้ียงเช้ือจากอาหารเล้ียงเชื้อทั้ง 6 ชนิดชุดแรก ทาํการสกัดโดยใช เฮกเซน ชดุ

ที่สองและชุดที่สาม ทําการสกัดโดยใชเอททิลแอซิเตตและเมททานอลตามลําดับ ในกรณีที่ตัวทํา

ละลายคือ เฮกเซน  และ  เอททิลแอซิเตต  ทําการสกดัน้ําเล้ียงเช้ือตามวิธกีารในขอ 3.7.3 ในกรณี

ที่ตัวทําละลายคือ เมททานอล  ทําการสกัดน้ําเล้ียงเชือ้ปริมาตร 100 มล.  โดยนาํน้าํเล้ียงเช้ือไป

ระเหยน้ําออกดวยเคร่ืองระเหยน้ําที่อุณหภูมิตํ่า (lyophilizer) จนน้ําเล้ียงเชื้อแหงและมีลักษณะ

เปนผง จากนัน้เติมเมทานอลปริมาตร 100 มล. ลงไปเพื่อสกัดสาร เก็บสวนที่เปนชั้นของตัวทํา

ละลายนํามาระเหยตัวทาํละลายออกดวยเคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน (rotary evaporator) 

ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จนสารสกัดแหง จากนัน้ละลายสารออกมาดวยสารละลาย       

25%DMSO  ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  นําสารสกัดที่ไดจากตัวทําละลายแตละชนิดไปทดสอบ

ความสามารถในการยับยั้งจลิุนทรียทดสอบโดยใชวิธกีารใชถวยอะลูมเินียมเปนภาชนะรองรับสาร

สกัดตามวิธีการในขอ 3.7.4.5 นําผลของอาหารเล้ียงเชื้อและตัวทําละลายที่เหมาะสมที่ไดจากการ

ทดลองนี้ ไปทาํการเล้ียงเชื้อเพื่อศึกษาในข้ันตอไป 
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3.9 การศึกษาความสัมพันธระหวางการเจริญกับการสรางสารปฏิชวีนะยับยั้งจลุนิทรีย
ของแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุ Nan 6.2 
 
3.9.1 การเตรยีมหวัเชื้อ (seed inoculum) 
 เตรียมหัวเชื้อแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 6.2 ตามวิธีการในขอ 3.7.1 โดย

นํามาเล้ียงในอาหารเหลว ISP2 ตามวิธกีารในขอ 3.7.2 บมที่อุณหภูมิหองโดยเขยาดวยเคร่ือง

เขยาแบบหมนุ  ความเร็ว  200 รอบตอนาท ี เปนเวลา 3 วัน 

 
3.9.2 การศึกษาความสัมพันธระหวางการเจริญกับการสรางสารปฏิชวีนะ 

ยับย้ังจลุินทรีย 
ปเปตหัวเชื้อจากขอ  3.9.1  ใสในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเล้ียงเชื้อ  

Soluble Starch Broth (SSB) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยใสหัวเช้ือฟลาสกละ 1 มลิลิลิตร  บมที่

อุณหภูมิหองโดยเขยาดวย เคร่ืองเขยาแบบหมนุ  ความเร็ว  200 รอบตอนาท ี เก็บตัวอยางในวันที่  

0,  2,  4,  6,  8,  10 และ 12 ตามลําดับ กรองเสนใยออกดวยกระดาษกรอง Whatman No 1 ที่

ผานการอบแหงที่อุณหภูม ิ 65 องศาเซลเซียส จนมีน้ําหนกัคงที่ และทําการบันทกึผลน้าํหนกัของ

กระดาษกรองเอาไวแลว นําเสนใยที่ติดอยูบนกระดาษกรองไปอบแหงที่อุณหภูม ิ 65 องศา

เซลเซียส จนมีน้ําหนักคงที ่ บนัทึกน้ําหนกัของเสนใยในแตละคร้ังของการเก็บตัวอยาง สวนของน้ํา

เล้ียงเชื้อนําไปสกัดโดยใชตัวทําละลายคือ เมททานอล โดยนําน้ําเล้ียงเชื้อไปทาํการระเหยน้ําออก

ดวยเคร่ืองระเหยน้ําที่อุณหภูมิตํ่า (lyophilizer) จนน้าํเล้ียงเช้ือแหงและมีลักษณะเปนผง จากนัน้

เติมเมททานอลปริมาตร 100 มล. ลงไปเพื่อสกัดสาร กรองเอากากตะกอนออกดวยกระดาษกรอง 

Whatman No 1 เก็บสวนที่เปนตัวทาํละลายนาํมาทาํการระเหยดวยเคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบ

หมุน (rotary evaporator) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จนสารสกัดแหง จากน้ันละลายสาร

ออกมาดวยสารละลาย 25%DMSO ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แลวนําไปทดสอบความสามารถในการ

ยับยั้งจุลินทรียทดสอบดวยวิธีการในขอ 3.7.4.5 เขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางเวลาและ

น้ําหนกัแหงของเซลล  และความสัมพันธระหวางเวลาและปริมาณสารปฏิชีวนะ 
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3.10 การแยกสารสกัดเบ้ืองตนโดยวธิีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ 
 

 ใชแผน TLC aluminium sheet รุน Silica gel60 F254 และใชตัวทาํละลาย เชน เมท

ทานอล,  เอททิลแอซิเตต, และ เฮกเซน เปนตัวชะเพื่อเลือกระบบตัวทําละลายที่เหมาะสมในการ

แยกสารปฏิชวีนะเบ้ืองตน โดยหาอัตราสวนที่เหมาะสมในการแยกสารปฏิชีวนะที่มีฤทธิย์ับยั้งจุลิ

นทรียทดสอบ ออกจากสารอ่ืน ๆ ที่ไมมีฤทธิ์ยับยั้ง การตรวจสอบตําแหนงของสารบนแผน  TLC  

หลังจาก develop แลวมีหลายวธิี เชน อบแผน  TLC  ในภาชนะที่อ่ิมตัวดวยไอของไอโอดีน  หรือ

สองภายใตรังสี ยวูี ที่ความยาวคล่ืน  254  และ  365  นาโนเมตร  หรือพนดวยสาร  anisaldehyde  

ในกรดซัลฟวริก หรือจุมดวยสารละลายวานิลลิน (vanillin) แลวพนลมรอน สีของสารจะปรากฏ 

จากนั้นทําการวัดระยะทางการเคล่ือนที่ของสารและคํานวณหาคา retention factor  (Rf)   

 
3.11 การศึกษาตําแหนงของสารท่ีออกฤทธิย์ับยั้งจลุินทรียทดสอบบนแผน TLC โดยวธิ ี  

ไบโอออโตกราฟ (Bioautography)  (Zitouni และคณะ, 2005) 

 

 หลังจากที่ develop แผน TLC ดวยระบบของตัวชะที่เหมาะสมแลว  นําแผน TLC  

ออกมาจากภาชนะที่อ่ิมตัวดวยไอของตัวชะ  ต้ังทิ้งไวประมาณ 2 ชั่วโมง เพื่อใหตัวชะระเหยออกไป

จนหมด  หลังจากนั้นนาํแผน TLC มาวางบนจานอาหารเล้ียงเช้ือทีม่ีอาหารเล้ียงเชื้อแข็งอยู

ดานลางนําเชือ้จุลินทรียทดสอบแตละชนดิที่เตรียมไดจาก ขอ 3.7.4.1 - 3.7.4.3  มาทดสอบการ

ยับยั้งบนแผน TLC  โดยปเปตเช้ือทดสอบในปริมาตร 1 เปอรเซ็นต ปริมาตรตอปริมาตร ใสลงใน

อาหารเล้ียงเชือ้กึ่งแข็งกึง่เหลวท่ีมวีุน 0.7 เปอรเซน็ต (semi solid) ขณะอาหารเล้ียงเชื้อยงัเปน

ของเหลวที่อุณหภูมิ 42-45 องศาเซลเซยีส  เขยาใหเชื้อทดสอบกระจายอยางสม่าํเสมอในอาหาร

เล้ียงเชื้อ  หลังจากนัน้ทาํการเทอาหารทับลงบนแผน TLC ต้ังทิง้ไวใหอาหารแข็งตัว อาหารเล้ียง

เชื้อที่ใชสําหรับแบคทีเรียทดสอบ คือ Mueller-Hinton Agar  และอาหารเล้ียงเช้ือที่ใชสําหรับยีสต

และราเสนใยคือ  Sabouraud Agar  หลังจากอาหารแข็งตัวแลวนาํจานเล้ียงเชื้อไปบมที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชม. ในกรณีที่เชื้อทดสอบเปนแบคทีเรีย  บมที่อุณหภูม ิ 30 องศา

เซลเซีย เปนเวลา 48 ชม. ในกรณีที่เชื้อทดสอบเปนยสีต  และบมที่อุณหภูม ิ 28  องศาเซลเซยีส 

เปนเวลา 48 ชม. ในกรณีทีเ่ชื้อทดสอบเปนราเสนใย  ตรวจสอบบริเวณใสบนแผน TLC  และวัดหา

คา Rf  ของสารที่ออกฤทธิ์ยับยัง้จุลินทรียทดสอบแตละชนิด ในการทดสอบการยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบมีชุดควบคุมบวกคือแผน TLC ที่ spot สารสกัดจากแอกติโนมัยซีสแตไมไดทําการชะดวย

ตัวทําละลายและชุดควบคุมลบคือ แผน TLC ที่ไมได spot สารสกัดจากแอกติโนมยัซีส   
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3.12 การทดสอบเพ่ือคัดเลือกแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุที่สรางสารยับยั้งเซลลไลน
มะเร็งมนุษย  

 

  เซลลไลนมะเร็งมนษุย  (Human tomour cell lines) ที่ใชทดสอบมีดังนี ้

  A375  (Human malignant melanoma)  ATCCno.CRL-1619 

  SW620  (Human colorectal adenocarcinoma) ATCCno.CCL-227 

  KatoIII  (Human gastric carcinoma)  ATCCno.HTB-103 

  HepG2  (Human hepatocellular carcinoma) ATCCno.HB-8065 

  BT474  (Human ductal carcinoma)  ATCCno.HTB-20 

  Jurkat  (Human acute T cell leukemia)  ATCCno.CRL-2063 

 
 3.12.1 การเพาะเลี้ยงเซลลไลนมะเร็งมนุษย 
  นําเซลลมะเร็งที่ถูกเก็บไวในถังไนโตรเจนเหลวออกมาละลาย โดยแชหลอดเก็บ

เซลลแชแข็ง (cryotube) ในอางน้ําอุน 37 องศาเซลเซยีส ทันที แกวงหลอดไปมาใหน้าํแข็งละลาย

อยางรวดเร็ว หลังจากนัน้ใชปเปตแกวดูดสารแขวนลอยเซลลใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจทีม่ี 

สารละลาย 1XPBS (ภาคผนวก ข หมายเลข 2) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ดวยเทคนิคปลอดเชื้อภายใน

ตูปลอดเช้ือ  นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 1000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาท ี  เทสวนใสทิ้ง 

ละลายตะกอนเซลลในอาหารเล้ียงเซลล PRMI-1640 (complete media) (ภาคผนวก ก หมายเลข 

32) ปริมาตร 7 มิลลิลิตร  ปเปตอาหารข้ึนลงเพื่อใหเซลลกระจายเปนเซลลเด่ียว จากนัน้ปเปตถาย

เซลลแขวนลอยทัง้หมดใสลงในภาชนะเล้ียงเซลล บมเซลลในตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส 

ภายใตบรรยากาศกาซคารบอนไดออกไซด (CO2) 5 เปอรเซ็นต  ตรวจดูสัณฐานวทิยาของเซลล

ภายใตกลองจลุทรรศนหวักลับทุกวัน และเปล่ียนถายอาหารเล้ียงเซลลทุก 3-4 วัน หรือเมื่อเหน็วา

อาหารเล้ียงเซลลเร่ิมเปลี่ยนเปนสีเหลือง จนกวาเซลลจะเจริญหนาแนน  

 
 3.12.2 การเปลี่ยนถายอาหารเลีย้งเซลลไลนมะเร็งมนุษย 

ในกรณีที่เซลลมะเร็งเปนชนิดเซลลเกาะผิว ไดแก A375, SW620, KatoIII, 

HepG2 และ BT474 ทําการเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลโดยดูดอาหารเกาทัง้หมดออกแลวเติมอาหาร

ใหมปริมาตร 7 มิลลิลิตร เขาไปแทน ในกรณีที่เซลลมะเร็งเปนชนิดเซลลแขวนลอย ไดแก Jurkat 

ทําการเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลโดยการดูดสารแขวนลอยเซลลใสหลอดไมโครเซนตริฟวจ นําไปปน

เหวีย่งที่ความเร็ว 1000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสทิง้  เติม complete media 
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 3.12.5 การทดสอบการยับยั้งเซลลมะเร็งทดสอบโดยวธิี MTT assay  
(Palaga และคณะ, 1996) 

  หลังจากบมเซลลในขอ 3.11.3. เปนเวลา 24 ชั่วโมงแลว  หยดสารสกัดจาก      

แอกติโนมัยซทีีสที่ไดจากขอ 3.6.3 ลงไปในหลุมของถาดเล้ียงเซลล  โดยหยดปริมาตรหลุมละ 5 

ไมโครลิตร  บมเซลลที่ตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส ภายใตบรรยากาศกาซคารบอนไดออกไซด 

(CO2) 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทดสอบการมีชีวิตของเซลล  โดยหยดสารละลาย MTT 

(ภาคผนวก ข หมายเลข 3)  ลงในแตละหลุม  หลุมละ 10 ไมโครลิตร  โดยใหความเขมขนสุดทาย

ของสารละลาย MTT เทากับ 0.5 mg/ml  สารละลาย MTT จะทาํปฏิกริิยากับเอ็นไซม 

mitochrondrial dehydrogenase  ในเซลลที่มีชีวิต  ทาํใหสารละลาย  MTT ที่มีสีเหลือง  

เปล่ียนเปนผลึกสีมวงไมละลายน้าํ  เรียกวาผลึก  formazan  ซึ่งปริมาณ dehydrogenase ใน

เซลลหนึ่ง ๆ จะคงที ่  ดังนัน้  ปริมาณผลึก formazan  ที่เกิดข้ึนเปนสัดสวนโดยตรงกับเซลลมีชวีิต 

โดยมีชุดควบคุมลบคือหลุมที่หยดดวยสารละลาย 25%DMSO และ Blank คือหลุมที่มีอาหารเลีย้ง

เซลลที่ไมมีเซลลมะเร็ง เมื่อหยดสารละลาย MTT แลว บมเซลลที่สภาวะเดิมเปนเวลา 4 ชั่วโมง  

หลังจากนั้น เติม 0.04 N HCl ใน isopropanol (ภาคผนวก ข หมายเลข 4)  ปริมาตร 100 

ไมโครลติรตอหลุม แลวทําการปเปตของเหลวข้ึนลงหลายคร้ังดวย multi channel pipette เพื่อ

ละลายผลกึสีมวง หลังจากนั้นนําถาดเล้ียงเซลลไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเคร่ือง  microplate 

reader ที่ความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร คํานวณหาเปอรเซ็นตการมีชีวิตของเซลล (%viability)  

โดยใชสมการตอไปนี้ 

 

Cell Viability (%)   =   (ODtest average – ODblank average) x 100 

         OD negative control average – ODblank average 

 

ODtest average  =  คาเฉล่ียการดูดกลืนแสงของเซลลที่ใชทดสอบดวยสารสกัดจาก 

 แอกติโนมยัซทีีส 

ODcontrol negative control average  =  คาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของเซลลทีท่ดสอบดวย 

  สารละลาย 25%DMSO 

ODblank average  =  คาเฉล่ียการดูดกลืนแสงของอาหารเล้ียงเซลล 
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3.12.6 การเก็บเซลลในไนโตรเจนเหลว 

  ในเซลลชนิดเกาะผิวทาํการลอกเซลลที่เกาะกับภาชนะเลี้ยงเซลลโดยใช 0.25% 

trypsin-EDTA ไดเซลลแขวนลอย ในเซลลชนิดแขวนลอยสามารถดูดเซลลออกมาไดเลย โดยดูด

สารแขวนลอยเซลลใสหลอดไมโครเซนตริฟวจ นาํไปปนที่ 1000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาท ี เท

สวนใสทิ้ง เกบ็ตะกอนเซลลมาละลายในอาหารเล้ียงเซลล RPMI-1640 + 1%DMSO (ภาคผนวก 

ก หมายเลข 33) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ดูดเซลลแขวนลอยใสในหลอดเก็บเซลล (cryotube) นําไป

เก็บที่อุณหภูม ิ-80 องศาเซลเซียส ทนัท ีเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้นาํหลอดเก็บเซลลไปเก็บไวใน

ถังไนโตรเจนเหลว  ซึง่สามารถเก็บเซลลไวไดเปนเวลานาน 

 
3.13 การศึกษาผลของสารสกัดจากแอกติโนมัยซีทีสตอการตายแบบอะพอพโทซิสของ

เซลลไลนมะเร็งมนุษยโดยวิธยีอยดวย DNA dry Hoechst 33342 (สายพิณ, 2549) 

 
 ประเภทเซลลแขวนลอย ไดแกเซลลมะเร็ง Jurkat   
 เตรียมเซลล Jurkat แขวนลอยในอาหารเล้ียงเซลล compleat media ใหมีความเขมขน 

1x106 เซลล/มิลลิลิตร ปเปตสารแขวนลอยเซลลปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลุมของจานเพาะเล้ียง

เซลลขนาด 24 หลุม จํานวน 3 หลุม โดยหลุมแรกหยดดวยสารสกดัจากแอกติโนมัยซีทีสปริมาตร 

50 ไมโครลิตร หลุมที่สองหยดดวยสารละลาย 25%DMSO ปริมาตร 50 ไมโครลิตรเปนชุดควบคุม

ลบ และหลุมที่สามหยดสาร etoposide ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร เปนชุดควบคุมบวก เล้ียง

เซลลในตูบมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส ภายใตบรรยากาศกาซคารบอนไดออกไซด (CO2) 5 

เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ถายเซลลใสหลอดไมโครเซนตริฟวจ นําไปปนที่ความเร็ว 

1000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาท ีเทสวนใสทิง้ ลางเซลลดวย 1XPBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปนที่

สภาวะเดิมเทสวนใสทิ้ง เติม 1% glutaraldehyde ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เก็บไวในที่มืดเปนเวลา 2 

ชั่วโมง จากนัน้ปเปต 1% glutaraldehyde ทิ้ง ปนลางเซลลดวย 1XPBS ปริมาตร 300 ไมโครลิตร

เทสวนใสทิง้ เติม 1XPBS ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เติมสี Hoechst 33342 ความเขมขน 1 มิลลิโม

ลาร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ทิ้งไวในที่มืดเปนเวลา 5 นาท ี ปเปตสารแขวนลอยเซลลลงบน

กระจกสไลด ปดดวย cover slip ใชน้ํายาทาเล็บเคลือบรอบ ๆ ดานขางของ cover slip ตรวจนบั

จํานวนเซลลดวยกลองฟลูออเรสเซนซ  คํานวณหาเปอรเซ็นตอะพอพโทซิสโดยใชสมการตอไปนี้  

 

เปอรเซ็นตอะพอพโทซิส  =         จํานวนเซลลที่เกิด apoptotic nuclei x 100 

                                      จํานวนเซลลทั้งหมด 
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3.14 การจาํแนกสายพันธุแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุ  Nan 2.4  และ  Nan 6.2 
  

 จําแนกแอกติโนมัยซทีีสสายพันธุ  Nan 2.4  และ  Nan 6.2  โดยศึกษาลักษณะทาง

สัณฐานวิทยา และสรีรวิทยา เชน การเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  การสรางรงควัตถเุมลานนิ  การ

ทอดสอบทางชีวเคมี  การยอยสลายสาร  ความสามารถในการเจริญที่อุณหภูมิตาง ๆ  

ความสามารถในการเจริญทีค่วามเปนกรด-ดางตาง ๆ   และความสามารถในการใชแหลงคารบอน

และไนโตรเจนชนิดตาง ๆ  ตามวธิีที่รายงานโดย  (Williams และคณะ, 1989) 

 
3.14.1 ศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาภายใตกลองจลุทรรศน (light microscope) 

และกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (Scaning Electron 
Microsope:SEM)   

 

  ใชเทคนิค slide culture  (ภาคผนวก ค หมายเลข 2)  เล้ียงเช้ือบนอาหารเล้ียง

เชื้อ Glucose Yeast Malt Extract Agar (GYM) (ภาคผนวก ก หมายเลข 13) และ Sodium 

Caseinate Yeast Extract Agar (SCYA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 14)  บมที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส เพื่อศึกษาลักษณะของเสนใยอากาศ  เสนใยอาหาร  และจํานวนวนัทีม่ีการสรางสปอร  

จากนั้นนําไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด วิธเีตรียมตัวอยางดัง 

ภาคผนวก ค หมายเลข 4 สังเกตลักษณะการแตกออกของเสนใยอาหาร  เสนใยอากาศ  ลักษณะ

ของสายสปอร  การเรียงตัวของสปอร   ลักษณะพืน้ผิวของสปอร   

 
3.14.2 การศึกษาลักษณะการเจรญิบนอาหารเลี้ยงเชื้อของแอกติโนมัยซีทีส 

สายพันธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2 โดยใชอาหารเลี้ยงเช้ือ ISP (International 
Streptomyces Project) (ภาคผนวก ก หมายเลข 15-20)   

 

อาหาร ISP ชนิดตาง ๆ ไดแก 

  ISP1   คือ   Trypton-Yeast Extract Agar (TYEA) 

  ISP2   คือ   Yeast-Malt Extract Agar (YMEA) 

  ISP3   คือ   Oat Meal Agar (OAA) 

  ISP4   คือ   Inorganic Salts Starch Agar (ISSA) 

  ISP5   คือ   Glycerol Asparagines Agar (GAA) 

  ISP6   คือ   Peptone Yeast Extract Iron Agar (PYEA) 
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  ขีดแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุ  Nan 2.4  และ  Nan 6.2 บนอาหารเลี้ยงเช้ือ ISP 1-

6  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 7-14 วัน  บนัทกึการเจริญ  สีและลักษณะของเสน

ใยอาหาร  เสนใยอากาศ  การสรางรงควัตถุที่ละลายน้ําและการสรางสปอร 

 
 3.14.3 ทดสอบการสรางรงควัตถุเมลานนิ 
  เล้ียงแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 2.4  และ  Nan 6.2   บนอาหาร ISP6 

(Peptone Yeast Extract Iron Agar)  และ  Tyrosine Agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 21)  บมที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  ตรวจดูการสรางรงควัตถุเมือ่เขาสูวันที่ 4 โดยจะเกิดสีดําหรือสีน้าํตาล

เขมบนอาหารเล้ียงเชื้อ   
 
 3.14.4 ทดสอบการรีดิวซไนเตรท 
  แทง (stab)  แอกติโนมยัซีทสีสายพนัธุ  Nan 2.4  และ  Nan 6.2   ในอาหารเล้ียง

เชื้อ Nitrate Agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 22) ในหลอดอาหารขนาด 16x150 มิลลิเมตร  บมที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 14 วัน  ตรวจสอบการเปล่ียนไนเตรทเปนไนไตรท  โดยหยด

สารละลายเอ (ละลาย sulfanilic acid 0.8 กรัม ใน 5 N acetic acid 100 มลิลิลิตร)  และ

สารละลายบี (ละลาย alphanaphthylamine 0.5 กรัม ใน 5 N acetic acid 100 มิลลิลิตร)  ลงใน

หลอดทดลองซึ่งจะเกิดสีแดง แตถาการทดสอบไมเกิดสีแดงอันเนื่องมาจากไนไตรทถูกสลายตอไป

เปนแอมโมเนยี  และกาซไนโตรเจน  ตองทดสอบข้ันที่สองโดยเติมผงสังกะสีลงไป หากเกิดสีแดง

แสดงวายงัมีไนเตรทอยู (Shirling และ Gottlieb, 1966) 
 
 3.14.5 ทดสอบการสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟต   
  ขีด (streak) และแทง แอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ  Nan 2.4  และ  Nan 6.2   บน

ผิวหนาอาหารวุนเอียง ISP6 (Peptone Yeast Extract Iron Agar) และ อาหารสําเร็จรูป TSI บมที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15-24 ชั่วโมง สังเกตอาหารจะมีสีน้าํเงนิดํา (bluish-black 

color)  ควรสังเกตสีของอาหารกอนที่เชือ้จะสรางรงควัตถุที่ละลายน้ําไดลงไปในอาหาร (Tresner 

และ Danga, 1958) และถามีการสรางกาซโฮโดรเจนซัลไฟตจะเกิดการแตกท่ีวุนในอาหาร TSI 

 
 3.14.6 การศึกษาสมบัติการยอยสลายสาร (degradation  activity) 
  ขีดแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุ  Nan 2.4  และ  Nan 6.2   ลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ  

Modified Bennett Agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 23)  ที่แปรผัน  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% แปง (starch)  ตรวจสอบการยอยสลายโดยสังเกต
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m1LtJ~tI'WUtJ ft..:J r1,)1l-J l~u 1L ')ru 1flu~1fllmr1 Lfti11 'Wfl1~11'}'W tin L t)'Wnl rufltl ~ ftlt1 L ~ ftl ~'WLlft:; 

LLU..:J 1Jl1')~~flULVltl~..:JlnlJl~ln,)..:Jl~~«..:J~lnLYl;1U~')tI~lffi:;ftlt1 acidified HgCI2 Uft::: Iodine 

fJlll-JftlvlU 

... ... 

;VlLLfln~L'WlJtI~Yl~~lt1~'Wf Nan 2.4 Uft::: Nan 6.2 ft..:JU'Wfl1~11LfitI..:JL~fl 

Modified Bennett Agar (1l1r1~'W')n n ~l-Jlmft~ 23) til-J~~ruWJi1 37, 45 Uft::: 55 fl..:JP11 

L"I!ftL;tI~ ~..:JlnlJlnl'JL~'Tc1J~«..:J~ln1''W~ 7 til-J~fJruWJij 4 Uft::: 10 fl..:JP11L"I!ftL;tI~ ~..:JlnlJlm1 

L~ITu~«..:J~ln 2 ~tJVlllf 

~ J' 
;C;)LLfln~L'WlJtI;Yl~~lt1~'Wf Nan 2.4 Uft::: Nan 6.2 ft..:JU'Wfl1~11LfttI..:JL'1lfl 

Modified Bennett Agar (1l1r1~'W')n n ~l-Jlmft~ 23) ~iMLfl'1l Lvi1nu 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 8, 

8.5, LLft::: 9 IJlll-JftlvlU LLft:::YhmnJl-J~fJru~1Jij 30 fl..:JP11L"I!ftL;tI~ ~..:JlnlJlm1L~1ru~«..:J~ln 

14 1''W 

... ... 

~C;)ufln~L'WlTtI;lYl~~lt1~'Wf Nan 2.4 Uft::: Nan 6.2 ft..:JU'Wfl1~11Lfitl..:JL~fl 

Basal Medium Agar (1l1r1~'W')n n ~l-Jlmft'iJ 24) ~utJ1cr'Wu~~..:Jl'WWt1L~'W ~LLri 0.1 %L-

arginine, 0.1 %L-histidine, 0.1%L-methionine, 0.1 %potassium nitrate, 0.1 %L-theonine, 

0.1 %L -valine, 0.1 %L -glutamine LLft::: 0.1 %B-alanine til-J~~ruV11Jn 30 fl..:JP11L"I!ftL~tI~ dj'W 

L,)ftl 14 1''W 1Jl1')~~flUnl11iu~~..:Jl'WWt1L~'W~mYltlUnln~'Tc1JnU'Q"'FI,)U~l-JftU~fl fl1~11 

L~tl..:JL~fl Basal Medium Agar ~u.JL~l-JU~~..:Jl'WWt1L~'W LLft:::'QC;)r1,)u~l-Ju')n~fl fl1~11L~tI..:J 
J' ..l. I" ~ 

~'1lfl Basal Medium Agar Ylu1:::nflUc;),)tI 0.1 % L -Asparagine ~1fl 0.1 % L -proline 

~ J' 
~C;)Ufln~L'WlTtI;lYl~~lt1~'Wf Nan 2.4 Uft::: Nan 6.2 ft..:JU'Wfl1~11LfttI..:JL'1lfl 

Carbon Utilization Agar (1l1r1~'W')n n ~l-Jlmft'iJ 25) ~UtJ1cr'W~lru1:::nflUr11fufl'W ~LLri 

1.{)% L -arabinose, 1.0% dextran, 1.0% D-fructose, 1.0% D-galactose, 1.0% meso

inositol, 1.0% D-Iactose, 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 LLft::: 1.0% sodium 
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. ~ 

citrate [;l1l-l~1t11U Yhn1~[;l~')~ e\t:lun111-if LL ~ft'l f11 rut:lU ~tJ LUffiU LYltJUn11L ~ 1fLJriUt:l1~11LfttJ'l 
: .J'L !'t!' -. I .. ~ ..l 

L"Iltl Carbon Utilization Agar YlU-J UflL"'l-lLLmNfl111JtlU LLft:::t:l1~1~LfttJ'IL'I!tl Carbon Utilization 

...J o I" , ...J - ....:<1 .... 
Agar Vlu~:::ntlUc;)')tJ 1.0% glucose Ul-lVl~ruWJl-l 30 tl'l~1L'OftL'OtJe\ LuUL,)ft1 14 ')U 

3.15 n1'1~fI--i1U \mUilnmUJJtI.Yi~~'l!J~U6 Nan 2.4 U~~ Nan 6.2 Lfltl1LfI'1I~~ -
~1.rtJL tJ~'!.I'iI~ijuvitl~).I'l~'1,r~'!.IiI~ 16S rRNA 

3.15.1 n1'1~nflUtin LfI'iL).IL.).I'iI~;h~UL'iI~1nUilnm UJJtliiiYi~~1t1~Uq 

Nan 2.4 U~~ Nan 6.2 

Yhn1~e\riC;)~LflULtl~1nLt"ultJ~tl'lLLtln~LwrtJ;jYle\e\1u~uf Nan 2.4 LLft::: Nan 

6.2 c1f,)U'lfi cetyltrimethylammonium bromide (eTAB) ~tl'l Zhou Uft:::Flru::: (1999) ~tJ 

L~tJ'lLLtln~LwrtJ;jYle\lUt:l1~11L~tJ'IL~tlL~ft') ISP2 (Yeast-Malt Extract Agar) LUUL')ft1 3 iu 
~ 

~1mrutJ1Lt\'ultJtl~:::l-l1ru 30 n1l-l 'ltluc;)c1f')tJLni'l~Uft:::LtlUC;)~l-le\11ft:::ft1tJ washing buffer 

(fl1f1t-Ju')n ~ ~l-l1mft~ 6) tfil-l1"'11,OOO U-JLfl1ft"'1 chml,)ut-Je\l-lft'llU~ftt:lc;)U-JLfI1L'O~yh~ 

~U1C;) 1.5 U-JLF1~ft"'~ irUL~~tJ'I~Fl,)1l-lLfi 15,000 1tlU~tlU1Yl LUUL')ft1 3 U1Yl LVl'tltl'lL~ft') 

~,)uuu~'11lXmftt:lLL~"':::ntlU L~).Je\11ft:::ft1U washing buffer m).J1"'~ 1,000 U-JLfI1ft(;l~LLft:::ciu 
m~tJ'I~1L~tlt\1'l~')tlth'l~U'tltl'lL~ft'l~')uuule\ ~).J~1~ft:::ft1tJ 2X eTAB (fl1Flt-Ju')n ~ 

~).J1mft~ 7) um1"'1 700 U-JtFJ1ft"'1 tl).J~~ru~1Jjj 65 tl'l~1L'OftL;jtJe\ LUUL')ft1 1 .ff'')b.J'l L~l-l 

e\1~ft:::ft1tJt-Je\).J~tl'l chloroforrnlisoamyl alcohollUt1"'~~,)U 24:1 (fl1f1t-Ju')n ~ ~).J1mft~ 8) 

or: 'Io.'i'_ - "I."" .... 'i'_ "l" ::'.of ...J...J .. 
u1).J1"'~ 700 U-J ~I~ft(;l~ t-Je\).J ~~L'tl1m...!wIU ~'I! vortex ~1nUUuUL~,)U'IVlfl,)1).JL~ 15,000 ~tlU 

~tlU1Yl LU'WL')ft1 8 'W1Yl rhtJ~')ule\~tl~,r'Wuul~lU~ftt:lC;)U-JLF11L'O'W~Yh~~~tlc;)1~iJ L~l-l 
e\1~ft:::ft1tJt-Je\).J~tl'l chloroforrnlisoamyl alcohol lUt1"'~t'hu 24:1 tfm1"'~ 700 U-JLFl~ft"'~ 

1"" .... 'i' - 'I" .of...J...J '" ,.... :<1 .... , t-Je\l-l ~Lmn'W WltJ ~'I! vortex uUL~')tJ'IVlfl,)1).JL1,) 15,000 1t:lU"'tlU1Vl Lu'WL'lfl1 8 'W1Vl rmJ 

~')'Wl~~tl~,r'Wuult<l'W~~tlc;) U-J tFJ~L'I1~Yhtf~fttlc;) l~iJ ~l-le\11ft:::ft1tJ isopropanol tfi).J1(;l~ 

700 U-JLF1~ft(;l1 u-rll'W~1Lii'lLiluL,)~1 30 U1Yl ~1mrUtJ1).J1irUL~~tJ'I~f1,)1).JLfi 8,000 1tlU~t:l 
~ 

U1Yl LU'WL,)~1 10 U1Yl LVl~,)u~~'11,xL~ftt:lLL~"':::ntlu~hfluLtl t\1'1~LflULtlc1f'ltJn1~~).J 70 % 

Ltl1l1'Wt:lft m).J1"'1 500 U-JLF1~ft"'1 iruL~~m~f1,)1).JLfi 8,000 1tlU~tl'W1Yl LU'WL')ft1 5 'W1Yl LVl 

'" " '" I 

~')'Wle\~'1 ~'1(;l:::ntlullXLLlX'Ilu~ru~1JjjlXtl'l W;).JtJ1nftUUm1"'1 1 00 UJLF1~ft"'1 L~).J RNase 

(f1,)1).JL,J).J,JU 10 mg/ml) Um1(;l11 U-JLfl1ftVl1 t-Je\).JllXL,J1ri'WLLft:::ti).J~~ru~1JjjlXtl'l LUUL,)~1 30 
, 

'W1Yl L~tln14'c;)tl1fiflULtl L~l-le\11ft:::ft1U 20% PEG (Polyethylene glycol) (fl1f1t-J'W')n 'tl 
~ , , 

~).J1m~'tl 9 ) um1Vl1 60 U-JLF11ft"'1 tJ~~llXL,J1ri'WLLft:::LL-rll'WtJ1LLii'lLu'WL,)~1 30 W1Yl trWL~~tJ'I 
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, ~ 

Ylfl')l'-1L~ 15,000 1flUvlfl'l.,!1Yl Lth.JL'l~l 10 'I..!1Yl LYlt'bul~l1'll"L~~flVl::nmJtlfl'l~h~ULfl ftl'l~ 

LtiULflJl'ltJnlrL~~ 70% Lflfilufl~tfi'-llVlr 500 'UJ 'ltlwVlr fruL~~m~f'l'll'-1 L~ 15,000 ffiUvlfl 
~ 

U1Yl LUUL'l~1 5 U1Yl l1'lVl::nflul"LL"'llu~ru~1Jn"fl'l L~'-I~lr~::~lm.rYhYlflf TE (I11f01~U'ln 
.~ ~_.'i'_"" '" ~ , ... ",.J ... 

'IJ ~'-Ilm~t1 10) ur'-llVlr 100 U-JLrlr~Vlr LnUVl'lflt.ll'l~lr~::~lt.1!?lLflULflYl -20 fl'lPllL'Il~L'Iltl~ 
0-

~Un~1~::Ul'-111~~n~luiuVlflUvlfllu 

3.15.2 n1iL ~~.;i1'U'l'UiiL ~'UL il~hJi~~'lfi~tI'!Iil~ii'U 168 rRNA A'ultlijm!J1 

~nL.'nil~L~il~Liti (Polymerase chain reaction, peR) 

l-n1.vn~flf (primer) t11'lfl'liffl~~'nn Rintala LL~::f'lru:: {2001) LL~:: Lanoot 

.:. ... " ... .J.... .t.-:ai 
LLft::f'lru:: (2005) lun1::U'lUnl1L'V-I~U~lru!?lLflULfl"fl'lt.lUYlU1:~'l~~~"fl'l 16S rRNA 'Il'l'-l 

'llul!?l1.h:~lru 1541 base pairs l'V-1f~flf~'lmh'lFifl 
o I .J_ 

Forward primer PA (S'-AGAGTITGATCCTGGCTCAG-3') VllLL~U'lYl~U 8-27 
o I ..J .... 

Reward primer StrepF (S'-ACGTGTGCAGCCCAAGACA-3') VllLL~U'lYl~U 1194-1212 

YhnlrL~'-I~lU'lU~1L~uLfl~ur:'-I'lftnX~"fl'l 16S rRNA ~'lt.lu!jrntJ1tjn L'!!'V-Iflfl~flL1~Wlt.ll~ 

'ltlr~L'Il'-l'-lfl~~Lt)ULfl"fl'lLLfln~LWt.l;j~~lt.1~uf Nan 2.4 LL~:: Nan 6.2 ~'l~n!?lVll'-1'lfiluiffl 

3.14.1 LUULLa.i LLUU (template) lU~'lU~~'-I~Yh l"Lfl!?lU!jrntJl ur::nflU~'lt.l~lr~~'-I dNTP. 

forward primer, reward primer, L~ul'1l,r Tag DNA polymerase, peR UYlLYlfl{ 

LL'-InilL;jtl'-lf'l~fl 11c;), LLft::L~~Jlniuu1-t1Y1~\"f'lruU~lVl'j 1 0 'UJ 'ltlrflVlr ~'lUC-I~'-I~l'111" 
Ln!?l1..qjnffilLL~!?l'llUVll'jl'l~ 3.1 

~1i1~~ 3.1 LL~!?l'l~'lUC-I~'-I"fl'l"iLflL~uvlvll'l 11u~lrft::ftlt.1 PCR 10 'UJ'ltlrflVl1 luu!jrnt.ll 

tjn L'!!'V-Iflfl ~fl L'j~L~fl L~~~lU'lU~ Lt)ULfl~t1ffl'lmr 

.. r "" " 1LflL~UVl f'l'll~LtI~"Ut1!?lYllt.1 

10X PCR uYlLy.jflf 1x 

2mM dNTP mixture 0.2mM 

25 mM MgCI2 1.SmM 

Primerl (forward) O.SIJM 

Primerll (reverse) 0.5 IJM 

Tag DNA polymerase 0.5 U 

uaJLLUU (DNA template) 1 'UJ Lf'lrflVlr 
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ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสประกอบดวยข้ันตอนดังนี ้

Initial denaturation   95 °C  5   นาท ี 

Denaturation   95 °C  1   นาท ี

  Annealing    53 °C  1   นาท ี 35 รอบ 
Extension   72 °C  1   นาท ี

 Final Extension    72 °C  15  นาท ี

 Hold     4 °C   

 

ตรวจสอบผลการเพิม่จํานวนช้ินสวนดีเอ็นเอที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA โดยวธี ี

อิเล็กโตรโฟรีซสีบนอะกาโรสเจล 1.5 เปอรเซ็นต  โดยผสมผลิตผลพีซอีาร (PCR product)  กับสี

ติดตาม  (tracking dye)  ในอัตราสวน  5:2  หยดตัวอยางลงในหลุมบนอะกาโรสเจล  จากนัน้

นําไปทาํอิเลคโทรโฟริซีสในเจลแชมเบอร  โดยใชความตางศักย 100 โวลต  เปนเวลา  30 นาที  

ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด ตรวจสอบขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอทีเ่กิดข้ึนภายใตแสง

อัลตราไวโอเลตดวยเคร่ืองกาํเนิดแสงอัลตราไวโอเลต (UV–Transilluminator)  และเปรียบเทยีบ

ขนาดของช้ินสวนดีเอ็นเอกบัดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp + 1.5 kb DNA ladder 

 
 3.15.3 การวิเคราะหลําดับเบสของช้ินสวนยนีท่ีประมวลรหัสของ 16S rRNA   

 นําผลิตผลพซีอีารที่ไดจากการใช  primer  PA (forward primer) กับ StrepF 

(Reward primer) สงวิเคราะหหาลําดับเบสของชิ้นสวนยนีที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ณ 

บริษัทวอรดเมดริกซ เปรียบเทียบเปอรเซน็ตความเหมือนกับขอมูลลําดับเบสที่มีอยูใน GenBank 

DNA database  จากเว็บไซต นําขอมูลที่ไดมาสราง phylogenetic tree เพื่อศึกษาความสัมพันธ

ใกลชิดกันของตัวอยางและขอมูลที่มีอยูใน GenBank DNA database โดยนําขอมลูลําดับเบสมา

จัดเรียงความเหมือนของลําดับเบสโดยใช โปรแกรม Clustal X 

(http://innprotweiznann.ac.il/solfware/ClustalX.html) และทําการตรวจสอบการจัดเรียงความ

เหมือนของลําดับเบสอีกคร้ังดวยโปรแกรม MacClade 4 (Maddison และ Madison, 2001) โดยมี

ลําดับเบสของชิ้นสวนยนีที่ประมวลรหัสของ 16S rRNAของ Nocardia asteroids (z36934) เปน 

outgroup  Phylogenetic tree จะถูกสรางข้ึนใน Neighbour-Joining mode ของโปรแกรม 

PAUP∗4.08b (PPC) (Swofford, 1999) 

 

http://innprotweiznann.ac.il/solfware/ClustalX.html


บทที่ 4  
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 ลักษณะของตัวอยางดิน 
 

 ทําการเก็บตัวอยางดินจาก 7 อําเภอในพืน้ที่จงัหวัดนาน จํานวน 15 ตัวอยาง เพื่อแยกหา

แอกติโนมัยซทีีส ศึกษาลักษณะเนื้อดิน สี และ วัดหาคา pH ของตัวอยางดินที่เก็บได pH ของ

ตัวอยางดินอยูในชวงระหวาง 5.92 – 8.70 ดังแสดงในตารางที่ 4.1 

 

ตารางที่ 4.1   แสดงแหลงทีเ่ก็บ ลักษณะและพีเอช ของตัวอยางดิน 

  

ตัวอยาง

ดิน แหลงที่เก็บ ลักษณะของดิน คา pH 

1 ต.ไหลนาน อ.เวียงสา ดินรวน สีน้ําตาล 6.68 

2 ปาชุมชน อ.สันติสุข 

ดินเนื้อละเอียด จับเปนกอนแข็ง  

สีน้ําตาลมวง 6.77 

3 หวยหลักลาย อ.สันติสุข 

ดินเนื้อละเอียด จับเปนกอน  

สีน้ําตาลมวงเขม 6.63 

4 บานปางชาง อ.สันติสุข 

ดินเนื้อละเอียด จับเปนกอนแข็ง  

สีน้ําตาล 7.57 

5 ปาบานปางชาง อ.สันติสุข 

ดินเนื้อละเอียด จับเปนกอนแข็ง  

สีน้ําตาลเขม 7.51 

6 ปาชุมชน อ.ภูเพียง ดินรวนเนื้อละเอียด สีน้ําตาลเหลือง 6.78 

7 ต.บอเกลือ 1 อ.บอเกลือ ดินรวนปนทราย สีน้ําตาลเขม 8.70 

8 ต.บอเกลือ 2 อ.บอเกลือ ดินรวน สีน้ําตาลแดง 8.22 

9 บานบอ อ.บอเกลือ ดินรวนปนทราย สีเทา 8.36 

10 ต.บอเกลือใต อ.บอเกลือ ดินรวน สีน้ําตาล 5.92 
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ตารางที่ 4.1 (ตอ) 

 

ตัวอยาง

ดิน แหลงที่เก็บ ลักษณะของดิน คา pH 

11 ดอยภูคา อ.ปว ดินรวน สีน้ําตาลเขม 7.31 

12 ร.ร.แมจริม อ.แมจริม ดินรวน สีน้ําตาล 7.05 

13 บานนาคา อ.แมจริม ดินลูกรัง สีน้าํตาลเหลือง 7.26 

14 ต.หนองแดง อ.แมจริม ดินลูกรัง สีน้าํตาลเหลือง 7.17 

15 บานนาทะนุง อ.นาหม่ืน ดินรวน สีน้ําตาลดํา 7.34 

 
4.2 การแยกแอกติโนมัยซีทีสจากดินตัวอยาง 
 

 จากการแยกแอกติโนมัยซีทสีจากตัวอยางดิน 15 ตัวอยาง โดยใชอาหารเล้ียงเชื้อ Sodium 

Caseinate Agar พบวาสามารถแยกแอกติโนมยัซีทสีไดจํานวนทัง้ส้ิน 61 สายพันธุ โดยแตละ

แหลงไดจํานวนสายพนัธุแอกติโนมยัซีทีสแตกตางกนั โดยตัวอยางดินจาก ต.ไหลนาน อ.เวียงสา 

พบแอกติโนมยัซีทีสมากที่สุด 10 สายพนัธุ สวนตัวอยางดินทีพ่บแอกติโนมยัซีทสีนอยที่สุด ไดแก 

ตัวอยางดินจากหวยหลักลาย อ.สันติสุข ตัวอยางดินจาก ต.บอเกลือใต อ.บอเกลือ และตัวอยาง

ดินจาก ต.หนองแดง อ.แมจริม โดยสามารถแยกแอกติโนมัยซีทีสได 1 สายพนัธุ  ดังแสดงในตาราง

ที่ 4.2 

 

ตารางที่ 4.2   แสดงสายพนัธุของแอกติโนมัยซทีีสที่แยกไดจากตัวอยางดิน 15 ตัวอยาง 

 

ลําดับตัวอยางดิน สายพนัธุแอกติโนมัยซทีีสทีแ่ยกได 
จํานวนสายพนัธุ

ที่แยกได 

1 
Nan 1.1, Nan 1.2, Nan 1.3, Nan 1.4, Nan 1.5, 

Nan 1.6, Nan 1.7, Nan 1.8, Nan 1.9, Nan 1.10 
10 

2 Nan 2.1, Nan 2.2, Nan 2.3, Nan 2.4, Nan 2.5, 

Nan 2.6, Nan 2.7  

7 

3 Nan 2.8 1 
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ตารางที่ 4.2 (ตอ) 

 

ลําดับตัวอยางดิน สายพนัธุแอกติโนมัยซทีีสทีแ่ยกได 
จํานวนสายพนัธุ

ที่แยกได 

4 Nan 2.9, Nan 2.10, Nan 2.11, Nan 2.12, Nan 2.13 5 

5 Nan 2.14, Nan 2.15 2 

6 Nan 3.1, Nan 3.2, Nan 3.3, Nan 3.4 4 

7 Nan 4.1, Nan 4.2, Nan 4.3, Nan 4.4 4 

8 Nan 4.5, Nan 4.6, Nan 4.7, Nan 4.8 4 

9 Nan 4.9, Nan 4.10, Nan 4.11 3 

10 Nan 4.12 1 

11 Nan 5.1, Nan 5.2, Nan 5.3, Nan 5.4, Nan 5.5, 

Nan 5.6 

6 

12 Nan 6.1, Nan 6.2 2 

13 Nan 6.3, Nan 6.4, Nan 6.5, Nan 6.6, Nan 6.7, 

Nan 6.8, Nan 6.9, Nan 6.10 

8 

14 Nan 6.11 1 

15 Nan 7.1, Nan 7.2, Nan 7.3 3 

 
4.3 การทดสอบความสามารถของแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุที่แยกไดในการสรางสาร

ปฏิชีวนะยับยั้งจุลนิทรียทดสอบ 
 

 นําแอกติโนมัยซีทีสที่แยกไดจากตัวอยางดินทัง้หมด 61 สายพนัธุ เล้ียงในอาหารเหลว  

Malt Extract Broth (MEB) เปนเวลา 10 วัน สกัดน้าํเล้ียงเชื้อดวยเอททิลแอซิเตต ระเหยเอททิลแอ

ซิเตตออก และละลายสารสกัดดวยสารละลาย 25%DMSO ไดสารสกดัทั้งหมด 61 ชนิด นาํสาร

สกัดมาทดสอบการยับยัง้จลิุนทรียโดยวธิ ี Agar well กับจุลินทรียทดสอบ 7 ชนดิ พบวาแอกติโน

มัยซีทีสแตละสายพันธุสามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยัง้จุลินทรียทดสอบไดแตกตางกนัดังแสดงใน

ตารางที่ 4.3 
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ตารางที่ 4.3   ความสามารถในการยับยัง้จุลินทรียทดสอบของสารสกดัจากน้าํเล้ียงเช้ือ 

ของแอกติโนมยัซีทีส 

 
ระดับการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

สายพันธุ

แอกติโน

มัยซีทีส 

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 

Nan 1.1 - - + - - - - 

Nan 1.2 - - + - - - - 

Nan 1.3 - +++ ++ +++ ++ + - 

Nan 1.4 - - + - - - - 

Nan 1.5 - - - - - - - 

Nan 1.6 - - + ++ - - - 

Nan 1.7 - - + - - - - 

Nan 1.8 - - + - - - - 

Nan 1.9 - - - - - - - 

Nan 1.10 - - + - - - - 

Nan 2.1 - - + - - - - 

Nan 2.2 - - - - - - - 

Nan 2.3 - - + - - - - 

Nan 2.4 - - + + - - - 

Nan 2.5 - - + - - - - 

Nan 2.6 - - + - - - - 

Nan 2.7 - - + - - - - 

Nan 2.8 - - - ++ - - - 

Nan 2.9 - - + - - - - 

Nan 2.10 - - - - - - - 

Nan 2.11 - - + - - - - 

Nan 2.12 - - + - - - - 

Nan 2.13 - - + ++ - - - 

Nan 2.14 - - - - - - - 

Nan 2.15 - - + - - - - 
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ตารางที่ 4.3 (ตอ)  

 
ระดับการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

สายพันธุ

แอกติโน

มัยซีทีส 
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 

Nan 3.1 - - - - - - - 

Nan 3.2 - - - - - - - 

Nan 3.3 - - - - - - - 

Nan 3.4 - - - - - - - 

Nan 4.1 - - - - - - - 

Nan 4.2 - - + - - - - 

Nan 4.3 - - + - - - - 

Nan 4.4 - - + - - - - 

Nan 4.5 - - + - - - - 

Nan 4.6 - - + - - - - 

Nan 4.7 - - + - - - - 

Nan 4.8 - - + - - - - 

Nan 4.9 - - + - - - - 

Nan 4.10 - - - - - - - 

Nan 4.11 - - + - - - - 

Nan 4.12 - - + - - - - 

Nan 5.1 - - + - - - - 

Nan 5.2 - - - - - - - 

Nan 5.3 - - + - - - - 

Nan 5.4 - - + + - - - 

Nan 5.5 - - + - - - - 

Nan 5.6 - - + - - - - 

Nan 6.1 - - + - - - - 

Nan 6.2 - +++ +++ +++ +++ ++ + 

Nan 6.3 - - + - - - + 

Nan 6.4 - - - - - - - 

 



 70 

ตารางที่ 4.3 (ตอ) 

 
ระดับการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

สายพันธุ

แอกติโน

มัยซีทีส 
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 

Nan 6.5 - - - - - - - 

Nan 6.6 - - + - - - - 

Nan 6.7 - - + - - - - 

Nan 6.8 - - - - - - - 

Nan 6.9 - - +++ ++ ++ - + 

Nan 6.10 - - + - - - - 

Nan 6.11 - - + - - - - 

Nan 7.1 - - + - - - - 

Nan 7.2 - - + - - - - 

Nan 7.3 - - + - - - - 

 

หมายเหตุ +++ =  ความกวางของ Inhibition zone 18.2 มิลลิเมตรข้ึนไป 

  ++ =  ความกวางของ Inhibition zone 13.1 – 18.1 มิลลิเมตร 

  + =  ความกวางของ Inhibition zone   8.0 – 13.0 มิลลิเมตร 

  - =  ไมแสดงการยับยั้ง 

 
4.4 จัดกลุมความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลนิทรียทดสอบ 

 

จากการทดสอบเพื่อคนหาแอกติโนมยัซีทสีสายพนัธุที่สรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบจากแอกติโนมยัซีทสีจํานวน 61 สายพนัธุ สามารถแบงกลุมความสามารถในการสรางสาร

ปฏิชีวนะยับยัง้จุลินทรียไดทัง้หมด 4 กลุม  คือกลุมที่ 1 ยับยั้งแบคทีเรียและรา  กลุมที่ 2 ยับยั้ง

แบคทีเรียอยางเดียว  กลุมที่ 3 ยับยั้งราอยางเดียว  และกลุมที ่ 4  ไมสามารถยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบได แสดงดังตารางที ่4.4 โดยจํานวนสายพนัธุในแตละกลุมคิดเปนเปอรเซ็นต  
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ตารางที่ 4.4  จํานวนสายพันธุของแอกติโนมัยซทีีสที่มีผลตอการยับยัง้จุลินทรียทดสอบแตละกลุม 

 

ขอบเขตการยั้บยั้งกลุม 

จุลินทรียทดสอบ 
สายพนัธุแอกติโนมัยซทีีส รวม เปอรเซ็นต 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

และรา 

Nan 1.3,  Nan 6.2,  Nan 6.3,  Nan 6.9,   

 
4 6.56 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

อยางเดียว 

Nan 1.1,  Nan 1.2,  Nan 1.4,  Nan 1.6,   

Nan 1.7,  Nan 1.8,  Nan 1.10,  Nan 2.1,   

Nan 2.3,  Nan 2.4,  Nan 2.5,  Nan 2.6,   

Nan 2.7,  Nan 2.8,  Nan 2.9,  Nan 2.11,  

Nan 2.12,  Nan 2.13,  Nan 2.15,  Nan 4.2,  

Nan 4.3,  Nan 4.4,  Nan 4.5,  Nan 4.6,   

Nan 4.7,  Nan 4.8,  Nan 4.9,  Nan 4.11,  

Nan 4.12,  Nan 5.1,  Nan 5.3,  Nan 5.4,   

Nan 5.5,  Nan 5.6,  Nan 6.1,  Nan 6.6,   

Nan 6.7,  Nan 6.10,  Nan 6.11,  Nan 7.1,  

Nan 7.2,  Nan 7.3, 

42 68.85 

ยับยั้งราอยางเดียว - 0 0 

ไมยับยั้งทั้งแบคทีเรีย 

และรา 

Nan 1.5,  Nan 1.9,  Nan 2.2,  Nan 2.10,  

Nan 2.14,  Nan 3.1,  Nan 3.2,  Nan 3.3,   

Nan 3.4,  Nan 4.1,  Nan 4.10,  Nan 5.2,   

Nan 6.4,  Nan 6.5,  Nan 6.8 

15 24.59 

  

โดยกลุมแบคทีเรียไดแก  Pseudomonas  aeruginosa  ATCC 9027   

Escherichia  coli  ATCC 25922   

Bacillus  cereus  ATCC 6633   

Staphylococcus  aureus  ATCC 25923  

  

กลุมราไดแก Candida  albicans  ATCC 10231   

Saccharomyces  cerevisiae  ATCC 5169   

Aspergillus  niger  ATCC 6275   
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จากตารางที่ 4.4  จะเหน็ไดวา จากจํานวนแอกติโนมยัซีทีสที่แยกไดทั้งหมด 61 สายพนัธุ 

มีแอกติโนมยัซีทีสที่สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรียทดสอบได 75.41 เปอรเซ็นต สวนจํานวนแอก

ติโนมัยซทีีสที่ไมสามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดมีจํานวน 24.59 เปอรเซ็นต 

นอกจากนีย้ับพบวา กลุมของแอกติโนมยัซีทีสที่สรางสารปฏิชีวนะยบัยั้งแบคทีเรียไดอยางเดียวมี

จํานวนมากทีสุ่ด คือ 68.85 เปอรเซ็นต ซึ่งในจํานวนนี้ ทั้งหมดเปนสายพนัธุที่สามารถสรางสาร

ปฏิชีวนะยับยัง้แบคทีเรียแกรมบวกไดอยางเดียว ทั้งนี้เนือ่งจากแบคทีเรียแกรมบวกเปนแบคทีเรียที่

ไวตอสารปฏิชีวนะมากกวาแบคทีเรียแกรมลบ เนื่องจากผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบมีเมม

เบรนชั้นนอก (outer membrane) ลอมรอบเพปติโดไกลแคนไว เมมเบรนน้ีมีไขมันมากถงึ 11-12 

เปอรเซ็นต ของน้ําหนกัแหงของผนงัเซลล ซึ่งทาํหนาที่เปนเคร่ืองกั้นสารเคมีและเอนไซมจาก

ภายนอกไมใหเขาไปทําลายเซลล  (นงลักษณ สุวรรณพินจิ และ ปรีชา สุวรรณพินิจ, 2541) 

 จากผลการทดสอบเพื่อคนหาแอกติโนมยัซทีีสสายพนัธุทีม่ีความสามารถในการสรางสาร

ปฏิชีวนะยับยัง้จุลินทรียทดสอบ ดังแสดงในตารางที ่4.3 และตารางที่ 4.4 จะเหน็ไดวามีเพยีงสาย

พันธุเดียวที่มขีอบเขตการยั้บยั้งกลุมจุลินทรียทดสอบไดมากที่สุดถึง 6 ชนิด คือ แอกติโนมยัซทีีส

สายพนัธุ Nan 6.2 ซึ่งสามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งกลุมจุลินทรียทดสอบ ไดแก B. cereus    

S. aureus  E. coli  C. albicans  S. cerevisiae  และออกฤทธิย์ับยัง้อยางออนกับ A. niger และ

ยังออกฤทธิย์บัยั้งจุลินทรียทดสอบแตละชนิดไดในระดับสูงสุดเม่ือเทยีบกับสายพนัธุอ่ืนๆ ดังนัน้จึง

คัดเลือกแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุนี้ไปทําการศึกษาเพิม่เติมตอไป 

 
4.5 การทดสอบความสามารถในการสรางสารปฏิชวีนะยับยั้งราทดสอบโดยวธิี  

Dual Culture 
 

เมื่อนําแอกติโนมัยซทีีสสายพันธุ Nan 6.2 ซึ่งไดรับการคัดเลือกในข้ันตนวามี

ความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะยบัยั้งจุลินทรียทดสอบไดดีที่สุด มาทําการศึกษาเพิ่มเติม

โดยใชวิธ ีDual Culture โดยทําการทดสอบกับราทดสอบสายพันธุเดิมคือ A.  niger  และทดสอบ

กับราทีก่อใหเกิดโรคพืช ไดแก Alternaria porri   Collectotrichum capsici   Fusarium 

oxysporum f.sp. lycopersici   Fusarium oxysporum f.sp. cubense   Pythium 

aphanidermatum และ Phytophthora parasitica  ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.5 และรูปที่ 4.1-

4.7 
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ตารางที่ 4.5 แสดงระยะทางท่ีเสนใยของราทดสอบถูกยับยั้งโดยแอกติโนมัยซทีีส 

สายพนัธุ Nan 6.2 ( X + SD )  

 

      ∆γ ((( 
(ราทดสอบ มิลลิเมตร) 

Aspergillus niger 8.67+0.58 

Alternaria porri 10.00+1.00 

Collectotrichum capsici  7.33+0.58 

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici  11.33+0.58 

Fusarium oxysporum f.sp. cubense  11.67+0.58 

Pythium aphanidermatum 21.67+0.58 

Phytophthora parasitica 11.67+1.53 

 

∆γ คือ ระยะทางท่ีเสนใยของราทดสอบถูกยับย้ังในระนาบเดียวกับแอกติโนมยัซีทสี 

 

จากตารางที ่4.5 แอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ Nan 6.2 สามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งราที่

กอใหเกิดโรคพืชทีน่ํามาทดสอบไดทั้ง 7 ชนิด โดยใหผลการยับยัง้สูงสุดตอ P. aphanidermatum 

ซึ่งลักษณะโคโลนีของราทดสอบสายพนัธุตาง ๆ เมื่อถกูยับยั้ง แสดงดังรูปที่ 4.1 - 4.7 
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รูปท่ี 4.1 แสดงผลการยับยัง้การเจริญของ Aspergillus niger โดยแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 

6.2 

A ลักษณะโคโลนีของ Aspergillus niger ในชุดควบคุม 

B ลักษณะโคโลนีของ Aspergillus niger เมื่อเล้ียงรวมกบัแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุ 

Nan 6.2 
 
 

  
 

รูปท่ี 4.2 แสดงผลการยับยัง้การเจริญของ Alternaria porri โดยแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 

6.2 

A ลักษณะโคโลนีของ Alternaria porri ในชุดควบคุม 

B ลักษณะโคโลนีของ Alternaria porri เมือ่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 

6.2 
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รูปท่ี 4.3 แสดงผลการยับยัง้การเจริญของ Collectotrichum capsici  โดยแอกติโนมัยซีทีส 

สายพนัธุ Nan 6.2 

A ลักษณะโคโลนีของ Collectotrichum capsici ในชุดควบคุม 

B ลักษณะโคโลนีของ Collectotrichum capsici เมื่อเล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซทีีส 

สายพนัธุ Nan 6.2 
 
 

  
 

รูปท่ี 4.4 แสดงผลการยับยัง้การเจริญของ Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici โดย 

แอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 6.2 

A ลักษณะโคโลนีของ Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici ในชุดควบคุม 

B ลักษณะโคโลนีของ Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici เมื่อเล้ียงรวมกับ 

แอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 6.2 
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รูปท่ี 4.5 แสดงผลการยับยัง้การเจริญของ Fusarium oxysporum f.sp. cubense โดย 

แอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 6.2 

A ลักษณะโคโลนีของ Fusarium oxysporum f.sp. cubense ในชุดควบคุม 

B ลักษณะโคโลนีของ Fusarium oxysporum f.sp. cubense เมื่อเล้ียงรวมกับ 

แอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 6.2 
 
 

  
 

รูปท่ี 4.6 แสดงผลการยับยัง้การเจริญของ Pythium aphanidermatum โดยแอกติโนมัยซทีีส 

สายพนัธุ Nan 6.2 

A ลักษณะโคโลนีของ Pythium aphanidermatum ในชุดควบคุม 

B ลักษณะโคโลนีของ Pythium aphanidermatum เมื่อเล้ียงรวมกับแอกติโยมัยซทีสี 

สายพนัธุ Nan 6.2 
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รูปท่ี 4.7 แสดงผลการยับยัง้การเจริญของ Phytophthora parasitica โดยแอกติโนมัยซีทีส 

สายพนัธุ Nan 6.2 

A ลักษณะโคโลนีของ Phytophthora parasitica ในชุดควบคุม 

B ลักษณะโคโลนีของ Phytophthora parasitica เมื่อเล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซีทีส 

สายพนัธุ Nan 6.2 
 

 

จากรูปที่ 4.1-4.7 แอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 6.2 สามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งรา

ที่กอใหเกิดโรคพืชทีน่ํามาทดสอบไดทั้ง 7 ชนิด สังเกตไดจากลักษณะโคโลนขีองราทดสอบที่เกดิ

สวนเวาบริเวณที่เจริญเขาหาโคโลนีของแอกติโนมัยซทีีส โดยเสนใยสวนปลายของโคโลนจีะแผ

ออกในลักษณะที่ถกูจํากัดพืน้ที่ ซึง่ตางกับโคโลนีของราทดสอบในชุดควบคุมที่เสนใยสวนปลาย

ของโคโลนีแผออกอยางอิสระรอบทิศทาง ซึ่งลักษณะการเจริญที่แตกตางกันบริเวณเสนใยสวน

ปลายระหวางราทดสอบในชุดควบคุมกับราทดสอบที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 

6.2 สามารถเห็นไดอยางชัดเจนเมื่อตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด ดัง

แสดงในรูปที่ 4.8-4.14 
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รูปท่ี 4.8 ลักษณะเสนใยของ Aspergillus niger เมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน

แบบสองกราด 

-รูป A1 และ A2 แสดงลักษณะเสนใยของ Aspergillus niger ในชุดควบคุม กาํลังขยาย 

50X (รูป A1) 150X (รูป A2) 

-รูป B1 และ B2 แสดงลักษณะเสนใยบริเวณที่ถกูยับยั้งของ Aspergillus niger เมื่อ

เล้ียงรวมกับสายพนัธุ Nan 6.2 กําลังขยาย 50X (รูป B1) 150X (รูป B2) 

 
 จากรูปที ่4.8 เสนใยของ A. niger เมื่อเล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 6.2 มี

การขดตัวหดส้ันและหงิกงอ ดังรูป B1 และ B2  แตกตางกับลักษณะในชุดควบคุม ซึ่งเสนใย

สามารถเจริญยืดยาวแผออกไปไดอยางอิสระ ดังรูป A1 และ A2  
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รูปท่ี 4.9 ลักษณะเสนใยของ Alternaria porri เมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบ

สองกราด 

-รูป A1 และ A2 แสดงลักษณะเสนใยของ Alternaria porri ในชุดควบคุม กําลังขยาย 

50X (รูป A1) 150X (รูป A2) 

-รูป B1 และ B2 แสดงลักษณะเสนใยบริเวณที่ถกูยับยั้งของ Alternaria porri เมื่อเล้ียง

รวมกับสายพนัธุ Nan 6.2 กําลังขยาย 50X (รูป B1) 150X (รูป B2) 

 

 จากรูปที ่4.9 เสนใยของ A. porri เมื่อเล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 6.2 มี

การขดตัวและกระจุกตัวรวมกันอยางหนาแนน ดังรูป B1 และ B2  แตกตางกับลักษณะในชุด

ควบคุม ซึง่เสนใยสามารถเจริญยืดยาวแผออกไปไดอยางอิสระ และอยูรวมกนัอยางหลวม ๆ ดังรูป 

A1 และ A2  

 

 

 
 
 
 



 80 

 

 
 

รูปท่ี 4.10 ลักษณะเสนใยของ Collectotrichum capsici เมื่อศึกษาภายใตกลองจลุทรรศน

อิเล็กตรอนแบบสองกราด 

-รูป A1 และ A2 แสดงลักษณะเสนใยของ Collectotrichum capsici ในชุดควบคุม 

กําลังขยาย 50X (รูป A1) 150X (รูป A2) 

-รูป B1 และ B2 แสดงลักษณะเสนใยบริเวณที่ถกูยับยั้งของ Collectotrichum capsici 

เมื่อเล้ียงรวมกบั    สายพันธุ Nan 6.2 กําลังขยาย 50X (รูป B1) 150X (รูป B2) 

 

 จากรูปที ่4.10 เสนใยของ C. capsici เมื่อเล้ียงรวมกับแอกติโนมยัซีทสีสายพนัธุ Nan 6.2 

มีลักษณะหงกิงอ มีการขดตัวและกระจุกตัวรวมกนัอยางหนาแนน ดังรูป B1 และ B2 แตกตางกับ

ลักษณะในชุดควบคุม ซึ่งเสนใยสามารถเจริญยืดยาวแผออกไปไดอยางอิสระ และอยูรวมกนัอยาง

หลวม ๆ ดังรูป A1 และ A2  
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รูปท่ี 4.11 ลักษณะเสนใยของ Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici เมื่อศึกษาภายใตกลอง

จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 

-รูป A1 และ A2 แสดงลักษณะเสนใยของ Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici ใน

ชุดควบคุม กาํลังขยาย 50X (รูป A1) 150X (รูป A2) 

-รูป B1 และ B2 แสดงลักษณะเสนใยบริเวณที่ถกูยับยั้งของ Fusarium oxysporum 

f.sp. lycopersici เมื่อเล้ียงรวมกับสายพันธุ Nan 6.2 กําลังขยาย 50X (รูป B1) 150X 

(รูป B2) 

 

 จากรูปที ่4.11 เสนใยของ F. oxysporum f.sp. lycopersici เมื่อเล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซี

ทีสสายพนัธุ Nan 6.2 มีลักษณะหงิกงอ มีการขดตัวหดส้ัน และกระจุกตัวอยูรวมกนัอยางไมเปน

ระเบียบ เห็นไดอยางชัดเจน ดังรูป B1 และ B2 แตกตางกับลักษณะในชุดควบคุม ซึ่งเสนใยเจริญ

แผออกอยางเปนระเบียบ เสนใยบริเวณสวนปลายเจริญยืดยาวแผออกไปไดอยางอิสระ ดังรูป A1 

และ A2  
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รูปท่ี 4.12 ลักษณะเสนใยของ Fusarium oxysporum f.sp. cubense  เมื่อศึกษาภายใตกลอง

จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 

-รูป A1 และ A2 แสดงลักษณะเสนใยของ Fusarium oxysporum f.sp. cubense  ใน

ชุดควบคุม กาํลังขยาย 50X (รูป A1) 150X (รูป A2) 

-รูป B1 และ B2 แสดงลักษณะเสนใยบริเวณที่ถกูยับยั้งของ Fusarium oxysporum 

f.sp. cubense  เมื่อเล้ียงรวมกับสายพนัธุ Nan 6.2 กําลังขยาย 50X (รูป B1) 150X 

(รูป B2) 

 

 จากรูปที ่4.12 เสนใยของ F. oxysporum f.sp. cubense  เมื่อเล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซี

ทีสสายพนัธุ Nan 6.2 มีลักษณะหงิกงอ มีการขดตัวหดส้ันเขามารวมกันอยางหนาแนนและไมเปน

ระเบียบ เห็นไดอยางชัดเจน ดังรูป B1 และ B2 แตกตางกับลักษณะในชุดควบคุม ซึ่งเสนใยเจริญ

แผออกอยางเปนระเบียบ เสนใยบริเวณสวนปลายเจริญยืดยาวออกไปไดอยางอิสระ ดังรูป A1 

และ A2  
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รูปท่ี 4.13 ลักษณะเสนใยของ Pythium aphanidermatum เมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอนแบบสองกราด 

-รูป A1 และ A2 แสดงลักษณะเสนใยของ Pythium aphanidermatum ในชุดควบคุม 

กําลังขยาย 50X (รูป A1) 150X (รูป A2) 

-รูป B1 และ B2 แสดงลักษณะเสนใยบริเวณที่ถกูยับยั้งของ Pythium 

aphanidermatum เมื่อเล้ียงรวมกับ สายพันธุ Nan 6.2 กําลังขยาย 50X (รูป B1) 

150X (รูป B2) 

 

จากรูปที ่ 4.13 เสนใยของ P. aphanidermatum เมื่อเล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซทีีสสาย

พันธุ Nan 6.2 เจริญแบบกระจายตัวอยางหลวม ๆ ดังรูป B1 และ B2 ในขณะที่เสนใยในชุด

ควบคุมเจริญประสานกันอยางหนาแนน ดังรูป A1 และ A2  
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รูปท่ี 4.14 ลักษณะเสนใยของ Phytophthora parasitica เมื่อศึกษาภายใตกลองจลุทรรศน

อิเล็กตรอนแบบสองกราด 

-รูป A1 และ A2 แสดงลักษณะเสนใยของ Phytophthora parasitica ในชุดควบคุม 

กําลังขยาย 50X (รูป A1) 150X (รูป A2) 

-รูป B1 และ B2 แสดงลักษณะเสนใยบริเวณที่ถกูยับยั้งของ Phytophthora parasitica 

เมื่อเล้ียงรวมกบั    สายพันธุ Nan 6.2 กําลังขยาย 50X (รูป B1) 150X (รูป B2) 

 

จากรูปที่ 4.14 เสนใยของ P. parasitica เมื่อเล้ียงรวมกับแอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ Nan 

6.2 มีลักษณะหงกิงอและเจริญแบบกระจายตัวอยางหลวม ๆ ดังรูป B1 และ B2 ในขณะที่เสนใย

ในชุดควบคุมเจริญไดดีและหนาแนนกวา ดังรูป A1 และ A2  
 
 

จากรูปที ่ 4.8-4.14 จะเหน็ไดวาลักษณะเสนใยสวนปลายของโคโลนีราทดสอบเมื่อ

ตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด เปรียบเทียบระหวางราทดสอบในชุด

ควบคุมกับราทดสอบที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 6.2 มีความแตกตางกนัอยาง

ชัดเจน โดยผลการยับยั้งการเจริญของเสนใยราทดสอบในแตละชนิดมีลักษณะที่เกิดข้ึนหลาย

ลักษณะ เชน มีการเจริญในลักษณะทีเ่สนใยแผออกไมเต็มที่ (รูปที4่.11 และ 4.12) การเจริญของ
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SCB SCYB NB MEB LL~:: SSB f'lru 10 1'tJLL~,) UIt)1~I~LtU~L;t)hJm'fl~LmLt\tJltJflt)n~~ 
3 ~Vl '"llmrtJU1Ltl~nVlc1l')u~')Yi1~~~IU LVlU~VlLL'jn~nVl LVltJ Lt)V1~~LLt);jLl1lI1l ~Vl~ 2 ~nVl LVlU 

I "t " 
LlJV11tJfl~ LL~::~VlV1 3 ~nVl LVltJ mm'lltJ '"l1mrtJU1~1~~nVlV1Lc1ll1~ 3 ~Vl LtlVlc;,~t)unu'~tJVl16 

V1c;,~t)U Lc;,tJlii'ti')tJ~Ll1ItJL~~LutJ1l1'1ltJ~1~~11~nc;,V1c;,~t)u 'L1lt.J~n1ffic;,~t)u~~LL~c;,~ltJI1I111~~ 

4.6 - 4.7 
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ตารางที่ 4.6 ผลการวิเคราะหบริเวณยับยัง้จุลินทรียทดสอบ เมื่อทดสอบดวยสารสกัดจาก        

น้ําเล้ียงเชื้อของอาหารเล้ียงแอกติโนมยัซทีีสสายพนัธุ Nan 6.2 ชนิดตาง ๆ              

มาสกัดดวยเอททิลแอซิเตต 

 

บริเวณยับย้ังดวยสารสกัดจากอาหารเล้ียงเช้ือชนิดตาง ๆ (มิลลิเมตร) 

จุลินทรียทดสอบ ISP2 SCB SCYB NB MEB SSB 

P.  aeruginosa 

ATCC 9027 
0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 0 a 

E.  coli 

ATCC 25922 
0 c 0 c 0 c 0 c 13.67 a 11.33 b 

B.  cereus 

ATCC 6633 
0 b 0 b 0 b 0 b 11.33 a 11.33 a 

S.  aureus 

ATCC 25923 
0 c 0 c 0 c 0 c 11.67 b 13.67 a 

C.  albicans 

ATCC 10231 
0 c 0 c 0 c 0 c 10.33 b 14.00 a 

S.  cerevisiae 

ATCC 5169 
0 c 0 c 0 c 0 c 16.33 b 22.00 a 

A.  niger 

ATCC 6275 
0 c 0 c 0 c 0 c 12.67 b 17.67 a 

หมายเหตุ ตัวอักษรทีก่ํากับดานขวาของตัวเลขในแนวนอน เปนการเปรียบเทียบความ

แตกตางของคาเฉลี่ยจํานวน 3 ซ้ํา ตัวอักษรที่ตางกันแสดงความแตกตางทางสถิติแบบมีนัยสําคัญ

ยิ่งที่ระดับความเช่ือมั่น 99 เปอรเซ็นต  

ISP2 (Yeast-malt extract broth) SCB (Sodium caseinate broth) SCYB 

(Sodium caseinate yeast extract broth)  NB (Nutrient broth) MEB (Malt extract broth)          

SSB ( Soluble starch broth) 

 

จากตารางที4่.6 เมื่อนาํผลการทดสอบมาวิเคราะหทางสถิติ โดยใชวธิี one way anova 

พบวา เมื่อพิจารณาขอมลูในแนวนอนสามารถแบงกลุมคาเฉลี่ยของบริเวณยับยั้งไดแตกตางกัน 

อยางมีนยัสําคัญยิ่ง โดยเมือ่พิจารณาผลการยับยัง้เมื่อเล้ียงแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 6.2 ใน

อาหารแตละชนิด พบวา ในอาหาร SSB มีกลุมคาเฉลีย่ของการยับยัง้ที่สูงที่สุด อยูมากที่สุด ดังนัน้
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Fl1~,:j'V1 4. 7 ~fim1,) Lfl1l::;\-lU1L ')rutlUm'"lfitJ'V11t1'V1'M~~U L~~'V1(?)~~U(?)')tI~11~ n(?) r.nn • 
.... ".... " 
t11LftH~L~~'lJ~--lfl1\-l11Lfttl--lLl~n~twrtl;jYl~~1t1~tJf Nan 6.2 "llU(?)(;jl--l 1 

ISP2 SCB SCYB NB MEB SSB 

P. aeruginosa 
Oa Oa Oa Oa Oa Oa 

AlCC 9027 

E. coli 
Oc Oc Oc Oc 10.67 b 13.00 a 

Alec 25922 

B. cereus 
10.67 c Od Od Od 12.33 b 17.00 a 

ATCC6633 

S. aureus 
10.00 b Oc Oc Oc 10.00 b 21.67 

ATCC25923 

C. albicans 
14.67 a Oc Oc Oc 12.67 a 10.33 b 

ATCC 10231 

S. cerevisiae 
14.67 c Od Od Od 16.67 b 25.00 a 

AlCC 5169 

A. niger 
16.33 b 10.00 d Oe Oe 13.67 c 18.33 a 

ATCC6275 
, 

r;l')tlm~ri1rilnU~ltJ'lJ,)1'lJ~--lI'l,)Lfi'lJ1tJLLtJ')tJ~tJ 
I I..J 0 ~...,......J I .... • __......... 0 .... 

LlCJJn"n~'lJ~--lfll L'ilfitl'"lltJ')tJ 3 "Ill CJJ,)~ n1!l'1'V1CJJ1--lntJLL~(?)--lfl,)1~ LLCJJnCJJ1--lYll--l ~(lCJJ LlUUl-JtJtI ~lFlt1J 

~--l~1::;~UFl,)1l-JL~~,rtJ 99 Ltl~fLojjU'" 

ISP2 (Yeast-malt extract broth) SCB (Sodium caseinate broth) SCYB 

(Sodium caseinate yeast extract broth) NB (Nutrient broth) MEB (Malt extract broth) 

SSB ( Soluble starch broth) 
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จากตารางที4่.7 เมื่อนาํผลการทดสอบมาวิเคราะหทางสถิติ โดยใชวธิี one way anova 

พบวา เมื่อพิจารณาขอมลูในแนวนอนสามารถแบงกลุมคาเฉลี่ยของบริเวณยับยั้งไดแตกตางกัน 

อยางมีนยัสําคัญยิ่ง โดยเมือ่พิจารณาผลการยับยัง้เมื่อเล้ียงแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 6.2 ใน

อาหารแตละชนิด พบวา ในอาหาร SSB มีกลุมคาเฉลีย่ของการยับยัง้ที่สูงที่สุด อยูมากที่สุด โดย

ใหคาการยับยัง้จุลินทรียทดสอบสูงที่สุดถงึ 5 ชนิด ดังนั้นเมื่อตองการสกัดสารปฏิชีวนะที่ผลิตโดย

แอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 6.2 ดวยเมทานอล อาหารที่เหมาะสมตอการเลี้ยงมากที่สุดคือ 

SSB 

สวนการใชตัวทําละลาย เฮกเซน ในการสกัดสารปฏิชีวนะที่ผลิตโดยแอกติโนมยัซีทีสสาย

พันธุ Nan 6.2 ที่เล้ียงในอาหารทั้ง 6 ชนิด ไมปรากฏผลยบัยั้งในจุลินทรียทดสอบทกุสายพนัธุ 

จากผลการคัดเลือก SSB เปนอาหารที่เหมาะสมทีสุ่ดตอการผลิตสารปฏิชีวนะของสาย

พันธุ Nan 6.2 โดยใหขอบเขตและคาการยับยั้งสูงสุด ทัง้ที่ใชเอททิลแอซิเตตและเมทานอลเปนตัว

ทําละลาย และเม่ือใชวิธทีางสถิติวิเคราะหผลเพื่อหาตัวทําละลายท่ีเหมาะสมทีสุ่ดในการใชสกัด

สารปฏิชีวนะจากแอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ Nan 6.2 ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.8  

 

ตารางที่ 4.8  ผลการวิเคราะหบริเวณยับยั้งจุลินทรียทดสอบ   เปรียบเทียบระหวางสารสกัดจาก

เอททิลแอซิเตตและสารสกัดจากเมทานอลเมื่อเล้ียงแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 

6.2 ในอาหาร SSB ( Soluble starch broth) 

 
บริเวณยับย้ังดวยสารสกัดจากตัวทําละลายชนิดตาง ๆ (มิลลิเมตร)  

จุลินทรียทดสอบ สารสกัดจาก 

เอททิลแอซิเตต 

สารสกัดจาก 

เมทานอล 

P.  aeruginosa ATCC 9027 0 g 0 g 
E.  coli ATCC 25922 11.33 ef 13.00 de 

B.  cereus ATCC 6633 11.33 ef 17.00 c 
S.  aureus ATCC 25923 13.67 d 21.67 b 

C.  albicans ATCC 10231 14.00 d 10.33 f 
S.  cerevisiae ATCC 5169 22.00 b 25.00 a 

A.  niger ATCC 6275 17.67 c 18.33 c 
หมายเหตุ ตัวอักษรทีก่ํากับดานขวาของตัวเลข เปนการเปรียบเทียบความแตกตางของ

คาเฉลี่ยจํานวน 3 ซ้ํา ทัง้ทางแนวต้ังและแนวนอน ตัวอักษรที่ตางกนัแสดงความแตกตางทางสถิติ

แบบมีนัยสําคัญยิ่งที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอรเซ็นต    
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จากตารางที4่.8 เมื่อนาํผลการทดสอบมาวิเคราะหทางสถิติ โดยใชวธิี one way anova 

พบวา เมื่อพจิารณาขอมูลทั้งหมดสามารถแบงกลุมคาเฉลี่ยของบริเวณยับยัง้ไดแตกตางกนั โดย

เมื่อพิจารณาผลการยับยัง้เมื่อเล้ียงแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 6.2 ในอาหาร SSB ( Soluble 

starch broth) พบวาตัวทาํละลายที่เหมาะสมในการสกัดน้ําเล้ียงเช้ือของสายพันธุ Nan 6.2  คือ 

เมทานอล เนือ่งจากมีกลุมของคาเฉลี่ยการยับยัง้ในระดับสูงมากที่สุด กลาวคือ สารสกัดจากเมทา

นอลออกฤทธิย์ับยั้ง จุลินทรียทดสอบ  6   ชนิดไดในระดับสูงสุด เมื่อเทียบกับสารสกัดจากเอททิล

แอซิเตต และเฮกเซน โดยสามารถยับยัง้ แบคทีเรียแกรมบวก (B. cereus  และ  S. aureus),  

แบคทีเรียแกรมลบ (E. coli),  ยีสต (S.cerevisiae  และ  C. albican)  และ  รา (A. niger)  

ในขณะที่เอททิลแอซิเตต     เปนตัวทําละลายสารสกัดออกฤทธิ์ยับยัง้ในระดับสูงรองลงมา      สวน

เฮกเซนไมสามารถสกัดสารที่มีฤทธิย์ับยั้งจุลินทรียออกมาไดเลย  

 
4.7 การศึกษาความสัมพันธระหวางการเจริญกับการสรางสารปฏิชวีนะยับยั้งจลุนิทรีย

ของแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุ Nan 6.2   
 

จากการศึกษาการสรางสารปฏิชีวนะของแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 6.2 ในอาหาร

เหลว Soluble Starch Broth (SSB)  โดยเก็บตัวอยางในวนัที ่0  2  4  6  8 10 และ 12 ตามลําดับ  

นําน้ําเล้ียงเชือ้มากรองแยกเสนใย และหานํ้าหนักแหงของเสนใย นาํน้าํเล้ียงเช้ือไปสกัดดวยเมทา

นอลแลวนาํมาทดสอบ พบวาสารสกัดที่ไดจากน้าํเล้ียงเช้ือของแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 6.2 

ออกฤทธิย์ับยัง้จุลินทรียทดสอบ 6 ชนิด คือ B. cereus S. aureus E. coli S. cerevisiae            

C. albican และ A. niger ซึ่งปริมาณสารปฏิชีวนะที่เชือ้สรางออกมาข้ึนอยูกับเวลาในการเล้ียงเชือ้ 

แสดงดังรูปที่ 4.15 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางการเจริญและการสรางสารปฏิชีวนะยับยัง้จุลิ

นทรียทดสอบของแอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ Nan 6.2 จากกราฟพบวาการเจริญของเช้ือ 4 วนัแรก

เปนระยะ log phase จากนั้น เร่ิมเขาสูระยะ stationary phase หลังจากวนัที ่ 4 เปนตนไป การ

สรางสารออกฤทธิย์ับยัง้รา ยีสต และแบคทีเรียทดสอบสวนใหญ สามารถตรวจพบไดต้ังแตวันที่ 4 

สําหรับสารยบัยั้ง E coli เร่ิมสรางหลังวนัที ่4 เปนตนไป และจะเพิ่มข้ึนเร่ือย ๆ จนถงึประมาณวนัที่ 

10 ซึ่งมีปริมาณสูงสุดและจะคงทีเ่ร่ือยไป ดังนัน้ในการเล้ียงแอกติโนมัยซทีีสสายพันธุ Nan 6.2  

เพื่อผลิตสารปฏิชีวนะควรใชเวลาอยางนอย 10 วัน 
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รูปท่ี 4.15 กราฟแสดงความสัมพนัธระหวางการเจริญและการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบของแอกติโนมยัซีทสีสายพนัธุ Nan 6.2 (คาเฉลี่ย 3 ซ้ํา + SD) 

 
4.8 การแยกสารปฏิชีวนะเบื้องตนดวยวิธีทนิเลเยอรโครมาโทกราฟ 
 

 ทําการแยกสารสกัดโดยใชแผน TLC  aluminium sheet  รุน Silica gel60 F254 โดยนําสาร

สกัดที่ไดจากอาหารเล้ียงเชือ้ SSB ที่เพาะเล้ียงแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 6.2 เปนเวลา 10 วัน 

ปริมาตร 25 ไมโครลิตร มาหยดลงบนแผน TLC แลวนาํไป develop ดวยตัวทําละลายผสม

ระหวางเอททลิแอซิเตตและเมททานอลในอัตราสวน 3:2 โดยสารสกัดจากสายพนัธุ Nan 6.2 

ปรากฏตําแหนงของสารออกมา 4 ตําแหนงเม่ือตรวจสอบดวยรังสี ยวูี ที่ความยาวคล่ืน 365 นาโน

เมตร มีคา Rf เทากับ 0.38  0.43  0.51 และ 0.82 ดังแสดงในรูปที ่4.16  
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รูปท่ี 4.16 แสดงการแยกสารสกัดจากสายพันธุ Nan 6.2 โดยใชแผน TLC  

ตรวจสอบภายใตรังสี ย ูวี ทีค่วามยาว คล่ืน  365 นาโนเมตร 

 

เมื่อนําแผน TLC ที่แยกสารไดนี้ไปทดสอบหาตําแหนงของสารที่มฤีทธิ์ยับยัง้จุลินทรียโดย

วิธีไบโอออโตกราฟ พบวาบริเวณของ Rf  3 ตําแหนง เทานั้น คือ  0.38  0.43 และ 0.51  ที่มีฤทธิ์

ยับยั้งจุลินทรียทดสอบได โดยยับยั้ง B. cereus ATCC 6633  S. aureus ATCC 25923  E. coli 

ATCC 25922  C. albicans ATCC 10231  S. cerevisiae ATCC 5169  และ A. niger ATCC 

6275  ดังแสดงในรูปที ่4.17   
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รูปท่ี 4.17 แสดงผลการทดสอบการออกฤทธิ์ของสารสกัดจากสายพนัธุ Nan 6.2 ที่แยกไดข้ันตน

ดวยแผน TLC 

A ผลการยับยัง้เมื่อทดสอบกบั E. coli ATCC 25922 

B ผลการยับยัง้เมื่อทดสอบกบั B. cereus ATCC 6633 

C ผลการยับยัง้เมื่อทดสอบกบั S. aureus ATCC 25923 

D ผลการยับยัง้เมื่อทดสอบกบั C.albicans ATCC 10231 

E ผลการยับยัง้เมื่อทดสอบกบั S. cerevisiae  ATCC 5169 

F ผลการยับยัง้เมื่อทดสอบกบั A. niger ATCC 6275 
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โดยแผน TLC ชิ้นเล็ก ทางซายและขวา เปนชุดควบคุมผลลบ (แผน TLC ที่ไมไดหยดสาร

สกัด) และชุดควบคุมผลบวก (แผน TLC หยดสารสกัดแตไมผานการชะดวยตัวทําละลาย) 

ตามลําดับ 

 
4.9 การทดสอบเพ่ือคัดเลือกแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุที่สรางสารยับยั้งเซลลไลน

มะเร็งมนุษย 
  

นําแอกติโนมัยซีทีสที่แยกไดจากตัวอยางดินทัง้หมด 61 สายพนัธุ เล้ียงในอาหารเหลว  

Malt Extract Broth (MEB) เปนเวลา 10 วัน สกัดน้าํเล้ียงเชื้อดวยเอททิลแอซิเตต ระเหยเอททิลแอ

ซิเตตออก และละลายสารสกัดดวยสารละลาย 25%DMSO ไดสารสกดัทั้งหมด 61 ชนิด นาํสาร

สกัดมาทดสอบการยับยัง้เซลลมะเร็งโดยวธิี MTT กับเซลลไลนมะเร็งมนุษย  (Human tomour cell 

lines)  6 ชนิด  ดังนี ้

 

 A375  (Human malignant melanoma)  ATCCno.CRL-1619 

 SW620  (Human colorectal adenocarcinoma) ATCCno.CCL-227 

 KatoⅢ  (Human gastric carcinoma)  ATCCno.HTB-103 

 HepG2  (Human hepatocellular carcinoma) ATCCno.HB-8065 

 BT474  (Human ductal carcinoma)  ATCCno.HTB-20 

 Jurkat  (Human acute T cell leukemia)  ATCCno.CRL-2063 

 

พบวาแอกติโนมัยซทีีสแตละสายพันธุสามารถสรางสารยับยั้งเซลลมะเร็งไดแตกตางกนั  

ดังแสดงในรูปที่  4.18 
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4.10 การจัดกลุมความสามารถในการสรางสารยับยั้งเซลลไลนมะเร็งมนุษย 
 

 จากการทดสอบการสรางสารยับยั้งเซลลไลนมะเร็งมนษุยของแอกติโนมัยซีทีสทั้งหมด 61 

สายพนัธุ  สามารถแบงกลุมแอกติโนมยัซีทีสตามความสามารถในการสรางสารยบัยั้งเซลลมะเร็ง

ออกไดเปน 2 กลุมใหญ กลุมแรก คือ สายพันธุที่สามารถสรางสารยับยั้งทําใหเซลลมะเร็งมี

เปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากับ 40 เปอรเซ็นต และกลุมที่สอง คือ สายพนัธุทีท่ําให

เซลลมะเร็งมเีปอรเซ็นตการมีชีวิตมากกวา 40 เปอรเซ็นต ดังแสดงในตารางที ่4.9  

 

ตารางที่ 4.9  แสดงการจัดกลุมของแอกติโนมัยซทีีสทีน่ํามาทดสอบความสามารถในการสรางสาร

ยับยั้งเซลลไลนมะเร็งมนษุย 

 

ขอบเขตความสามารถ 

ในการยับยั้ง 

เซลลมะเร็งทดสอบ 

สายพนัธุแอกติโนมัยซทีีส รวม % 

ทําใหเซลลมะเร็งมีอัตรา

การมีชีวิตนอยกวาหรือ

เทากับ 40 เปอรเซ็นต 

Nan 1.3, Nan 1.6, Nan 1.10, Nan 2.4, Nan 2.8,  

Nan 2.10, Nan 4.1, Nan 4.4 Nan 4.10 

Nan 4.11,  Nan 4.12, Nan 6.3,  Nan 6.11 

13 21.31 

ทําใหเซลลมะเร็งมีอัตรา

การมีชีวิตมากกวา 40 

เปอรเซ็นต 

Nan 1.1,  Nan 1.2,  Nan 1.4, Nan 1.5, Nan 1.7,  

Nan 1.8,  Nan 1.9,  Nan 2.1, Nan 2.2, Nan 2.3,  

Nan 2.5, Nan 2.6, Nan 2.7, Nan 2.9, Nan2.11,  

Nan 2.12,  Nan 2.13,  Nan 2.14,  Nan 2.15,  

Nan 3.1, Nan 3.2, Nan 3.3, Nan 3.4, Nan 4.2  

Nan 4.3, Nan 4.5, Nan 4.6, Nan 4.7, Nan 4.8,  

Nan 4.9, Nan 5.1, Nan 5.2, Nan 5.3, Nan 5.4,   

Nan 5.5, Nan 5.6, Nan 6.1, Nan 6.2, Nan 6.4,  

Nan 6.5, Nan 6.6, Nan 6.7,  Nan 6.8, Nan 6.9,  

Nan 6.10,  Nan 7.1,  Nan 7.2,  Nan 7.3 

48 78.69 
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จากตารางที ่ 4.9 กลุมที่ทาํใหเซลลมะเร็งมีอัตราการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากับ 40 

เปอรเซ็นต มีจาํนวนทั้งหมด 13 สายพันธุ คิดเปน 21.31 เปอรเซ็นต จากจํานวนสายพันธุทัง้หมดที่

แยกได ซึ่งในการทดลองนีส้นใจสายพนัธุในกลุมแรก เนื่องจากเปนกลุมที่สรางสารออกฤทธ์ิยับยั้ง

เซลลมะเร็งไดในระดับสูง นาํแอกติโนมัยซทีีสกลุมแรกนี้มาจัดกลุมโดยแบงตามการออกฤทธิ์ตอ

ชนิดของเซลลมะเร็ง ดังแสดงในตารางที่ 4.10 

 

ตารางที่ 4.10  สรุปจํานวนสายพนัธุของแอกติโนมัยซีทีสกลุมที่สรางสารทีม่ีผลตอการยับยัง้เซลล

ไลนมะเร็งมนษุย โดยทาํใหอัตราการมีชีวติของเซลลมะเร็งนอยกวาหรือเทากับ 40 

เปอรเซ็นต เมือ่บมสารสกัดกับเซลลมะเร็งเปนเวลา 24 ชั่วโมง แยกตามชนิดของ

เซลลมะเร็ง (คาเฉลี่ย + SD) 

 

อัตราการมีชีวิตของเซลลไลนมะเร็งมนุษย (เปอรเซ็นต) 

สายพันธุแอก

ติโนมัยซีทีส A375 

Malignant 

SW620 

Colorectal 

KatoⅢ 
 Gastric 

HepG2 

Liver 

BT474 

Breast 

Jurkat 

T cell 

Nan 1.3 > 40 38.21+5.70 > 40 > 40 > 40 28.98+1.80 

Nan 1.6 31.85+3.32 39.03+8.06 > 40 > 40 > 40 > 40 

Nan 1.10 > 40 28.43+9.18 > 40 > 40 > 40 > 40 

Nan 2.4 > 40 > 40 > 40 > 40 > 40 12.77+2.44 

Nan 2.8 0.99+0.55 9.01+0.66 19.87+1.56 11.38+1.40 24.05+3.75 4.95+0.54 

Nan 2.10 > 40 28.49+5.00 > 40 > 40 > 40 > 40 

Nan 4.1 > 40 > 40 34.28+3.95 > 40 > 40 > 40 

Nan 4.4 22.16+1.41 > 40 > 40 > 40 > 40 > 40 

Nan 4.10 35.28+7.93 > 40 > 40 > 40 > 40 > 40 

Nan 4.11 18.49+7.14 > 40 > 40 > 40 > 40 11.85+0.10 

Nan 4.12 > 40 > 40 > 40 > 40 > 40 28.69+1.49 

Nan 6.3 33.53+6.43 > 40 > 40 > 40 > 40 > 40 

Nan 6.11 > 40 25.04+5.75 > 40 > 40 > 40 > 40 
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จากตารางที่ 4.10 สารสกัดจากแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan2.8 มีฤทธิ์ในการยับยั้ง

เซลลมะเร็งทดสอบไดทั้ง 6 ชนิด นอกจากน้ียงัมีสารสกดัจากสายพนัธุอ่ืน ๆ ที่มีฤทธิ์ในการยับยัง้

เซลลมะเร็งทดสอบไดมากกวาชนิดเดียว เชน สายพันธุ Nan4.11 สามารถสรางสารที่มีฤทธิ์ในการ

ยับยั้งเซลลมะเร็งทดสอบได 2 ชนิด คือ เซลลมะเร็งผิวหนัง (Malignant : A375) และ เซลลมะเร็ง

เม็ดเลือดขาว  (T cell : Jurkat) เปนตน 

แตคุณสมบัติของการเปนสารออกฤทธ์ิยบัยั้งเซลลมะเร็งที่ดีนัน้ ควรที่จะมีฤทธิ์ยับยั้ง

เซลลมะเร็งไดแบบจําเพาะ จากตารางที่ 4.10 มีสายพันธุที่สรางสารออกฤทธยับยัง้เซลลมะเร็งได

แบบจําเพาะตอเซลลมะเร็งชนิดเดียวถึง 9 สายพันธุ คิดเปน 14.75 เปอรเซ็นต จากจํานวนสาย

พันธุที่แยกไดทั้งหมด โดยสายพันธุที่สรางสารออกฤทธยับยั้งเซลลมะเร็งไดแบบจําเพาะและออก

ฤทธิย์ับยัง้ไดในระดับสูงสุด คือ สายพนัธุ Nan 2.4 โดยทําใหเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวมีเปอรเซน็ต

การมีชีวิตเทากับ 12.77 เปอรเซ็นต ดังนัน้จึงคัดเลือกแอกติโนมยัซีทสีสายพนัธุนี้ เพื่อนาํไปศึกษา

ตอถึงการชักนาํใหเซลลมะเร็งเกิดการตายแบบ apoptosis ตอไป 

 
4.11 การศึกษาผลของสารสกัดจากแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุ Nan 2.4  ตอการตาย

แบบอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเร็งมนุษย  โดยวิธียอมดวย DNA dye Hoechst 
33342 

 

 เพื่อศึกษาวาสารสกัดจากแอกติโนมยัซีทีสสายพนัธุ Nan 2.4 ทําลายเซลลมะเร็งโดย

กระตุนใหเซลลเขาสูโปรแกรมการตายแบบอะพอพโทซิสหรือไม จึงทาํการศึกษาผลของสารสกดั

ตอการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเร็งมนษุย โดยทดสอบกับเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว 

(Jurkat ATCCno.CRL-2063) พบวาสารสกัดจากแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 2.4 สามารถ

กระตุนใหเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว เขาสูโปรแกรมการตายแบบอะพอพโทซิส โดยมีเปอรเซ็นตอะ

พอพโทซิส 72.29 เปอรเซ็นต  แสดงผลดังรูปที่ 4.19 และ 4.20 
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รูปท่ี 4.19 ผลของสารสกัดจากแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุ Nan 2.4 ตอการตายแบบอะพอพโทซิส

ของเซลล Jurkat ATCCno.CRL-2063 เมื่อบมสารสกัดกับเซลลมะเร็งเปนเวลา 24 

ชั่วโมง โดยศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนซ  กําลังขยาย 200 เทา   

A.  เติมสารละลาย 25%DMSO ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เปนชุดเซลลผลลบควบคุม 

B.  เติมสารสกัดจากแอกติโนมัยซทีีสสายพันธุ Nan 2.4 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

C.  เติม Etoposide ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร เปนชุดเซลลผลบวกควบคุม 

[เคร่ืองหมายลูกศรชี้ (           )  คือเซลลทีม่ีการตายแบบอะพอพโทซิส] 
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รูปท่ี 4.20 กราฟแสดงผลของสารสกัดจากแอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ Nan 2.4 ตอการตาย 

แบบอะพอพโทซิสของเซลลมะเร็ง Jurkat เปรียบเทยีบกบั สาร Etoposide  

เปนชุดควบคุมบวก และสารละลาย 25%DMSO เปนชดุควบคุมลบ (คาเฉลี่ย + SD) 

 

จากรูปที ่ 4.19 สารสกัดจากแอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ Nan 2.4 สามารถกระตุนให

เซลลมะเร็งเมด็เลือดขาว เขาสูโปรแกรมการตายแบบอะพอพโทซิส สังเกตไดจากนวิเคลียสภายใน

เซลลแยกออกเปนสวน ๆ ซึ่งเกิดจากการที่เซลลมะเร็งไดรับการกระตุนจากสารสกัดที่ทดสอบ   

แลวเซลลเกิดการหดตัวจนนิวเคลียสแตก หากเพิ่มระยะเวลาการทดสอบนานข้ึน เซลลจะเขาสู

ระยะอะพอพโทซิสชวงปลาย (late apoptosis) ซึ่งหลังจากนัน้เซลลจะเกิดการสลายตัว (lysis)  

จากผลการทดลองขางตนสามารถคัดเลือกแอกติโนมัยซทีีสได 2 สายพนัธุ คือ            

สายพนัธุ Nan 2.4 ซึ่งแสดงผลการยับยัง้สูงสุดและจําเพาะตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Jurkat 

ATCCno.CRL-2063)  และสายพนัธุ Nan 6.2 ซึ่งมีขอบเขตการยั้บยัง้กลุมจุลินทรียทดสอบไดมาก

ที่สุดและยังออกฤทธ์ิยับยัง้จุลินทรียทดสอบแตละชนิดไดในระดับสูงสุดเม่ือเทียบกบัสายพนัธุอ่ืน ๆ 

นําแอกติโนมัยซีทีสทั้งสองสายพนัธุนี้ไปศึกษาตอถงึลักษณะทางสรีรวิทยา ชีวเคมี และสัณฐาน

วิทยา เพื่อการจัดจําแนกตอไป 
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4.12 การจาํแนกสายพันธุของแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุ Nan 2.4  และ Nan 6.2 
 

ศึกษาตามวิธรีายงานโดย  Williams และคณะ Bergey’s Manual of systematic 

Bacteriology Volume 9 (Williams และคณะ, 1994) โดยทาํการจําแนกดวยวิธกีารตาง ๆ ดังนี ้

 4.12.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา ภายใตกลองจุลทรรศน (light 

microscope),  กลองจุลทรรศนสเตอริโอ (stereo microscope)  และกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน

แบบสองกราด (SEM)   

  จากการนาํแอกติโนมยัซีทีสสายพนัธุ  Nan 2.4  และ  Nan 6.2  มาทาํ slide 

culture  บนอาหารเลี้ยงเช้ือ ISP2 พบวาสายพนัธุ  Nan 2.4  มีการสรางเสนใยอาหารและเสนใย

อากาศที่มีลักษณะคอนขางเปนเสนตรงยาวปลายโคงงอ มีการสรางสายสปอรบนเสนใย สปอร

เคล่ือนที่ไมได สายสปอรมลัีกษณะยาวและปลายสายสปอรมีลักษณะเปนวงเปด โดยเร่ิมขดเปน

เกลียวหนึ่งถึงสองช้ัน  สวนสายพนัธุ Nan 6.2 มีการสรางสายสปอรยาวมีลักษณะขดมวนเปน

เกลียวอยางชัดเจน  ดังรูปที่ 4.21   

 

  
 

รูปท่ี 4.21 ภาพเสนใยและสายสปอรของแอกติโนมยัซีทสีสายพนัธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2  

จากกลองจุลทรรศน  

รูป A เสนใยและสายสปอรของแอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ Nan 2.4 อาย ุ4 วัน เสนใยไม

หนาแนน สายสปอรสวนปลายเริ่มขดเปนเกลียว กาํลังขยาย 100 X 

รูป B เสนใยและสายสปอรของแอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ Nan 6.2 อาย ุ4 วัน เสนใยมี

ลักษณะเปนเสนหนา สายสปอรมีการขดมวนเปนเกลียว กําลังขยาย 100 X 

 

ทําการศึกษาลักษณะเสนใย สปอรและสายสปอรเพิม่เติมดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน

แบบสองกราด ไดผลแสดงดังรูปที่ 4.22 - 4.26  
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รูปท่ี 4.22 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดแสดงสายสปอรและเสนใยของ

แอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 2.4 เมื่อเล้ียงในอาหาร ISP2 อาย ุ 4 วัน กาํลังขยาย 

5,000 X 

 

 
 

รูปท่ี 4.23  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดแสดงสายสปอรและเสนใยของ

แอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 2.4 เมื่อเล้ียงในอาหาร ISP2 อาย ุ 5 วัน กาํลังขยาย 

7,500 X 
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จากรูปที ่ 4.22 และ 4.23 ลักษณะสปอรและสายสปอรเมื่อตรวจสอบดวยกลอง

จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดพบวาสายสปอรของแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 2.4 มี

ลักษณะคอนขางตรงยาว สปอรมีลักษณะเปนวงรียาว เรียงตอกนัเปนสายยาว สปอรมีผิวเรียบ  

  สวนในสายพนัธุ Nan 6.2 พบวามกีารสรางเสนใยอาหารและเสนใยอากาศ

หนาแนน  เสนใยมีการแตกแขนงจํานวนมาก สายสปอรเปนสายยาวและขดมวนเปนเกลียวเมื่อ

เจริญเต็มที่ สปอรเคล่ือนที่ไมได  สปอรมีรูปรางรี ผิวสปอรเปนร้ิวลาย แสดงดังรูปที่ 4.24 - 4.26 

 

 
 

รูปท่ี 4.24 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดแสดงสายสปอรและเสนใยของ

แอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 6.2 เมื่อเล้ียงในอาหาร ISP2 อาย ุ 5 วัน กาํลังขยาย 

5,000 X  
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รูปท่ี 4.25 ภาพถายกําลังสูงจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดแสดงสายสปอรขดเปน

เกลียวของแอกติโนมยัซีทีสสายพนัธุ Nan 6.2 ที่เจริญเต็มที่ อาย ุ 6 วัน กาํลังขยาย 

15,000 X 

 

 
 

รูปท่ี 4.26 ภาพถายกําลังสูงจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดแสดงลักษณะพืน้ผิว

สปอรของแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 6.2 กําลังขยาย 20,000 X 
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 ภาพถายโครงสรางของแอกติโนมัยซทีีสที่ไดคัดเลือกดวยกลองจุลทรรศนอิเลกตรอนแบบ

สองกราด  พบวาแอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2 จัดอยูในกลุม Streptomyces  

และสกุลที่เกี่ยวของ  เพราะพบการสรางเสนใยอาหารและเสนใยอากาศจํานวนมาก  ลักษณะ

สปอรตอกันเปนสายยาว  เมือ่สายสปอรแกจะแตกออกจากเสนใยหลักเปนสายสปอรเด่ียว ๆ  หรือ

เปนกลุมของสายสปอร  สายพนัธุ Nan 2.4 สายสปอรมีลักษณะคอนขางตรง  สวนปลายโคงงอ 

หรือมวนเปนเกลียว  สายสปอรยาวมากโดยแตกออกจากสวนปลายของเสนใยหลัก สปอรเคล่ือนที่

ไมได  ผิวสปอรเรียบ สปอรรูปรางรียาว สวนสายพันธุ Nan 6.2 สปอรรูปรารี สายสปอรมีลักษณะ

มวนเปนเกลียว  เมื่อเจริญเต็มที่เกลียวจะมีลักษณะมวนเปนวงหลายชั้น เปนแบบขดเปนเกลียว 

(spiral)  สปอรเคล่ือนที่ไมได  ผิวสปอรเปนร้ิวลายไมเรียบ ซึ่งลักษณะตางๆ ดังกลาวเปนลักษณะ

โครงสรางที่พบเดนชัดใน สกุล  Streptomyces การศึกษาทางสรีระวิทยาเพิ่มเติมและการวิเคราะห

ลําดับเบสที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA  จะทําใหทราบถึงสกุล  และสปชีสที่แนนอนของแอกติโน

มัยซีทีสสายพนัธุ  Nan 2.4  และ  Nan 6.2  ตอไป 

 

 4.12.2 การศึกษาการเจริญของแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ  Nan 2.4  และ  Nan 6.2  บน

อาหารเล้ียงเชือ้  International Streptomyces Project (ISP) media   

 จากการนาํแอกติโนมยัซีทีสสายพนัธุ Nan 2.4  และ  Nan 6.2  มาเพาะเล้ียงบนอาหาร

เล้ียงเชื้อ 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 

 

 ลักษณะการเจริญ  ลักษณะของเสนใยอากาศ  เสนใยอาหาร สปอร และรงควัตถุทีล่ะลาย

น้ํา  แสดงในตารางที่ 4.11  และ รูปที่ 4.27 – 4.28 
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ตารางที่ 4.11  แสดงการเจริญของแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 2.4  และ  Nan 6.2  บนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP ชนิดตาง ๆ  

 
อาหาร     ลักษณะ 

     การเจริญ  ปริมาณและสีเสนใยอาหาร ปริมาณและสีเสนใยอากาศ จํานวนและสีสปอร  รงควัตถุที่ละลายน้ํา 
แอกติโนมัยซีทีสสายพันธุ Nan 2.4 
ISP1 (Tryptone-yeast extract agar)  ปานกลาง ปานกลาง,  สีเหลือง นอย,  สีน้ําตาล  นอย,  สีขาว  ไมสราง 

ISP2 (Yeast-malt extract agar)  ปานกลาง ปานกลาง,  สีเหลือง ปานกลาง,  สีขาว  มาก,  สีขาว  ไมสราง 

ISP3 (Oat meal agar)   มาก  มาก,  สีเหลือง  มาก,  สีขาว  มาก,  สีขาวเทา  ไมสราง 

ISP4 (Inorganic salts starch agar)  ปานกลาง ปานกลาง,  สีเหลือง ปานกลาง,  สีขาว  ปานกลาง,  สีขาว  ไมสราง 

ISP5 (Glycerol asparagines agar)  ปานกลาง ปานกลาง,  สีเหลือง ไมสราง   ไมสราง   ไมสราง 

ISP6 (Peptone-yeast extract iron agar) ปานกลาง นอย   นอย   ไมสราง   ไมสราง 

 
แอกติโนมัยซีทีสสายพันธุ Nan 6.2 
ISP1 (Tryptone-yeast extract agar)  มาก  มาก,  สีครีมเหลือง  มาก,  สีขาว  มาก,  สีเทาขาว  ไมสราง 

ISP2 (Yeast-malt extract agar)  มาก  มาก,  สีเหลือง  มาก,  สีครีม  มาก,  สีเทา  ไมสราง 

ISP3 (Oat meal agar)   มาก  มาก,  สีเทา  มาก,  สีเทา  มาก,  สีเทาดํา  ไมสราง 

ISP4 (Inorganic salts starch agar)  มาก  มาก,  สีครีมเหลือง  มาก  สีขาว  มาก,  สีขาว  ไมสราง 

ISP5 (Glycerol asparagines agar)  ปานกลาง ปานกลาง,  สีครีมเหลือง ปานกลาง,  สีครีม  ปานกลาง,  สีขาว  ไมสราง 

ISP6 (Peptone-yeast extract iron agar) ปานกลาง ปานกลาง,  สีเหลือง ปานกลาง,  สีขาว  นอย,  สีขาว  ไมสราง 
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รูปท่ี 4.27 ลักษณะโคโลนขีองแอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ Nan 2.4 เมื่อเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียง

เชื้อ ISP ชนิดตาง ๆ  

a  ลักษณะเสนใยอากาศ (aerial mycelium) 

s  ลักษณะเสนใยอาหาร (substrate mycelium) 

หมายเหตุ ISP ชนิดตาง ๆ ไดแก ISP1 (Tryptone-yeast extract agar), ISP2 (Yeast-malt 

extract agar), ISP3 (Oat meal agar), ISP4 (Inorganic salts starch agar), ISP5 (Glycerol 

asparagines agar) และ ISP6 (Peptone-yeast extract iron agar) 
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รูปท่ี 4.27 (ตอ)  
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รูปท่ี 4.28 ลักษณะโคโลนขีองแอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ Nan 6.2 เมื่อเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียง

เชื้อ ISP ชนิดตาง ๆ  

a  ลักษณะเสนใยอากาศ (aerial mycelium) 

s  ลักษณะเสนใยอาหาร (substrate mycelium) 

หมายเหตุ ISP ชนิดตาง ๆ ไดแก ISP1 (Tryptone-yeast extract agar), ISP2 (Yeast-malt 

extract agar), ISP3 (Oat meal agar), ISP4 (Inorganic salts starch agar), ISP5 (Glycerol 

asparagines agar) และ ISP6 (Peptone-yeast extract iron agar) 
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รูปท่ี 4.28 (ตอ) 
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4.12.3 การศึกษาการสรางรงควัตถเุมลานนิ 

  จากการนาํแอกติโนมยัซีทีสสายพนัธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2 มาเพาะเล้ียงบน

อาหารวุนเอียง Peptone Yeast Extract Iron Agar และอาหารวุนเอียง  Tyrosine Agar   สามารถ

ตรวจสอบการสรางรงควัตถเุมลานนิ  จากการเปลี่ยนแปลงสีของอาหารเล้ียงเชื้อ  เมือ่เช้ือเจริญบน

อาหาร  Peptone Yeast Extract Iron Agar ไมเกิดการเปล่ียนแปลงสีของอาหารเล้ียงเชื้อทั้งใน

สายพนัธุ Nan 2.4 และ  Nan 6.2 แตเกิดการเปล่ียนแปลงสีของอาหารเล้ียงเชื้อเมื่อเจริญบน

อาหาร  Tyrosine agar ในสายพนัธุ Nan 2.4 โดยอาหารเล้ียงเช้ือเปล่ียนเปนสีดําบริเวณทีโ่คโลนี

ของแอกติโนมยัซีทีสเจริญอยู 

 

 4.12.4 การรีดิวสไนเตรท 

  จากการแทง (stab)  แอกติโนมัยซทีีสสายพันธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2 ในอาหาร

เล้ียงเชื้อ Nitrate Agar  สีของอาหารเล้ียงเชื้อจะเปล่ียนเปนสีแดงเมื่อหยดดวยสารลาย A และ B 

แสดงวาเชื้อทัง้สองสายพนัธุสามารถรีดิวซไนเตรตได  

 

 4.12.5 การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟต 

  จากการขีด (streak) แอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2 บน

ผิวหนาอาหารวุนเอียง Peptone Yeast Extract Iron Agar ไมเกิดการเปล่ียนแปลงสีของอาหาร

เล้ียงเชื้อของทัง้สองสายพนัธุ แตสีของอาหารวุนเอียง TSI เปล่ียนเปนสีเหลืองสม แสดงวามกีาร

สรางกรด แตไมมีการสรางกาซไฮโดรเจนซลัไฟต คุณสมบัติทางชีวเคมแีสดงในตารางท่ี 4.12 

 

ตารางที่ 4.12  แสดงความสามารถในการสรางรงควัตถุเมลานิน,  การรีดิวซไนเตรท  และการ

สรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟดของแอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2 

 

ผลการทดสอบของแอกติโนมัยซีทีส 
การทดสอบ 

สายพนัธุ Nan 2.4 สายพนัธุ Nan 6.2 

การสรางรงควตัถุเมลานิน + - 

การรีดิวซไนเตรท + + 

การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟด - - 

หมายเหตุ + : ผลการทดสอบเปนบวก - : ผลการทดสอบเปนลบ 
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 4.12.6 การศึกษาสมบัติการยอยสาร 

  จากการนาํแอกติโนมยัซีทีสสายพนัธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2 มาเพาะเล้ียงบน

อาหารเล้ียงเชือ้  Modified Bennett Agar  ที่เติมสารทีต่องการตรวจสอบการยอยสลายสารแตละ

ชนิดลงไป  ผลแสดงดังตารางที ่4.13 

 

ตารางที ่ 4.13  แสดงความสามารถในการยอยสลายสารทดสอบของแอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ  

Nan 2.4  และ  Nan 6.2 

 

ผลการยอยสลายสารโดยแอกติโนมยัซีทสี 
สารทดสอบ 

สายพนัธุ Nan 2.4 สายพนัธุ Nan 6.2 

Adenine + + 

Tyrosine + + 

Xylan + + 

Xanthine + + 

Casein + + 

Gelatin + + 

Starch + + 

หมายเหตุ + : ยอย  - : ไมยอย 

 

 4.12.7 การตรวจสอบการเจริญที่อุณหภูมิตาง ๆ  

  จากการนาํแอกติโนมยัซีทีสสายพนัธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2 มาเพาะเล้ียงบน

อาหารเล้ียงเชือ้  Modified Bennett Agar แลวนําไปบมที่อุณหภูมิตาง ๆ คือ  4   10   37  45  

และ  55 องศาเซลเซียส และตรวจสอบการเจริญ ไดผลการเจริญแสดงดังตารางที่ 4.14 
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ตารางที่ 4.14  ความสามารถในการเจริญของแอกติโนมัยซทีีสสายพันธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2  

          ที่อุณภูมิตาง ๆ  

 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) สายพนัธุ Nan 2.4 สายพนัธุ Nan 6.2 

4 - - 

10 - - 

37 + + 

45 - + 

55 - - 

หมายเหตุ + : เจริญ - : ไมเจริญ 

 

 4.12.8 การตรวจสอบการเจริญทีพ่ีเอชตาง ๆ  

  จากการนาํแอกติโนมยัซีทีสสายพนัธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2 มาเพาะเล้ียงบน

อาหารเล้ียงเชือ้  Modified Bennett Agar  ที่ปรับพีเอชเทากับ  4   4.5   5   5.5   6   8   8.5  และ 

9  ผลการเจริญแสดงดังตารางที ่4.15 

 

ตารางที่ 4.15  แสดงความสามารถในการเจริญของแอกติโนมยัซีทีสสายพนัธุ Nan 2.4 และ 

Nan 6.2  ที่พีเอชตาง ๆ 

 

พีเอช 

สายพนัธุ 
4 4.5 5 5.5 6 8 8.5 9 

Nan 2.4 + + + + + + + + 

Nan 6.2 + + + + + + + + 

หมายเหตุ + : เจริญ - : ไมเจริญ 

 

 4.12.9 การตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจน 

  จากการนาํแอกติโนมยัซีทีสสายพนัธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2 มาเพาะเล้ียงบน

อาหารเล้ียงเชือ้  Basal Medium Agar  ที่เติมแหลงไนโตรเจนแตละชนิดลงไปเพื่อตรวจสอบการ

ใชไนโตรเจน โดยเปรียบเทยีบการเจริญกับชุดควบคุมลบคืออาหารเล้ียงเช้ือ Basal Medium Agar  

ที่ไมเติมแหลงไนโตรเจน  และชุดควบคุมบวกคืออาหารเล้ียงเชื้อ Basal Medium Agar  ทีเ่ติม

แอสปาราจีน   ผลแสดงดังตารางที่ 4.16 
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ตารางที่ 4.16 แสดงความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจนของแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ  

Nan 2.4 และ Nan 6.2 

 

การเจริญของแอกติโนมัยซทีีส 
แหลงไนโตรเจน 

สายพนัธุ Nan 2.4 สายพนัธุ Nan 6.2 

L-arginine + + 

L-histidine + + 

L-methionine + + 

Potassium nitrate - + 

L-theonine + + 

L-valine + + 

L-alanine - + 

L-glutamine + + 

หมายเหตุ + : เจริญมากกวาชุดควบคุมลบหรือเทากบัชุดควบคุมบวก 

  - : เจริญเทากบัหรือนอยกวาชุดควบคุมลบ 

         (ชุดควบคุมบวกเติม L- asparagines  เปนแหลงไนโตรเจน) 

         (ชุดควบคุมลบไมเติมแหลงไนโตรเจน) 

 

 4.12.10  การตรวจสอบการใชแหลงคารบอน 

   จากการนําแอกติโนมยัซีทสีสายพนัธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2  มาเพาะเล้ียงบน

อาหารเล้ียงเชือ้  Carbon Utilization Agar  ที่เติมแหลงคารบอนแตละชนิดลงไปเพื่อตรวจสอบ

การใชคารบอน  โดยเปรียบเทยีบการเจริญกับชุดควบคุมลบ คือ อาหารเล้ียงเช้ือ  Carbon 

Utilization Agar  ที่ไมไดเติมแหลงคารบอน  และชุดควบคุมบวก คือ อาหารเล้ียงเชื้อ  Carbon 

Utilization Agar  ทีเ่ติมกลูโคสเปนแหลงคารบอน  ผลแสดงดังตารางที ่4.17 
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ตารางที่ 4.17  แสดงความสามารถในการใชแหลงคารบอนของแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ   

Nan 2.4 และ Nan 6.2 

 

การเจริญของแอกติโนมัยซทีีส 
แหลงคารบอน 

สายพนัธุ Nan 2.4 สายพนัธุ Nan 6.2 

L-arabinose - + 

Dextran + + 

D-fructose - + 

D-galactose + + 

meso-inositol + + 

D-lactose + + 

D-manital + + 

D-manose + + 

L-rhamnose + + 

Sucrose + + 

Threhalose + + 

Xylose - + 

Sodium acetate - - 

Sodiumcitrate - - 

หมายเหตุ + : เจริญมากกวาชุดควบคุมลบหรือเทากบัชุดควบคุมบวก 

  - : เจริญเทากบัหรือนอยกวาชุดควบคุมลบ 

         (ชุดควบคุมบวกเติมกลูโคสเปนแหลงคารบอน) 

         (ชุดควบคุมลบไมเติมแหลงคารบอน) 
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4.13 การจัดจําแนกแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2  โดยวเิคราะห
ลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA   

 
 จากการจําแนกสกุลของแอกติโนมยัซีทีสสายพนัธุ Nan2.4 และ Nan6.2 ตามหลักการ

จําแนกอางอิงตาม Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology Volume 9..(Williams และ

คณะ, 1994)  พบวาแอกติโนมยัซีทสีสายพนัธุ Nan2.4 และ Nan6.2  จัดอยูในสกุล  

Streptomyces   จากผลที่ไดยังไมสามารถจําแนกสปชสีที่แนชัดได 

เพื่อศึกษาถึงความสัมพนัธในระดับชีวโมเลกุลของแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 2.4 และ 

Nan 6.2 กับแอกติโนมยัซีทีสที่มีอยูใน GenBank จึงไดทําการวิเคราะหลําดับเบสของยีนที่

ประมวลรหัส 16S rRNA โดยใหผลการวิเคราะหแสดงดังรูปที่  4.29  และ  รูปที ่ 4.30  ตามลําดับ 

 
5’CGAACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAA
CACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTC
TAATACCGGATACGAGCCTCCAAGGCATCTTGGAGGTTGGAAAGCTCCGG
CGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCT
CACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACT
GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGAC
GGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGG
TACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGG
CGGCTTGTCACGTCGATTGTGAAAGCCCGAGGCTTAACCTCGGGTCTGCA
GTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTG
TAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGG
ATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAAC
AGGATTAGATATCCTGGTAGTCCACGTCGTAAACGGTGGGAACTAGGTGT
TGGCGACATTCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCG
CTTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAAC
CTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAGCATTAGAGATAGTGCCCCCCT
TGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAGC
ATGCCCTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACCGCCGGG3’ 
 
รูปท่ี 4.29  แสดงลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส16S rRNA ของแอกติโนมยัซีทีสสายพนัธุ  

Nan 2.4  จํานวน 1,083  เบส 
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5’CGAACGATGAACCTCCTTCGGGAGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGT
AACACGTGGGCAATCTGCCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGG
TCTAATACCGGATATGACGCGCGACCGCATGGTCTGTGCGTGGAAAGCTC
CGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGATG
GCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA
ATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGAT
GACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAGAGTGA
CGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGT
AGGCGGCTTGTCGCGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCT
GCATTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTG
GTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGG
CGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCG
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGAACTAGG
TGTGGGCGACATTCCACGTCGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCC
CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAAACCCTGGAGACAGGGTCCCC
CTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTGTGTTGCCAG
CATGCCTTTCGGGGTGATGGGGACTCACAGGAGACTGCCGGGGTCAACTC
GGA3’ 
 
รูปท่ี 4.30  แสดงลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส16S rRNA ของแอกติโนมยัซีทีสสายพนัธุ  

Nan 6.2  จํานวน 1,097  เบส 

 

 จากการนาํลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหสัของ 16S rRNA ของแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ 

Nan 2.4 และ Nan 6.2 มาเปรียบเทียบกับลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ที่บันทึก

และรวบรวมไวใน GenBank DNA database พบวาลาํดับเบสของยีน 16S rRNA  ของแอกติโน

มัยซีทีสสายพนัธุ Nan 2.4 คลายกับลําดับเบสของยีน 16S rRNA  ของ  Streptomyces มากกวา

หนึง่สายพันธุ ที่ระดับความเหมือนเทากับ 99 เปอรเซ็นต และสายพนัธุ Nan 6.2 มีลําดับเบส 16S 

rRNA คลายกับลําดับเบส 16S rRNA ของ Streptomyces มากกวาหนึ่งสายพันธุที่ระดับความ

เหมือนที่ 99 เปอรเซ็นตเชนเดียวกัน ดังนั้นจงึนําเอาขอมูลลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส 16S 

rRNA ที่ไดมาทําการศึกษาความสัมพันธและจัดกลุมของแอกติโนมยัซีทีสที่ไดจาก GenBank กบั

แอกติโนมัยซทีีสที่ไดศึกษาคร้ังนี้โดยการทํา Phylogenetic tree ใหผลแสดงดังรูปที ่4.31 
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รูปท่ี 4.31  Phylogenetic tree แสดงการจัดความสัมพันธและจัดกลุมของแอกติโนมัยซทีีสที่ได

จาก GenBank กับแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2 ตัวเลขบนกิ่ง

แสดงคา bootstrap ที่ 1000 ซ้ํา 
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จากรูปที ่4.31 การทํา  phylogenetic  tree  สามารถจัดแอกติโนมัยซีทีสทัง้สองสายพนัธุ 

เขากับกลุมของ Streptomyces ทีม่ีความคลายคลึงกนัมากที่สุดได โดยแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุ 

Nan 2.4 มีความคลายคลึงกับ Streptomyces olivogriseus มากที่สุด และแอกติโนมัยซทีีสสาย

พันธุ Nan 6.2 มีความคลายคลึงกับ Streptomyces platensis มากที่สุด เมือ่นําขอมูลทาง

สัณฐานวิทยา และสรีรวิทยามาพิจารณารวมกนักบัขอมูลทางอณูพนัธุศาสตรในการจําแนกระดับ

สายพนัธุของแอกติโนมัยซีทีส การเปรียบเทียบลักษณะตาง ๆ ดังกลาวระหวางแอกติโนมัยซทีีส

สายพนัธุ  Nan 6.2  กับ  Streptomyces platensis แสดงในตารางท่ี 4.18 

 

ตารางที ่4.18  แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยา และสรีระวิทยาของแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ  

Nan 6.2  เปรียบเทยีบกับ  Streptomyces platensis 

 
สายพันธุแอกติโนมัยซีทีส 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา 
Nan 6.2 Streptomyces platensis 

สีของสายใยอาหาร ครีม,เหลือง เหลือง,เทา 

สีของสายใยอากาศ ขาว ขาว,เหลือง,เทา 

รูปรางสปอร รูปวงรี รูปวงรี (elliptical) 

ลักษณะผิวสปอร เปนริ้วลายไมเรียบ ไมเรียบ (ridge) 

ลักษณะสายสปอร เกลียว เกลียว 

การสรางรงควัตถุเมลานิน - - 

การสรางรงควัตถุ - - 

การยอยสลาย 

ไทโรซีน + + 

แซนทีน  + + 

แปง + + 

การใชแหลงคารบอน 

L-อะราบิโนส + + 

L-แรมโนส + - 

D-ฟรุกโตส + + 

D-กาแลคโตส + + 

ซูโครส + + 

ไซโลส + + 

เดกซแทรน + + 
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ตารางที ่4.18  (ตอ) 

 
สายพันธุแอกติโนมัยซีทีส 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา 
Nan 6.2 Streptomyces platensis 

D-แมนนิทอล + + 

Na acetate - - 

Na citrate - + 

ลักษณะบนอาหาร ISP 

ISP1 

 

สีขาว 

 

สีขาว 

ISP2 สีครีม สีเหลือง,เทาครีม 

ISP3 สีเทา สีเทาขาว 

ISP4 สีขาว สีเหลืองเทา 

ISP5 สีครีม สีขาวเหลือง 

ISP6 สีขาว สีขาว 

 

หมายเหตุ + : ผลทดสอบบวก - : ผลทดสอบลบ 

  ที่มา : United States Patent (DeBoer และคณะ, 1975) 

 

สวนขอมูลการศึกษาเกีย่วกับลักษณะตาง ๆ ของ Streptomyces olivogriseus ยังมี

รายงานออกมานอยมาก มเีพียงการอางอิงในสิทธิบัตรถึงความสามารถในการสรางสาร SS-70A 

และ B แตไมมีการตีพิมพรายงานออกมา และยังไมเคยมีรายงานถึงความสามารถในการสรางสาร

ยับยั้งเซลลมะเร็งออกมาอีกดวย 

 



บทที่ 5 
 

วิจารณและสรุปผลการทดลอง 
 

 จากการแยกแอกติโนมัยซีทสีจากตัวอยางดินในพืน้ที่ 7 อําเภอของจังหวัดนาน จาํนวน 15 

ตัวอยาง สามารถแยกแอกติโนมัยซีทีสได 61 สายพนัธุ  เมื่อนําแอกติโนมัยซทีีสที่แยกไดมาเล้ียงใน

อาหารเล้ียงเชือ้ MEB สกัดน้ําเล้ียงเช้ือดวยเอททิลแอซิเตต และนําสารสกัดมาทดสอบการสราง

สารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียโดยทดสอบดวยวิธ ี Agar well  พบวามแีอกติโนมัยซทีีสจํานวน 75.41 

เปอรเซ็นต สามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบได  และจํานวน 24.59% เปอรเซน็ต 

ไมสามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยัง้จุลินทรียทดสอบได โดยกลุมแอกติโนมัยซทีีสทีส่ามารถยับยัง้จุ

ลินทรียทดสอบไดแบงเปน กลุมยับยัง้แบคทีเรียและรา 6.56 เปอรเซ็นต และกลุมยับยัง้แบคทเีรีย

อยางเดียว 68.85 เปอรเซ็นต ทําใหทราบวาประชากรสวนใหญของแอกติโนมยัซทีีสที่แยกไดมี

ความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรีย โดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก  

แอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 6.2 ซึ่งแยกไดจากตัวอยางดินจากโรงเรียนแมจริม อําเภอ

แมจริม จงัหวัดนาน เปนสายพนัธุที่มีขอบเขตการยั้บยั้งกลุมจุลินทรียทดสอบไดมากที่สุดถึง 6 

ชนิด ไดแก B. cereus ATCC 6633 S. aureus ATCC 25923 E. coli ATCC 25922 C. albicans 

ATCC 10231 S. cerevisiae ATCC 5169  และออกฤทธ์ิยับย้ังอยางออนกับ A. niger ATCC   

6275   และยังออกฤทธิย์ับยั้งจุลินทรียทดสอบแตละชนิดไดในระดับสูงสุดเม่ือเทียบกับสายพนัธุ

อ่ืน ๆ เมื่อทาํการทดสอบความสามารถในการยับยัง้ราทดสอบเพิ่มเติมโดยวิธ ี Dual culture โดย

ทําการทดสอบกับราทดสอบชนิดใหมอีก 6 ชนิด ซึ่งเปนราทีก่อใหเกดิโรคในพืช และทดสอบกับรา

ชนิดเดิม คือ A. niger เพิ่มเติม ปรากฏผลการยับยัง้ราทดสอบทั้ง 7 ชนิดเหน็ผลไดอยางชัดเจน คือ

ราทดสอบไมสามารถเจริญไดบริเวณรอบ ๆ โคโลนีของแอกติโนมยัซทีีส และเม่ือนําไปตรวจสอบ

ภายใตกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด เปรียบเทียบระหวางลักษณะราทดสอบในชุด

ควบคุมกับราทดสอบที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 6.2 มีความแตกตางกนัอยาง

ชัดเจน โดยลักษณะเสนใยสวนปลายของโคโลนีราทดสอบที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ 

Nan 6.2 มกีารเจริญในลักษณะที่เสนใยแผออกไมเต็มที ่เสนใยมีลักษณะหงิกงอเปนกระจุกรวมกนั 

เนื่องจากถูกจาํกัดพืน้ที่ในการเจริญ เพราะแอกติโนมยัซทีีสสายพนัธุ Nan 6.2 สรางสารปฏิชีวนะที่

มีฤทธิ์ยับยัง้ราทดสอบแพรผานอาหารเล้ียงเช้ือแข็งออกมา ทาํใหราทดสอบไมสามารถเจริญใน

บริเวณนี้ได เหตุผลที่การทดสอบดวยวิธนีี้เหน็ผลการยบัยั้งไดอยางชัดเจนเนื่องจาก การทดสอบ

ดวยวิธนีี้เปนการเพาะเล้ียงแอกติโนมยัซีทสีสายพนัธุ Nan 6.2 รวมกับราทดสอบโดยตรง ทาํให

สารทุกชนิดทีแ่อกติโนมัยซทีีสผลิตออกมาสามารถแพรไปในวุนของอาหารเล้ียงเช้ือไดทั้งหมดซ่ึง
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tll~I~L~u'IL~tlnLu'Wflnu~4'mnl'l~ilc.Jfi(;]tln11~11'1~1nlD~'lu: 'lU'I1U'l4'Ui1YiU~1 
tll~lrL~U'IL~tl~m~I:(;]tlnl~~l1'1~lnlD;I'lu:~tl'lLLtln~iL~u~~~~IU~uf Nan 6.2 ~tl SSB 

... ... 

ffi'lfi'l~I~tl MEB LLfi: ISP2 [;]1l.Jfh~u ~'lUtll~11LftmL~tl SCB SCYB LLfi: NB 'W-D'lun~:!1iu • ... 
'l,xLLtln~tu~u~YI~~lu~ufi1~rN~lnlD;!'lU: 

All .... 0 .J ... .... ..... I~'" ., r~ 
~lnnlrn"'~tlULYitl~I[;]'l'Vllfi:filU'VlL~l.Jl:~l.JLUnl1~n"'~I,uD"l!'lu:~ln~1UYiU~ 

" 0"'1 .... 0 ..,J..J .. 
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Fl,)Il.J~~~ufi~:~~I'1nl1L~"nununl1~11'1~lnlD;!,)U:YiU~1 nl~l~"nu~tl'lLLtln~t~u~~~~IU 

~ufi14 1'uLL~muu~:u: log phase ~lmrU ~dh~~:u: stationary phase ~«'1~ln1'u~ 4 
.. ... 

Luu!1iultl nl~~11'1~lffitln~'VlfiuuU'l11 U~1'l LLfi:LLUFlYlLffi'Vl"'~tl1Jel'lulm\J ~1l.Jl~tl[;]1'l~YiU 

1~rff'lLLui1'u~ 4 ~1~fu~I~1JJ-'1 E coli Li~~T1'1~«'11'u~ 4 Luu!1iultl LLfi:~:L~l.J~UL~tlU 1 

~ tl .... .,J ..01 -or-: .,J..oI 'ttl .,J _I...... " 
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'lU-D'l'l~:U: stationary phase LL~"''1~1 ~lnlD;!,)U:~~T1'1LUU~11 secondary metabolite 

" .,J~ ::. 0 'I.'" .,J ,~ ... ~ ....... &01 
~ln~tll.Jfi'VlrlnH1'Vl'l~~"''Vll L~'Vll11J'l1 ~111'l:'Vl L~l.J1:~l.J[;]tlnl1LfiU'I LLtln[;] Lk!l.JU'Il'Vl~ 

" 

... ... 

L~tlL~fi'l Soluble Starch Broth (SSB) l1f~:U:L'lfilnl1LYil:LftEl'ltlt.h-NtlU 10 1'u LLfi:l1frif'lYil 

fi:filU Ll.J'VllUtlfi Lunl1~n"'~11 ~ln~ Gesheva LLfi:Flru: (2004) LFlUl1U'I1UH~lnl1L1f 

LLfin t'Vl~ ~1tl nftL'Iltl1tlfi LtJULL~f'l'lFllfutlULL'VlUnfj 'Uol~ L~l.JLLtl~b.JLi1U~{Fl~LU[;] L~tlLUULL~f'l'l 

1 U 'WI ~L ~UL ~l.JL~~~ln LL ~ft'lL~l.Jt)tlmmf'l mfttl'l L~l.JLLffil"J~~1 LUU LUml.JlruUtlU Yil1,x 

tl 
~... ... -- ,40 '" .: J' .. "L. I ... .J ... 
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 จากการแยกสารปฏิชีวนะเบ้ืองตนดวยวิธทีินเลเยอรโครมาโทกราฟ ปรากฏตําแหนงของ

สารออกมา 4 ตําแหนง มีคา Rf เทากับ 0.38 0.43 0.51 และ 0.82 เมือ่นําแผน TLC ที่แยกสารได

ไปทดสอบหาตําแหนงของสารที่มีฤทธิย์ับยั้งจุลินทรียโดยวิธีไบโอออโตกราฟ พบวาบริเวณของ Rf  

3 ตําแหนง เทานัน้ คือ  0.38 0.43 0.51  ที่มีฤทธิ์ยับยัง้จุลินทรียทดสอบได โดยยบัยั้ง B. cereus 

ATCC 6633   S. aureus ATCC 25923   E. coli ATCC 25922   C. albicans ATCC 10231   

S. cerevisiae ATCC 5169  และ A. niger ATCC 6275 จากการทดลองนีส้ารที่แยกไดยงัไม

สามารถแยกออกจากกันไดอยางชัดเจน เนื่องจาก การใช TLC ในการแยกสาร ยงัมีขอจํากัดอีก

หลายประการ เชน ถาสารสกัดที่ไดมีสารหลายชนิดทีม่ีสมบัติใกลเคียงกนัมาก ๆ เชน มีข้ัว

ใกลเคียงกนัมาก การใชวิธนีี้จะไมสามารถแยกสารแตละชนิดออกจากกันไดอยางชดัเจน ดังนัน้

การแยกสารสกัดในข้ันตอนนี้เปนเพยีงการแยกสารข้ันตนเทานั้น ตองการแยกสารในสวนที่เปนสาร

ปฏิชีวนะออกฤทธ์ิยับยัง้จุลินทรียทดสอบ ออกจากสารอ่ืน ๆ ที่ไมมีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบ ดัง

จะเหน็ไดจากผลคือ สามารถแยกสารที่ตําแหนง Rf เทากับ 0.82 ซึ่งไมมีฤทธิย์ับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบออกไปได จากการแยกสารในระบบนี้ใชตัวทําละลายผสมระหวางเอททิลแอซิเตตและเมท

ทานอลในอัตราสวน 3:2 จึงสามารถดึงสารสวนทีม่ีฤทธิ์ยับยัง้จลิุนทรียข้ึนมาจากจุดเร่ิมตนได 

แสดงใหเหน็วาสารปฏิชีวนะในสวนนี้เปนสารที่มีข้ัวคอนขางสูง เพราะตองใหเมทานอลถงึ 40 

เปอรเซ็นต จึงจะสามารถแยกพาสารข้ึนมากับตัวชะได ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองขางตน คือ 

เมทานอลเปนตัวทําละลายท่ีสกัดสารปฏิชีวนะออกมาไดมากที่สุด และเอททิลแอซิเตตใหผล

รองลงมา ในขณะที่เฮกเซน ซึ่งเปนสารข้ัวตํ่าไมสามารถสกัดสารทีม่ฤีทธิย์ับยัง้จุลินทรียออกมาได

เลย ดังนัน้การจะแยกสารใหไดผลชัดเจนกวานี้ จําเปนตองอาศัยวธิีการแยกอ่ืน ๆ รวมดวย เชน 

การแยกสารโดยใชคอลัมภที่บรรจุดวย ซลิิกาเจล และทําการแปรผันอัตราสวนของตัวชะ จะทาํให

ประสิทธิภาพการแยกสารสกัดไดดีข้ึน อาจทําใหไดสารสกัดที่บริสุทธิเ์ลยก็เปนได 

 จากการทดสอบการสรางสารยับยั้งเซลลไลนมะเร็งมนษุยของแอกติโนมัยซีทีสทั้งหมด 61 

สายพนัธุ มีสายพนัธุที่สามารถสรางสารยับยั้งทําใหเซลลมะเร็งมีเปอรเซ็นตการมชีีวิตนอยกวาหรือ

เทากับ 40 เปอรเซ็นต ซึ่งถือวาใหการยับยัง้ระดับสูง อยู 13 สายพนัธุ โดยในจํานวนนี้แอกติโนมัยซี

ทีสสายพนัธุ Nan 2.8 มีฤทธิ์ในการยับยัง้เซลลมะเร็งทดสอบไดทั้ง 6 ชนิด และใหผลการยับยัง้ใน

ระดับสูงมาก ซึ่งเปนไปไดวา สารสกัดจากสายพันธุนีม้ีความเปนพษิตอเซลล คุณสมบัติของการ

เปนสารออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งที่ดีนัน้ ควรที่จะมฤีทธิ์ยับยัง้เซลลมะเร็งไดแบบจําเพาะกับเซลล

ใดเซลลหนึง่และสามารถกระตุนใหเซลลมะเร็งตายแบบอะพอพโทซิส จากการทดสอบสามารถ

คัดเลือกไดแอกติโนมยัซีทีสสายพนัธุ Nan 2.4  ซึ่งแยกไดจากตัวอยางดินจากปาชุมชน อําเภอ

สันติสุข จังหวดันาน โดยสายพนัธุนี้สามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยัง้เซลลมะเร็งไดในระดับสูง และ

จําเพาะตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Jurkat ATCCno.CRL-2063) โดยทําใหเซลลมะเร็งเม็ดเลือด
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l'WmNILL'Wn~ltJ~'Wi'Utl..:Jutln~iL'WartJ~~~ltJ~'Wi Nan 2.4 LL~:; Nan 6.2 ~tJPim~1 
" Lm..:J~~I..:J~lnn~tl..:J'1~YlrrPltlflLftFl(;lrtl'W WU')111..:J~tl-3~ltJn'Wi4''''tl~1'W (qfJ~ Streptomyces 

LLc;ltrm~JflJ:;YJI..:JKflJSIU~YltJIU~:;(q11:;~YltJltJ'l'W~I~lrnlJtlnFl,)I~K~~ufiii'l1:;~lJ(qn~~ 

~,nr'W~..:J l;r;rtllJ~~lnftl~lJ LlJ~'Utl..:JUU~U1:;~')ftrn~'Utl..:J 16S rRNA ~tJ~..:J~')tlUI..:Je.Jfi(;le.J~~~ 
!'1. ~ .. 0 ..... ... .J. I.... ..; 0 0 ..... q ..J 

tl11 LU') LFll1:;'\t1~I"'lJ LlJ(q'Utl..:JtJt.IYlu1:;~')ftrn(q 16S rRNA Uft:; L~tlUI~I"'lJ LlJ~'Utl'ltJ'WYl 

" ur:;~')~rn~'Utl'l 16S rRNA 'Utl..:J utln~LwrtJ;I~l1-3~tl-3~ltJnui~1 LUffilJLYltJlJftl~lJLlJ~'Utl'lUU 
.J. I ... ..J ...... ~l""I I .... 

Ylu1:;~')ftrn~'Utl-3 16S rRNA YllJUYlnL'H'W GenBank DNA database WlJ,)I~I"'ULlJ~ 16S 

rRNA 'Utl..:JLLtln~LUartJ~(;l~ltJn'Wi Nan 2.4 LLft:;~ltJnui Nan 6.2 Fl~lmllJftl~lJLlJ~ 16S 

rRNA 'Utl'l~fJ~ Streptomyces ~tJih:;~lJFl,)I~L'\t1ntlULYhnlJ 99 LtltlfL.nUvlL'\t1ntl'Wn'W~lnn~1 

1 ~ltJ~ui LOtl'l~lnU'W~1..h:;~')ftrn~ 16S rRNA l'WLLtln~LwrtJ;!Yi~~fJft Streptomyces iJ 

ft l~lJ LlJ ~~ LiI'WlJ 1L ,)flJtl~fmffi~~ln ~-3Yh llXww~ ItJ~ ItJ~Uwt1:;~lJFl,) 1~ L '\t1ntlUL~ mnu~ 
I I " 

~..:JmrYh Phylogenetic tree YhllXYll1lJ'Wi'tlUI'li"'L~Ufj-3~U~1 utln~iLwrtJ~Yl~~ltJ~ui Nan 

2.4 iJFl,)I~Fl~ltJFlft-3nlJ Streptomyces olivogriseus ~ln~t1'" uft:;Utln~LUartJ;!Yl~~ltJ~'Wi 

Nan 6.2 iJFl,)I~Fl~ltJFlft-3nlJ Streptomyces platensis ~ln~t1'" tlul-3hn[Jll~trnm1..!:;YJI'l 

KflJSIUfJYltJl LL~:;~1ilYltJltJ-3Fl'liJFl,)I~~It1qjUft:;41Ltl'W~~:;UI~11;riuJnunlJ;rtllJftYlI..:Jtln: 

~U~PlI ~ (;l flum r41 LL un U~ :;4'Vl fil~lJFl,)I~ K~~ufi1:;~lJ ~ ItJ~ui'U tl-3 utm ~L uartJ;!Yi ~ 

~lnnI1Pim~n U~:;A'UFl~I'\t11oiftllJ~ Lvi~L~~Yll1lJ~1 Streptomyces platensis ~1~11n 
" I 

~~(;l ~lnJB~')u:; Platensimycin tJlJtJ-3'1fiwiffiUJi' ~m 'llWI:;tlUI'lU..:Jn~~'Utl'l LLlJFlYi Lm LLm~ 
.. I • • ... ::. ..J.. J' 'I. It l' 'i'_ 

lJ')n ~11ml'W,)1 Platenslmycm ~1~11ntJlJtJ-3 Staphylococcus aureus Yl(;lVlL'ntl L'W'\t1\iWI' WltJ 

" 'WiJ~Mc;ltl'\t1\i (Wang LL~:;FlflJ:;. 2006) ~tJ Platensimycin ~:;L;rltUtJlJtJ'l beta-ketoacyl 

syntha ses (Fa b FIB) ~..:J LiluL tlU t '!l~lflun 1:;lJ')unI1~11-3n 1Vll'Uaru~ Lu'Wtl'lf11.h:;ntllJ'Utl-3 L~tl 
'" ~ .... 
'\t1~L'!l~~ ~'WUlJFlYlLffi (Manallack LLfl:;FlflJ:;. 2008) • 

~')unI1P1m!t"1U~:;A'UFl~I'\t11;rtllJ~'UtN Streptomyces olivogriseus WlJ~liJl1mlu 

nI1PinM1L~tJ')nlJ LLtlnjjjLwrtJ;!Yl~~ltJn'WidutltJ~ln iJLwmnlffil-3fl-31'W~Ylmr(;l1n'l 
Fl,)I~~1~11nlunI1~11-3~11 SS-70A LLft:; B ulJl'hJiJnI1~~~lf11tJ-31Utltln~1 LL~:;tJ'l'WLFltJiJ 

" 11tJ'lIUn'lFl,)I~~I~llnlunl~11-3~IWlJtJ..:JL'!l~ft~:;L1'ltltln~lilnrJl')tJ 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ 
 

1.  โซเดียม เคซิเนต อการ  (Sodium Caseinate Agar) 
 โซเดียมเคซิเนต  (Sodium caseinate)   2.0 กรัม 

 ไดโพเทสเซยีมไฮโดรเจนฟอตเฟต  (K2HPO4)  0.5 กรัม 

 แมกนีเซยีมซัลเฟต  (MgSO4.7H2O)   0.2 กรัม 

 เฟอรัสคลอไรด  (FeCl3)     0.01 กรัม 

 วุนผง       18.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเปน 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 เติม cycloheximide 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  และ  nystatin  50 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร  สารปฏิชีวนะทาํใหปลอดเช้ือโดยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร  

และเติมในอาหารเล้ียงเช้ือทีผ่านการนึง่ฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 50 °C 

 
2.  โซเดียม เคซิเนต บรอท  (Sodium Caseinate Broth) 
 โซเดียมเคซิเนต  (Sodium caseinate)   2.0 กรัม 

 ไดโพเทสเซยีมไฮโดรเจนฟอตเฟต  (K2HPO4)  0.5 กรัม 

 แมกนีเซยีมซัลเฟต  (MgSO4.7H2O)   0.2 กรัม 

 เฟอรัสคลอไรด  (FeCl3)     0.01 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเปน 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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3.  นิวเทรียนท อการ  (Nutrient Agar) 
 สารสกัดจากเนื้อ  (Beef extract) 3.0 กรัม 

 แบคโตเปปโตน  (Bacto peptone) 5.0 กรัม 

 วุนผง       18.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
4.  นิวเทรียนท บรอท  (Nutrient Broth) 
 สารสกัดจากเนื้อ  (Beef extract) 3.0 กรัม 

 แบคโตเปปโตน  (Bacto peptone) 5.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
5.  แมนนิทอล มังบนี อการ  (Mannitol Mungbean Agar) 
 ถั่วเขียวบด 20.0 กรัม 

 น้ําตาลแมนนทิอล  (D-mannitol) 20.0 กรัม 

 วุนผง 18.0 กรัม 

 น้ําประปา 500.0 มิลลิลิตร 

 น้ํากล่ัน 500.0 มิลลิลิตร 

 ตมถั่วเขียวบดกับน้าํประปาจนเดือด  กรองเอาถัว่เขียวออก  นําน้ําตมถั่วเขียวที่ไดมาเติม

น้ําตาลแมนนทิอล  และน้ํากล่ัน  ปรับพีเอชเทากับ 7.0  เติมวุนผง  แลวนําไปตมจนเดือดอีกคร้ัง  

นึ่งฆาเชื้อดวยอุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
6.  โซลูเบิล สตารช บอรท  (Soluble Starch Broth) 

แปง  (Soluble Starch)     10.0 กรัม 

กลีเซอรอล  (Glycerol)     10.0 กรัม 

สารสกัดจากยสีต  (Yeast extract)   2.0 กรัม 

แอมโมเนยีมซัลเฟต  ((NH4)2SO4)    3.0 กรัม 

แมกนีเซยีมซัลเฟต  (MgSO4)    1.0 กรัม 

น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 6.8 – 7.0 นึ่งฆาเชื้อเช้ือที่อุณหภูมิ และความดันมาตรฐาน 
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7.  โซเดียม เคซิเนต ยีสต เอกซแทรก บรอท  (Sodium Caseinate Yeast Extract Broth) 
 โซเดียมเคซิเนต  (Sodium caseinate)   2.0 กรัม 

 ไดโพเทสเซยีมไฮโดรเจนฟอตเฟต  (K2HPO4)  0.5 กรัม 

 แมกนีเซยีมซัลเฟต  (MgSO4.7H2O)   0.2 กรัม 

 เฟอรัสคลอไรด  (FeCl3)     0.01 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต  (Yeast extract)   10 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
8.  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 

 วุนผง 15.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน 1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
9.  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 

 น้ํากล่ัน 1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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10.  แซบบรอท อการ  (Sabouraud Agar) 
 แบคโตเปปโทน  (Bacto peptone) 10.0 กรัม 

 เดกซโตรส  (Dextrose)   40.0 กรัม 

 วุนผง 20.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน 1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 5.6 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
11.  โปเตโต เดกซโตรส อการ  (Potato Dextrose Agar) 
 มันฝร่ัง 200.0 กรัม 

 เดกซโตรส  (Dextrose)   20.0 กรัม 

 วุนผง 20.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน 1,000 มิลลิลิตร 

 ตมมันฝร่ังในน้ําจนเดือดประมาณ 20 นาที  กรองเอาสวนน้ําใสมาใช 

 ปรับพีเอชเทากับ 5.6 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
12.  มูลเลอร ฮินตัน อการ  (Mueller-Hinton Agar)   
 สารสกัดจากเนื้อ  (Beef extract) 2.0 กรัม 

 เคซีน  (Acid Hydrolysate of Cascin) 17.5 กรัม 

 แปง  (starch) 1.5 กรัม 

 วุนผง 17.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน 1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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13.  กลูโคส ยีสต มอลท เอกซแทรก อการ  (Glucose Yeast Malt Extract agar)  
 กลูโคส 4.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต 4.0 กรัม 

 สารสกัดจากมอลท 10.0 กรัม 

 แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) 2.0 กรัม 

 วุนผง 17.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน 1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับ pH เทากบั 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
14.  โซเดียม เคซิเนต ยีสต เอกซแทรก อการ  (Sodium Caseinate Yeast Extract Agar) 
 โซเดียมเคซิเนต  (Sodium caseinate)   2.0 กรัม 

 ไดโพเทสเซยีมไฮโดรเจนฟอตเฟต  (K2HPO4)  0.5 กรัม 

 แมกนีเซยีมซัลเฟต  (MgSO4.7H2O)   0.2 กรัม 

 เฟอรัสคลอไรด  (FeCl3)     0.01 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต  (Yeast extract)   10 กรัม 

 วุนผง 18.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
15.  ISP1  ทริปโตน ยสีต เอกซแทรก อการ  (Trypton-Yeast Extract Agar) 
 ทริปโตน  (Trypton) 5.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต  (Yeast extract) 3.0 กรัม 

 วุนผง 18.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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16.  ISP2  ยสีต มอลท เอกซแทรก อการ  (Yeast-Malt Extract Agar) 
 สารสกัดจากมอลท  (Malt extract) 10.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต  (Yeast extract) 4.0 กรัม 

 กลูโคส 4.0 กรัม 

 วุนผง 18.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
17.  ISP3  โอต มีล อการ  (Oat Meal Agar) 
 ขาวโอต  (Oat meal) 20.0 กรัม 

 *สารละลายเทรซ ซอลท (Trace salt solution) 1.0 มิลลิลิตร 

 วุนผง 18.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ตมขาวโอตในน้ํากล่ันโดยตมใหเดือดประมาณ 10-15 นาท ี  นาํมากรองผานผาขาวบาง  

เติมน้ํากล่ันลงไปในอาหารจนครบ 1,000 มิลลิลิตร  เติม  Trace salt solution  ปรับพีเอชเทากบั 

7.0  นึ่งฆาเชื้อดวยอุณหภูมแิละความดันมาตรฐาน  (*ภาคผนวก ก หมายเลข 26) 

 
18.  ISP4  อินออแกนิก ซอลล สตารช (Inorganic Salts Starch Agar) 
 แปง  (Soluble starh) 10.0 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส  (K2HPO4) 1.0 กรัม 

 แมกนีเซยีมซัลเฟต  (MgSO4.7H2O)   1.0 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด  (NaCl) 1.0 กรัม 

 แอมโมเนยีมซัลเฟต  ((NH4)2SO4) 2.0 กรัม 

 แคมเซียมคารบอเนต  (CaCO3) 2.0 กรัม 

 *สารละลาย เทรช ซอลล  (Trace salt solution) 1.0 มิลลิลิตร 

 วุนผง 20.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 *ภาคผนวก ก. หมายเลข 26 
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19.  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 

 วุนผง 20.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 ซํ  และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว  เปนเวลา 10 นาท ี

 *ภาคผนวก ก. หมายเลข 26 

 
20.  ISP6  เปปโตน ยสีต เอกซแทรก ไอรออน 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 

 วุนผง 18.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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21.  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 

 แมกนีเซยีมซัลเฟต  (MgSO4.7H2O)   1.0 กรัม 

 เฟอรัสซัลเฟต  (FeSO4.7H2O) 0.1 กรัม 

 *สารละลาย เทรช ซอลล  (Trace salt solution) 1.0 มิลลิลิตร 

 วุนผง 20.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.2-7.4 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 °C  และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิว้  เปนเวลา 10 นาท ี

 *ภาคผนวก ก. หมายเลข 26 

 
22.  ไนเตรท อการ  (Nitrate Agar) 
 สารสกัดจากเนื้อ  (Beef extract) 3.0 กรัม 

 แบคโตเปปโตน  (Bacto peptone) 5.0 กรัม 

 โปแทสเซียมไนเตรท  (KNO3) 2.0 กรัม 

 วุนผง 5.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
23.  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 

 วุนผง 15.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 พีเอช 7.3 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 °C ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 10 นาท ี
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24.  เบซอล มีเดียม  (Basal Medium Agar) 
 กลูโคส 10 กรัม 

 แมกนีเซยีมซัลเฟต  (MgSO4.7H2O)   0.5 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด  (NaCl) 0.5 กรัม 

 เฟอรัสซัลเฟต  (FeSO4.7H2O) 0.01 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส  (K2HPO4) 1.0 กรัม 

 วุนผง 12.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 °C  และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิว้  เปนเวลา 10 นาท ี

 
25.  คารบอน ยูทิไลเซชัน่ อการ  (Carbon Utillization Agar) 
 แอมโมเนยีมซัลเฟต  (NH4)2SO4 2.64 กรัม 

 โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอตเฟต  (KH2PO4) 2.38 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส  (K2HPO4) 1.0 กรัม 

 แมกนีเซยีมซัลเฟต  (MgSO4.7H2O)   0.5 กรัม 

 *สารละลายเทรซซอลของ Pridham และ Gottlieb 1.0 มิลลิลิตร 

 วุนผง 12.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 °C  และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิว้  เปนเวลา 10 นาท ี

 *ภาคผนวก ก หมายเลข 27  

 
26.  สารละลายเทรซ ซอลล  (Trace Salts Solution) 
 เฟอรัสซัลเฟต  (FeSO4.7H2O) 0.1 กรัม 

 แมงกานีสคลอไรด  (MnCl2) 0.1 กรัม 

 ซิงคซัลเฟต  (ZnSO4.7H2O) 0.1 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ฆาเช้ือโดยการกรองดวยกระดาษกรองขนาด  0.45  μm  และเติมลงในอาหารที่ฆาเชื้อ

แลวที่อุณหภูมิ  45-50 °C 
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27.  สารละลายเทรซ ซอลลของ  Pridham  และ  Gottlieb 
 (Pridham and Gottlieb trace salt solution) 

 คอปเปอรซัลเฟต  (CuSO4.7H2O) 0.64 กรัม 

 เฟอรัสซัลเฟต  (FeSO4.7H2O) 0.11 กรัม 

 แมงกานีสคลอไรด  (MnCl2) 0.79 กรัม 

 ซิงคซัลเฟต  (ZnSO4.7H2O) 0.15 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ฆาเช้ือโดยการกรองดวยกระดาษกรองขนาด  0.45  μm  และเติมลงในอาหารที่ฆาเชื้อ

แลวที่อุณหภูมิ  45-50 °C 

 
28.  กลูโคส ยีสต มอลท เอกซแทรก บรอท  (Glucose Yeast Malt Extract Broth)  
 กลูโคส 4.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต 4.0 กรัม 

 สารสกัดจากมอลท 10.0 กรัม 

 วุนผง 17.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน 1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับ pH เทากบั 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
29.  มอลท เอกซแทรก บรอท (Malt Extract Broth) 

สารสกัดจากมอลท (Malt extract)   2.0 กรัม 

แบคโต เปปโทน  (Bacto peptone)   1.0 กรัม 

กลูโคส       20.0 กรัม 

น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับ pH เปน 6.8 – 7.0 นึ่งฆาเชื้อเช้ือที่อุณหภูมิ และความดันมาตรฐาน 
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30.  ยีสต มอลท เอกซแทรก อการ  (Yeast-Malt Extract Broth) 
 สารสกัดจากมอลท  (Malt extract) 10.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต  (Yeast extract) 4.0 กรัม 

 กลูโคส 4.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
31.  อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 (stock reagent) 
 อาหารเล้ียงเซลล RPMI-1640 ผงสําเร็จรูป 10.4 กรัม 

 โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต 2 กรัม 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุ  ปริมาตร 800 มิลลิลิตร  กวนใหเปนเนื้อ

เดียวกนัปรับคาความเปนกรด-ดาง  ใหมีคาประมาณ  6.9-7.4  ดวย HCL ความเขมขน 1N ปรับ

ปริมาตรใหได 1 ลิตร  ทาํใหปราศจากเช้ือโดยการกรองผานหวักรองอาหารเลี้ยงเซลลปราศจาก

เชื้อขนาด 0.22 ไมโครเมตร  ลงในขวดใสอาหารเล้ียงเซลลปราศจากเช้ือขวดละ 90 มิลลิลิตร  ปด

ฝาและพนัพาราฟลม  เก็บในตูเยน็ที่อุณหภูมิ 4  °C  

 
32.  อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ทีม่ี Fetal Bovine Serum ความเขมขน 10%  

(complete media) 
 อาหารเล้ียงเซลล RPMI-1640 (stock reagent) 90 มิลลิลิตร 

 ซีรัม (inactivated fetal bovine serum) 10 มิลลิลิตร 

 Gentamycin (100 mg/ml)   100 ไมโครลิตร 

 
33.  อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 สาํหรับเก็บเซลลแชแข็ง 
 อาหารเล้ียงเซลล RPMI-1640  (working reagent) 9 มิลลิลิตร 

 DMSO 1 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 

1. 0.5 McFarland Standard 
 BaCl3.2H2O      1.175 กรัม 

 น้ํากล่ัน       100 มิลลิลตร 

 ละลาย BaCl3.2H2O  1.175 กรัมในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร  ปเปตตสารละลาย 

BaCl3.2H2O  ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  เตมิลงในสารละลาย 1% H2SO4  ปริมาตร 99.5 มิลลิลิตร  

จะไดสารแขวนลอยที่มีลักษณะขุน  เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิหองไดนาน 6 เดือน  

 

2. บัฟเฟอร Phosphate buffer saline (PBS, Ca2+ , Mg2+ free)  ความเปนกรด-ดาง 7.4 

 NaCl 8.0 กรัม 

 KCl 0.2 กรัม 

 NaHPO4 1.44 กรัม 

 KH2PO4 0.24 กรัม 

 นําแตละสวนละลายในนํ้าปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร  ปรับคาความเปนกรด-ดางเทากับ 

7.4 ดวย HCL เขมขน 1N หรือ NaOH เขมขน 1N ปรับปริมาตรดวยกระบวกตวงจนครบ 1000 

มิลลิลิตร  นึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 °C  ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 20 นาท ี

 
3. สารละลาย MTT 5 mg/ml ใน PBS 
 MTT 50 มิลลิกรัม 

 PBS 10 มิลลิลิตร 

 ละลาย MTT ใน PBS  กรองผานกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร  แบงใสหลอด    

ไมโครทิวปปลอดเช้ือขนาด 1.5 มิลลิลิตร  หลอดละ 1 มลิลิลิตร หุมแผนฟอยดเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 

4 °C  

 
4. สารละลาย 0.04 N HCl  ใน isopropanol   
 เติม HCl  0.331 มิลลิลิตร  ลงใน 80 มิลลิลิตร isopropanol  ปรับปริมาตรใหได 100 

มิลลิลิตรดวย isopropanol  เก็บที่อุณหภูมหิอง 
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5. Tris-HCl   pH 8 
Tris base      121 กรัม 

 น้ํากล่ัน       800 มิลลิลิตร 

 ละลาย Tris base ใหเขากัน ปรับ pH ดวย HCl ใหเทากับ 8 จากนัน้เติมน้ํากล่ันจน

ปริมาตรเปน 1 ลิตร นําไปฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 121 °C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 

นาที เก็บไวทีอุ่ณหภูมิ  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 

เติมน้ํากล่ันทีฆ่าเชื้อแลว (Autoclaved water) จนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมให

เขากัน เก็บไวที่อุณหภูมิ 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 

เติมน้ํากล่ันทีฆ่าเชื้อแลวจนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัเก็บไวที่

อุณหภูมิหอง 

 
8.  Choloroform/isoamyl alcohol (24: 1 v/v)  

Choloroform      192 มิลลิลิตร 

 Isoamyl alcohol     8 มิลลิลิตร 

 

 

 

 



 150 

9. 20 % Polyethylene glycol 6000 (PEG) 
Polyethylene glycol 6000    20 กรัม 

 NaCl       14.61 กรัม 

เติมน้ํากล่ันทีฆ่าเชื้อแลวจนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัเก็บไวที่

อุณหภูมิหอง 

 
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 

เติมน้ํากล่ันจนไดปริมาตรเปน 1 ลิตร แลวผสมใหเขากัน นําไปฆาเชื้อ ที่อุณหภูม1ิ21 °C  

ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เกบ็ไวที่อุณหภูมหิอง  

 
11. 0.5 M EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) 

EDTA       86.10 กรัม 

น้ํากล่ัน       800 มิลลิลิตร 

ละลาย EDTA ใหเขากัน ปรับ pH ดวย NaOH ใหเทากับ 8 จากนัน้เติมน้าํกล่ันจน

ปริมาตรเปน 1 ลิตร นําไปฆาเชื้อโดยความรอนชืน้ ทีอุ่ณหภูมิ 121°C ความดัน 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ีเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 °C 
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ภาคผนวก ค 
 

วิธีการทดลอง 
 

1.  การวัดคาความเปนกรด-ดาง  (pH)  ของตัวอยางดิน 
 

 ชั่งตัวอยางดินตัวอยาง  5 กรัม  เติมน้ํากล่ัน  10 มิลลิลิตร  (1:2)  นําไปเขยาดวย rotary 

shaker 200 rpm  เปนเวลา 30 นาท ี  ต้ังทิง้ไวใหตกตะกอน  จากนั้นนําไปวัดคาความเปนกรด-

ดาง   ดวย pH meter 

 
2.  เทคนิค Slide Culture 
 
 ขีดแอกติโนมัยซีทีสบนอาหารเล้ียงเชื้อ  นําแผนปดสไลดที่ฆาเช้ือแลว  มาเสียบเปนมุม

เอียงลงบนรอยขีด  บมจานอาหารเล้ียงเชื้อ  หลังจากนัน้ดึงแผนปดสไลดมาวางบนแผนสไลดที่

หยดสี  lacto phenol cotton blue  ไว  นาํมาสองดูดวยกลองจุลทรรศน 

 

 

 
 

 

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. 
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3.  การหานํ้าหนักแหงของเสนใย (Dry cell weight) 
 
 3.1 นํากระดาษกรอง Whatman No.1  อบที่ 80 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 1 คืน  ทิ้งให

เย็นในโถอบแหง (desicator)  แลวนาํมาชั่งน้าํหนักที่แนนอน 

 3.2 นาํกระดาษกรองมากรองเสนใยออกจากน้าํเล้ียงเช้ือ   

 3.3 นาํกระดาษกรองทีม่ีเสนใยติดอยูเขาตูอบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส  24 ชั่งโมง 

 3.4 นาํออกมาใสในโถอบแหง  ทิง้ไวใหเย็นแลวช่ังน้ําหนกั 

 3.5 นาํคาน้าํหนักของกระดาษกรองมาหกัออกผลที่ไดจะเปนน้ําหนกัแหงของเซลลใน

อาหารเล้ียงเชือ้ 100 มิลลิลิตร 

 
4.  การเตรียมตัวอยางเพือ่การศกึษาดวยกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  
(Scanning electron microscope, SEM)  
  
 4.1 ตัดช้ินวุนที่มีโคโลนีของแอติโนมัยซีสเจริญอยูเปนชิน้ส่ีเหล่ียม  มีพื้นที่ประมาณ 5x5 

mm2  นําช้ินวุนไปอบดวยไอของ 1% ออสเมียมเตตระออกไซด  (Osmium tetaoxide, OsO4)  ใน 

0.1 โมลาร ฟอสเฟสบัฟเฟอร pH 7.4  ทิง้ไวที่อุณหภูมิ  20 ซํ  เปนเวลา 1-2 ชั่วโมง  ภายใตตูควัน   

 4.2 ขจัดน้ําออก (dehydration)  จุมตัวอยางในเอทานอลความเขมขน  30  50  70  90  

และ 100%  ข้ันตอนละ 10-20  นาทีตามลําดับ 

 4.3 การทาํตัวอยางใหแหง  โดยการทําใหแหง ณ จุดวกิฤต (critical point drying)  โดย

การใชเคร่ืองทาํใหแหง (critical dryer model SAMDRI-780) 

 4.4 นาํตัวอยางไปติดบนแทนทองเหลืองดวยการติดตัวอยางทีน่ําไฟฟาได 

(electroconductive adhesive) 

 4.5 นําตัวอยางไปเคลือบผิวดวยทอง  ความหนาประมาณ 20 ไมโครเมตร  โดยใชเคร่ือง 

Ion sputter coater, model JSC-110 

 4.6 นําตัวอยางไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  (Scanning 

electron microscope, IEOL รุน JSM-5410LV) 

 

 ที่มา : ศูนยเคร่ืองมือวิจัยวิทยาศาสตร  และเทคโนโลยี  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นายวรปรัชญ  ศรีสุขคํา  เกิดเม่ือวนัที ่ 17 สิงหาคม พ.ศ. 2524  ที่จังหวัดนาน  สําเร็จ

การศึกษาระดับมัธยมศึกษาจากโรงเรียนศรีสวัสด์ิวิทยาคาร จังหวัดนาน  สําเร็จการศึกษาระดับ

วิทยาศาสตรบัณฑิต  ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ  มหาวิทยาลัยมหิดล  เมื่อปการศึกษา 2546  

และเขาศึกษาตอในระดับวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต  หลักสูตร    จุลชีววทิยาทางอุตสาหกรรม  

ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร  จฬุาลงกรณมหาวทิยาลัย  เมือ่ปการศึกษา 2547 
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