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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

 แอกติโนมัยซทิีสเปนจุลินทรียที่จัดอยูในพวกแบคทีเรีย  ติดสีแกรมบวก  แตมลีักษณะ

โคโลนีคลายราโดยมีการสรางเสนใย (hypha) ประกอบดวย เสนใยอาหาร (substrate mycelium), 

เสนใยอากาศ (aerial mycelium) และสรางสปอรเรียกวา โคนิเดีย (conidia) (Cross และ 

Goodfellow, 1973)  โคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อมีลักษณะเปน ผงแปง หรือ เปนแผนหนัง 

โคโลนีมหีลากหลายส ีเชน ขาว เหลือง สม ชมพู เขียว มวง และแดง เปนตน  แตถาศึกษาภายใต

กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนจะเหน็เปนเสนใย และมีสปอรเรียงตอกนัเปนสายขดมวนอยูบริเวณ

ปลายเสนใย เชน Streptomyces หรือบางชนิดไมสรางสปอรแตเสนใยจะแตกหักเปนทอนๆ

ลักษณะคลายอาโทรสปอร (arthospore) เชน Norcardia แอกติโนมยัซิทสีพบไดทั่วไปใน

สิ่งแวดลอม  ทําหนาทีเ่ปนผูยอยสลาย (saprophyte) สามารถยอยสลายอินทรียวตัถุที่มีโครงสราง

ซับซอนได เชน เซลลูโลส ลกินนิ เพคตนิ และไคติน เปนตน  สภาวะในอินทรียวัตถทุี่เนาเปอยผพุงั

และในมูลสัตวเปนสภาวะทีเ่หมาะสมตอการเจริญของแอกติโนมยัซิทสี  เนื่งจากมีอินทรียวัตถุ, 

ความชืน้, ออกซิเจน และมีคาความเปนกรดเบสปานกลางถึงดาง โดยมีรายงานสนับสนนุดังนี้  

Sykes และ Skinner (1973)  สามารถแยก  Streptosporangia  ไดจากมูลสัตว   Mara และ 

Oragui (1981) แยกแอกติโนมัยซทิีสจนีัส Micromonospora, Streptomyces และสายพนัธุ 

Rhodococcus coprophilus ไดจากมูลสัตวกินพืช (herbivore dung) ไดแก ววั, เกาะ, มา, ไก 

และ หาน    Ouhdouch และคณะ, (1996) สามารถแยกแอกติโนมัยซิทีสไดจากมูลแพะ ซึ่งเปน

สายพนัธุที่สามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้ง Candida tropicalis และ Pythium irregalare ได  

นอกจากนี้สามารถแยกแอกติโนมัยซทิีสไดจากมูลอูฐ ซึ่งเปนสายพนัธุที่สามารถสรางสารปฏิชีวนะ

ยับยั้ง Candida albicans, Candida tropicalis  และ Pythim irregalare ได  แอกติโนมยัซิทีสใน

มูลสัตวอาจไดมาจาก micro flora ของพืชอาหารสัตว หรือแอกติโนมัยซทิีส  เอ็นโดไฟท 

(endophytic actinomycetes)  สวนใหญอยูในจีนัส  Streptomyces  (Ouhdouch และคณะ, 

2001)  ทําใหแอกติโนมัยซทิีสปะปนอยูกบัพืชอาหารสด  หรืออยูในอาหารแหงสาํหรับ     ปศุสตัว 

เชน หญาแหง ฟางแหง หรือเมล็ดพืช  ตอมามีรายงานสนับสนนุวาพบ จนีัส Streptomyces, 

Micromonospora  และ Norcardia  อยูบริเวณรากพชื (rhizosphere) ที่ใชเปนอาหารสัตว  พบ 

Thermomonospora ในฟางหมกัและในมูลสัตวที่มเีซลลูโลสสูง (Gesheva, 2001)  ดังนัน้มูลสัตว

จึงเปนแหลงหนึ่งที่นาสนใจในการแยกแอกติโนมัยซทิีส  เนื่องจากเปนแหลงที่มีสภาวะเหมาะสม

 



 

ตอการเจริญของแอกติโนมยัซิทีส  และแอกติโนมยัซิทีสอาจติดมากับพืชอาหารสัตวเขาไปใน

ทางเดินอาหาร แลวถูกขับถายออกมาอยูในมูลสัตว  

 สารออกฤทธิท์างชีวภาพ (Bioactive compounds) ที่ผลิตโดยแอกติโนมยัซิทสีมีความ

หลากหลาย ไดแก  สารยับยั้งจุลนิทรีย  สารยับยัง้เซลลมะเร็ง  หรือสารยับยัง้เอนไซม  นอกจากนี้

ยังสรางเอนไซมซึ่งสามารถนาํมาใชในอุตสาหกรรม เชน การใชเอ็นไซมเซลลูเลส ที่ผลิตโดย 

Thermomonospora spp. ในอุตสาหกรรมทอผาในการพิมพลายผา  เอ็นไซมอะไมเลส ที่ผลิตโดย 

Streptomyces spp. ใชในการทาํน้าํเชื่อมมอลโทส (maltose syrups)  ดานการเกษตรใชเอ็นไซม

ไคตินเนสผลิตโดย Streptomyces spp. เพื่อยอยสลายผนงัเซลลของราโดยเฉพาะราที่กอใหเกิด

โรคพืช  ดานการแพทยสารปฏิชีวนะ corminomycin ผลิตโดย Actinomadura carminala ใชเปน

สารยับยัง้เซลลมะเร็ง,  bleomycin sulfate ผลิตโดย Streptomyces verticilus  ใชเปนสารยับยัง้

เซลลมะเร็งโดยใชบําบัดในผูที่เปนมะเร็งตอมน้ําเหลือง, rifamycin B ผลิตโดย Streptomyces 

albovinaceus ใชเปนยาตานไวรัส  และ  amphotericin B ผลิตโดย Streptomyces nodosus ใช

เปนยาปฏิชีวนะยับยั้งเชื้อรา   60-70% ของยาปฏิชีวนะผลิตจากแอกติโนมยัซิทสี  และในจํานวน

ดังกลาว 50% มาจาก Streptomyces spp. ดวยปจจุบันไดเกิดการดื้อยาของจุลินทรียกอโรค

เนื่องจากการกลายพันธุ ทาํใหจุลินทรียสามารถปรับตัวใหทนตอยาปฏิชวีนะได เชน 

Mycobacterium tuberculosis ซึ่งเปนสาเหตทุี่ทาํใหเกิดวัณโรค เกิดการดื้อยาเนือ่งจากเชื้อจะไป

ปรับเปลี่ยน antibiotic target ทําใหยาที่ใชอยูไมสามารถทําลายเชื้อได  ดังนัน้การแยกแอกติโนมยั

ซิทีสเพื่อใหไดหลากหลายสายพนัธุ  และมีความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลนิทรียที่

ดื้อยาหรือโรคใหม ๆ ที่เกิดจากการติดเชื้อได  มีผลชวยแกปญหาการดือ้ยาและการแพยา  หรือการ

คนพบสารยับยั้งเซลลมะเร็งเปนความกาวหนาของการพฒันาในการรักษาโรคมะเร็ง  แตการที่จะ

แยกแอกติโนมัยซิทีสใหไดหลากหลายสายพนัธุและเปนสายพนัธุใหม นั้นจําเปนตองคัดแยกจาก

แหลงในธรรมชาติซึ่งยงัไมมผูีนํามาแยกหาเชื้อชนิดนี้ เชน ในมูลสัตวเปนอีกแหลงหนึ่งที่นาสนใจใน

การนาํมาแยกหาแอกติโนมยัซิทีสซึง่ยงัไมมีรายงานในประเทศไทยวานํามูลสัตวมาแยกเชื้อชนิดนี ้

แตมีรายงานในตางประเทศวาสามารถแยกแอกติโนมยัซิทีสไดจากมลูสัตวดังรายงานขางตนดงันัน้ 

การวิจยัจึงมจีดุมุงหมายในการศึกษาแยกหาแอกติโนมัยซิทีสที่มาจากมูลสัตวกินพืชในประเทศ

ไทย  ซึง่คาดวานาจะมคีวามหลากหลายของสายพันธุเพราะเปนแอกติโนมัยซิทีสประจําถิน่ใน

ประเทศไทยทีย่ังไมมีการคนพบ นอกจาก Streptomyces ซึ่งมีอยู 70-90% ของสายพนัธุทัง้

หมดแลวยงัมุงเนนที่จะศึกษาแอกติโนมยัซทิีสจีนัสทีพ่บไดยาก (rare actinomycetes) เชน 

Micromonospora, Microbispora,   หรือDecthylosporangium  เพือ่ที่จะมีโอกาสพบสายพนัธุที่

อาจสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพชนิดใหมเพื่อนาํไปประยุกตใชทางการแพทยตอไป 
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วัตถุประสงค 
 แยกแอกติโนมัยซิทีสจากมลูสัตวกินพืชจากแหลงตาง ๆ ในประเทศไทยที่สามารถสราง

สารปฎิชีวนะยับยั้งจุลินทรีย  และเซลลมะเร็งได  จาํแนกสายพันธุของแอกติโนมยัซทิีสที่คัดเลือก   

 
ขั้นตอนการวจิัย 

1. สํารวจ และเกบ็ตัวอยาง 

2. แยกชนิดของแอกติโนมัยซทิีสจากมูลสัตวกินพืชใหบริสุทธ  และเก็บเชื้อบริสุทธิ ์
3. ทดสอบความสามารถของแอกติโนมยัซิทสีในการสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพ ไดแก

สารปฏิชีวนะยับยั้งจุลนิทรีย และเซลลมะเร็ง 

4. พิสูจนเอกลักษณของแอกติโนมัยซิทีสสายพนัธุที่สรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพโดย
ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา  การทดสอบทางชีวเคมี  และทางอณูพันธุศาสตร  

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
 ผลการคัดเลือกและจําแนกสายพนัธุของแอกติโนมัยซทิีสที่สามารถผลิตสารปฏิชีวนะ

ยับยั้งจุลนิทรียและเซลลมะเร็งได  จะเปนองคความรูพืน้ฐานของการศึกษาแอกติโนมัยซทิีสที่มี

ความสามารถในการผลิตสารปฏิชีวนะ  ซึง่สามารถนําเชือ้ที่แยกไดไปใชประโยชนตอในการพัฒนา

ทางดานอุตสาหกรรมยาตอไป   
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บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

2.1 ประวัติการคนพบ 
 

 แอกติโนมัยซทิีส (actinomycetes) มีรากศัพทมาจากภาษากรีก คือ aktisc แปลวา a ray 

beam และ mykes แปลวา fungus  ซึ่งชื่อที่ตั้งขึ้นมานี้มาจากลกัษณะโคโลนทีี่เปนกลุมเสนใยแผ

ออกเปนรัศม ี (ray fungus) เร่ิมแรกแอกติโนมัยซทิีสถกูจัดกลุมใหอยูระหวางแบคทีเรียและรา  แต

ในปจจุบันถูกจัดใหอยูในโปรคาริโอท (prokaryot)  มีการรายงานถงึแอกติโนมยัซิทีสคร้ังแรกในป 

ค.ศ.1874 โดย Hansen อางถงึโดย Krsek และคณะ (2000)  ไดพบจุลินทรียที่มลีักษณะเหมือน

บาซิลลัส เซลลเปนรูปแทง (rod) ตอกันเปนสายยาว  ตอมาไดตั้งชื่อจุลินทรียชนิดนีว้า 

Mycobacterium leprae  และในป ค.ศ.1875 Cohn ไดตั้งชื่อจุลินทรียชนิดหนึง่ที่สรางสายใยและ

มีสปอรเรียงตอกันเปนสายซึง่แยกไดจากกอนนิว่ทีพ่บในทอน้าํตา (concretions of human 

lachrymal ducts) วา Streptothrix foersteri  ในป ค.ศ.1877  Harz อางถึงโดย Waksman 

(1950) ไดตั้งชื่อจุลินทรียที ่ เปนสาเหตุของโรค lumpy jaw ในวัวทีถู่กคนพบโดย Bollinger วา 

Actinomyces bovis  เนื่องจากกลุมสายใยของเชื้อแผออกเปนรัศมี และในป ค.ศ.1882 Kock 

แยกเชื้อ Mycobacterium tuberculosis ที่เปนสาเหตขุองวัณโรคในมนุษยได (Krsek และคณะ, 

2000) และในเวลาตอมาไดมีรายงานถึงสปชีสอ่ืน ๆ เชน Saccharopolyspora rectivirgula และ 

บางสปชีสของ Thermoactinomyces  เปนสาเหตุของโรคถุงลมในปอด (farmer’s lung),  จีนสั 

Dermatophilus เปนสาเหตุของโรคผิวหนังในววัและแกะ, Streptomyces scabies เปนสาเหตุ

ของโรค potato scab ในมนัฝร่ัง  และ Rhodococcus fascines เปนสาเหตุของโรค leaf galls 

(Miyadoh และคณะ, 1997)  อยางไรก็ตามแอกติโนมยัซิทีสสวนใหญอาศัยอยูในสิง่แวดลอมอยาง

อิสระ (free-living)  ทําหนาที่หลกัเปนผูยอยสลายอนิทรียวัตถุในดิน (saprophytic organism)  

พบแอกติโนมยัซิทีสกระจายทั่วไปในดนิ, แหลงน้ํา, อากาศ และ ตนพืช  การคนพบ Streptomycin 

ซึ่งเปนยาปฏิชวีนะกลุม aminoglycoside  ที่ผลิตจาก Streptomyces griseus โดย Schatz และ 

Waksman ในป ค.ศ. 1943  นําไปสูการเพิ่มความสนใจในแอกติโนมยัซิทีสที่จะนํามาใชเปนแหลง

ผลิตยาปฏิชีวนะ ยาปฏิชีวนะหลายชนิดผลิตจาก Streptomyces sp. และ Streptoverticillium 

sp. ยาปฏิชวีนะที่ผลิตจากแอกติโนมัยซทิีสมีหลายกลุมเชน chloramphenical, tetracyclines, 

marcrolides, B-lactam และ cephamycin แอกติโนมัยซทิีสไมผลิตเพียงแต antibacterial 

antibiotics เทานัน้แตยังรวมถึง antifungal, anticancer และ antiviral antibiotics อีกดวย และยงั



 

รวมถึงสารทุตยิภูมิอีกหลายชนิดเชน เอ็นไซม  วิตามนิ  และสารยับยัง้เอ็นไซม  จีนัสอ่ืน ๆ ทีพ่บได

ยากที่สามารถผลิตสารออกฤทธิท์างชวีภาพได เชน  Actinoplanes, Micromonospora, 

Dactylosporangium, Microbispora, Streptosporangium  และ  Kibdelosporangium  (Krsek 

และคณะ, 2000) 

 
2.2 ลักษณะทัว่ไปของแอกติโนมัยซิทีส 

แอกติโนมัยซทิีสเปนแบคทีเรียแกรมบวกทีม่ีเปอรเซ็นเบสกวานนี (guanine) และไซโตซีน 

(cytosine) ใน DNA มากกวา 55 เปอรเซ็น  ซึ่งสูงกวาแบคทีเรียแกรมบวกทัว่ไป  (Krsek และคณะ

, 2000)  แอกติโนมัยซทิีสถกูจัดใหอยูในกลุมของแบคทีเรียเนื่องจากไมมีเยื่อหุมนวิเคลียส  และไม

โตคอนเดรีย (Crossa และ Goodfellow, 1973)  นอกจากนี้ผนงัเซลลของแอกติโนมยัซิทีสยัง

ประกอบดวย  mucopeptide (N-acetyl glucosamine เชื่อมกับ N-acetyl muramic acid), 

glutamic acid, glycine และ alanine (Waksman และ Henrici, 1974)  แตทางสัณฐานวทิยา

แอกติโนมัยซทีีสมีลักษณะคลายรา  คือมีการสรางเสนใยและสรางสปอรบนเสนใยแตเมื่อพิจารณา

ถึงองคประกอบของผนังเซลลแลวมีความแตกตางกนั คอื  ผนังเซลลของราประกอบดวย glucans, 

mannans  และ chitin (Cummins, 1958)  และเสนใยของแอกติโนมัยซิทีสมีขนาดเล็กกวาเสนใย

ของราคือมีเสนผาศนูยกลางประมาณ 0.5-2.0 ไมโครเมตร  มีการสรางสปอรบนเสนใยอากาศ 

(aerial mycelium)  และหรือสรางสปอรทั้งบนเสนใยอากาศและบนเสนใยอาหาร (substrate 

mycelium)  สปอรมีลักษณะเปนสปอรเดี่ยว  สปอรคู  หรือตอกันเปนสายยาว  สายสปอรอาจมี

ลักษณะตรง ขดเปนวงตรงสวนปลาย  ขดเปนเกลียว  และอาจมีการสรางสปอรในอับสปอร 

(sporangium) เชน Streptomyces sp. สรางสปอรเปนสายยาวบนเสนใยอากาศ,  

Thermomonospora  sp. สรางสปอรเดี่ยวอยูรวมกนัเปนกลุม (clusters) ทั้งบนเสนใยอากาศและ

เสนใยอาหาร,  Nocardia sp.   สรางเสนใยอาหารแตกหักเปนชิน้ ๆ (fragmenting substrate 

mycelium)  และสรางเสนใยอากาศมีสายสปอรลักษณะเหมือน arthrospores,  Rhodococcus 

sp. สรางเสนใยอาหารแตกหักเปนชิน้ ๆ อยางรวดเร็วแตละชิ้นจะเปลีย่นรูปรางเปนรูปกลม  โคโลนี

ดานบนมีลักษณะเปน mass of coccoid elements,  Atinoplanes sp. สรางอบัสปอรรูปกลม 

(globose sporangia) บนผิวโคโลน ี ภายในอับสปอรบรรจุสปอรที่เคลื่อนที่ได (zoospores) และ  

Dactylosporangium sp. สรางอับสปอรรียาว (tubular sporangia)  บนผวิโคโลนีซึ่งภายในอบั

สปอรบรรจุสปอรที่เลื่อนที่ได  และนอกจากนี้ยงัสรางสปอรเดี่ยวรูปกลม (aleuriospores) บนเสน

ใยอาหาร (William และคณะ, 1989) 
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2.3 สัณฐานวิทยาของแอกติโนมัยซิทีส 

2.3.1 การสรางโคโลนีของแอกติโนมัยซิทีส 

         โคโลนีของแอกติโนมยัซิทีสเกิดจากการสรางเสนใยจํานวนมาก  จนเกิดการรวมกนั

เปนกลุมกอนเรียกวา โคโลนี (colony) ซึ่งความหมายของโคโลนีของแอกติโนมยัซิทีสจะตางจาก

โคโลนีของแบคทีเรีย  เนือ่งจากโคโลนขีองแบคทีเรียจะเกิดจากเซลลเดี่ยวหรือกลุมของเซลลทีม่ี

ลักษณะเหมือนกนั  แตโคโลนีของแอกติโนมัยซทิีสเกิดจากการรวมกนัของเสนใย  เปนกลุมเสนใย

ท่ีหนาแนน  การสรางโคโลนบีนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งเริ่มจากหวัเชื้ออาจมาจากสปอรเดี่ยว  อับสปอร  

สวนของเสนใยที่แตกหัก  หรือจากบางสวนของโคโลนีเดิม  เมื่อหวัเชือ้ตกลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง  

จะพัฒนาเปนเสนใยอาหาร เมื่อเสนใยอาหารเจรญิเต็มที่จะแทงผานอาหารขึน้มาเปนเสนใย

อากาศซึง่เปนสวนที่สัมผัสกบัอากาศโดยตรง  จากนัน้มีการเปลี่ยนแปลงลักษณะของโคโลน ี เชน  

สรางสปอรโดยการแบงตวัของเสนใยเริ่มจากการสรางผนังกั้นภายในเสนใย  โดยทัว่ไปเสนใยมกัมี

ผนังกั้นชัน้เดียวเพื่อความคงตัว  และสรางเปนเสนใยแข็ง  (Kalakoutskii และ Agre, 1976)  

ลักษณะของโคโลนีมีความแตกตางกนัในแตละสปชีส  เชนใน Streptomyces  มีทัง้เสนใยอาหาร

และเสนใยอากาศเปนโครงสรางหลกัของโคโลนี ดงัแสดงในรูปที ่2.1  ใน Micromonospora  และ 

Actinoplanes ไมมีเสนใยอากาศจะสรางสปอรและอับสปอร (sporerangium) ตามลําดับโดยตรง

จากเสนใยอาหาร  การสรางเสนใยของ Sporichthya  ถูกจํากัดทาํใหมีเสนใยอากาศสั้น  โคโลนี

ของแอกติโนมยัซิทีสมีลักษณะนูน (raised), เรียบแบน (flat) บางครั้งมีลักษณะคลายแผนหนงั 

(leather) มีความหลากหลายตั้งแตนุมเหนียวจนถึงแข็ง  สีของโคโลนมีีสี  ขาว  เหลือง  สม  ชมพ ู 

แดง  มวง  ฟา  เขียว  น้ําตาลและดํา  ผิวของโคโลนมีีลักษณะเรียบ (smooth)  สันนนู (ridged)  

ขรุขระ (rough) เปนรอยยน (wrinkled)  เปนเม็ดเลก็  (granular)  เปนผง (powder)  หรือเปน

เกล็ด (squamous)  ขนาดของโคโลนีข้ึนอยูกับ สปชสี อาย ุ  และสภาวะการเจริญ  เสนผาน

ศูนยกลางของโคโลนีมีความแตกตางตั้งแตหนวยมิลลิเมตรจนถึงเซนตเิมตร (Miyadoh และคณะ, 

1997) 
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รูปที่ 2.1 แสดงตัวอยางวงชวีิต (life cycle)  ของแอกติโนมยัซีส Streptomyces coelicolor 

: ภายใตสภาวะทีเ่หมาะสม germ tube งอกออกมาจากสปอร  เจริญโดยการยืด

ยาวและแตกแขนงบริเวณปลายเสนใย  ไดเสนใยอาหารจํานวนมาก  หลงัจากนัน้ 

2-3 วัน เสนใยจะเจริญแทงขึ้นมาจากในอาหารออกสูอากาศกลายเปนเสนใย

อากาศ  ซึง่ถูกควบคุมโดย ยนี bld  จากนัน้เจริญโดยการยืดยาวบริเวณปลายเสน

ใย  เมื่อเสนใยอากาศเจริญเต็มที่ ยีน whiG  และ  whiJ  ควบคมุใหปลายเสนใย

มวนเปนเกลียว  หลังจากนัน้ ยนี whiA,  whiB,  whiH  และ whiI ควบคุมใหมีการ

แบงเซลลที่ปลายเสนใยโดยการสรางผนังกั้นแบงเสนใยออกเปนสวน ๆ ยนี  whiD  

และ  sigF  ควบคุมใหผนงัเซลลหนาขึ้นกลายเปนผนังสปอรที่มีคุณสมบัติทนตอ

ความแหง และ ยนี whiE  ควบคุมใหสปอรมีสีเขมข้ึน  [ที่มา Atlas of 

Actinomycetes (1997)]  

 

2.3.2 โครงสรางโคโลนขีองแอกติโนมัยซิทีส 

โคโลนีของแอกติโนมยัซิทีสจะมีการสรางเสนใย 2 แบบ คือ เสนใยอาหาร และ

เสนใยอากาศโดยเสนใยทัง้ 2 แบบ จะแสดงลกัษณะและหนาที่ทางชวีวทิยาที่แตกตางกัน  
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โดยทัว่ไปแอกติโนมัยซทิีสจะมีการสรางเสนใยทัง้ 2 แบบ แตบางชนิดสรางเฉพาะเสนใยอาหาร  

ปกติไมพบผนงักัน้เซลลภายในเสนใย  แตอาจพบไดในชวงแรกของกระบวนการแตกหักเปนชิน้ ๆ 

(fragmentation) ของเสนใย  ภายในเสนใยมีโครงสรางหลกัที่แสดงวาแอกติโนมัยซทิีสเปน       

โปรคาริโอต  ดังแสดงในรูปที่ 2.2  คือ ในไซโตพลาสซึม  ประกอบดวยสายดีเอน็เอ,  ไรโบโซม  และ

สารตาง ๆ ที่รวมอยูดวยกนั เชน polyphosphates,  lipids และ  polysaccharides  มีเยื่อหุมเซลล 

(plasma membrane) หอหุมไซโตพลาสซึม ซึ่งเยื่อหุมเซลลบางแหงจะพัฒนาไปเปน 

mesosomes  ตรงบริเวณตดิกับผนังเซลล  

 

รูปที่ 2.2 แสดงองคประกอบภายในไซโตพลาสซึมของเสนใยอาหารในแอกติโนมัยซิทีส: 

(cp) ไซโตพลาสซึม,  (pm) เยื่อหุมเซลล,  (cw) ผนังเซลล,  (me) มีโซโซม,  (se) 

ผนังกั้นเซลล,  (ri) ไรโบโซม,  (DNA) สาย DNA,  และ (re) แองสะสมสารภายใน

เซลล  [ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)]   

 

เสนใยอาหาร  คือ เสนใยที่สรางในระยะ vegetative cell จะเจริญอยูในอาหาร

เลี้ยงเชื้อ  การเจริญของสายใยชนิดนี้จะมขีนาดและรูปรางแตกตางกนั  โดยชวงแรกสีของเสนใยจะ

เปนสีขาวหรือครีม  แตเมื่อเจริญเต็มที่จะกลายเปนสีเหลือง  แดง  ชมพู  สม  เขียว  หรือ  น้ําตาล 

และเมื่อเพาะเลี้ยงแอกติโนมยัซิทีสบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง จะเกิดการเจริญอยางรวดเร็วภายใน

เวลา 2-6 ชั่วโมง  โดยจะมีการสราง germ tube หนึง่ tube หรือหลาย tube ซึ่งจะเจริญตอไปเปน

เสนใยยาวและพัฒนาเปนเสนใยทีม่ีความซับซอนยิง่ขึน้  เสนผานศูนยกลางของเสนใยประเภทนี้

พบไดตั้งแต 0.2-0.8 ไมโครเมตร  บางชนดิพบเสนใยมลัีกษณะโคงและมีการแตกแขนง  โครงสราง

ของเสนใยจะมีความแตกตางกนัขึ้นกับสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ และภาวะที่เชื้อเจริญ

โดยเฉพาะอยางยิง่อุณหภูมแิละสารเคมีทีม่ีผลตอการเจริญ  เมื่อเชือ้มีอายุมากเสนใยชนิดนี้จะมี
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การแตกหักเปนชิ้นสวนสัน้ ๆ บางชนดิอาจมีการแตกหักอยางรวดเร็ว  โดยเฉพาะเมื่ออยูใน

อุณหภูมิสูงหรือเจริญอยูในภาวะที่เปนของเหลว (Sykes และ Skinner, 1973) 

เสนใยอากาศ  คือ  เสนใยที่สรางขึน้ดานบนของเสนใยอาหาร  พบมากในแอกติ

โนมัยซิทีสสวนใหญโดยเฉพาะ จนีัส  Streptomyces  ลักษณะของเสนใยอากาศจะแตกตางกนัไป

ตามกลุมของแอกติโนมัยซทิีส  สวนประกอบของอาหาร  และภาวะของการเลีย้งเชื้อ  เสนใย

อากาศสวนใหญมีเสนผานศนูยกลางตัง้แต 1-1.4 ไมโครเมตร  การเจริญของเสนใยอากาศจะเริ่ม

จากกระบวนการแตกหนอ (sprout)  หรือแตกแขนง  (branching)  จากสวนของเสนใยอาหารแลว

เจริญขึ้นดานบนสัมผัสกับอากาศ  และเกดิการแบงตวั (subdivision)  เพื่อเจริญตอไปเปนเซลลที่

จะพัฒนาเปนสปอรตอไป  โดยปกติเสนใยชนิดนี้จะมีลักษณะสั้น,  ยาว,  ตรง หรือโคง  และมกีาร

แตกแขนงจํานวนมาก  เสนใยอากาศจะเจริญปกคลุมทั้งโคโลน ี  เมื่อสังเกตดูจะมีลักษณะคลาย

ฝุนชอลกอยูบนเสนใยอาหาร  แอกติโนมัยซิทีสบางกลุมสรางสายใยอากาศที่มีลักษณะคลายวง

แหวนเมื่อมองจากดานบนของโคโลนี  โดยลักษณะดงักลาวเกิดจากการชักนาํของยนีของสายใยที่

จะพัฒนาไปเปนสปอร  ปจจัยทีม่ีอิทธพิลตอปรากฏการณนี้คือ  การแพรของสารเคมีบางชนิด  

ความเขมแสง อุณหภูมิและความชืน้ (Waksman, 1950)   

สปอรของแอกติโนมัยซทิีส  การสรางสปอรของแอกติโนมัยซิทีสแสดงใหเห็นถึง

ความแตกตางของกลุมและชนิด  สปอรมหีลายรูปรางหลายลักษณะ เชน  กลม (globose)  รูปไข

(ovoid)  รูปแทง (rod-shaped)  และมีผิวสปอรหลายรูปแบบ เชน เรียบ (smooth),  ขรุขระ 

(irregular rugose),  สันนูนเปนรองขนาน (parallel rugose),  ปุม (warty),  ตุมยาว 

(tuberculate),  หนาม (spiny),  และ  เปนขน (hairy)  การสรางสปอรแบงออกไดเปน 3 ประเภท 

ตามลักษณะโครงสรางภายนอกคือ  สปอรเดียว (single spore),  สายสปอร (spores formed in 

chains)  และสรางสปอรภายในอับสปอร (spore formed within sporangia) 

  1. กลุมที่สรางสปอรเดี่ยว (monosporous) พบในหลายจนีัส เชน ใน 

Micromonospora  กานชสูปอร (sporophores) เกิดขึ้นบนเสนใยอาหาร  สรางสปอรติดอยูกับ

กานชูสปอรส้ัน ๆ และแยกออกมาเดี่ยว ๆ  การสรางสปอรเร่ิมจากสวนปลายสุดของเสนใยมกีาร

พองตัวออก  จากนั้นมกีารสรางผนงักัน้ระหวางกานชูสปอรและสวนที่พองออกเปนสปอร และสราง

ผนังสปอรหนาขึ้น (Kawamoto, 1989)  ปลายสุดของกานชูสปอรอาจแตกแขนงหรือไมแตกแขนง  

การแตกแขนงของปลายกานชูสปอรทาํให  Thermomonospora  ที่สรางสปอรเดี่ยวตรงบริเวณ

ปลายกานชูสปอรมีสปอรอยูรวมกนัเปนกลุม  Saccharomonospora  มีการสรางสปอรเดี่ยวรูปไข

ที่ปลายเสนใยอากาศ  มีกานชูสปอรสัน้และไมแตกแขนง  อาจเรียกสปอรเดี่ยวของทัง้ 3 จีนัส
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ขางตนวา  aleuriospores  เพราะสปอรเกิดจากปลายเสนใยมีการโปงออก (Cross, 1989) 

ลักษณะการสรางสปอรเดี่ยวของ Micromonospora, Thermomonospora, และ  

Saccharomonospora  แสดงดังรูปที ่2.3  

A   B   C 

รูปที่ 2.3 แสดงการสรางสปอรเดี่ยวของแอกติโนมยัซีทีสใน  (A) Micromonospora,  (B)  

Themomonospora,  และ  (C) Saccharomonospora  [ที่มา Atlas of 

Actinomycetes (1997)]   

  2. กลุมที่สรางสปอรเปนสาย  การสรางสปอรเปนสายเกดิจากเสนใยมกีารแบงตัว

เปน segments ตามขวาง  แตละ segments สามารถพัฒนาเปนสปอรได  ในแอกติโนมัยซทิีสมี

การสรางสปอรแบบนี้เปนสวนมาก  สามารถแบงเปนกลุมไดโดยพิจารณาถงึความยาวของสาย

สปอรหรือจํานวนสปอร  คือ สปอรคู (bisporous),  สปอรสายสั้น (oligosporous)  และสปอรสาย

ยาว (polysporous)   

   สปอรคู ประกอบดวย คูของสปอรเรียงตอกนัตามยาว พบในสกุล 

Microbispora  เปนการสรางสปอรทีพ่บไดยาก  มีลกัษณะเปนสปอรคูทรงรีมีเสนผานศูนยกลาง

มากกวา 2 ไมโครเมตร  อาจเกิดขึ้นบนเสนใยอากาศโดยตรง  หรือเกิดบนกานชูสปอรสั้น ๆ 

ลักษณะสปอรของ Microbispora  แสดงดังรูป 2.4 (A)  การสรางสปอรของ Microbispora  เร่ิม

จากเสนใยอากาศแตกหนอออกทางดานขางเปนกิง่สั้น ๆ จากนัน้สวนที่เปนกิ่งมีการพองออกและ

สรางผนงักัน้ตรงกลาง  แอกติโนมยัซิทสีที่สรางสปอรแบบ bisporous ไมไดพบเฉพาะในจนีสั

Microbispora เทานัน้ซึง่ลักษณะสปอร 2 สปอร ที่เรียงตอกันตามแนวยาวยังพบใน  

Actinomadura echinospora,  Actinomadura rugatobispora (Kroppenstedt และคณะ, 1990 

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

   สปอรสายสั้น  สวนมากพบ 7-20 สปอรตอสาย  นอยทีสุ่ดคือ  3 สปอร  

และบางสปชสีจะมีสปอรมากถงึ 30 สปอร เชน Nocardia brevicatena  สรางสปอรสายสั้น ๆ บน

เสนใยอาหารและเสนใยอากาศ  โดยมีจาํนวนสปอร 2-7 สปอรอยูบนกานชูสปอร  สายสปอรอาจมี
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การแตกแขนง และมีการแตกหักของเสนใยอาหารแสดงดังรูป 2.4 (B)  Saccharopolyspora  

rectivirgula  สรางสปอรตอกันเปนสายมีจาํนวนสปอรนอยกวา 5 สปอรบนกานชูสปอรที่อยู

บริเวณดานขางและปลายของเสนใย (Korn-Wendisch และคณะ, 1989) ในจีนัส  Actinomadura  

และ  Microtetraspora  สรางสายสปอรสั้น ๆ บนเสนใยอากาศ  จํานวนสปอรบนสายสปอรมี

ตั้งแต 4 สปอร จนถึง 20 สปอร  สายสปอรอาจมีลักษณะตรง (straight),  เปนขอ (hooked), เปน

วงเปด (open loop),  หรือเปนเกลยีว (spiral) ซอนกนั 1-4 ชั้น เชน Actinomadura pusilla สราง

สายสปอรเปนเกลียวพนัซอนกนัแนน   Streptoverticillum  มีลักษณะเฉพาะคือ  สรางกานชูสปอร

เปนวงรอบเสนใยแกน  สายสปอรสั้นอาจมีลักษณะบดิเปนเกลยีวซอนติดกัน  หรือโคงงอ และเสน

ใยแกนที่มีสายสปอรจะมีการบิดตัว (Locci และ Schofield, 1989) แสดงดังรูปที ่ 2.5 (D)  จีนสั 

Macrospora,  Microcelobosporia  และ  Elytrosporangium  สรางสปอรขนาดใหญในสาย

สปอรส้ัน ๆ อยูบนเสนใยอาหาร   Sporichthya polymorpha  สรางสปอรสายสั้นบนเสนใยอากาศ  

ซึ่งสปอรมีลักษณะเปนรูปแทงจนถงึรูปกลม  Catellatospora  สายสปอรมีลักษณะตรงจนถงึโคง

งอ  มีจาํนวนสปอร 5-30 สปอร อยูบนปลายกานชูสปอรที่แทงขึน้มาจากอาหาร  กานชูสปอรมี

ขนาดสั้นและอาจแตกแขนงหรือไมแตกแขนง  (Asano และ Kawamoto, 1986)  ดังแสดงในรูป 

2.4 (C)  

A    B       C 

รูปที่ 2.4 แสดงแอกติโนมัยซิทีสกลุมทีส่รางสปอรเปนสายคูและสายสั้น  A. การสรางสปอร

แบบ disporous ของ Microbispora,  B. และ C.  การสรางสปอรแบบ  

oligosporous  ของ  Nocardia brevicatena  และ  Catellatospora  ตามลําดับ  

[ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)]   

   สปอรสายยาว  แอกติโนมยัซิทีสที่สรางสปอรสายยาวทีส่ําคัญ คือ จนีัส 

Streptomyces  มีการสรางสปอรเปนสายยาวมากกวา 50 สปอร  สปอรของ Streptomyces และ

แอกติโนมัยซทิีสชนิดอืน่ทีม่สีปอรสายยาว  มกัเรียกวา  arthospores  คือมีการสรางสปอรเปนสาย

โดยเกิดการแตกหักของเสนใยที่เกิดจากการแบงเปนสวน ๆ ของเสนใยเดิม  บริเวณที่เกิดการ

แตกหักเกิดจากการกระตุนโดยยีนแบบสุม  ความแตกตางของลักษณะของสายสปอรสามารถใช
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เปนมาตรฐานในการจัดหมวดหมูได (Ettlinger และคณะ,1958  อางถึงโดย Pridham และคณะ, 

1958  อางถงึโดย korn-Wendisch และ kutzner, 1981)  การสรางสปอรบนเสนใยอากาศของ 

Streptomyces  แสดงดงัรูปที ่ 2.5 (A, B, C และ D)  ซึ่งมีความแตกตางกนัสามารถแบงออกได

เปน 4 ลักษณะคือ 

•      Rectiflexbilles  ลักษณะของสายสปอรตรงหรือโคงงอ 

• Retinaculiaperti  ปลายสายสปอรคลายขอ (hook)  เปนวงเปด  

หรือเปนเกลียวซอนกัน 1-3 ชั้น 

• Spira  สายสปอรมวนเปนเกลียว  แยกออกไดเปน 2 แบบ คือ 

เปนวงปดเปนเกลียวติดกนัแนน   และเปนเกลียวแบบวงเปดเกลียวยาวยืดไมติดกันแนน 

• Verticillati  สายสปอรขดคลายกนหอย  และแตกแขนงออกเปน

ชอ 

ในบางกรณีสายสปอรขดเปนเกลยีวแนนและมีสปอรจํานวนมาก  ทําใหมีลักษณะเหมือนกับอับ

สปอร หรือ pycnidia เชนในจนีัส Actinosporangium และ Actinopycnidium  สวนในจีนสั

Pseudonocardia สรางสายสปอรบนเสนใยอาหารและเสนใยอากาศที่มีลักษณะซิกแซก (zigzag 

shaped) จนีสั Nocardiopsis  สามารถสรางสายสปอรบนเสนใยอากาศไดจํานวนมาก  สปอรอาจ

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

รูปที่ 2.5 (E) 
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รูปที่ 2.5 แสดงการสรางสปอรสายยาวของแอกติโนมัยซีทีสใน จนีัส Streptomyces : (A) 

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

อากาศของจนีสั Streptoverticillum และ Streptomyces  และ  (E) fragmenting  

branched ในเสนใยอากาศของจีนัส Nocardiopsis  [ที่มา Atlas of 

Actinomycetes (1997)]   

  3. กลุมที่สรางสปอรในอับสปอร  มีหลายจีนัสที่สรางสปอรในอับสปอร  ภายใน

อับสปอรมีสปอรอยูมากมาย  สามารถแบงกลุมแอกติโนมัยซิทีสที่สรางอับสปอรไดเปนสองกลุม

ใหญ คือ  กลุมที่สรางอบัสปอรบนเสนใยอาหารและกลุมที่สรางอับสปอรบนเสนใยอากาศ 

   กลุมที่สรางอบัสปอรบนเสนใยอาหาร  ประกอบดวยจีนัส Actinoplans  

อับสปอรมีลักษณะเปนทรงกลม  หรือเกือบกลมจนถึงไมเปนรูปทรงทีแ่นนอน  มีเสนผานศูนยกลาง

ประมาณ 5-15 ไมโครเมตร อับสปอรสรางขึ้นบนเสนใยอาหารโดยตรง  โดยมีกานชูอับสปอร 

(sporangiophore)  ยืน่ขึน้มาจากเสนใยอาหาร  และที่ปลายสุดของกานชูอับสปอรมีการแตก

แขนงออกเปนสายสปอรหลายสายขดมวนเปนกอนภายในผนงัหอหุม หรือบางสปชีสในจนีัส 

Actinoplans  สรางอับสปอรรูปทรงกระบอก  ทรงขวด  ขนาดของอับสปอรเฉลี่ยกวาง 10 

ไมโครเมตร ยาว 15 ไมโครเมตร  ภายในอับสปอรมีสปอรเปนรูปแทงตอกนัเปนสาย (Couch, 

1963 อางถงึโดย Vobis, 1987) ลักษณะของอับสปอรในจีนัส  Actinoplans แสดงดังรูปที ่2.6 (A)   

จีนัส  Pilimelia  สรางอับสปอรบนผิวของอาหาร  อับสปอรมีลักษณะเปนรูปทรงกระบอก หรือ   
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ทรงกลม  ขนาดประมาณ 10-15 ไมโครเมตร  สปอรเปนรูปแทงเรียงตัวปนแถวขนานกนั  หรือ

วกวนไมเปนระเบียบ  ลักษณะของอับสปอรในจีนัส Pilimelia แสดงดังรูปที่ 2.6 (B)  จีนสั 

Dactylosporangium  จีนัสนี้มีจํานวนสปอรแบบ  oligosporous  คือ มีสปอรประมาณ 2-5 สปอร

อยูในอับสปอรที่มีรูปรางคลายนิว้มือ  แสดงดังรูปที ่2.6 (C) (Vobis และ Kothe, 1985)   

  A 1   2    3    4 5 

  B       6       7          8                  C 9 

รูปที่ 2.6 แสดงรูปทรงของอับสปอรที่เจริญบนเสนใยอาหาร (A)  Actinoplanes : 1. ทรง

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

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

รูปทรงกระบอง  [ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)]   

   กลุมที่สรางอบัสปอรบนเสนใยอากาศแสดงดังรูปที ่ 2.7  ประกอบดวย

จีนัส Planomonospora  สรางอับสปอรรูปทรงกระบอก  ภายในมีเพยีงหนึ่งสปอร  จีนัส 

Planobispora  สรางสปอรคูเรียงตอกันตามยาวอยูภายในอบัสปอร  จีนัส Planotetraspora  สราง

อับสปอรทรงกระบอกยาว  ภายในม ี4 สปอร เรียงตอกนัเปนหนึ่งแถว (Runmao และคณะ, 1993)  

จีนัส Planopolyspora  เมื่อเจริญเต็มที่อับสปอรจะมีลักษณะเปนเสนยาวประมาณ 30 ไมโครเมตร  

มีสปอรจํานวนมหาศาลเรยีงตอกันเปนแถวเดี่ยวอยูภายในอับสปอร (Petrolini และคณะ, 1993)  

จีนัส Streptosporangium  สวนมากอับสปอรเปนรูปทรงกลม  มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 10 

ไมโครเมตร  มีการสรางผนังกั้นเสนใยพฒันาเปนสปอรเรียงตอกันเปนสายยาวขดมวนอยูภายใน

อับสปอร  จนีสั Spirillospora สรางอับสปอรเปนรูปทรงกลม  มีเสนผาศูนยกลางประมาณ 5-24 

ไมโครเมตร  สปอรเรียงตัวกันเปนสายและขดเปนวง  ภายในวงของสายสปอรมกีารแตกแขนงของ
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สายสปอร  สปอรมีลักษณะเปนรูปแทง  และโคงงอ  (Williams และ Sharples, 1976 อางถงึโดย 

Petrolini และคณะ, 1992) 

A      B        C 

D        E      F 

รูปที่ 2.7 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)]   

 

2.4 การจัดจาํแนกแอกติโนมยัซิทีส 

 โดยทัว่ไปเมื่อ 20 ปที่แลวขอมูลพืน้ฐานที่ใชในการจัดจําแนกแอกติโนมัยซทิีสมี

เพียงลักษณะทางสัณฐานวทิยา เชน ลักษณะรูปรางและสีของเสนใยอากาศ, เสนใยอาหาร,  

พื้นผวิของสปอร, รูปแบบของสายสปอรและอับสปอร, หรือการสรางรงควัตถ ุ(diffusible pigment)  

และการสรางรงควัตถุเมลานิน  นอกจากนี้ลักษณะทางเคมีของเซลล คือ องคประกอบของผนงั

เซลลที่ประกอบดวย dibasic amino acid  สามารถแบงผนงัเซลลออกไดเปน 4 กลุม คือ กลุมที่

Ⅰ- Ⅳ โดยแตละกลุมจะแตกตางกนัไปตามกรดอะมิโนตรงตําแหนงที่ 3 ของสายเตตระเปปไทด 

(tetrapeptide) และไกลซีนในอินเตอรเปปไทดบริด (interpeptide bridges) และยังรวมถงึการ

วิเคราะหรูปแบบน้ําตาลที่เปนองคประกอบภายในเซลล คือ อะราบิโนส (arabinose),  ฟรุคโคส 

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

ในระยะหลังไดมีการวิเคราะหลําดับเบสที่ประมวลรหสัของ 16S rRNA รวมดวย  จึงทาํใหทราบถึง

ความใกลชิดกนัในทางพนัธกุรรมมากขึน้ และเปนเหตุผลนาํมาซึง่การแกไขการจัดกลุมโดยยาย

บางสกุล (Genus) ในวงศ (Order) เดิมไปอยูในวงศใหมถึงแมวาลักษณะทางสณัฐานวิทยาจะ

แตกตางกนักต็าม  จากเกณฑการจําแนกขางตนสามารถจําแนกแอกติโนมยัซิทสีออกไดเปน 8 

กลุม  (Miyadoh และคณะ, 1997)  และ  (William และคณะ, 1989) 

 

1. Micromonococcus,  Microbacterium  และจีนัสที่ใกลเคียง 

วงคนีห้ายใจโดยใชออกซิเจน (aerobic)  เปน chemoorganotrophic  ผนังเซลลมี  L-

diaminopimelic acid (L-DAP) หรือ  meso-diaminopimelic acid (meso-DAP)  เปน

องคประกอบของผนังเซลล  สมาชิกในวงคนี้มีความหลากหลายเปนอยางมาก ไดแก จีนัส  

Micrococcus,  Kineococcus,  Luteococcus,  และ  Microlunatus  เปนพวกที่ไมสรางเสนใยมี

เซลลเปนรูปกลม  จีนัส Arthrobacter,  Aureobacterium  และ  Curtobacterium  เซลลมี

ลักษณะเปนรูปกลม  รูปแทง  และรูปตัวว ี(V shaped)  จีนัส Cellulomonas  เซลลมีลักษณะเปน

รูปแทงมีการแตกแขนงของเซลล  Oerskovia  และ Dermatophilus เปนจนีัสที่มกีารสรางเสนใย

อาหารและมีการแตกหักของเสนใยกลายเปนสปอรเคลื่อนที่ได โดยเสนใยมีผนังกั้นแบงตวัทั้ง

ตามยาวและตามขวาง  จีนัส Agromyces สรางเสนใยอาหารและมีการแตกหักของเสนใยเปน

สปอรรูปกลม และรูปแทง  จีนัส  Nocardioides  และ Promicromonospora สรางทัง้เสนใย

อาหารและเสนใยอากาศและมีการแตกหกัของเสนใยกลายเปนสปอรรูปแทง   

 2. Mycobacterium,  Nocardia  และจีนสัที่ใกลเคียง 

 วงคนีม้ีองคประกอบของผนงัเซลลซับซอนประกอบดวย meso-DAP,  micolic acid  และ  

arabinogalactan  ไดแก  จนีัสที่มีเซลลเปนรูปกลม และหรือรูปแทง ไมสรางเสนใย คือจีนัส 

Corynebacterium มีการสรางผนังกั้นตามขวางภายในเซลลรูปแทง,  Gordona,  Thukamurella  

และ Mycobacterium เซลลเปนรูปแทงบางครั้งสรางเสนใยทีม่ีการแตกแขนง  จีนัส 

Rhodococcus  สรางเสนใยอาหารแตกแขนงยืดยาว  และมีการแตกหักเปนรูปกลมจนถงึแทงสัน้  

Nocardia  สรางเสนใยอาหารมีการแตกหักเปนรูปกลมและรูปแทง  และสรางเสนใยอากาศมีสาย

สปอร (conidia) สั้นจนถงึยาว  ในวงคนี้มีสายพนัธุที่มีความสําคญัทางอุตสาหกรรม คือ C. 
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glutamium และ C. monoagenes มีความสามารถในการผลิตกรดกลูทามกิ  และทางการแพทย 

คือ M. bovis สายพนัธุ BCG  ใชผลิตวัคซีนปองกันวัณโรค 

 3. Pseudonocardiaceae  และจีนัสที่ใกลเคียง 

 วงคนี้ผนงัเซลลประกอบดวย  meso-DAP  มนี้ําตาล arabinose,  galactose และ 

rhamnose เปนองคประกอบของเซลล ไดแก จีนัสทีส่รางสายสปอรยาวบนเสนใยอากาศและเสน

ใยอาหาร คือ Actinopolyspora และ Amycolatopsis  จีนัสที่สรางสายสปอรยาวบนเสนใยอากาศ

อยางเดยีวและสรางสปอรเคลื่อนที่ได คอื Saccharopolyspora และ Actinokineospora  จนีัส  

Pseudonocardia และ Saccharothrix สรางเสนใยอากาศเปนรูปซิกแซก จีนัส 

Saccharomonospora  สรางสปอรเดี่ยวบนเสนใยอากาศ  จนีัสทีส่รางโครงสรางคลายอับสปอร

รูปกลม (pseudosporangium) บนเสนใยอากาศและสรางสปอรเลือ่นที่ได ไดแก  

Kibdelosporangium, Kutzneria  และ Thermocrispum  จีนัส Actinosynnema  สรางสายสปอร

บน synnemata ที่ถูกสรางขึน้บนเสนใยอาหาร  สปอรเคลื่อนที่ได 

 4. Micromonosporaceae 

 วงคนี้ผนงัเซลลประกอบดวย  meso-DAP  หรือ  L-lysine  มนี้ําตาล xylose เปน

องคประกอบของเซลล  มชีัน้ peptidoglycan  ชนิด  glycolyl  วงคนี้สวนมากเปนกลุมที่ไมสราง

เสนใยอากาศ  สรางแตเสนใยอาหารที่มกีารแตกแขนงแตไมแตกหัก  แบงออกไดเปนจนีัสที่สราง

อับสปอรบนเสนใยอาหารภายในบรรจุสปอรที่สามารถเคลื่อนที่ได ไดแก Actinoplanes,  Pilimelia  

(สรางอับสปอรทรงกลม หรือ ทรงกระบอก ภายในบรรจุสปอรจํานวนมาก) และ 

Dactylosporangium (สรางอับสปอรรูปนิ้ว ภายในบรรจุสปอรเรียงตัวเปนแถวเดยีว 2-4 สปอร)

จีนัสที่ไมสรางอับสปอรแตสรางสปอรบนสายใยอาหาร คือ  Micromonospora (สรางสปอรเดี่ยว

ทรงกลมขนาดใหญ) และ Catellatospora  (สรางสปอรสายสั้น)  และยังประกอบดวยกลุมที่สราง

เสนใยอากาศจํานวนนอยสรางสปอรสายสั้นบนเสนใยอากาศ โดยสายสปอรและเสนใยอากาศมกั

พันกันเปนกอนกลมคลายอบัสปอร คือ จีนัส Catenuloplanes  และ  Couchioplanes (สปอร

เคลื่อนที่ได) 

 5. Thermomonosporaceae   

 วงคนี้ผนงัเซลลประกอบดวย  meso-DAP เสนใยอาหารแตกแขนงแตไมแตกหัก ไดแก 

จีนัส  Thermomonospora ไมมีน้าํตาลเปนองคประกอบของเซลล  เปนพวก thermophilic เจริญ

ไดดีที่อุณหภูมิ 45-50°C แยกไดจากกองอนิทรียวตัถุที่เกิดการหมัก  สรางสปอรเดี่ยว 
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(aleuriospores) ที่ปลายกานชูสปอรที่แตกแขนงจากเสนใยอากาศ  อาจสรางสปอรเดี่ยวบนเสนใย

อาหารดวย จนีัส Actinomadura มีน้ําตาล madurose เปนองคประกอบของเซลล  สรางสาย

สปอรแบบ artrospores  บนเสนใยอากาศสายสปอรอาจสั้นหรือยาวมีลักษณะตรง  มวน  หรือขด

เปนวง  ผิวสปอรเรียบ  ขรุขระ  หรือเปนหนาม 

 6. Streptosporangiaceae 

 วงคนี้ผนงัเซลลประกอบดวย  meso-DAP  มีน้าํตาล madurose เปนองคประกอบของ

เซลล  สมาชิกในวงคนี้มีความหลากหลาย  ใชจํานวนสปอร  การสรางสปอรในอับสปอร  และการ

สรางสายสปอรบนกานชูสปอรเปนเกณฑในการแบงจีนัส  สมาชิกในวงคนี้สวนใหญสรางสาย

สปอรหรืออับสปอรบนเสนใยอากาศ จนีสัที่สรางสปอรสายสั้น ๆ และสปอรไมเคลื่อนที่ ไดแก 

Microbispora (2 สปอร)  และ  Microtetraspora (4 สปอร)  จีนัสที่สรางสปอรในอับสปอรและ

สปอรเคลื่อนทีไ่ด ไดแก Planobispora (สองสปอรเรียงตอกันตามยาวในอับสปอรรูปกระบอง) 

และ Planomonospora (หนึง่สปอรอยูในอับสปอรรูปทรงกระบอก) จีนัส Streptosporangium

สรางสปอรเปนสายจํานวนมากเรียงตอกนัขดเปนวงอยูในอับสปอรทรงกลม  สปอรไมเคลื่อนที ่ 

 7. Streptomycetaceae   

  วงคนี้ผนังเซลลประกอบดวย  L-DAP  หายใจโดยใชออกซิเจน (aerobic)  เปน 

chemoorganotrophic  เปนกลุมที่พบมากที่สุดในส่ิงแวดลอม  ไดแก จีนัส Streptomyces  สราง

เสนใยอาหารแตกแขนงและแตกหักเล็กนอย สรางสายสปอรยาว (มากกวา 50 สปอร) บนเสนใย

อากาศที่เจริญเต็มที่  สายสปอรอาจมีลักษณะโคง  ปลายงอเหมือนตะขอ  ปลายมวนเปนวง  ขด

เปนเกลยีว  ผวิสปอรอาจเรยีบ  ขรุขระ  มีหนามหรือมขีน  มีจาํนวนนอยที่สรางสปอรสายสั้น  หรือ

อาจจะมีโครงสรางคลาย  Sclerotia,  pycnidia,  sporangia  และ synnemata  จีนัส 

Streptoverticillium  สรางเสนใยอากาศเปนสายตรง  มกีานชูสปอรแตกแขนงออกเปนวง 

(verticils)  รอบเสนใยหลัก  ปลายกานชสูปอรสรางสปอรสายสั้นหลายสาย  ผวิสปอรเรียบ  หรือ

ขรุขระเล็กนอย 

 8. กลุมอื่น ๆ  

 เปนจนีัสที่ไมสามารถจัดเขาในกลุมอ่ืนได  เชน  Frankia  สรางเฉพาะเสนใยอาหาร  อาศัย

อยูในปมรากพืชที่ไมใชพืชกระกูลถัว่ทาํหนาที่ตรึงไนโตรเจน,  Geodermatophilus เซลลมีลักษณะ

กลมถงึสี่เหลีย่มแบงเซลลโดยการสรางผนงักัน้ตามยาวและตามขวาง,  Nocardiopsis  สรางสปอร

สายยาวบนเสนใยอากาศ,  Kineosporia สรางโครงสรางคลายอับสปอรรูปกระบองบนเสนใย
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อาหาร,  Spirillospora  สรางสายสปอรขดอยูในอับสปอรรูปกลมบนเสนใยอากาศ  สายสปอรมี

การแตกแขนง,  Sporichthya  มีความแตกตางจากลกัษณะของแอกติโนมัยซทิีสตามปกติ  คือไม

สรางเสนใยอาหาร  สรางแตเสนใยอากาศสายสั้นที่แบงตัวเปนรูปแทง,  Actinocorallia  สราง

สปอรสายยาวเปนกลุมที่ปลายกานชูสปอรที่แตกแขนงจากเสนใยอาหาร,  Actinobisposa  สราง

สปอรรูปไข 2 สปอรเรียงตอกันตามยาวบนเสนใยอาหาร  อาจมกีารสรางสปอรบนเสนใยอากาศที่

สรางขึ้นอยางเบาบาง, Glycomyces  สรางเสนใยอาหารและเสนใยอากาศที่ไมมีการแตกหกั  

สรางสปอรสายส้ัน,  Thermoactinomyces  สรางสปอรเดี่ยวทัง้บนเสนใยอาหารและเสนใยอากาศ  

ภายในสปอรประกอบดวย dipicolinic acid ซึ่งสามารถทนความรอนไดสูงเหมือนกับ 

endospores  ใน  แบคทีเรีย สกุล  Bacillus  ซึ่ง  Thermoactinomyces  มีเปอรเซ็นเบสกวานนี

และไซโตซีน  ใน DNA นอยกวา 55 เปอรเซ็น  จากการวิเคราะหหาลาํดับเบสของ 16S rRNA  มี

ความใกลชิดกบั  จนีัส  Bacillaceae  มากกวาแอกติโนมยัซิทีส   

 

2.5 ความตองการสารอาหารของแอกติโนมัยซิทีส 

 แอกติโนมัยซทีีสแตละกลุมมีความตองการสารอาหารแตกตางกนัอยางมาก  บางกลุม

สามารถเจริญไดบนอาหารทีม่ีองคประกอบไมซับซอน  แตบางกลุมเจริญไดเฉพาะอาหารที่มี

องคประกอบซับซอน  นอกจากนี้แอกติโนมัยซทีีสบางกลุมยงัสามารถปรับตัวใหใชสารอาหารได

หลากหลายอกีดวย โดยปรมิาณการสรางเซลลของแอกติโนมัยซทีีสจะข้ึนอยูกับปริมาณสารอาหาร

ที่เชื้อไดรับ  อาหารเลี้ยงเชื้อของแอกติโนมัยซีทีสมทีัง้แบบสังเคราะหและแบบทีใ่ชสารอินทรียใน

ธรรมชาติ  โดยสวนใหญอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะหถูกใชเพื่อการศึกษารูปรางลักษณะของแอกติโน

มัยซีทีส  ในขณะที่อาหารเลี้ยงเชื้อแบบสารอินทรียมักถกูใชเพื่อจุดประสงคเฉพาะ เชน ใชในการ

เพาะเลี้ยง Streptomyces griseus  เพื่อผลิต streptomycin  ภายในระยะเวลาอนัสั้น  ซึ่งถาใช

อาหารเลี้ยงเชือ้สังเคราะหตองใชเวลาทีย่าวนานและไดผลผลิตต่ํา   

 แหลงคารบอน 

 แอกติโนมัยซทีีสสามารถใชแหลงคารบอนไดหลากหลาย  ทัง้สารอินทรียที่มีโครงสราง

ซับซอนและไมซับซอน  โดยสารอินทรียเหลานี้  ไดแก  กรดอินทรีย  น้าํตาล  แปง  เซลลโูลส  

โปรตีน  โพลเีปปไทด  และกรดอะมิโน  เปนตน  แอกตโินมัยซีทีสบางกลุมสามารถใชสารประเภท

อ่ืนได เชน ไขมัน  สารประกอบไฮโดรคารบอน  สารประกอบทีม่ีวงเบนซีน  หรือสารที่ยอยสลายได

ยาก  เชน  ลิกนนิ  แทนนนิ  และยาง เปนแหลงคารบอนได  โดยแอกติโนมัยซทิีสจะเลือกแหลง
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อาหารที่ใชไดงายมาใชในการเจริญกอน  โดยแหลงคารบอนที่ดีที่สุด ไดแก  กลูโคส  มอลโตส  

เดกซตริน  แปง  กลีเซอรอล  กรดอินทรีย  และโปรตีน  รองลงมาไดแก  ซูโครส  และน้าํตาล

ประเภทอื่น ๆ (Cohn, 1943)  โดยทั่วไปแอกติโนมยัซีทสีมักใชโปรตีนเปนแหลงคารบอน  มากกวา

คารโปไฮเดรต  ซึ่งทดสอบไดดวยการเติมโปรตีน  หรืออนุพนัธุของโปรตีน  เชน เปปโตน  และเติม

กลูโคส หรือคารโบไฮเดรตประเภทอื่นลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเดียวกนั  พบวาแอกติโนมัยซทิีสจะใช

โปรตีนเปนทั้งแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนกอน โดยจะขับของเสียออกมาในรูปของ

แอมโมเนยีจํานวนมาก (Waksman และ Lomaniz, 1925)  

 คารโบไฮเดรตที่เปนองคประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อ  นอกจากจะถูกใชเปนแหลงคารบอน

แลวยังมีบทบาทเปนสารบฟัเฟอรอีกดวย  เนื่องจากถามีเฉพาะโปรตีนหรืออนพุนัธของโปรตนีทํา

หนาทีเ่ปนแหลงคารบอนเพยีงอยางเดยีว  จะทําใหเกิดการสะสมของแอมโมเนยีอยางรวดเร็วจน

อาหารเลี้ยงเชือ้มีภาวะเปนดางสงูเกนิกวาที่เชื้อจะเจริญได  จากปจจยัดังกลาวทําใหกลูโคสเขามา

มีบทบาทสาํคัญในการเจรญิของแอกติโนมัยซทิีส  แมวาในอาหารจะมีโปรตีนหรือเปปโตนอยูแลว

ก็ตาม  เพราะการยอยสลายกลูโคสจะกอใหเกิดกรด  ซึ่งสามารถใชในการปรับสมดุลกับ

แอมโมเนยีทีถ่กูสรางขึ้นจากการยอยสลายโปรตีนได (Waksman, 1950)  กรดอินทรียตาง ๆ เชน 

กรดฟอรมิค (formic acid)  กรดออกซาลคิ (oxalic acid)  กรดทารทาริค (tartaric acid)  เปน

สารประกอบคารบอนที่ไมคอยดีนักตอการเจริญของแอกติโนมยัซีทีส  ในขณะที่กลเีซอรอล  แมนนิ

ทอล และแปง เปนแหลงคารบอนที่ดีมากของการเจริญของเชื้อ (Lechevalier, 1967)  จากการที่

แอกติโนมัยซทิีสสามารถใชแหลงคารบอนไดหลายประเภท  จึงสามารถใชคุณสมบัติดังกลาวเปน

เกณฑในการจําแนกแอกติโนมัยซทิีสแตละกลุมได  โดยเฉพาะใน Streptomyces เกือบทุกชนดิ

สามารถใชกลโูคส  แมนโนส  แปง  เดกซตริน  และกลีเซอรอลได  (Pridham และ Gottlieb ,1948) 

 แหลงไนโตรเจน 

 แอกติโนมัยซทิีสไมสามารถตรึงไนโตรเจนจากอากาศมาใชได  ดังนัน้  โปรตีน  เปปโตน  

หรือกรดอะมิโน  จงึเปนแหลงไนโตรเจนทีด่ีที่สุดของจุลนิทรียกลุมนี้  รองลงมาคือ  ไนเตรทและ

เกลือของแอมโมเนยีม  โดยไนเตรทถกูจัดใหเปนแหลงไนโตรเจนทีด่ีกวาเกลือของแอมโมเนียม  

เนื่องจากไนเตรททําใหเกิดประจุลบ  แตเกลือของแอมโมเนียมจะใหประจุบวก  ซึง่ไมเอื้ออํานวยตอ

การเจริญของแอกติโนมัยซทีีส นอกจากนี้ยงัพบวาแอมโมเนยีมซัลเฟตจะถูกใชไดดีกวา

แอมโมเนยีมคลอไรด (Waksman และ Lomanitz, 1925)  แอกติโนมยัซิทีสแตละกลุมสามารถยอย

สลายโปรตีนไดแตกตางกนั  ตัวอยางเชน บางกลุมสามารถยอยสลายเจลาติน  บางกลุมสามารถ
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สรางเอนไซมโปรติโอไลติค (proteolytic)  ซึ่งจะตกตะกอนโปรตีนในนมได (Sykes และ Skinner, 

1973)   

 แรธาตุ  

 แอกติโนมัยซทิีสแตละกลุมสามารถใชแรธาตุ เชน ฟอสฟอรัส  โปแทสเซียม  และ

แมกนีเซยีมไดในความเขมขนที่แตกตางกนั  ในขณะทีค่วามตองการซัลเฟอร  แคลเซียม  และ

เหล็กนั้นยังไมมีการยนืยนัทีแ่นนอน  แตพบวาแอกติโนมัยซทีีสบางกลุมสามารถเจริญไดดีเมื่อเติม

ธาตุเหลก็ลงไปในอาหารเลีย้งเชื้อ  และมีรายงานวาสงักะสีมบีทบาทสําคัญในการเจริญของแอกติ

โนมัยซีทีสบางกลุมดวย  แรธาตุเหลานีแ้มจะตองการในปริมาณนอย  แตก็เปนสิ่งที่ขาดไมได

สําหรับการเจริญของเชื้อ (Pridham และ Gottlieb, 1948)   

 Gesheva และคณะ (2004)  ไดศึกษาอิทธิพลของแหลงคารบอน  แหลงไนโตรเจน และแร

ธาตุ ตอการผลิตสารปฏิชีวนะกลุม nonpolyenic macrolideใน Streptomyces  hygroscopicus 

111-81 พบวา ใชแลกโทส หรือ กลีเซอรอล  เปนแหลงคารบอนแทนกลูโคส  เติมแอมโมเนยีมซัคซิ

เนต เพื่อเปนแหลงไนโตรเจนเพิม่เติมจากแหลงเดิมคือกากถัว่เหลือง  เติมแรธาตุที่จําเปน คือ

แมงกานีส  คอปเปอร  และซัลเฟอร  ในปริมาณนอย ทาํใหประสิทธิภาพการผลิตสารปฏิชีวนะ

เพิ่มข้ึนเปน 6 เทา จากอาหารสูตรเดิม 

 

2.6 การแยกและคัดเลือกแอกติโนมัยซีทีส 

 พบแอกติโนมยัซิทีสไดทัว่ไปตามแหลงธรรมชาติ  เชน  ดนิ  น้ํา  ในดนิสามารถพบแอกติโน

มัยซิทีสเปนทีส่องรองจากแบคทีเรีย (Sykes และ Skinner, 1973)  ซึ่งดํารงชวีิตแบบ saprophytic  

เปนกลุมจุลินทรียในดนิที่สามารถยอยสลาย biopolymers ที่มีโครงสรางซับซอนได เชน ลิกโน

เซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส  เพคติน  เคราติน  และไคติน  เปนตน  สภาวะที่เนาเปอยผุพังของ

อินทรียวัตถุในมูลสัตว  เปนสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของแอกติโนมัยซทิีส  ซึ่งนอกจากในดนิ

แลว  มูลสัตวเปนอีกแหลงหนึ่งซึง่สามารถใชเปนแหลงสําหรับแยกแอกติโนมัยซทิีสได  โดยมี

รายงานสนับสนุนดงันี ้  Zaher และคณะ (1952) แยก Streptomysec griseus ไดจากมูลสัตว ซึง่

สายพนัธุที่แยกไดสามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งโปรโตซัวได 3 ชนิดคือ Herpetomonas 

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

Thermoactinomyces vulgaris ไดจากมูลสัตวตามแหลงตาง ๆ ในรัฐไอโอวา (Iowa) ประเทศ

สหรัฐอเมริกา โดยสายพนัธุที่แยกไดเปน thermophilic actinomycete ที่มีความสามารถในการ
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สรางเอ็นไซมอะไมเลส   Weiner และ Rhodes (1974)  แยก  Streptomyces  ไดจากมูลวัว  โดย

ใชอาหารเลีย้งเชื้อ Salts-Starch Agar  Sykes และ Skinner (1973) สามารถแยก 

Streptosporangia  ไดจากมูลสัตวซึง่สายพนัธุนีพ้บไดนอยในสิง่แวดลอม  Ohta และ lkeda, 

(1978)  แยก Streptomyces griseus และ Streptomyces antibioticus  ไดจากมูลสัตวและ

พบวาเชื้อทัง้สองสายพนัธุทาํหนาที่เปนผูยอยสลายอินทรียวัตถุและสารที่ทาํใหเกดิกลิ่นเหม็น 

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

Streptomyces และสายพนัธุ Rhodococcus coprophilus ไดจากมูลสัตวกินพืช (herbivore 

dung) ไดแก วัว, เกาะ, มา, ไก และ หาน   Nedwell และคณะ (1993) แยก Micromonospora 

spp. ไดจากมลูมา   Ouhdouch และคณะ (1996) สามารถแยกแอกตโินมัยซิทีสไดจากมูลสัตวใน

ประเทศโมรอคโค (Morocco) ซึ่งสายพันธุที่แยกไดสามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้ง Candida 

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

สามารถแยกแอกติโนมยัซิทสีไดจากมูลแพะและมูลอูฐ ซึ่งสายพนัธุที่แยกไดสรางสารปฏิชีวนะ

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

Amycolatopsis sulphurea และ A. albidoflavus ไดจากมูลคางคาวที่อยูในถ้าํบน เกาะ Jeju 

ประเทศเกาหลี   แอกติโนมัยซทิีสในมลูสัตวอาจไดมาจาก micro flora  ของพืชอาหารสัตว 

(actinomycetes endophyt)  หรืออยูในอาหารแหงสาํหรับปศุสัตว เชน หญาแหง ฟางแหง และ

เมล็ดพืช โดยมีรายงายสนับสนุนวาพบแอกติโนมยัซิทีสจีนัส Streptomyces,  Micromonospora,  

และ Norcardia  อยูบริเวณรอบรากพืช (rhizosphere) ทีใ่ชเปนอาหารสัตว  พบ  

Thermomonospora  ในฟางหมักและในมูลสัตวที่มเีซลลูโลสสูง (Gesheva, 2001)  จึงมวีิธีแยก

แอกติโนมัยซทิีสจากมูลสัตวดังรายงานตอไปนี้ 

 Ouhdouch และคณะ (1996)  แยก Actinomycetes จากมูลสัตวในประเทศโมรอคโคโดย

นํามูลสัตวมาเจือจางใน 0.9%NaCl ที่ฆาเชื้อแลว  ทาํใหมูลสัตวละลายเขากัน (homogenize) 

โดยใชคลื่นเสยีง (sonicate) เปนเวลา 10-15 นาท ี  จากนั้นปเปตสารละลายมูลสัตวเกลี่ยลงบน

ผิวหนาอาหาร  Olson Agar  

 Nedwell และคณะ (1993)  แยก  Micromonospora spp. ไดจากมลูมา  โดยนํากอนมูล

มาที่แหงแลวลางบริเวณภายนอกดวยแอลกอฮอล  ตัดเอาชิ้นสวนขางในกอนหนกั 1 กรัม  ละลาย

ในน้าํกลัน่ฆาเชื้อ  ปนใหมลูสัตวกระจายเขากับน้าํโดยใชเครื่อง homogenizer เปนเวลา 5 นาที  

จากนั้นเจือจางสารแขวนลอยมูลสัตวดวยน้ํากลัน่ฆาเชื้อ  ปเปตสารแขวนลอยมูลสัตวเกลี่ยลงบน

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

และสายพนัธุ Rhodococcus coprophilus ไดจากมูลสัตวกินพืช  ซึง่ทําการแยกโดยชั่งมูลสัตว 1 

กรัม  ละลายในน้าํกลัน่ฆาเชื้อและทําการเจือจางจนถงึระดับ 10-5  จากนั้นนําสารละลายมูลสัตว

แตละระดับการเจือจางแชในอางน้ําอุณหภูมิ 55 °C  เปนเวลา 10 นาที  เพื่อลดจํานวนแบคทีเรีย

ชนิดอื่นที่ไมใชแอกติโนมัยซทิีส  จากนัน้ปเปตสารละลายมูลสัตวเกลีย่ลงบนผิวหนาอาหาร MM3 

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

50 ug/ml   

 Ohta และ Ikeda (1978) แยก Streptomyces griseus และ Streptomyces 

antibioticus  จากมูลสัตวโดยตากมูลสัตวใหแหง  บดเปนผง  ชัง่ 1 กรัม นํามาเจอืจางใน 0.9% 

NaCl ที่ฆาเชือ้แลว  ปลอยใหตะกอนหยาบตกตะกอน 10 นาที  ปเปตสารละลายเจือจางเกลี่ยบน

ผิวหนาของอาหาร  Pig Feces Extract Agar  (pH 7.3)   

 Kuo และ Hartman (1966)  แยก Thermoactinomyces vulgaris  จากมูลสัตวโดยนํามูล

สัตวมาตากใหแหงแลวเจือจางในน้าํกลัน่ฆาเชื้อ  หลังจากนั้นปเปตสารละลายมูลสัตวเกลี่ยลงบน

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

ug/ml  บมที่อุณหภูมิ 55 °C   

 Zaher และคณะ (1952)  แยก Streptomysec griseus  จากมูลสัตว  โดยนํามลูสัตวไป

ตากแหงแลวบดใหละเอียด  ละลายใน 0.85%NaCl  เขยาใหมูลสัตวละลายที่ความเร็ว 200 rpm 

เปนเวลา 30 นาที  ตั้งพักไวใหกากมูลสัตวตกตะกอน  ปเปตสารละลายมูลสัตวเกลี่ยลงบนผิวหนา

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

ug/ml   

 แอกติโนมัยซทิีสที่แยกไดสวนใหญ 95 % คือจีนัส Streptomyces  ซึ่งเปนประชากรสวน

ใหญในสิ่งแวดลอม ดังนั้นสกุลอ่ืน ๆ จงึจดัเปนแอกติโนมัยซิทีสทีพ่บไดยาก (rare actinomycetes)  

เชน Actinomadura, Actinoplanes, Microbispora, Micromonospora, Norcardia,  

Pseudonocadia, Streptosporangium, Thermoactinomyces, Thermomonospora 

Dactylosporangium,  Kibdelosporangium,  Planomonospora,  และ  Planobispora  

(Lazzarini และคณะ, 2000) จึงมวีิธทีี่จําเพาะในการแยกแอกติโนมยัซิทีสกลุมนี้ดังนี ้

 Boudjella และคณะ (2005)  แยกจีนัส Streptosporangia  จากดินในทะเลทรายสหรา 

(Saharan)  โดยการนาํดิน 1 กรัม ละลายในน้าํกลัน่ฆาเชื้อ 9 มิลลิลิตร  แลวเจอืจางตอดวยน้ํา

23 



 

กลั่นฆาเชื้อ  ปเปตสารละลายดินที่ระดับความเจือจางตาง ๆ 0.2 มิลลิลิตร  เกลีย่ลงบนผิวหนา

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

ug/ml   

 Zitouni และคณะ (2005)  แยกจีนัส Nocardiopsis  และ Saccharothrix  จากดินใน

ทะเลทรายสหรา (Saharan)  โดยนาํดินมาเจือจางในน้ํากลัน่ฆาเชื้อ  แลวปเปตสารละลายดนิที่

ระดับความเจอืจางตาง ๆ มาเกลี่ยลงบนผวิหนาของ Humic-Vitamin-B- Agar  ที่เตมิสารปฏิชีวนะ  

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

 Suzuki และคณะ (2001)  แยกจีนัส Planomonospora  จากดิน  โดยใชอาหาร Humic 

acid-trace salts gellan gum (pH9) เปนอาหารที่ใชคดัเลือก  ซึ่ง Planomonospora  จะสรางอบั

สปอรบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  สามารถแยกสปอรที่เคลื่อนที่ไดจากอับสปอรโดยใช  0.1% skim milk 5 

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

สปอรที่เคลื่อนที่ไดออกมา  จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูม ิ32 °C  เปนเวลา 90 นาท ี  แยกสปอรโดย

การปนเหวี่ยงที่ 1000xg  เปนเวลา 10 นาท ี  วิธนีี้สามารถแยกสกุล  Planomonospora  ได 246 

สายพนัธุจากดินตัวอยางทังหมด 1,200 ตัวอยาง   

 Suzuki และคณะ (2000)  แยกจีนัส  Actinobispora  จากดิน  โดยการอบดินตัวอยางที่

อุณหภูมิ 110°C  เปนเวลา 15 นาที  จากนัน้ทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมหิอง  เติม 0.85% NaCl 1 

มิลลิลิตร  จะไดสารละลายสปอร  เจือจางสายละลายสปอรดวย 0.85% NaCl  และนํามาเกลีย่ 

(spread) บนผิวหนาอาหาร Humic acid-Vitamin Gellan Gum ที่เตมิสารปฏิชีวนะ  leucomycin 

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

nystatin 50 ug/ml  การใชวธิีนี้สามารถแยกสกุล  Actinobispora  ได 18% ของตัวอยางดิน 

 Suzuki และคณะ (1999)  แยกจีนัส Sporichthya  จากดิน  จีนสันี้มกีารสราง zoospore  

นําดนิตัวอยางมาอบที่อุณหภูมิ 80°C  เปนเวลา 60 นาท ี  เพื่อลดจํานวนของแบคทีเรียชนิดอืน่ที่

ไมใชแอกติโนมัยซิทีส  จากนัน้เติมสารละลาย 0.1% skim milk ใน 10 mM MOPs 

(morpholinepropanesulfonic acid) pH8  ในดินที่อบแลว  นําไปบมที่อุณหภูม ิ28 °C เปนเวลา 

60 นาที  แยกสปอรโดยการปนเหวี่ยงที ่ 1000xg  เปนเวลา 10 นาท ี  เจือจางสปอรใน 0.85% 

NaCl  นาํสารละลายสปอร  เกลี่ยบนอาหาร Humic acid-Vitamin Agar (HVG) 

 Hayakawa และคณะ (1996) แยก Microtetraspora glauca  จากดนิ  โดยนําดนิ

ตัวอยางมาอบที่อุณหภูม ิ 110°C  เปนเวลา 60 นาที นํามาเจือจางในน้าํกลัน่ฆาเชื้อ  ปเปต
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สารละลายดนิ 0.5 มิลลิลิตร ที่ระดับการเจือจาง 10-1 เติมลงในฟอตเฟตบัฟเฟอร (5 mmol/l, 

pH7.0) 5 มิลลิลิตร  ทีม่ีการเติม benzethonium 0.05% บมที่อุณหภูมิ 30 °C  เปนเวลา 30 นาท ี  

ปเปตสารละลาย 0.2 มิลลิลิตร  เกลี่ยลงบนอาหาร LSV-SE Agar  ที่เตมิสารปฏิชีวนะ kanamycin 

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

 Hayakawa และคณะ (1995)  แยก Actinomadura viridis จากดิน  โดยนาํดินตวัอยาง

มาอบที่อุณหภูมิ 110 °C เปนเวลา 60 นาที เจือจางดวยน้ํากลั่นฆาเชือ้ที่เติม phenol 1.0 % นําไป

บมที ่ 30 °C เปนเวลา 30 นาท ีปเปตสารละลาย 0.2 มิลลิลิตร เกลีย่ลงบนอาหาร Humic acid-

Vitamin Agar ที่ผสม kanamycin,  josamycin,  lysozyme  และ nalidixic acid   

 Hayakawa และคณะ (1991)  แยก Streptosporangium,  Dactylosporangium,  

Micromonospora  และ  Microbispora  จากดินโดยแตละจีนัสโดยทาํ pretreatment แตกตางกัน

คือ Streptosporangium ทาํการแยกโดยนําดนิตัวอยางมาอบที่อุณหภูมิ 120°C เปนเวลา 60 นาที 

เจือจางในน้าํกลั่นฆาเชื้อทีเ่ติม benzethonium chloride (BC) 0.01%  นําไปบมที ่30°C เปนเวลา 

30 นาท ีปเปตสารละลายเจือจาง 0.1 มลิลิลิตร  เกลี่ยลงบนอาหาร HV agar  ทีผ่สม nalidixic 

acid 20 mg/L และ leucomycin 1 mg/L   จีนัส Dactylosporangium  แยกโดยนาํดินตัวอยางมา

อบที่อุณหภูม ิ 120°C เปนเวลา 60 นาที นํามาเจือจางในน้าํกลัน่ฆาเชื้อทีเ่ติม benzethonium 

chloride (BC) 0.03%  นําไปบมที่ 30°C  เปนเวลา 30 นาท ี ปเปตสารละลายเจือจาง 0.1 

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

mg/L  จนีัส Micromonospora  แยกโดยนําดนิตัวอยางมาตากลม แลวเจือจางในน้าํกลัน่ฆาเชื้อที่

เติม phenol 1.5 % นําไปบมที่ 30°C เปนเวลา 30 นาที ปเปตสารละลายเจือจาง 0.2 มิลลิลติร  

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

Microbispora แยกโดยนําดินตัวอยางมาอบที่อุณหภูมิ 120°C เปนเวลา 60 นาท ีนํามาเจือจางใน

น้ํากลัน่ฆาเชื้อที่เติม phenol 1.5 % และ chlorhexidine gluconate 0.03%  นาํไปบมที ่ 30°C 

เปนเวลา 30 นาที ปเปตสารละลายเจือจาง 0.1 มิลลิลิตร  เกลี่ยลงบนอาหาร HV Agar  ที่ผสม 

nalidixic acid 20 mg/L 

 จากรายงานขางตนสามารถสรุปไดวาในการแยกแอกติโนมัยซทิีส  ในสกุลทีจ่ําเพาะนัน้

ตองมีการทํา pretreatment  อาจทําโดยการอบดินดวยความรอน  หรือใชสารเคมีเพือ่ทําลายเซลล 

vegetative ของแบคทีเรีย  และใชอาหารที่จําเพาะตอสายพนัธุนัน้ ๆ อาจมีการเติมสารปฏิชีวนะ

ในความเขมขนที่สายพันธุนัน้ตานทานได  และสามารถยับยัง้สายพนัธุที่ไมตองการ  เชนการเติม

สารปฏิชีวนะเพื่อลดจํานวนของ Stretomyces ที่เปนประชากรหลกัในดิน  นอกจากนี้การเติมสาร
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บางอยางสามารถกระตุนการเจริญของแอกติโนมยัซิทีส  โดยพบวาการเติมไคตินเปนการเพิม่

จํานวนแอกติโนมัยซทิีสในดินมากขึ้น (Gryndler และคณะ, 2003)   

 

2.7 สารปฏิชวีนะ (Antibiotics) 

สารปฏิชีวนะหมายถงึสารประกอบอินทรียที่สรางโดยจลิุนทรีย  โดยสวนมากจะเปนสาร 

เมตาบอไลตทตุิยภูมิ (secondary metabolite)  มีมวลโมเลกุลตํ่า  สามารถยับยัง้หรือทําลายจลิุ

นทรียชนิดอื่นที่มีความเขมขนนอย ๆ (Demain, 1999)  และจะไมรวมถงึสารสกัดจากพืช  หรือ

แหลงอื่นที่ไมใชจุลินทรยี  เพราะสารเหลานี้ใชความเขมขนสูงในการยับยัง้หรือทาํลายจุลนิทรีย  

ปจจุบันสารปฏิชีวนะอาจรวมถึงสารกึ่งสงัเคราะหที่ใชสารปฏิชีวนะที่สกัดไดจากธรรมชาติเปน

ตนแบบ  การทํางานของสารปฏิชีวนะแบงออกไดเปน 2 แบบ  คือ  ยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียกอ

โรคเรียกวา  microbistatic  และฆาจุลนิทรียกอโรคเรียกวา  microbicidal  ถาสารปฏิชีวนะเปน

แบบ microbistatic รางกายจะกําจัดจุลินทรียกอโรคโดยใชระบบการปองกนัของรางกายคือ  

phagocytosis,  การผลิตแอนติบอดี,  การผลิต interferon  เมื่อมีการติดเชื้อจากไวรัส  และ  กลไก

การปฏิเสธของลําไสโดยการเกิดอาการทองเสีย  อาเจียน  ถาสารปฏิชีวนะเปนแบบ  microbicidal 

จะฆาจุลนิทรยีกอโรคโดยการทําใหเซลลแตก  แตรางกายยงัคงไดรับผลจากสารพิษที่จุลินทรีย

สรางขึ้น  ปจจบุันสารปฏิชีวนะในตลาดยาจํานวน 26% สกัดไดมาจากสิ่งมีชีวิตในธรรมชาติ,  38% 

เปนสารกึง่สังเคราะหที่สารตัง้ตนมาจากธรรมชาติ,  4% มาจากการสังเคราะหทางเคมีโดยใหมี

โครงสรางเหมอืนกับสารจากธรรมชาติ  และ 31% มาจากการสังเคราะหทางเคม ี  สารปฏิชีวนะที่

สกัดไดจากธรรมชาติ 63% นํามาใชยับยั้งแบคทีเรีย  และ 61% นาํมาใชยับยั้งเซลลมะเร็ง 

 

 2.7.1  สารปฏิชีวนะที่ผลติโดยแอติโนมัยซิทีส 

 แอกติโนมัยซทิีสเปนแหลงสําคัญของสารเมตาบอไลตทุติยภูมิ  โดยเฉพาะสารปฏิชีวนะ 

65-75%  ผลิตจากแอกติโนมัยซิทีส  รองลงมาคือราและแบคทีเรีย  สารปฏิชีวนะที่ผลิตจากแอกติ

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

(Kieserและคณะ, 2000)  และนอกจากนั้นผลิตจากแอกติโนมยัซิทสีที่พบไดยาก ดังตารางที่ 2.2          

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

สายพนัธุ สารปฏิชีวนะ คุณสมบัติยับยั้ง 

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) แสดงสารเมตาบอไลตทุติยภูมิที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซิทีส 

สายพนัธุ สารปฏิชีวนะ คุณสมบัติยับยั้ง 

Norcardia lactamdurans Cephamycin C แบคทีเรีย 

Streptomyces orchidaceae Cycloserine แบคทีเรีย 

Streptomyces roseosporus Daptomycin แบคทีเรีย 

Micromonospora olivoasterospora Fortimicin แบคทีเรีย 

Streptomyces spp. Fosfomycin แบคทีเรีย 

Micromonospora spp. Gentamicin แบคทีเรีย 

Streptomyces kanamyceticus Kanamycin แบคทีเรีย 

Streptomyces lincolnensis Lincomycin แบคทีเรีย 

Streptomyces argillaceus Mithramycin 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) แสดงสารเมตาบอไลตทุติยภูมิที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซิทีส 

สายพนัธุ สารปฏิชีวนะ คุณสมบัติยับยั้ง 

Streptomyces cacaoi var.asoensis Polyoxins รา 

Streptomyces pristinaespiralis Pristinamycin แบคทีเรีย 

Norcardia lurida Ristocetin แบคทีเรีย 

Streptomyces spectabilis Spectinomycin แบคทีเรีย 

Streptomyces amofaciens Spiramycin แบคทีเรีย 

Streptomyces graminofaciens Streptogramins แบคทีเรีย 

Actinoplanes teichomyceticus Teichoplanin แบคทีเรีย 

Streptomyces cattleya Thienamycin แบคทีเรีย 

Streptomyces tenebrarius Tobramycin แบคทีเรีย 

 

ตารางที่ 2.2  แสดงสารเมตาบอไลตทุติยภูมิที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซทิีสทีพ่บไดยาก 

สายพนัธุ สารปฏิชีวนะ อางอิง 

Actinoplanes sp Xanthone Cooper และคณะ (1992) 

Actinoplanes sp Sch 54445 Min และคณะ (1997) 

A. brasiliensis A/672 Palleroni (1989) 

A. caeruleus Heptaene Palleroni (1989) 

A. deccanensis Lipiarmycin Palleroni (1989) 
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ตารางที่ 2.2  (ตอ) แสดงสารเมตาบอไลตทุติยภูมิที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซิทีสทีพ่บไดยาก 

สายพนัธุ สารปฏิชีวนะ อางอิง 

A. ianthinogenes Naphthoquinone Palleroni (1989) 

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

 carboxylic acid  

A. missouriensis 5-azacytidine Palleroni (1989) 

A. philippinensis Macrocyclic lactone Palleroni (1989) 

A. teichomyceticus Lipoglycopeptide  Carelli และคณะ (1995) 

A. utahensis Echinocandin Boeck และคณะ (1989) 

Actinomadura madurae Simaomicin Maiese และคณะ (1990) 

Actinomadura hibisca Pradimicin FA-1 Sawada และคณะ (1990) 

Microbispora sp. SCH 31828 Patel และคณะ (1988) 

Microbispora sp. Glucosylquestiomycin Igarashi และคณะ (1998) 

Micromonospora sp. Spartanamicins Nair และคณะ (1992) 

Micromonospora sp. Rustmicin Sigmund และ Hirsch (1998) 

Micromonospora sp. Micromonosporin Thawai และคณะ (2004) 

M. carbonacea Everninomicin Kawamoto (19890 

M. coerulea Glutarimide BeomSeok และคณะ (1999) 

M. echinospora Gentamicin Kawamoto (1989) 
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ตารางที่ 2.2  (ตอ) แสดงสารเมตาบอไลตทุติยภูมิที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซิทีสทีพ่บไดยาก 

สายพนัธุ สารปฏิชีวนะ อางอิง 

M. echinospora Hazimicins Marquez และคณะ (1983) 

สายพนัธุ สารปฏิชีวนะ อางอิง 

M. halophytica Halomicin Kawamoto (1989) 

M. inositola XK-41 Kawamoto (1989) 

M. olivasterospora Fortimicin Kawamoto (1989) 

Microtetraspora SCH 42282 Hegde และคณะ (1998) 

Saccharothrix sp. Formamicin Igarashi และคณะ (1997) 

Spirillospora sp. HM17 Hacene และคณะ (1994) 

Spirillospora sp. H107 Hacene และคณะ (2000) 

Streptosporangium albidum Aculeximycin Ikemoto และคณะ (1983) 

Streptosporangium roseum AH7 Hacene และคณะ (1998) 

Streptoverticillium album Quinaldopeptin Toda และคณะ (1990) 

Streptoverticillium cinnamoneum HA-94 Paradkar  และคณะ (1998) 

 

 

2.7.2  กลุมของสารปฏิชวีนะที่ผลิตโดยแอกติโนมยัซิทีส 

 1. สารปฏชิีวนะกลุม Aminoglycosides   

สูตรโครงสรางพื้นฐานประกอบดวย  amino sugar  ที่เชื่อมกันแบบ  glycoside linkage  

มีกลไกการออกฤทธิ์แบบ bactericide  ยับยั้งการแปลรหสั (translation) ของ mRNA โดยจับกับไร
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โบโซมของแบคทีเรียเปนผลใหการสงัเคราะหโปรตีนถูกยบัยั้ง  ไดแก  streptomycin,  neomycin 

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

ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชวีนะกลุม  aminoglycosides  แสดงดังรูปที่ 2.8  

     

     

รูปที่ 2.8  แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  aminoglycosides (Sneader, 2005) 

 

 2. สารปฏชิีวนะกลุม  Tetracycline   

สูตรโครงสรางพื้นฐานประกอบดวย hydronapthacene nucleus  ที่มีวงตอกัน 4 วง 

กลไกการออกฤทธิ์เปนแบบ bacteriostatic  กับจุลินทรียแบบ  broad-spectrum  ตองใชความ

เขมขนสูงถงึเปน bactericide  ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนโดยจับกบั 30S ไรโบโซมของแบคทีเรีย  

และรบกวนการเขามาจับของ tRNA  ไดแก  chlortetracycline,  oxytetracycline,  tetracycline 

และ  demeclocycline  ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  tetracycline  แสดงดงัรูปที่ 2.9   
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รูปที่ 2.9  แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  tetracycline  (Sneader, 2005) 

 

 3. สารปฏชิีวนะกลุม  Chloramphenicol   

สูตรโครงสรางพื้นฐานประกอบดวย  วงอะโรมาตกิอยูปลายดานหนึ่งและปลายอีกดาน

หนึง่เปน acyl side chain  สวนตรงกลางสามารถขยายได  กลไกการออกฤทธิ์เปนแบบ 

bacteriostatic  กับจุลินทรยีแบบ  broad-spectrum  ยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนโดยจับกับ 50S 

ไรโบโซมของแบคทีเรีย และยับยั้งการเรงปฏิกิริยาของเอ็นไซม  peptidyl transferase  ทําใหไม

เกิดการตอกนัของสายเปปไทด ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม chloramphenicol แสดงดัง

รูปที่ 2.10   

 

รูปที่ 2.10 แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม chloramphenicol(Sneader,2005) 

 

 4. สารปฏชิีวนะกลุม  Macrolide   

สูตรโครงสรางพื้นฐานของสารปฏิชีวนะกลุมนี้มีโครงสรางโมเลกุลขนาดใหญประกอบดวย

อะตอมมากกวา 20 อะตอมขึ้นไปโดยมี macrocyclic lactone ring  เปนองคประกอบ  กลไกการ

ออกฤทธิเ์ปนแบบ bacteriostatic  กับจุลนิทรีย  ยับยัง้การสังเคราะหโปรตีนโดยจับกับ 50S ไรโบ

โซมของแบคทเีรีย  ไดแก erythromycin,  rapamycin,  tacrolimus  และ  abamectin  ตัวอยาง

โครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  macrolide  แสดงดังรูปที ่2.11   
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รูปที่ 2.11   แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  macrolide  (Sneader, 2005) 

 

 5. สารปฏชิีวนะกลุม  Polyene   

สูตรโครงสรางพื้นฐานของสารปฏิชีวนะกลุมนี้  เปนสารประกอบขนาดใหญ  ประกอบดวย

สวนที่ชอบน้าํคือสวน  hydroxylate  และสวนที่เปน  lipophilic  กลไกการออกฤทธิม์ีผลตอเยื่อหุม

เซลล โดยจบักับ ergosterol ที่เปนองคประกอบของเยื่อหุมเซลลทําใหเยื่อหุมเซลลถูกทําลาย  

คุณสมบัติ selective permeability เสียไปทําใหเซลลสูญเสียประจุ  ไดแก  nystatin  และ  

amphotericin  ทั้งสองชนิดมีขอบเขตการยับยั้งเหมือนกันคือยับยัง้การเจริญของยสีตและราตาง ๆ 

แตไมยับยั้งแบคทีเรีย  ตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  polyene  แสดงดังรูปที่ 2.12   

 

 

รูปที่ 2.12  แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  polyene  (Sneader, 2005) 
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 6. สารปฏชิีวนะกลุม  Rifamycin 

ยับยั้งการสังเคราะห RNA  โดยจับกับเอน็ไซม DNA-dependent RNA polymerase  เปน

เหตุใหสาย RNA ที่ระบุรหสัโปรตีนซึ่งเปนสารตั้งตนในการสังเคราะหโปรตีนไมถูกสรางขึ้น  ทาํให

สังเคราะหโปรตีนไมได  ไดแก  rifamycin B  และ  rifamycin SV  สารปฏิชีวนะทัง้สองชนิดยับยั้ง

แบคทีเรียแกรมบวกหลายชนิดรวมทั้ง  Mycobacterium tuberculosis,  M leprae และยับยั้ง

แบคทีเรียแกรมลบไดบางชนิด  ตวัอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  rifamycin แสดงดังรูปที ่2.13   

 

รูปที่ 2.13  แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม  rifamycin  (Sneader, 2005) 

 

 7. สารปฏชิีวนะกลุม  Vancomycin   

ยับยั้งการสังเคราะหผนังเซลลของแบคทีเรีย  โดยขัดขวางการจบักันของ muramyl 

pentapeptides  ยับยั้งแกรมบวก  และ Staphelococci  ที่ดื้อยา  ตวัอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะ

แสดงดังรูปที่ 2.14   

 

รูปที่ 2.14  แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะกลุม vancomycin  (Sneader, 2005) 
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2.7.3 กลุมของสารที่ยับยั้งเซลลมะเร็งแบงตามโครงสราง  

(Georgopapadakou, 1995)  

 1. Alkylating Agent  สารกลุมนี้ปลอยประจุบวกเขารบกวน DNA ทาํใหโครงรูป

(conformation) ของ DNA เปลี่ยนไป (DNA adducts)  ทําให DNA ของเซลลมะเร็งทํางาน

ผิดปกติ  เชน melphalan  ใชรักษา  myeloma และ  solid tumour  และ  cyclophosphamide  

ใชรักษา  breast cancer  และมะเร็งชนิดอ่ืน  

2. Platinum Complexes  สารกลุมนีจ้ะจับกับเบสในสาย DNA และ RNA  ดวยพันธะโค

วาเลนท  ทาํใหเกิด  platinum-DNA adducts  ทําใหโครงรูปของสาย DNA เปลี่ยนไป  เชน 

cisplatin และ carboplatin  ใชรักษา  testicular,  lung,  bladder,  head  และ  neck cancer 

 3. Antimetabolites  สารกลุมนี้มีโครงสรางคลายคลงึ (structural  analog) กับสารตั้งตน

ในการสงัเคราะห DNA และ RNA  เชน methotrexate  จับกับเอนไซม  dihydrofolate reductase  

ทําใหเกิดการยับยั้งการสังเคราะหเบส purine  และมีผลยับยั้งตอการสังเคราะห DNA  

 4. Vinca Alkaloids and Taxol  สารกลุมนี้ยับยั้งการรวมตัวกันของ  microtubule  ใน

การแบงเซลลแบบ mitosis ในยูคารีโอต  เปนผลใหเกดิการยับยัง้การรวมตัวกันของ microtubule 

ในการแบงเซลลของเซลลมะเร็ง 

 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 และจับกับเอน็ไซม 

topoisomerase ll  เปนผลใหสาย DNA แตกหักออก  สงผลใหเซลลตาย 

 6. Epipodophyllotoxins  และ  Amsacrine   รบกวนการทาํงานของเอ็นไซม 

topoisomerase ll  ในปฏิกิริยา DNA-resealing  และ แทรกเขาไปจับในสาย DNA  ทําใหเกิดการ

แตกหักของ DNA  ออกเปนสายคู  หรือสายเดี่ยว 

 Sneader (2005) ไดอธิบายไววา  การคนหาสารตานเซลลมะเร็งจากธรรมชาติเร่ิมตนขึ้น

เมื่อปลาย ค.ศ. 1950  เร่ิมคนพบสารกลุม  actinomycin หรือ dactinomycin  ใน ค.ศ. 1953  

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

เปนสารตานเซลลมะเร็งอยูในกลุม anthracyclin ยับยัง้ solid tumors และ leukemias ไดชงัด  มี

กลไกการยับยัง้โดยไปจับกับ DNA ทําใหเซลลไมมี template สําหรับการสังเคราะห DNA  พบ 

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

ออกฤทธิช์งัดในการยับยัง้เซลลมะเร็งหลายชนิด เชน leukaemias, lymphomas และ solid 

tumours   doxorubicin ถกูนํามาใชเปนหลักในการรักษาผูปวยมามากกวา 25 ป  โดยมีกลไกการ

ออกฤทธิ์ตอเอน็ไซม topoisomerase ll  สงผลใหสาย DNA แตกหัก   aclarubicin  ถูกคนพบในป 

ค.ศ. 1974 ผลิตโดย S. galilaeus  ซึ่งเปนสารกลุม anthracyclin   aclarubicin A มีหลายกลไกใน

การยับยัง้เซลลมะเร็ง  เชน  ยับยั้งการทาํงานของเอ็นไซม topoisomerase ll ตอ DNA  (Strohl 

และคณะ,1997)  bleomycin  เปนสารกลุม glycopeptides ถูกคนพบในปค.ศ.1962  ผลิตโดย S 

verticillus. ถูกนํามาใชอยางกวางขวางกบั squamous cell carcinoma, testis tumors prostatic 

cancer, head และ neck tumour   bleomycin เปนสารยับยัง้เซลลมะเร็งชนิดหนึง่ในนอยชนิดที่

ไมสงผลกดการสรางเม็ดเลือดขาวในไขกระดูกของผูปวย และยังใชเปนสารตั้งตนในการสงัเคราะห

ทางเคมีของสารตานเซลลมะเร็งอีกหลายชนิด  ตัวอยางโครงสรางสารตานเซลลมะเร็งแสดงดังรูป

ที่ 2.15 
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รูปที่ 2.15  แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็ง  (Sneader, 2005) 

 

2.7.4 รายงานการคนพบสารปฏิชีวนะชนิดใหมจากแอกติโนมัยซิทีส  

 แมวาการคนพบสารปฏิชีวนะจากแอกติโนมัยซทิีสเกิดขึ้นตั้งแตป 1940 โดย Waksman 

และ Woodruff  ซึ่งคนพบ actinomycin (Waksman และ Woodruff, 1940)  แตการคนหาสาร

ปฏิชีวนะชนิดใหมยงัคงตองดําเนนิตอไป  ดวยเหตุผลตอไปนี้คือ  จุลินทรียกอโรคมคีวามตานทาน

ตอสารปฏิชีวนะมากขึ้น เชน การดื้อยา methicillin ของเชื้อ Staphylococcus aureus (MRSA)  

การดื้อยา vancomycin  ของเชื้อ Enterococci (VRE)  การดื้อตอองคประกอบของยาในสวนของ  

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

เชื้อ Mycobacterium tuberculosis,  เกิดวิวัฒนาการของโรคชนิดใหม เชน  AIDs,  Hanta virus,  

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

0157:H7  และการดํารงอยูของแบคทีเรียที่ดื้อยา เชน Pseudomonas aeruginosa ในคนไขที่เปน 

cystic :fibrosis และ Acinetobacter spp.(Strohl, 1997)  รายงานการคนพบสารปฏิชีวนะชนดิ

ใหมจากแอกติโนมัยซทิีสมดีังนี ้

 Boudjella และคณะ (2005)  คนพบสารปฏิชีวนะชนิดใหมกลุม  glycopeptide  ที่ผลิต

โดยแอกติโนมยัซีตสายพันธุใหมคือ  Streptosporangia Sg10  โดยปกติจีนัส Streptosporangia 

ผลิตสารปฏิชีวนะกลุม  glycopeptide  คือ  sibiromycin และ sinefungins  แตจากขอมูลทาง 

สเปกโทรสโกปพบวาสารปฏิชีวนะที ่ Streptosporangia Sg10 สรางขึ้นมีคุณสมบัติไมตรงกับ 

sibiromycin และ sinefungins สารปฏิชีวนะนี้สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดดีแตมีฤทธิ์

นอยกับแบคทเีรียแกรมลบ  ยีสต  และรา 
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 Zitouni และคณะ (2005)  คนพบสารปฏิชีวนะชนิดใหมกลุม  nucleosides ที่ผลิตจาก 

Saccharothrix  มีฤทธิย์ับยัง้รา  จากที่เคยมีรายงานสารปฏิชีวนะที่ผลิตจาก Saccharothrix  ออก

ฤทธิย์ับยัง้วัชพืชเทานั้น   

 Fguira และคณะ (2004)  พบแอกติโนมยัซีตสายพันธุใหม คือ  Streptomyces sp. US80  

จากการวิเคราะหลําดับเบสของ 16S rRNA  พบวามีลําดับเบสใกลเคียง (98%) กับ 

Streptomyces reseoflavus  ที่ผลิตสารปฏิชีวนะ กลุม aminoglycoside คือ flavomycin  แตจาก

ขอมูลทาง สเปกโทรสโกปพบวาสารปฏิชีวนะที่ Streptomyces sp. US80  สรางขึ้นมีคุณสมบัติไม

ตรงกับ flavomycin  ซึ่ง Streptomyces sp. US80 สรางสารปฏิชีวนะอยางนอย 3 ชนิด  และจดั

อยูในกลุม macrolide  สารปฏิชีวนะนี้สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก และรา 

 Sujatha และคณะ (2004)  คนพบ  สารปฏิชีวนะกลุม polyketide  ที่ผลิตโดย 

Streptomyces psammoticus BT-408  ออกฤทธิย์ับยั้งไดทัง้แบคทเีรียแกรมบวก  แกรมลบ  รา  

และยับยั้ง  Staphylococcus  aureus  ทีด่ื้อยา methicillin 

 Mellouli และคณะ (2003)  พบแอกติโนมัยซีตสายพนัธุใหม คือ  Streptomyces sp. 

US24  จากการวิเคราะหลําดับเบสของ 16S rRNA  พบวามีลําดับเบสใกลเคียง (98%) กับ 

Streptomyces caelestis ที่ผลิตสารปฏิชีวนะ niddamycin และ celesticetin แตจากขอมูลทาง 

สเปกโทรสโกปพบวาสารปฏิชีวนะที่ Streptomyces sp. US24  สรางขึ้นมีคุณสมบัติไมตรงกับ 

niddamycin และ celesticetin สารปฏิชวีนะนี้สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวก  

 Singh และคณะ (2000)  พบ Mannopeptimycins  เปนสารปฏิชีวนะไกลโคเปปไทดแบบ

วง  ที่ผลิตโดย Streptomyces hygroscopicus  ออกฤทธิ์ยับยั้ง Staphylococci ที่ดื้อยา 

methicillin และ Enterococci ที่ดื้อยา vancomycin  

 Hoppmann และคณะ (2002)  คนพบสารปฏิชีวนะชนิดใหมคือ  Vancoresmycin ที่ผลิต

โดย Amycolatopsis sp. ST101170  มีฤทธิ์ยับยัง้แบคทีเรียแกรมบวก เชน Staphylococcus 

aureus  และ  Enterococcus spp.  ที่ดื้อยา Vancomycin  แตไมมีฤทธิ์กับแบคทีเรียแกรมลบและ

รา 

 Wink และคณะ (2002)  คนพบสารปฏิชีวนะชนิดใหมกลุม glycopeptide  ที่ผลิตจาก

แอกติโนมัยซตีที่พบไดยาก จีนัส Amycolatopsis  สารปฏิชวีนะมีฤทธิ์ยับยัง้ Staphylococci  ที่ดือ้

ยา methicillin   
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 Schumacher และคณะ (2001)  คนพบสารปฏิชีวนะชนิดใหมกลุม nucleosides คือ 

kahakamides A และ B  ที่ผลิตจาก Nocardiopsis dassonvillei  สารปฏิชีวนะมีฤทธิ์ยับยั้ง

แบคทีเรียแกรมบวก  
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บทที่ 3 
 

อุปกรณสารเคมีและวิธีดําเนินการวิจัย 
 
3.1 อุปกรณ 
 

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

- ตูควบคุมอุณหภูมิภายใตบรรยากาศคารบอนไดออกไซด (CO2 incubator) Hepa 

Class 100 รุน 311  บริษัท Thermo electron corporation  

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

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

Tokyo, Japan 

- ตูอบฆาเชื้อ (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. 

- เครื่องชั่งน้าํหนัก (digital scale)  บริษัท Mettler Toledo  

- 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 

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

Inc.Edison, USA 



 

- เครื่งระเหยแหงสุญญากาศแบบหมนุ (rotary vacuum evaporator) Eyela รุน N-100  

บริษัท Tokyo Rikakikai Co., Ltd. Japan 

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

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

Mettler Toledo  

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

- ฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer)  ขนาด 0.0025 mm2 ยี่หอ Loptik Labor บริษัท 

Boeco 

- เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (Authorized thermal cycler) รุน TP 600  บริษัท 

TaKaRa 

- ชุดตรวจสอบดีเอ็นเอในสนามไฟฟา (Electrophoresis chamber set) รุน Mupid-ex  

บริษัท Avance 

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

- เครื่องปนเหวีย่งปรับความเย็น (micro refrigerated centrifuge) Kubota  รุน 3700  

บริษัท Kubota Corporation, Tokyo Japan 

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

- เครื่องไมโครเวฟ (microwave oven) Turbora  รุน MW-2020 

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

instrument 

- ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer)  อุณหภูม ิ -80°C  รุน ULT 1786  บริษทั 

FORMA Scientific, USA 

- ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) Sharp อุณหภูม ิ-20°C   

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

- ไมโครปเปต (automatic adjustable micropipette)  P2 (0.1-2μl),  P10 (0.5-10μl),  

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

- ปเปตตทิป (pipette tip)  ขนาด 1-200 μl  และ 1 ml  บริษัท Axygen Scientific, Inc. 

USA  

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

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

- หลอดไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 15 มิลลิลิตร บริษัท Corning Incorporated, USA 
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- ถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม (tissue culture plate 96 well)  ยี่หอ Corning  บริษัท 

Corning Incorporated, USA 

- ภาชนะเลีย้งเซลล (tissue culture flask) ขนาด 25 ลูกบาศกเซนตเมตร ยี่หอ 

Corning  บริษัท Corning Incorporated, USA 

- หัวกรองอาหารเลี้ยงเซลล Pore size 0.22 μm ยี่หอ Corning บริษัท Corning 

Incorporated, USA 

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

- เครื่องดูดจากปเปตต (Pipette aid)  ยี่หอ Drummond   

- หลอดเก็บเซลลแชแข็ง (cryotube)  บริษัท Corning Incorporation, USA 

- TLC aluminium sheet  รุน silica gel 60  บริษัท Merck,  Germany 

 
3.2 สารเคม ี
 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

- ซูโครส (sucrose)  บริษัท Merck. Germany 

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

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

- โซเดียมอะซิเตท (sodium acetate)  บริษัท Merck. Germany 

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

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

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

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

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

- โปแทสเซียม ไนเตรท (potassium nitrate)  บริษัท Merck. Germany 

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

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

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

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

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

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

- อะดีนีน (adenine) 

- ไทโรซีน (tyrosine) 

- ไซแลน (xylan) 

- แซนทนี (xanthine) 

- เคซีน (casein) 

- เจลาติน (gelatin) 

- แปง (starch)  

- Bacto peptone 

- Bacto tryptone 

- Bato soytone 

- Beef extract 

- Yeast extract 

- Ferric chloride (FeCl3) 

- Magnesium sulfate (MgSO4) 

- Di-Potassium hydrogen phosphate (K2HPO4)  

- Potassium di-hydrogen phosphate (KH2PO4)  

- Ammonium sulphate (NH4)2SO4 

- Potascium nitrate (KNO3) 

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

- Manganes chloride (MnCl2) 

- Copper sulphate (CuSO4.7H2O) 

- Sodium caseinate  

- Glycerol 

- Hydrochloric acid (HCL)  บริษัท Merck. Germany 

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

- Fetal Bovine Serum (FBS)  Hyclone  บริษัท  Hyclone 

- อาหารเลี้ยงเซลล RPMI 1640  บริษัท  Hyclone 

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

Basic inc, Canada 

- Trypsin-EDTA  บริษัท Hyclone   

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

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

- Cetyltrimethylammonum bromide (CTAB)  บริษัท Serva 

- Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA)  บริษัท Scharlau 

- Taq DNA polymerase  บริษัท Fermentas 

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

buffer) 

- Agarose molecular biology grade  บริษัท ISC Bio Express 

- Isopropanol alcohol  บริษัท Merck. Germany 

- Isoamyl alcohol  บริษัท Carbo erba 

- Methanol 

- Ethanol 

- Ethylacetate 

- Hexanes 

- Cycloheximide 

- Streptomycin 

- Amicacin 

- Nystatin 

- Gentamycin 

45 



 

3.3 ตัวอยางมลูสตัว 
 

 เก็บตัวอยางมลูสัตวกินพืชตามแหลงตาง ๆ ในประเทศไทย ไดแก จงัหวัดนครปฐม,  

กรุงเทพฯ,  นาน,  ชลบุรี,  กระบี่,  อุบลราชธาน,ี  สุราษฏรธาน,ี  ตาก  และ  นครราชสีมา  โดยเก็บ

ตัวอยางละประมาณ 20-30 กรัม  ใสในถุงพลาสตกิซิบ  บนัทกึชนิดของสัตว  สถานที่เก็บ  

ลักษณะ  และสีของมูลสัตว  แลวเก็บไวในกลองโฟมที่มีกอนทาํความเยน็เพื่อรักษาตัวอยางในมี

อุณหภูมิประมาณ 4°C  ในระหวางที่ตวัอยางถูกนําสงหองปฏิบัติการ  หลังจากนัน้ทาํการวัด pH 

(ภาคผนวก ค หมายเลข 1)  ตากใหแหง  บดใหละเอียด  เก็บใสถุงพลาสติกซิบรักษาไวที่

อุณหภูมิหอง 

 
3.4 การแยกแอกติโนมัยซิทีสจากมลูสัตวตัวอยาง 
 

 ทําการอบมูลสัตวตัวอยางทีอุ่ณหภูมิ 80 °C  เปนเวลา 2 ชั่วโมง  เพื่อลดจํานวนจุลนิทรียที่

ไมใชแอกติโนมัยซิทีส  และเซลล vegetative ของจุลินทรียที่เจริญไดรวดเร็ว  จากนัน้ชั่งมูลสัตว 5 

กรัม  ใสในน้ํากลั่นฆาเชื้อ 45 มิลลิลิตร  เขยาดวยเครื่องเขยาที ่ 200 รอบตอนาท ี  ที่อุณหภูมหิอง

เปนเวลา 30 นาที  ไดสารแขวนลอยมูลสัตวระดับการเจือจางที่ 10-1 จากนั้นลดระดับการเจือจาง

ตั้งแต 10-2 ถึง 10-6 นําสารแขวนลอยมูลสัตวที่ระดับความเจือจางตั้งแต 10-3 ถงึ 10-6 ไปแชในอาง

น้ําอุณหภูมิ  75 °C  เปนเวลา 15 นาท ี  และนาํมาแชในน้าํเยน็อณุหภูมิประมาณ 4°C  ทันที

เพื่อใหเย็นลงอยางรวดเร็ว  เพื่อลดจํานวนเซลล vegetative ของจลิุนทรียที่เหลืออยูจากการอบ

ดวยความรอน  ปเปตสารแขวนลอยดนิ 0.1 มิลลิลิตร  จากระดับความเจือจาง 10-3-10-6  เกลีย่ 

(spread) บนผิวหนาอาหาร Sodium Caseinate Agar (SCA)  (ภาคผนว ก หมายเลข 1)  โดย

เติมยาปฏิชีวนะ  cycloheximide 50 มิลลิกรัมตอลิตร  และ nystatin 50 มิลลิกรัมตอลิตร  บมที่

อุณหภูมิ 30 °C  เปนเวลา 7-14 วนั  คัดเลือกแอกติโนมัยซิทีสที่โคโลนีมีลักษณะแตกตางกนั  ขีด 

(streak) ทําใหเปนโคโลนีเดี่ยวบนอาหาร  SCA  เกบ็เชื้อบริสุทธิ์บนอาหารเลี้ยงเชื้อ Oat Meal 

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

เอียง (ภาคผนว ก หมายเลข 3)   

 
3.5 การเก็บรักษาแอกติโนมัยซิทีส 
 

ขีดแอกติโนมัยซิทีสบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  Oat Meal Agar ผิวเอยีง หรือ  Mannitol 

Mungbean Agar ผิวเอียง  นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 °C  ประมาณ 7-14 วัน เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 
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4°C  ไดเปนเวลา 1-2 เดือน  สําหรับการเก็บรักษาเปนระยะเวลานาน  เมื่อเชือ้สรางสปอรบน

อาหารมากพอ  เติมสารละลาย 20% กลีเซอรอลปริมาตร 7 มิลลิลิตร ลงในหลอดอาหาร  ใชลูป 

(loop) ขูดสปอรใหหลุดออก  แลวกรองสปอรแขวนลอยดวยสําลีปลอดเชื้อ  ปเปตตสารแขวนลอย

สปอร 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดไมโครทิวป (micro tube) เก็บรักษาไวในตูแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 °C 

 
3.6 การคนหาแอกติโนมัยซิทสีสายพันธุทีส่รางสารปฏชิีวนะ 
 

3.6.1 การเตรยีมหวัเชื้อ  (seed inoculum) 
  นําแอกติโนมยัซิทีสจากอาหารผิวเอยีงในขอ 3.5  ขีดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Oat 

Meal Agar (OMA) หรือ Mannitol Mungbean Agar (MBA)  บมจานเลีย้งเชื้อที่อุณหภูมิ 30 °C   

เปนเวลา  7 วนั  

 
3.6.2 การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว 

ใช  cork borer  เสนผานศนูยกลาง 6 มิลลิเมตร  ฆาเชื้อโดยใชเปลวไฟ  เจาะลง

บนโคโลนีของแอกติโนมัยซทิีสที่เจริญอยูบนอาหารแข็งในขอ 3.6.1 ใชเข็มเขี่ยเชื้อนําชิน้วุนที่เจาะ

ไว 3 ชิ้นถายลงใน  erlenmayer flask  ขนาด 500 มิลลิลิตร  ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Sodium 

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

มิลลิลิตร  และมีขดลวดวงกลม (spring coil)  เพื่อเพิม่ปริมาณออกซิเจนใหกับเซลล  เขยาดวย

เครื่องเขยาแบบโรตารี (rotary shaker)  200 รอบตอนาท ี ที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 14 วัน  เพื่อให

เชื้อสรางสารปฏิชีวนะและนําไปสกัดดวยตัวทาํละลายตอไป 

 
 3.6.3 การสกัดสารปฏิชีวนะในอาหารเลี้ยงเชื้อและเสนใยดวยตัวทําละลาย 
  นําน้ําเลีย้งเชือ้จากขอ  3.6.2  มาปนแยกสวนของเสนใยและน้าํเลี้ยงเชื้อออกจาก

กัน  ดวยความเร็ว 8000 รอบตอนาท ี อุณหภูมิ 4 °C  เปนเวลา 15 นาที  สกัดสวนของน้าํเลี้ยงเชื้อ

ดวยตัวทําละลายอินทรีย คือ เอททิลแอซเิตต (ethyl acetate) โดยใชกรวยแยก    โดยใชปริมาตร

เอททิลแอซิเตตตอปริมาตรน้ําเลีย้งเชื้อในอัตราสวน 1:1  เก็บสารสกัดของชั้นเอททิลแอซิเตตไว  

นําสวนของเสนใยที่ไดจากการปนแยกออกจากน้ําเลี้ยงเชื้อมาบดดวยโกรงบดยาเพื่อใหเซลลแตก  

จากนั้นสกัดเสนใยดวยเอททลิแอซิเตตปริมาตร 30 มิลลิลติร  เก็บชัน้ของเอททิลแอซิเตตไว  เทรวม

สารสกัดสวนที่ไดจากน้ําเลีย้งเชื้อและสวนที่ไดจากเสนใย  ระเหยเอททิลแอซิเตตออกดวยเครื่อง

ระเหยสุญญากาศแบบหมนุ (rotary evaporator)  ที่อุณหภูมิ 35 °C  จนสารสกดัแหง  จากนัน้

ละลายคราบสารสดัดดวยสารละลาย 20%DMSO  ปริมาตร 3 มิลลิลิตร  เก็บสารสกัดไวในหลอด
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ไมโครทิวป  ที่อุณหภูม ิ -20 °C  เพื่อนาํไปทดสอบการออกฤทธิ์ยบัยั้งจุลนิทรียทดสอบและยบัยั้ง

เซลลไลนมะเรง็มนษุยตอไป   

 
3.6.4 การทดสอบความสามารถในการยับยัง้จุลินทรียทดสอบโดยวธิ ี Agar well 

(Murray และ Baron, 1999) 

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  

   
  3.6.4.1 การเตรยีมแบคทีเรียทดสอบ 
   นําแบคทีเรียทดสอบขีด (steak) บนอาหาร  Tryptic Soy Agar 

(TSA)(ภาคผนวก ก หมายเลข 5)  เพื่อใหเปนโคโลนีเดี่ยว  บมที่อุณหภูมิ 37 °C  เปนเวลา 24 

ชั่วโมง  ใชลูป (loop) เขี่ยโคโลนีเดี่ยว 4-5 โคโลนี  ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  Tryptic Soy Broth (TSB) 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 6)  5 มิลลิลิตร  บมที่อุณหภูม ิ37 °C  จนสังเกตเห็นวาหลอดเชื้อขุน  ปรับ

ความขุนของแบคทีเรียทดสอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB  ใหมีความขุนเทยีบเทา  0.5 McFarland 

Standard  (ภาคผนวก ข หมายเลข 1)  ซึ่งเทยีบเทากับการอานคาจาก  spectrophotometer  ที่

ความยาวคลืน่  625 นาโนเมตร คาความดูดกลืนแสงอยูในชวง  0.08-0.10  เพื่อใหมีเชื้อประมาณ 

10-8 CFU/ml     

 
  3.6.4.2 การเตรยีมยสีตทดสอบ 
   นํายีสตทดสอบขีด (steak) บนอาหาร Sabouraud Agar (SBA) 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 7)  เพื่อใหเปนโคโลนีเดี่ยว  บมที่อุณหภูมิ 30 °C  เปนเวลา 48 ชั่วโมง  ใช

ลูป (loop) เขี่ยโคโลนีเดีย่ว 2-3 โคโลนี  ละลายใน 0.85% NaCl  ที่ฆาเชื้อแลว  ปรับความขุนของ

ยีสตทดสอบดวยดวย  0.85% NaCl  ใหมีความขุนเทียบเทา  0.5 McFarland Standard  ซึ่ง

เทียบเทากับการอานคาจาก  spectrophotometer  ทีค่วามยาวคลืน่  530 นาโนเมตร คาความ

ดูดกลืนแสงอยูในชวง  0.08-0.10  เพื่อใหมีเชื้อประมาณ 1x10-6 - 3x10-6  CFU/ml     
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  3.6.4.3 การเตรยีมราเสนใยสาํหรับทดสอบ 
   เลี้ยงราในอาหารผิวเอยีง PDA (ภาคผนวก ก หมายเลข 8)  3-5 วัน  หรือ

จนมีการสรางสปอร  เติมสารละลาย 0.85% NaCl ใชลูป (loop) ขูดสปอรใหหลุดเปนสปอร

แขวนลอย  กรองสปอรดวยสําลีปลอดเชือ้  จากนั้นเจอืจางสปอรดวยสารละลาย 0.85% NaCl  

ปรับจํานวนสปอรใหเทากับ 1x10-6 - 3x10-6  CFU/ml  โดยนับดวยฮีมาซยัโตมิเตอร 

(haemacytometer) 

 
  3.6.4.4 การทดสอบโดยวิธ ีAgar well 
   นําจุลินทรยีทดสอบที่เตรียมไดตามวิธีขอ  3.6.4.1 - 3.6.4.3  มานับ

จํานวนจุลนิทรียทดสอบ  โดยวิธนีับจํานวนโคโลนีบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ (Plate count) ไดจํานวน

ของจุลินทรียทดสอบแสดงดังตารางที ่ 3.1  จากนั้นใชไมพันสาํลีที่ฆาเชื้อแลว  จุมลงในหลอดสาร

แขวนลอยเชื้อ  บิดสําลกีับขางหลอดพอหมาด ๆ  ปายลงบนผิวหนาอาหาร  Mueller-Hinton Agar  

(ภาคผนวก ก หมายเลข 9)  สําหรับเชื้อทดสอบที่เปนแบคทีเรีย  และอาหาร Sabouraud Agar  

สําหรับเชื้อทดสอบที่เปนยีสต  และรา  โดยปายใหทัว่ในลักษณะสามทิศทาง  ทิง้จานอาหารไวไม

เกิน 15 นาท ี เพื่อใหผวิหนาอาหารแหง  จากนัน้ใช  cork borer  เสนผานศนูยกลาง 6  มิลลิเมตร  

ฆาเชื้อโดยใชเปลวไฟ  เจาะลงบนอาหารแข็ง  แลวนาํชิน้วุนที่เจาะออกโดยใชเข็มเขี่ยเชื้อ (needle)  

(ควบคุมใหหลมุที่เจาะมีปริมาตรเทากันโดยเตรียมอาหารสําหรับทดสอบปริมาตร 15 มิลลิลิตร  ใส

ในหลอดทดลอง  นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 °C เปนเวลา 15 นาท ี  แลวนาํมาเทลงในจานเลีย้ง

เชื้อที่ฆาเชื้อแลว)  ปเปตสารสกัดจากขอ  3.6.3  ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  หยดลงในหลุมที่เจาะไว  

ทิ้งไวประมาณ 30 นาท ี  เพื่อใหสารแพรเขาไปในอาหารเลี้ยงเชือ้แข็ง  หลังจากนั้นนําไปบมที่

อุณหภูมิ 37 °C  เปนเวลา 18 ชั่วโมง สําหรับแบคทีเรียทดสอบ,  บมทีอุ่ณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 48 

ชั่วโมง สําหรับยีสต  และบมที่อุณหภูม ิ28 °C เปนเวลา 48 ชั่วโมง สําหรับราเสนใย  หลงัจากนั้น

วัดบริเวณที่เกดิวงใส  (clear zone)  โดยชุดควบคุมบวกสําหรับเชื้อแบคทีเรีย คือ streptomycin,  

ยีตส คือ nystatin  และราเสนใย คือ cycloheximide  และชุดควบคุมลบคืออาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมี

การเติมหวัเชือ้   
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ตารางที่ 3.1  แสดงจํานวนจุลินทรียทดสอบ (CFU/ml)  ที่มีความขุนเทยีบเทา 0.5 McFarland 

Standard 

 

จุลินทรียทดสอบ คาการดูดกลนืแสง (OD) 
จํานวนจุลินทรียทดสอบ 

(CFU/ml) 

P. aeruginossa  ATCC 9027 0.108 3.32x108 

E. coli           ATCC 25922 0.096 3.13x108 

B. cereus     ATCC 6633 0.101 6.30x107 

S. aureus     ATCC 25923 0.099 6.70x107 

C. albicans   ATCC 10231 0.094 2.85x106 

S. cerevisiae  ATCC 5169 0.102 3.73x106 

 
3.6.5 การทดสอบความสามารถในการยับยัง้เซลลไลนมะเร็งมนุษย ทดสอบโดย

วิธี MTT assay 
(Palaga และคณะ, 1996) 

 

  เซลลไลนมะเรง็มนษุย  (Human tomour cell lines) ที่ใชทดสอบมีดังนี ้

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

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

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

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

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

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

 
  3.6.5.1 การเพาะเลี้ยงเซลลไลนมะเร็งมนุษย 
   นําเซลลมะเร็งทั้ง 6 ชนิด ที่ถูกเก็บไวในถังไนโตรเจนเหลวออกมาเลีย้ง 

โดยแชหลอดเก็บเซลลในอางน้าํอุน 37°C ทันที แกวงหลอดไปมาใหน้าํแข็งละลายอยางรวดเรว็  

หลังจากนั้นใชปเปตแกวดูดสารแขวนลอยเซลลใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจทีม่ีอาหารเลี้ยงเซลล 

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

มิลลิลิตร ดวยเทคนิคปลอดเชื้อภายในตูปลอดเชื้อ  นาํไปปนดวยความเร็ว 1000 รอบตอนาท ีเปน

เวลา 5 นาที  เทสวนใสทิง้ ละลายตะกอนเซลลในอาหารเลี้ยงเซลล PRMI-1640 ที่ม ีfetal bovine 
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serum (FBS) ความเขมขน 10%v/v  และ  gentamycin ความเขมขน 1 mg/ml (compleat 

media) (ภาคผนวก ก หมายเลข 27) ปริมาตร 7 มิลลิลิตร  ปเปตอาหารขึ้นลงเพื่อใหเซลลกระจาย

เปนเซลลเดี่ยวไมจับกันเปนกอน  จากนัน้ปเปตถายเซลลแขวนลอยทั้งหมดใสลงในภาชนะเลี้ยง

เซลลขนาด 25 ลูกบาศกเซน็ติเมตร  ตรวจดูสัณฐานวิทยาของเซลลภายใตกลองจุลทรรศนหวักลบั  

บมเซลลในตูบมอุณหภูมิ 37 °C  บรรยากาศกาซคารบอนไดออกไซด (CO2) 5%  ตรวจดูสัณฐาน

วิทยาของเซลลภายใตกลองจุลทรรศนหวักลับทุกวนั และเปลี่ยนถายอาหารเลี้ยงเซลลทุก 3-4 วัน 

จนกวาเซลลจะเจริญหนาแนน  ในกรณีทีเ่ซลลมะเร็งเปนชนิดเซลลเกาะผิว (A375, SW620, Kato

Ⅲ, HepG2 และ BT474) การเปลีย่นอาหารเลี้ยงเซลลทําโดยดูดอาหารเกาทัง้หมดออกแลวเติม

อาหารใหมปริมาตร 7 มิลลิลิตร เขาไปแทน  ในกรณีที่เซลลมะเร็งเปนชนิดเซลลแขวนลอย 

(Jurkat) เปลีย่นอาหารเลี้ยงเซลลโดยการดูดสารแขวนลอยเซลลใสหลอดไมโครเซนตริฟวจ นาํไป

ปนที่ความเรว็ 1000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที  เทสวนใสทิง้  เติม complete media ใชปเปตต

ดูดขึ้นลงเบา ๆ ดูดสารแขวนลอยเซลลใสภาชนะเลีย้งเซลล  รอจนเซลลเจริญหนาแนนจงึถายเซลล

สูจานเลีย้งเซลล 96 หลุมตอไป   

 
  3.6.5.2 การถายเซลลเพาะเลีย้ง  

นําเซลลที่ไดจากขอ 3.6.5.1  ที่อยูในระยะ exponential phase  ถายลง

ในจานเลี้ยงเชือ้ 96 หลุม ในกรณีที่เซลลมะเร็งเปนเซลลแขวนลอย (Jurkat) ถายเชื้อโดยดูดสาร

แขวนลอยเซลลใสหลอดไมโครเซนตริฟวจ  นาํไปปนทีค่วามเร็ว 1000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 

นาท ี  เทสวนใสทิ้งไดตะกอนของเซลล กรณีที่เซลลมะเร็งเปนเซลลเกาะผิว ถายเซลลโดยการดูด

อาหารในภาชนะเลี้ยงเซลลออก  ลางเซลลดวยการเติมสารละลาย 1XPBS (ปลอด Ca2+ และ 

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

สารละลายออก  เติม trypsin-EDTA  ความเขมขน 0.25% ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  บมที่อุณหภูม ิ37 

°C  ภายใตบรรยากาศ CO2 5%  เปนเวลาประมาณ 2 นาที  สังเกตภายใตกลองจุลทรรศน เมือ่

เซลลเร่ิมหดตวัใหดูด trypsin-EDTA ออก เติมอาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ทีป่ราศจากซีรัม

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  ดูดอาหารขึ้นลงชะเซลลใหหลดุออกจากผิวภาชนะเลีย้งเซลล  ดูดสาร

แขวนลอยเซลลใสหลอดไมโครเซนตริฟวจ นําไปปนที่ความเร็ว 1000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 5 นาที 

เทสวนใสทิง้ไดตะกอนของเซลล  หลังจากนั้นละลายตะกอนของเซลลดวยอาหารเลี้ยงเซลล 

complete media  ปเปตสารแขวนลอยเซลลขึ้นลงเพื่อใหเซลลกระจายเปนเซลลเดีย่ว ๆ  และนบั

จํานวนเซลลทีม่ีชีวิต  หลงัจากนัน้เจือจางเซลลใหมีจํานวน  5x105 เซลลตอมิลลิลิตร  และดูดสาร

แขวนลอยเซลลใสลงในหลมุของถาดเลี้ยงเซลล 96 หลุม  ในปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร  ซึ่ง
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จะมีจํานวนเซลล  5x104 เซลลตอหลุม  บมที่อุณหภูม ิ37 °C  บรรยากาศ CO2 5% เปนเวลา 24 

ชั่วโมง  เพื่อนาํไปทดสอบดวยวธิี MTT ตอไป 

 
  3.6.5.3 การนับจํานวนเซลลไลนมะเร็งมนุษยทีม่ีชีวิตโดยยอมดวยส ีtrypan 
blue 

ปเปตตสารแขวนลอยเซลลทีไ่ดจากขอ 3.6.5.2  ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  

ยอมดวยสี tryphan blue ความเขมขน 0.5% w/v  ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  นับจาํนวนเซลลที่มี

ชีวิตดวยฮีมาไซโตมิเตอรภายใตกลองจุลทรรศนหัวกลับโดยนับเซลลในชองสี่เหลีย่มใหญ 4 มุม   

ซึ่งเซลลที่มีชีวติจะยอมไมติดสีของ tryphan blue   

 

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

       4 

 
  3.6.5.4 การทดสอบการยับยั้งเซลลมะเร็งโดยวิธี MTT assay  
   หลังจากบมเซลลในขอ 3.6.5.2. เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้หยดสาร

สกัดจากแอกติโนมัยซทิีสที่ไดจากขอ 3.6.3 ลงไปในหลุมของถาดเลีย้งเซลล  โดยหยดปริมาตร

หลุมละ 1 ไมโครลิตร  บมเซลลที่อุณหภมูิ 37 °C  บรรยากาศ CO2 5%  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  

ทดสอบการมชีีวิตของเซลล  โดยหยดสารละลาย MTT (ภาคผนวก ข หมายเลข 3)  ลงในแตละ

หลุม  หลุมละ 10 ไมโครลิตร  โดยใหความเขมขนสุดทายของสารละลาย MTT เทากับ 0.5 mg/ml  

สารละลาย MTT จะทําปฏิกิริยากับเอน็ไซม mitochrondrial dehydrogenase  ในเซลลทีม่ีชีวติ  

ทําใหสารละลาย  MTT ที่มสีีเหลือง  เปลีย่นเปนผลึกสมีวงไมละลายน้ํา  เรียกวาผลึก  formazan  

ซึ่งปริมาณ dehydrogenase ในเซลลหนึ่ง ๆ จะคงที ่  ดังนั้น  ปริมาณผลึก formazan  ที่เกดิขึ้น

เปนสัดสวนโดยตรงกับเซลลมีชีวิต  โดยมีชุดควบคมุลบคือหลุมทีห่ยดดวยสารละลาย 20% 

DMSO โดยใหความเขมขนสุดทายเทากับ 0.2%  และ  Blank  คือหลมุที่มีอาหารเลีย้งเซลลที่ไมมี

เซลลมะเร็ง  เมื่อหยดสารละลาย MTT แลวบมเซลลทีส่ภาวะเดิมเปนเวลา 4 ชั่วโมง  หลงัจากนั้น

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

ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม  และ ปเปตของเหลวขึน้ลงหลายครั้งดวย multi channel pipette 

เพื่อละลายผลกึสีมวง  หลงัจากนัน้นาํถาดเลีย้งเซลลไปวัดคาการดูดกลนืแสงดวยเครื่อง  

microplate reader ที่ความยาวคลื่น 540 nm คํานวณหาเปอรเซน็การอยูรอดของเซลล 

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

         OD negative control average – ODblank average 

 

ODtest average  =  คาเฉลี่ยการดูดกลนืแสงของเซลลที่ทดสอบดวยสารสกัดจาก 

 แอกติโนมยัซทิีส 

ODcontrol negative control average  =  คาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของเซลลทีท่ดสอบดวย 

  DMSO 

ODblank average  =  คาเฉลี่ยการดูดกลืนแสงของอาหารเลี้ยงเซลลที่ปราศจากซีรัม 

 
3.6.5.5 การเก็บเซลลในไนโตรเจนเหลว 

   ทําใหเซลลทีเ่กาะอยูกับภาชนะเลีย้งเซลลหลุดออกโดยใช 0.25% 

trypsin-EDTA  ดูดสารแขวนลอยเซลลใสหลอดไมโครเซนตริฟวจ นาํไปปนที่ 1000 รอบ/นาท ีเปน

เวลา 5 นาที  เทสวนใสทิง้เพื่อเก็บตะกอนของเซลล  หลังจากนัน้ละลายตะกอนของเซลลในอาหาร

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

เซลลแขวนลอยใสในหลอดเก็บเซลล (cryotube)  นาํไปเก็บที่อุณหภูม ิ-80 °C  ทันท ีเปนเวลา 24 

ชั่วโมง  หลังจากนั้นนําหลอดเก็บเซลลไปเก็บไวในถังไนโตรเจนเหลว  ซึ่งสามารถเก็บเซลลไวได

เปนเวลานาน 

 
 3.6.6 ศึกษาผลของสารสกัดจากแอกติโนมัยซิทีสตอการตายแบบอะพอพโทซิส
ของเซลลไลนมะเร็งมนษุยโดยวธิียอยดวย DNA dry Hoechst 33342  
 
  3.6.6.1 เซลลแขวนลอย (Jurkat)   
   เตรียมเซลล Jurkat  แขวนลอยในอาหารเลี้ยงเซลล compleat media 

ความเขมขน 1x106 เซลล/มิลลิลิตร  ปเปตสารแขวนลอยเซลลปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ลงในหลุมของ

จานเพาะเลี้ยงเซลลขนาด 24 หลุม  จํานวน 3 หลุม  หลงัจากนัน้หลุมแรกหยดดวยสารสกัดจาก

แอกติโนมัยซทิีสปริมาตร 10 ไมโครลิตร,  หลุมที่สองหยดดวยสารละลาย 20%DMSO ปริมาตร 10 

ไมโครลิตร  และหลุมที่สามใชเปนชุดควบคุมลบคือมีเพยีงเซลลกับอาหารเลี้ยงเซลล  เลีย้งเซลลใน

ตูบมที่อุณหภมูิ 37 °C  บรรยากาศ CO2 5%  เปนเวลา 24 ชั่วโมง  โดยมีเซลล Jurkat  ที่เตมิ 

etoposide  ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร  เลี้ยงเซลลในตูบมที่อุณหภูมิ 37 °C  บรรยากาศ CO2 

5%  เปนเวลา 12 ชั่วโมง เปนชุดควบคมุบวก  หลังจากเลี้ยงเซลลครบตามเวลาแลวถายเซลลใส

หลอดไมโครเซนตริฟวจ  นาํไปปนที่ความเร็ว 1000 รอบ/นาท ีเปนเวลา 5 นาท ี เทสวนใสทิง้  ลาง
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เซลลดวย 1xPBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ปนที่สภาวะเดมิเทสวนใสทิ้ง  เติม 1% glutaraldehyde  

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  เก็บไวในที่มืดเปนเวลา 2 ชั่วโมง  หลังจากนั้นปเปต 1% glutaraldehyde ทิง้  

ปนลางเซลลดวย 1xPBS ปริมาตร 300 ไมโครลิตร  เทสวนใสทิง้  เติม 1xPBS ปริมาตร 20 

ไมโครลิตร  เติมสี  Hoechst 33342  ความเขมขน 1 มิลลิโมลาร  ปริมาตร 2 ไมโครลิตร  ตั้งทิง้ไว

ในที่มืดเปนเวลา 5 นาท ี ปเปตสารแขวนลอยเซลลไวบนกระจกสไลด  ปดดวย cover slip ใชน้ํายา

ทาเล็บเคลือบรอบ ๆ ดานขางของ cover slip  ตรวจนับจาํนวนเซลลที่เกิด apoptotic nuclei  ดวย

กลองฟลูออเรสเซนซ   

 
  3.6.6.2 เซลลเกาะผิว (BT474)   
   เตรียมเซลล BT474 แขวนลอยในอาหารเลี้ยงเซลล compleat media 

ความเขมขน 1x106 เซลล/มิลลิลิตร  ปเปตสารแขวนลอยเซลลปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในจาน

เพาะเลี้ยงเซลลขนาด 35 mm x 10 mm ที่มีแผน cover slip วางอยู  จํานวน 3 จาน  หลงัจากนัน้

ในจานแรกหยดดวยสารสกดัจากแอกติโนมัยซิทีสปริมาตร 10 ไมโครลิตร, จานที่สองหยดดวย

สารละลาย 20%DMSO ปริมาตร 10 ไมโครลิตร  และจานที่สามใชเปนชุดควบคุมลบคือมีเพยีง

เซลลกับอาหารเลี้ยงเซลล  เลี้ยงเซลลในตูบมที่อุณหภูม ิ37 °C  บรรยากาศ CO2 5%  เปนเวลา 24 

ชั่วโมง  โดยมีเซลล BT474  ที่เติม etoposide  ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร  เลีย้งเซลลในตูบมที่

อุณหภูมิ 37 °C  บรรยากาศ CO2 5%  เปนเวลา 36 ชั่วโมง เปนชดุควบคุมบวก  หลังจากเลี้ยง

เซลลครบตามเวลาแลว  ดูดอาหารเลี้ยงเซลลทิ้ง  ลางเซลลดวย 1xPBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ดูด

ของเหลวทิง้  เติม 1% glutaraldehyde  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  เกบ็ไวในทีม่ืดเปนเวลา 2 ชั่วโมง  

หลังจากนั้นดดู 1% glutaraldehyde ทิ้ง  ลางเซลลดวย 1xPBS  ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  ดดู

ของเหลวทิง้  หยด 1xPBS 20 ไมโครลิตร ลงบนกระจกสไลด  เตมิสี Hoechst 33342  ความ

เขมขน 1 มิลลิโมลาร  ปริมาตร 2 ไมโครลิตร  ใชคีมคีบแผน  cover slip  โดยหนัดานที่มเีซลลเกาะ

อยูคว่ําลงบนกระจกสไลด  ตั้งทิง้ไวในที่มดืเปนเวลา 5 นาที  ใชน้ํายาทาเล็บเคลือบรอบ ๆ ดานขาง

ของ  cover slip  ตรวจนับจาํนวนเซลลที่เกิด apoptotic nuclei  ดวยกลองฟลูออเรสเซนซ   

 
3.7 การศึกษาความสัมพันธระหวางการเจริญ (Growth) กับการสรางสารปฏชิีวนะ
ยับยั้งจลุินทรียของสายพนัธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1   

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

Yeast Extract Agar (ISP1) (ภาคผนวก ก หมายเลข 12)  บมที่อุณหภูมิ 30°C  เปนเวลา 7 วัน  
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จากนั้นใช  cork borer  เสนผาศนูยกลาง 6 มิลลิเมตร  ฆาเชื้อโดยใชเปลวไฟ  เจาะลงบนอาหาร

แข็งตรงที่มีโคโลนีของแอกตโินมัยซิทีสเจริญอยู  ใชเขม็เขี่ยเชื้อนาํชิน้วุนจํานวน 3 ชิ้นใสลงใน  

erlenmayer flask  ขนาด  250 มิลลิลิตร  ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Sodium Caseinate Yeast 

Extract Broth (SCYB) (ภาคผนวก ก หมายเลข 4)  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  บมที่อุณหภูมิหองโดย

เขยาดวยเครื่องเขยาแบบหมนุ  ความเร็ว  200 รอบตอนาท ี เปนเวลา 3 วัน 

 
 3.7.2 ศึกษาการเจริญ (Growth) และการสรางสารปฏิชวีนะโดยการเลี้ยงเชื้อใน
อาหารเหลว 

 เตรียมอาหารเหลว Sodium Caseinate Yeast Extract Broth (SCYB) 

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

ปเปตหัวเชื้อจากขอ  3.7.1  ใสในฟลาสก  ฟลาสกละ  1 มิลลิลิตร  บมที่อุณหภูมหิองโดยเขยาดวย 

เครื่องเขยาแบบหมนุ  ความเร็ว  200 รอบตอนาที  เก็บตัวอยางในวันที่  0  1  2  3  4  5  6  7 8  9  

10  11  12  13  14  และ  15  ตามลําดับ  กรองเสนใยออกดวยกระดาษกรอง Whatman No 1 ที่

ผานการอบแหงที่อุณหภูมิ 65°C จนมนี้ําหนกัคงที่  นาํเสนใยที่ติดอยูบนกระดาษกรองไปอบแหงที่

อุณหภูมิ 65°C จนมีน้าํหนกัคงที ่ บนัทกึน้ําหนกัของเสนใยในแตละครั้งของการเก็บตัวอยาง  สวน

ของน้ําเลีย้งเชือ้นําไประเหยน้ําออกดวยเครื่องระเหยแบบสุญญากาศที่อุณหภูมิ 35°C จนแหง  

ละลายสารออกดวยน้ํากลัน่ฆาเชื้อปริมาตร  3 มิลลิลิตร  จากนัน้กรองผานกระดาษกรองขนาด 

0.45 ไมโครเมตร  นําไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งจุลินทรยีทดสอบดวยวิธี Agar well 

ตามขอ 3.6.4.1 – 3.6.4.4  เขียนกราฟแสดงความสมัพันธระหวางเวลาและนําหนักแหงของเซลล  

และความสัมพันธระหวางเวลาและปริมาณสารปฏิชีวนะ 

 
3.8 การหาตัวทาํละลายที่เหมาะสมในการสกัดสารปฏชิีวนะผลิตจากสายพันธุ Ac1-4  

และ  Ac16-1   
 

 ผลิตสารปฏิชีวนะโดยเลี้ยงแอกติโนมัยซทิีสสายพนัธุ Ac16-1 และ Ac1-4 เปนเวลา  6  

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

จากนั้นปนแยกสวนของเสนใยออกจากน้าํเลี้ยงเชื้อที่ความเร็ว 8000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 15 

นาที  ที่อุณหภูมิ 4°C  แบงน้ําเลีย้งเชื้อมาสกัดดวยตวัทําละลายโดยทําการแปรผันตัวทําละลาย  3 

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

กรณีที่ตัวทําละลายคือ เฮกเซน  และ  เอททิลแอซิเตต  ทาํการสกดัน้ําเลี้ยงเชื้อโดยการใชกรวย

แยก โดยใชปริมาตรของน้ําเลี้ยงเชื้อตอตัวทาํละลายในอัตราสวนเทากับ 100:100 มล.  ในกรณีที่
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ตัวทําละลายคือ เมททานอล  ทาํการสกดัน้ําเลี้ยงเชื้อปริมาตร 100 มล.  โดยนาํน้าํเลี้ยงเชื้อไป

ระเหยน้ําออกดวยเครื่องระเหยน้ําที่อุณหภูมิต่ํา (lyophilizer) จนน้ําเลีย้งเชื้อแหงและมีลักษณะ

เปนผง จากนัน้เติมเมทานอลปริมาตร 100 มล. ลงไปเพื่อสกัดสาร   เก็บสวนที่เปนชั้นของตัวทาํ

ละลายนํามาระเหยตวัทาํละลายออกดวยเครื่องระเหยสญุญากาศแบบหมนุ (rotary evaporator) 

ที่อุณหภูมิ 35 °C จนสารสกัดแหง  จากนั้นละลายสารออกมาดวย 20% DMSO  ปริมาตร 3 

มิลลิลิตร  นําสารสกดัที่ไดจากตัวทําละลายแตละชนิดไปทดสอบความสามารถในการยบัยั้ง        

จุลินทรียทดสอบดวยวิธ ี  Agar well  เมือ่ไดตัวทําละลายทีเ่หมาะสมแลว  ทําการสกัดน้ําเลีย้งเชื้อ

สวนที่เหลือดวยตัวทาํละลายที่เหมาะสมเพื่อนาํไปแยกสารสกัดใหบริสุทธิ์เบื้องตน 

 
3.9 การแยกและทําใหสารปฏชิีวนะบรสิุทธิ์เบ้ืองตนโดยวิธทีินเลเยอรโครมาโทกราฟ 
 

 เปนการเลือกระบบตัวทาํละลายทีเ่หมาะสมในการแยกสารปฏิชีวนะออกจากสิง่เจือปน  

โดยโใชแผน  TLC aluminium sheet  รุน silica gel 60  และใชตัวทําละลาย เชน  เมททานอล,   

เอททิลแอซิเตต,  คลอโคฟอรม  และ  เฮกเซน  เปนตัวชะในอัตราสวนที่เหมาะสมในการแยกสาร

ปฏิชีวนะใหบริสุทธิ์  การตรวจสอบตําแหนงของสารบนแผน  TLC  หลังจาก  develop  โดยอบ

แผน  TLC  ในภาชนะที่อ่ิมตัวดวยไอของไอโอดีน  หรือสองภายใตรังสี  ยู ว ี ที่ความยาวคลื่น  254  

และ  365  นาโนเมตร  หรือพนดวยสาร  anisaldehyde  ในกรดซัลฟวริก  หรือจุมดวยสารละลาย

วานิลลิน (vanillin)  หลังจากทีพ่นลมรอนกับแผน  TLC  สีของสารจะปรากฏ  จากนัน้ทําการวดั

ระยะทางการเคลื่อนที่ของสารและคํานวณหาคา  retention factor  (Rf)   

 
3.10 การศึกษาตําแหนงของสารที่ออกฤทธิย์ับยั้งจลุินทรียทดสอบบนแผน TLC โดยวธิ ี  
ไบโอออโตกราฟ (Bioautography)  (Zitouni และคณะ, 2005) 

 

 หลังจากที่ develop แผน TLC ดวยระบบของตัวชะที่เหมาะสมแลว  นําแผน TLC  

ออกมาจากภาชนะที่อ่ิมตัวดวยไอของตัวชะ  ตั้งทิ้งไวประมาณ 2 ชั่วโมง เพื่อใหตัวชะระเหยออกไป

จนหมด  หลังจากนั้นนําแผน TLC มาตั้งบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่มอีาหารเลี้ยงเชือ้แข็งอยูดานลาง 

นําเชื้อจุลนิทรียทดสอบแตละชนิดทีเ่ตรียมไดจาก ขอ 3.6.4.1-3.6.4.2  มาทดสอบการยับยัง้บน

แผน TLC  โดยปเปตเชื้อทดสอบในปริมาตร 1% v/v ใสลงในอาหารเลี้ยงเชื้อกึ่งแขง็กึ่งเหลวทีม่ีวุน 

7% (semi solid)  โดยอาหารเลี้ยงเชื้อยังเปนของเหลวมีอุณหภูมิ 42-45 °C  เขยาใหเชื้อทดสอบ

กระจายอยางสม่ําเสมอในอาหารเลี้ยงเชื้อ  หลงัจากนัน้ทําการเทอาหารทับลงบนแผน TLC  ตัง้ทิ้ง

ไวใหอาหารแข็งตัว ดงันัน้ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อจะประกอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อกึง่แข็งกึ่งเหลวที่
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แขวนลอยดวยเชื้อทดสอบอยูชั้นบน  ตรงกลางเปนแผน TLC และชั้นลางเปนอาหารแข็ง  อาหาร

เลี้ยงเชื้อที่ใชสาํหรับแบคทีเรียทดสอบ คือ Mueller-Hinton Agar  และอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชสําหรับ

ยีสตและราเสนใยคือ  Sabouraud Agar  หลังจากอาหารแข็งตัวแลวนาํจานเลี้ยงเชื้อไปบมที่

อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 18 ชม. ในกรณีที่เชื้อทดสอบเปนแบคทีเรีย,  บมที่อุณหภูมิ 30 °C  เปน

เวลา 48 ชม. ในกรณีที่เชื้อทดสอบเปนยสีต  และบมทีอุ่ณหภูมิ 28 °C  เปนเวลา 48 ชม. ในกรณีที่

เชื้อทดสอบเปนราเสนใย  ตรวจสอบบริเวณใสบนแผน TLC  และวัดหาคา Rf  ของสารที่ออกฤทธิ์

ยับยั้งจุลนิทรียทดสอบแตละชนิด  ในการทดสอบการยับยัง้จุลินทรียทดสอบมชีุดควบคุมลบคือ 

แผน TLC ที่ไมได spot สารสกัดจากแอกติโนมัยซีส   

 
3.11 การจาํแนกสายพันธุแอกติโนมัยซิทีสสายพันธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1 
  

 ศึกษาการจัดจําแนกแอกติโนมัยซทิีสสายพันธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  โดยศึกษาลกัษณะ

ทางสัณฐานวทิยา  การเจรญิบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  การสรางรงควัตถุเมลานิน  การทอดสอบทาง

ชีวเคม ี  การยอยสลายสาร  ความสามารถในการเจรญิที่อุณหภูมิตาง ๆ  ความสามารถในการ

เจริญที่ความเปนกรด-ดางตาง ๆ   และความสามารถในการใชแหลงคารบอนและไนโตรเจนชนดิ

ตาง ๆ  ตามวธิีที่รายงานโดย  (Williams และคณะ, 1989) 

 
 3.11.1 ศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาโดยศกึษาภายใตกลองจุลทรรศน
อิเล็กตรอนแบบสองกราด  (SEM)   
 

  ใชเทคนิค slide culture  (ภาคผนวก ค หมายเลข 2)  เลี้ยงเชื้อบนอาหารเลี้ยง

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

Caseinate Yeast Extract Agar (SCYA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 11)  บมที่อุณหภูมิ 30 °C เพื่อ

ศึกษาลักษณะของเสนใยอากาศ  เสนใยอาหาร  และจํานวนวันที่มกีารสรางสปอร  จากนั้นนําไป

ศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  บันทึกลักษณะการแตกออกของเสนใย

อาหาร  ลักษณะของสายสปอร  การเรียงตัวของสปอร  จํานวนสปอร  ลักษณะพืน้ผิวของสปอร  

และโครงสรางอื่น เชน sclerotia   
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 3.11.2 การศึกษาลกัษณะการเจรญิบนอาหารเลี้ยงเชื้อของแอกติโนมัยซิทีสสาย
พันธุ Ac1-4 และ Ac16-1 โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP (International Streptomyces Project) 
(ภาคผนวก ก หมายเลข 12-17)  ชนิดตาง ๆ ไดแก 

 

  ISP1-TYEA Trypton-Yeast Extract Agar 

  ISP2-YMEA Yeast-Malt Extract Agar 

  ISP3-OAA Oat Meal Agar 

  ISP4-ISSA Inorganic Salts Starch Agar 

  ISP5-GAA Glycerol Asparagines Agar 

  ISP6-PYEA Peptone Yeast Extract Iron Agar 

 

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

บมที่อุณหภูม ิ30 °C  เปนเวลา 7-14 วัน  บนัทึกการเจริญ  สีและลักษณะของเสนใยอาหาร  เสน

ใยอากาศ  การสรางรงควัตถุที่ละลายน้ําและการสรางสปอร 

 
 3.11.3 ทดสอบการสรางรงควัตถุเมลานนิ 
  เลี้ยงแอกติโนมัยซิทีสสายพนัธุ Ac1-4  และ  Ac16-1  บนอาหาร Peptone Yeast 

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

หมายเลข 18)  บมที่อุณหภมูิ  30 °C  ตรวจดูการสรางรงควัตถุเมื่อเขาสูวันที ่ 4 โดยจะเกิดสีดํา

หรือสีน้ําตาลเขมบนอาหารเลี้ยงเชื้อ   
 
 3.11.4 ทดสอบการรีดิวซไนเตรท 
  แทง (stab)  แอกติโนมยัซิทสีสายพนัธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

Nitrate Agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 19) ในหลอดอาหารขนาด 16x150 มิลลิลิตร  บมที่

อุณหภูมิ 30 °C  เปนเวลา 14 วัน  ตรวจสอบการเปลี่ยนไนเตรทเปนไนไตรท  โดยหยดสารละลาย

เอ (ละลาย sulfanilic acid 0.8 กรัม ใน 5 N acetic acid 100 มลิลิลิตร)  และสารละลายบี 

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

ซึ่งจะเกิดสีแดง แตถาการทดสอบไมเกิดสีแดงอันเนื่องมาจากไนไตรทถกูสลายตอไปเปน

แอมโมเนยี  และกาซไนโตรเจน  ตองทดสอบขั้นที่สองโดยเติมผงสังกะสีลงไป  ถาเกิดสีแดงแสดง

วายงัมีไนเตรทอยู (Shirling และ Gottlieb, 1966) 
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3.11.5 ทดสอบการสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟต    
  ขีด (streak) แอกติโนมยัซิทสีสายพนัธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  บนผิวหนาอาหาร

วุนเอยีง Peptone Yeast Extract Iron Agar (ISP6) (ภาคผนวก ก หมายเลข 17)  บมที่อุณหภมูิ  

30 °C  เปนเวลา 15-24 ชั่วโมง  สังเกตอาหารจะมีสนี้ําเงินดาํ (bluish-black color)  ควรสังเกตสี

ของอาหารกอนที่เชื้อจะสรางรงควัตถทุี่ละลายน้าํไดลงไปในอาหาร  (Tresner และ Danga, 1958) 

 
 3.11.6 การศึกษาสมบัติการยอยสลายสาร (degradation  activity) 
  ขีดแอกติโนมัยซิทีสสายพันธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  

Modified Bennett Agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 20)  ที่แปรผนั  0.5% อะดีนีน (adenine),  

0.5% ไทโรซีน ( tyrosine),  0.4% ไซแลน (xylan),  0.4% แซนทนี (xanthine),  0.1% เคซีน 

(casein),  0.4% เจลาติน (gelatin)  และ 0.1% แปง (starch)  ตรวจสอบการยอยสลายโดยสงัเกต

การเปลี่ยนแปลงความใสบริเวณรอบหรือใตโคโลนีในอาหารวุน  ยกเวนการยอยสลายเจลาตนิและ

แปง  ตรวจสอบโดยสังเกตจากวงใสหลงัจากเททับดวยสารละลาย  acidified HgCl2  และ  Iodine  

ตามลําดับ 

 
 3.11.7 การตรวจสอบการเจริญทีอุ่ณหภูมิตาง ๆ  
  ขีดแอกติโนมัยซิทีสสายพันธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  

Modified Bennett Agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 20)  บมที่อุณหภมูิ 37 °C,  45 °C  และ  55 °C  

สังเกตการเจริญหลังจากวันที่ 7  บมที่อุณหภูมิ 4 และ 10 °C สังเกตการเจริญหลังจาก  2  สัปดาห   

 
3.11.8 การตรวจสอบการเจริญทีค่วามเปนกรด-ดางตาง ๆ  

ขีดแอกติโนมัยซิทีสสายพันธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  

Modified Bennett Agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 20)  ที่มพีีเอช  เทากับ  4,  4.5,  5,  5.5,  6,  8,  

8.5,  และ 9  ตามลําดับ  และทําการบมที่อุณหภูมิ 30 °C  สังเกตการเจริญหลังจาก 14 วัน 

 
 3.11.9 การตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจน 
  ขีดแอกติโนมัยซิทีสสายพันธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  

Basal Medium Agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 21)  ที่แปรผันแหลงไนโตรเจน  ไดแก  0.1%L-

arginine  0.1%L-histidine  0.1%L-methionine  0.1%potassium nitrate  0.1%L-serine 

0.1%L-theonine  0.1%L-valine  0.1%L-glutamine  และ  0.1%B-alanine  บมที่อุณหภูม ิ 30 

°C  เปนเวลา 14 วัน  ตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจนโดยเทียบการเจริญกับชุดควบคุมลบคือ  
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อาหารเลี้ยงเชือ้  Basal Medium Agar  ที่ไมเติมแหลงไนโตรเจน  และชุดควบคุมบวกคือ  อาหาร

เลี้ยงเชื้อ  Basal Medium Agar  ที่ประกอบดวย 0.1% L-Asparagine  หรือ  0.1%L-proline 

 
 3.11.10 การตรวจสอบความสามารถในการใชแหลงคารบอน 
  ขีดแอกติโนมัยซิทีสสายพันธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  

Carbon Utilization Agar  (ภาคผนวก ก หมายเลข 22)  ที่แปรผันสารประกอบคารบอน  ไดแก 

1.0%L-arabinose  1.0%dextran  1.0%D-fructose  1.0%D-galactose  1.0%meso-inositol 

1.0%D-lactose  1.0%D-mannitol  1.0%D-manose  1.0%L-rhamnose  1.0%sucrose  

1.0%threhalose  1.0%xylose  1.0%sodium acetate  และ  1.0%sodium citrate  ตรวจสอบ

การใชแหลงคารบอนโดยเปรียบเทียบการเจริญกับอาหารเลี้ยงเชื้อ  Carbon Utilization Agar  ที่

ไมไดเติมแหลงคารบอน  และอาหารเลี้ยงเชื้อ  Carbon Utilization Agar  ที่ประกอบดวย 

1.0%glucose  บมที่อุณหภมูิ 30 °C  เปนเวลา  14 วัน   

 
3.12 การจาํแนกสายพันธุแอกติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac1-4 และ Ac16-1  โดยวิเคราะห

ลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหสัของ 16S rRNA 
 
 3.12.1 การสกัดแยกโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากแอกติโนมยัซิทีสสายพนัธุ  Ac1-4  
และ  Ac16-1   

ทําการสกัดดีเอ็นเอจากเสนใยของแอกติโนมัยซีตดวยวธิี cetyltrimethylammonium 

bromide (CTAB) ของ Zhou และคณะ (1999)  โดยเลี้ยงแอกติโนมยัซีตในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

GYMB (ภาคผนวก ก หมายเลข 25) เปนเวลา 3 วัน  ปนเหวี่ยงเก็บเสนใยดวยความเร็ว 8000 

รอบ/นาท ี  เปนเวลา 15 นาท ี  ลางเสนใยดวย 0.85% NaCl  ปนเหวี่ยงเก็บเสนใยที่สภาวะเดมิ  

จากนั้นนําเสนใยประมาณ 30 กรัม ไปบดดวยโกรงจนละเอียดเติมสารละลาย washing buffer 

(ภาคผนวก ข หมายเลข 6) ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร  ถายสวนผสมลงในหลอดไมโครเซนติฟวส 

ขนาด 1.5 ไมโครลิตร ปนเหวีย่งที่ความเร็ว 15,000 รอบ/นาที เปนเวลา 3 นาที  เทของเหลว

สวนบนทิง้ใหเหลือแตตะกอน  เติมสารละลาย washing buffer ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตรและปน

เหวีย่งซ้าํเพื่อลางตัวอยางจนของเหลวสวนบนใส เติมสารละลาย 2X CTAB (ภาคผนวก ข 

หมายเลข 7)  ปริมาตร 700 ไมโครลิตร  บมที่อุณหภูม ิ65 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง เติมสารละลาย

ผสมของ chloroform/isoamyl alcohol ในอัตราสวน 24:1 (ภาคผนวก ข หมายเลข 8) ปริมาตร 

700 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัโดยใช vortex   จากนัน้ปนเหวีย่งที่ความเร็ว 15,000 รอบ/นาที เปน

เวลา 8 นาท ี ถายสวนใสที่อยูชัน้บนใสในหลอดไมโครเซนติฟวสหลอดใหม เติมสารละลายผสม
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ของ chloroform/isoamyl alcohol ในอัตราสวน 24:1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากนัโดย

ใช vortex   ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบ/นาที เปนเวลา 8 นาที  ถายสวนใสที่อยูชั้นบนใสใน

หลอดไมโครเซนติฟวสหลอดใหม  เติมสารละลาย isopropanol ปริมาตร 700 ไมโครลิตร   แชใน

น้ําเขง็เปนเวลา 30 นาท ีปนเหวีย่งที่ความเร็ว 8,000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาท ี เทสวนใสทิง้ให

เหลือแตตะกอน  ลางดีเอน็เอดวยการเติม 70 %เอธานอล  ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหวีย่งที่

ความเร็ว 8,000 รอบ/นาท ี เปนเวลา 5 นาท ี เทสวนใสทิ้ง  ทิง้ตะกอนใหแหงในอณุหภูมิหอง  เติม

น้ํากลัน่ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เติม RNase (ความเขมขน 10 mg/ml) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 

ผสมใหเขากนัและบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาท ีเพื่อกําจัดอารเอ็นเอ  เติมสารละลาย 20% 

PEG (Polyethylene glycol) (ภาคผนวก ข หมายเลข 9 ) ปริมาตร 60 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน

และแชในน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาท ีปนเหวี่ยงที่ความเรว็ 15,000 รอบ/นาท ี เปนเวลา 10 นาท ี เท

สวนใสทิ้งใหเหลือตะกอนของดีเอ็นเอ ลางดีเอน็เอดวยการเติม 70%เอธานอลปริมาตร 500 

ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบ/นาท ี เปนเวลา 5 นาท ี  ทิง้ตะกอนใหแหงใน

อุณหภูมิหอง เติมสารละลายบัฟเฟอร TE  (ภาคผนวก ข หมายเลข 10) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

เก็บตัวอยางสารละลายดีเอน็เอที ่-20 °C จนกวาจะนาํมาใชศึกษาในขั้นตอนตอไป 

 
 3.12.2 การเพิม่จํานวนดีเอ็นเอทีป่ระมวลรหสัของยีน 16S rRNA  ดวยปฏกิิริยา
ลูกโซพอลิเมอรเรส (Polymerase chain reaction, PCR) 
  ออกแบบไพรเมอร (primer)  อางองิขอมลูจาก  Rintala และคณะ (2001)  และ  

Lanoot และคณะ (2005) เพื่อใชในกระบวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีนที่ประมวลรหัสของ 

16S rRNA ซึ่งมีขนาดประมาณ 1541 base pairs   ไพรเมอรดังกลาวคือ  

 

Forword primer   PA (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) ตําแหนงทีจ่ับ 8-27 

Reword primer  PH (5’-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’) ตําแหนงทีจ่ับ 1541-1522 

Reword primer  StrepF  (5’-ACGTGTGCAGCCCAAGACA-3’) ตําแหนงทีจ่ับ 1194-1212 

ทําการเพิม่จํานวนดีเอ็นเอทีป่ระมวลรหัสของ 16S rRNA ดวยปฏกิิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใช

โครโมโซมมอลดีเอ็นเอของแอกติโนมัยซสีสายพนัธุ Ac1-4 และ Ac16-1 ซึ่งสกัดตามวธิีในขอ 

3.12.1 เปนแมแบบ (template) ในสวนผสมที่ทาํใหเกดิปฏิกิริยา  ประกอบดวยสารผสม  dNTP,  

forword primer  reword primer  เอ็นไซม Tag DNA polymerase  PCR บัฟเฟอร  แมกนีเซียม

คลอไรด  และเติมน้าํกลัน่บริสุทธิ์ใหครบปริมาตร 10 ไมโครลิตร  สวนผสมทีท่ําใหเกิดปฏิกิริยา

แสดงในตารางที ่3.2  
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ตารางที ่3.2  แสดงสวนผสมของรีเอเจนตตาง ๆ ในสารละลาย  PCR 10 ไมโครลิตร  ในปฏิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรสเพื่อเพิม่จํานวนดีเอ็นเอทีต่องการ 

 

รีเอเจนต ความเขมขนสดุทาย 

10X PCR บัฟเฟอร 1x 

2mM dNTP mixture 0.2 mM 

25 mM MgCl2 1.5 mM 

PrimerⅠ (forword) 0.5 μM 

PrimerⅡ (reverse) 0.5 μM 

Tag DNA polymerase 0.5 U 

แมแบบ (DNA template) 1ไมโครลิตร 

 

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสประกอบดวยขัน้ตอนดังนี ้

Initial denaturation   95 °C  5   นาท ี 

Denaturation   95 °C  1   นาท ี

  Annealing    53 °C  1   นาท ี

Extension   72 °C  1   นาท ี

 Final Extension    72 °C  15  นาท ี

 Hold     4 °C   

 

ตรวจสอบผลการเพิม่จํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA โดยวธี ี

อิเล็กโตรโฟรีซสีบนอะกาโรสเจล 1.5 เปอรเซ็นต  โดยผสมผลิตผลพีซอีาร (PCR product)  กับสี

ติดตาม  (tracking dye)  ในอัตราสวน  5:2  หยดตัวอยางลงในหลมุบนอะกาโรสเจล  จากนัน้

นําไปทาํอิเลคโทรโฟริซีสในเจลแชมเบอร  โดยใชความตางศักย 100 โวลต  เปนเวลา  30 นาที  

ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดยีมโบรไมด ตรวจสอบขนาดชิ้นสวนดีเอน็เอทีเ่กิดขึ้นภายใตแสง

อัลตราไวโอเลตดวยเครื่องกาํเนิดแสงอัลตราไวโอเลต (UV–Transilluminator)  และเปรียบเทยีบ

ขนาดของชิน้สวนดีเอน็เอกบัดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp + 1.5 kb DNA ladder 

 
 3.12.3 การวิเคราะหลําดับเบสของชิ้นสวนยนีที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA   
  นําผลิตผลพซีอีารที่ไดจากการใช  primer  2 คู  ไดแก  PA (forward primer) กับ 

PH (Reward primer) และ  PA (forward primer) กับ StrepF (Reward primer) สงตรวจเพื่อ

35 รอบ 
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วิเคราะหหาลาํดับเบสของชิน้สวนยนีที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ณ สํานกังานวจิัยคณะแพทย

ศาสตร โรงพยาบาลรามาธิบดี  จากนัน้นาํลําดับเบสทีว่ิเคราะหไดจากผลิตผลพีซีอารแตละคูมาตอ

กันโดยตรวจหาลําดับเบสที่ซอนทับกัน (over lab)   และเปรียบเทียบเปอรเซ็นความเหมือนกับ

ลําดับเบสใน GeneBank DNA database  จากเวบไซต 

0http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/beta/. 
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บทที่ 4  
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 ลักษณะของตัวอยางมลูสตัว 
 

 ทําการเก็บตัวอยางมูลสัตวกินพืชจาก 9 จังหวัด  ในประเทศไทย  จาํนวน  39 ตัวอยาง  

มาจากสัตวกนิพืช  16 ชนดิ  โดยตวัอยางมูลสัตวที่เก็บรวบรวมไดมี เนื้อ  สี  และ pH  แตกตางกนั  

ดังแสดงในตารางที ่4.1  

 
4.2 การแยกแอกติโนมัยซิทีสจากตัวอยางมูลสัตว 
 

 จากการแยกแอกติโนมยัซิทสีจากตัวอยางมูลสัตวกนิพืช 39 ตัวอยาง  โดยใชอาหารเลี้ยง

เชื้อ Sodium Caseinate Agar  ตามวิธีดาํเนนิการวิจัยขอ  3.4  พบวาสามารถแยกแอกติโนมยัซิ

ทีสไดจํานวน  127  สายพนัธุ  เรียงตามลําดับตัวอยางมูลสัตวทีน่ํามาแยก  ดงัแสดงในตารางที่ 

4.2   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 4.1   แสดงแหลงทีม่า  พีเอช (อัตราสวนมูลสัตวตอน้ําเทากบั 1:2)  และลักษณะของตัวอยางมูลสัตว  

 
ตัวอยางมูล

สัตว 
ชื่อสามัญ ชื่อวิทยาศาสตร แหลงที่เก็บ ลักษณะของมูลสัตว คา pH 

1 ควาย  (Water buffalo) Bubalus bubalis อ.เมือง  จ.นครปฐม เนื้อรวน  สีน้ําตาลดํา 7.35 

2 ชาง  (Asian elephant) Elephas maximus สวนสัตวดุสิต  จ.กรุงเทพฯ กอนเสนใย  สีเหลือง 7.39 

3 วัวแดง  (Banteng) Bos javanicus สวนสัตวดุสิต  จ.กรุงเทพฯ เนื้อรวนมีเสนใย  สีเหลืองน้ําตาล 7.42 

4 วัว  (Domestic cow) Bos taurus  อ.เมือง  จ.นาน เนื้อรวน  สีน้ําตาลดํา 7.55 

5 ควาย  (Water buffalo) Bubalus bubalis อ.เมือง  จ.นาน เนื้อรวน  สีน้ําตาลดํา 7.68 

6 เกง  (Barking deer) Muntiacus muntjak สวนสัตวเปดเขาเขียว  จ.ชลบุรี กอนแข็ง  สีน้ําตาลดํา 7.62 

7 วัว  (Domestic cow ) Bos taurus อ.คลองยาง  จ.กระบี่ เนื้อรวน  สีเขียวน้ําตาล 7.45 

8 วัว  (Domestic cow) Bos taurus อ.วารินชําราบ  จ.อุบลฯ เนื้อรวน  สีเขียวน้ําตาล 7.53 

9 วัว  (Domestic cow ) Bos taurus อ.วารินชําราบ  จ.อุบลฯ กอนแข็ง  สีน้ําตาลดํา 7.59 

10 วัว  (Domestic cow) Bos taurus โรงฆาสัตว  จ.อุบลฯ เนื้อรวน  สีเหลือง 7.60 

11 ชาง  (Asian elephant) Elephas maximus บานสระเกศ  จ.สุราษฏราธานี กอนเสนใย  สีเหลืองน้ําตาล 7.38 

12 วัว  (Domestic cow) Bos taurus บานนาเดิม  จ.สุราษฏราธานี เนื้อรวน  สีน้ําตาลดํา 7.85 

13 วัว  (Domestic cow) Bos taurus บานบาง  จ.สุราษฏราธาน ี เนื้อรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.40 

14 ควาย  (Water buffalo) Bubalus bubalis บานสระเกศ  จ.สุราษฏราธานี เนื้อรวน  สีน้าํตาล 7.67 
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ตารางที่ 4.1   (ตอ)  แสดงแหลงที่มา  พีเอช (อัตราสวนมูลสัตวตอน้ําเทากบั 1:2)  และลักษณะของตัวอยางมูลสัตว 

 
ตัวอยางมูล

สัตว 
ชื่อสามัญ ชื่อวิทยาศาสตร แหลงที่เก็บ ลักษณะของมูลสัตว คา pH 

15 วัว  (Domestic cow) Bos taurus ต.ลิปานอย  จ.สุราษฏราธานี เนื้อรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.58 

16 ควาย  (Water buffalo) Bubalus bubalis บานทองโตนด  จ.สุราษฏราธานี เนื้อรวน  สีน้ําตาลดํา 7.29 

17 วัว  (Domestic cow) Bos taurus บานละไม  จ.สุราษฏราธาน ี เนื้อรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.97 

18 วัว  (Domestic cow) Bos taurus บานลิปาใหญ  จ.สุราษฏราธานี เนื้อรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.53 

19 ควาย  (Water buffalo) Bubalus bubalis บานสาน  จ.สุราษฏราธาน ี เนื้อรวน  สีน้ําตาลเหลือง 8.00 

20 วัว  (Domestic cow) Bos taurus บานสระเกศ  จ.สุราษฏราธานี เนื้อรวน  สีน้ําตาล 8.11 

21 ควาย  (Water buffalo) Bubalus bubalis ต.ตลิ่งงาม  จ.สุราษฏราธานี เนื้อรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.12 

22 วัว  (Domestic cow) Bos taurus บานเกาะแตน  จ.สุราษฏราธานี เนื้อรวน  สีน้ําตาลดํา 7.21 

23 ควาย  (Water buffalo) Bubalus bubalis บานทองกรูด  จ.สุราษฏราธานี เนื้อรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.36 

24 ควาย  (Water buffalo) Bubalus bubalis ต.หนาเมือง  จ.สุราษฏราธานี เนื้อรวน  สีน้ําตาลดํา 7.20 

25 ควาย  (Water buffalo) Bubalus bubalis อ.เกาะสมุย  จ.สุราษฏราธานี เนื้อรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.10 

26 วัว  (Domestic cow) Bos taurus อ.กําแพงแสน  จ.นครปฐม เนื้อรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.54 

27 วัว  (Domestic cow) Bos taurus อ.เมือง  จ.ตาก เนื้อรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.75 

28 กระตายปา  (Siamese hare) Lepus peguensis อ.เวียงสา  จ.นาน กอนกลมรวน  สีเขียว 6.71 
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ตารางที่ 4.1   (ตอ)  แสดงแหลงที่มา  พีเอช (อัตราสวนมูลสัตวตอน้ําเทากบั 1:2)  และลักษณะของตัวอยางมูลสัตว 

 
ตัวอยางมูล

สัตว 
ชื่อสามัญ ชื่อวิทยาศาสตร แหลงที่เก็บ ลักษณะของมูลสัตว คา pH 

29 กวางแดง  (Red deer) Cervus elaphus สวนสัตวเปดเขาเขียว  จ.ชลบุรี กอนกลมรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.66 

30 กวางรูซา  (Rusa deer) Cervus timorensis อุทยานแหงชาติเขาใหญ  จ.นครราชสีมา กอนกลมรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.58 

31 มา  (Horse) Equus caballus อุทยานแหงชาติเขาใหญ  จ.นครราชสีมา เนื้อรวน  สีน้ําตาล 7.85 

32 ละมั่ง  (Eld’s deer) Cervus eldi สวนสัตวเปดเขาเขียว  จ.ชลบุรี เนื้อรวน  สีเขียว 7.67 

33 กวางแดง  (Red deer) Cervus elaphus สวนสัตวเปดเขาเขียว  จ.ชลบุรี กอนเนื้อรวน  สีเขียว 7.68 

34 ยีราฟ  (Giraffe) Giraffa camelopardalis สวนสัตวเปดเขาเขียว  จ.ชลบุรี เนื้อรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.88 

35 นกกระจอกเทศ  (Ostrich) Struthio camelus สวนสัตวเปดเขาเขียว  จ.ชลบุรี เนื้อรวน  สีน้ําตาล 7.91 

36 แรดขาว  (White rhinoceros) Ceratotherium simum สวนสัตวเปดเขาเขียว  จ.ชลบุรี กอนเสนใย  สีเขียวเหลือง 7.74 

37 นกอีมู  (Emu) Dromaius novaehollandiae สวนสัตวเปดเขาเขียว  จ.ชลบุรี เนื้อรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.85 

38 ผสมเสร็จ  (Malayan Tapir) Tapirus indicus สวนสัตวเปดเขาเขียว  จ.ชลบุรี กอนเสนใย  สีน้ําตาลเหลือง 7.43 

39 กระทิง  (Gaur) Bos gaurus สวนสัตวเปดเขาเขียว  จ.ชลบุรี เนื้อรวน  สีน้ําตาลเหลือง 7.61 
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ตารางที่ 4.2   แสดงสายพนัธุของแอกติโนมัยซทิีสที่แยกไดจากตัวอยางมูลสัตว  39 ตัวอยาง 

ลําดับตัวอยาง

มูลสัตว 
สายพนัธุแอกติโนมัยซทิีสทีแ่ยกได รวม 

1 
Ac1-1,  Ac1-2,  Ac1-3,  Ac1-4,  Ac1-5,  Ac1-6,  Ac1-7,  Ac1-8,  

Ac1-9 
9 

2 Ac2-1,  Ac2-2,  Ac2-3,  Ac2-4 4 

3 Ac3-1,  Ac3-2,  Ac3-3, 3 

4 Ac4-1,  Ac4-2,  Ac4-3 3 

5 Ac5-1,  Ac5-2,  Ac5-3 3 

6 Ac6-1,  Ac6-2 2 

7 Ac7-1,  Ac7-2,  Ac7-3,  Ac7-4,  Ac7-5,  Ac7-6 6 

8 Ac8-1 1 

9 
Ac9-1,  Ac9-2,  Ac9-3,  Ac9-4,  Ac9-5,  Ac9-6,  Ac9-7,  Ac9-8,  

Ac9-9,  Ac9-10,  Ac9-11,  Ac9-12,  Ac9-13 
13 

10 Ac10-1,  Ac10-2,  Ac10-3 3 

11 Ac11-1 1 

12 Ac12-1,  Ac12-2 2 

13 Ac13-1,  Ac13-2,  Ac13-3 3 

14 Ac14-1 1 

15 Ac15-1,  Ac15-2 2 

16 Ac16-1,  Ac16-2 2 

17 Ac17-1 1 

18 Ac18-1,  Ac18-2 2 

19 Ac19-1 1 

20 Ac20-1 1 

21 Ac21-1 1 

22 ไมพบแอกติโนมัยซทิีส 0 

23 Ac23-1,  Ac23-2 2 

24 Ac24-1,  Ac24-2,  Ac24-3,  Ac24-4,  Ac24-5 5 

25 Ac25-1,  Ac25-2,  Ac25-3,  Ac25-4,  Ac25-5,  Ac25-6 6 
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ตารางที่ 4.2 (ตอ)  แสดงสายพนัธุของแอกติโนมยัซิทสีที่แยกไดจากตัวอยางมูลสัตว  39 ตัวอยาง 

 

ลําดับตัวอยาง

มูลสัตว 
สายพนัธุแอกติโนมัยซทิีสทีแ่ยกได รวม 

26 Ac26-1 1 

27 Ac27-1,  Ac27-2 2 

28 Ac28-1,  Ac28-2,  Ac28-3,  Ac28-4,  Ac28-5 5 

29 Ac29-1,  Ac29-2,  Ac29-3,  Ac29-4,  Ac29-5,  Ac29-6,  Ac29-7 7 

30 Ac30-1,  Ac30-2,  Ac30-3,  Ac30-4,  Ac30-5,  Ac30-6 6 

31 Ac31-1,  Ac31-2,  Ac31-3,  Ac31-4,  Ac31-5 5 

32 Ac32-1,  Ac32-2,  Ac32-3,  Ac32-4,  Ac32-5,  Ac32-6 6 

33 Ac33-1,  Ac33-2,  Ac33-3 3 

34 Ac34-1 1 

35 Ac35-1,  Ac35-2,  Ac35-3,  Ac35-4 4 

36 Ac36-1,  Ac36-2,  Ac36-3,  Ac36-4 4 

37 Ac37-1,  Ac37-2 2 

38 Ac38-1,  Ac38-2 2 

39 Ac39-1,  Ac39-2 2 
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4.3 การทดสอบเพื่อคนหาแอกติโนมัยซิทสีสายพันธุทีส่รางสารปฏชิีวนะยบัยั้ง         
จุลินทรีย  

 

 นําแอกติโนมยัซิทีสที่แยกไดจากมูลสัตวทั้งหมด 127 สายพันธุ  เลี้ยงในอาหารเหลว  

Sodium Caseinate Yeast Extract Broth (SCYB)  เปนเวลา 14 วัน  สกัดน้าํเลี้ยงเชื้อและเสนใย

ดวยเอททิลแอซิเตต  ระเหยเอททิลแอซิเตตออก  และละลายสารสกัดดวย 20%DMSO  ไดสาร

สกัดทั้งหมด 127 ชนิด  นาํสารสกัดมาทดสอบการยับยัง้จุลินทรียโดยวิธี  Agar well  กบัจุลินทรีย

ทดสอบ  7 ชนิดดังนี ้

  Pseudomonas  aeruginosa    ATCC 9027 

  Escherichia  coli    ATCC 25922 

  Bacillus  cereus    ATCC 6633 

  Staphylococcus  aureus    ATCC 25923 

  Candida  albicans    ATCC 10231 

  Saccharomyces  cerevisiae    ATCC 5169 

  Aspergillus  niger    ATCC 6275 

พบวาแอกติโนมัยซทิีสแตละสายพันธุสามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลนิทรียทดสอบไดแตกตาง

กันดังแสดงในตารางที่  4.3 

 

ตารางที่ 4.3   ความสามารถในการยับยัง้จุลินทรียทดสอบของสารสกดัจากเสนใยและน้ําเลี้ยง

เชื้อของแอกติโนมัยซิทีส 
ระดับการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

สายพันธุ

แอกติโน

มัยซิทีส 
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5 

Ac1-1 - - + ++ ++ ++ +++ 

Ac1-2 - - - - - - - 

Ac1-3 - - + ++ + + + 

Ac1-4 - - + + ++ +++ ++ 

Ac1-5 - - + - + - + 

Ac1-6 - - + + + + + 

Ac1-7 - - - - - - - 

Ac1-8 - - + + + + + 
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ตารางที่ 4.3   (ตอ) ความสามารถในการยับยั้งจุลนิทรียทดสอบของสารสกัดจากเสนใยและน้าํ

เลี้ยงเชื้อของแอกติโนมยัซิทสี 

 
ระดับการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

สายพันธุ

แอกติโน

มัยซิทีส 
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Ac1-9 - - - - - - - 

Ac2-1 - - - - - - - 

Ac2-2 - - + - +++ +++ + 

Ac2-3 - - - - - - - 

Ac2-4 - - - - - - - 

Ac3-1 - - - - - + - 

Ac3-2 - - - - - - - 

Ac3-3 - - + - - - - 

Ac4-1 - - ++++ +++ ++ +++ ++ 

Ac4-2 - - - - - - - 

Ac4-3 - + +++ + + - + 

Ac5-1 - - - - - - - 

Ac5-2 - - - - - - - 

Ac5-3 - - + - + + ++ 

Ac6-1 - - + + + + + 

Ac6-2 - - +++ +++ - - - 

Ac7-1 - - - - - - - 

Ac7-2 - - - - - - - 

Ac7-3 - - + - - - - 

Ac7-4 - - - - - - - 

Ac7-5 - - - - - - - 

Ac7-6 - - + - - - - 

Ac8-1 - - - - - - - 

Ac9-1 - - + + + + +++ 

Ac9-2 - - - - - - - 

Ac9-3 - - + - - ++ - 
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ตารางที่ 4.3  (ตอ)  ความสามารถในการยับยั้งจุลนิทรียทดสอบของสารสกัดจากเสนใยและน้าํ

เลี้ยงเชื้อของแอกติโนมยัซิทสี 
ระดับการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

สายพันธุ

แอกติโน

มัยซิทีส 
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Ac9-4 - - - - - - - 

Ac9-5 - - - - - - - 

Ac9-6 - - + - + + - 

Ac9-7 - - - - - - + 

Ac9-8 - - - - - - - 

Ac9-9 - - +++ - - - - 

Ac9-10 - - - - - - - 

Ac9-11 - - + - - + - 

Ac9-12 - - + + - - - 

Ac9-13 - - - - - - - 

Ac10-1 - - - - - - - 

Ac10-2 - - - - - - - 

Ac10-3 - - + - - + - 

Ac11-1 - - + - - - - 

Ac12-1 - - + - - - - 

Ac12-2 - - + - + + + 

Ac13-1 - - + - - - - 

Ac13-2 - - + - - + - 

Ac13-3 - - + - + + + 

Ac14-1 - - - - - - - 

Ac15-1 - - - - - - - 

Ac15-2 - - + - - - - 

Ac16-1 + + +++ ++++ - + + 

Ac16-2 - - +++ + - - - 

Ac17-1 - - + - - + - 

Ac18-1 - - - - - - + 

Ac18-2 - - + + - - - 
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ตารางที่ 4.3  (ตอ)  ความสามารถในการยับยั้งจุลนิทรียทดสอบของสารสกัดจากเสนใยและน้าํ

เลี้ยงเชื้อของแอกติโนมยัซิทสี 
ระดับการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

สายพันธุ

แอกติโน

มัยซิทีส 
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Ac19-1 - - + - - + + 

Ac20-1 - - - - - + - 

Ac21-1 - - + + - - - 

Ac23-1 - - + - - ++++ - 

Ac23-2 - - + - - + - 

Ac24-1 - - + - - - - 

Ac24-2 - - + - - + - 

Ac24-3 - - +++ + - - - 

Ac24-4 - - + - + + + 

Ac24-5 - - + - + - - 

Ac25-1 - - + - - + - 

Ac25-2 - - + - - - - 

Ac25-3 - - - - - - - 

Ac25-4 - - - - + + - 

Ac25-5 - - + - + - + 

Ac25-6 - - + - - - - 

Ac26-1 - - + - - + - 

Ac27-1 - - + + - + + 

Ac27-2 + + +++ + - - - 

Ac28-1 - - - - - - - 

Ac28-2 - + +++ + - + - 

Ac28-3 - - ++++ ++++ - - - 

Ac28-4 - - - - - - - 

Ac28-5 - - + + - - - 

Ac29-1 - - - - - - - 

Ac29-2 - - + - - - - 

Ac29-3 - - + - - - - 
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ตารางที่ 4.3  (ตอ)  ความสามารถในการยับยั้งจุลนิทรียทดสอบของสารสกัดจากเสนใยและน้าํ

เลี้ยงเชื้อของแอกติโนมยัซิทสี 
ระดับการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

สายพันธุ

แอกติโน
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Ac29-4 - - - - - - + 

Ac29-5 - - - - - - - 

Ac29-6 - - + - - - - 

Ac29-7 - - ++ + - - - 

Ac30-1 - - - - - - - 

Ac30-2 - - + - + + - 

Ac30-3 - - + - - - - 

Ac30-4 - - + - - - - 

Ac30-5 - - - - - - - 

Ac30-6 - - - - - - - 

Ac31-1 - - + - + ++ - 

Ac31-2 - - - - - - - 

Ac31-3 - - + - - - - 

Ac31-4 - - + - - + - 

Ac31-5 - - - - - - - 

Ac32-1 - - - - + ++ - 

Ac32-2 - - - - - - - 

Ac32-3 - - + - - - - 

Ac32-4 - - - - - - - 

Ac32-5 - - ++ + - - - 

Ac32-6 - - - - - - - 

Ac33-1 - - - - - - - 

Ac33-2 - - + - - - - 

Ac33-3 - - - - - - - 

Ac34-1 - - +++ ++ - - - 

Ac35-1 - - + - - - - 

Ac35-2 - - ++ - - - - 
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ตารางที่ 4.3  (ตอ)  ความสามารถในการยับยั้งจุลนิทรียทดสอบของสารสกัดจากเสนใยและน้าํ

เลี้ยงเชื้อของแอกติโนมยัซิทสี 
ระดับการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

สายพันธุ

แอกติโน
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Ac35-3 - - ++++ +++ - - - 

Ac35-4 - - ++++ ++ - - - 

Ac36-1 - - + - - - - 

Ac36-2 - - + - - - - 

Ac36-3 - - - + + + - 

Ac36-4 - - + - - - - 

Ac37-1 - - + - - - - 

Ac37-2 - - + - - - - 

Ac38-1 - - + - - - - 

Ac38-2 - - + - - - - 

Ac39-1 - - + - - - - 

Ac39-2 - - - - - - - 

 

หมายเหต ุ ++++ =  ความกวางของ Inhibition zone 25 - 30 มิลลิเมตรขึ้นไป 

  +++ =  ความกวางของ Inhibition zone 19 - 24 มิลลิเมตร 

  ++ =  ความกวางของ Inhibition zone 14 - 18 มิลลิเมตร 

  + =  ความกวางของ Inhibition zone  9 - 13 มิลลิเมตร 

  - =  ไมแสดงการยับยั้ง 

 
4.4 การจัดกลุมความสามารถในการสรางสารปฏิชวีนะยับยั้งจลุินทรียทดสอบ 

จากการทดสอบเพื่อคนหาแอกติโนมยัซิทสีสายพนัธุที่สรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบจากแอกติโนมยัซิทสีจํานวน 127 สายพนัธุ  สามารถแบงกลุมความสามารถในการสราง

สารปฏิชีวนะยับยั้งจุลนิทรียไดทั้งหมด 4 กลุม  คือกลุมที่ 1 ยับยั้งแบคทีเรียและรา  กลุมที่ 2 ยับยั้ง

แบคทีเรียอยางเดียว  กลุมที่ 3 ยับยั้งราอยางเดยีว  และกลุมที ่ 4  ไมสามารถยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบไดแสดงดังตารางที ่ 4.4 จํานวนสายพนัธุในแตละกลุมคิดเปนเปอรเซ็น  และแสดงเปน

แผนภูมิวงกลมดังรูปที่ 4.1   
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ตารางที่ 4.4  จํานวนสายพนัธุของแอกติโนมัยซทิีสที่มีผลตอการยับยัง้จุลินทรียทดสอบแตละกลุม 

 

ขอบเขตการยั้บยั้งกลุม 

จุลินทรียทดสอบ 
สายพนัธุแอกติโนมัยซทิีส รวม % 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

และรา 

Ac1-1,  Ac1-3,  Ac1-4,  Ac1-5,  Ac1-6,  Ac1-8, 

Ac2-2,  Ac3-3,  Ac4-1,  Ac4-3,  Ac5-3,  Ac9-1, 

Ac9-3,  Ac9-6,  Ac9-11,  Ac10-3,  Ac12-2,  

Ac13-2,  Ac13-3,  Ac16-1,  Ac17-1,  Ac19-1,  

Ac23-1,  Ac23-2,  Ac24-2,  Ac24-4,  Ac24-5,  

Ac25-1,  Ac25-5,  Ac26-1,  Ac27-1,  Ac28-2,  

Ac30-2,  Ac31-1,  Ac31-4, Ac36-3 

36 28.35 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

อยางเดยีว 

Ac7-3,  Ac7-6,  Ac9-9,  Ac9-12,  Ac11-1,   

Ac12-1,  Ac13-1,  Ac15-2,  Ac16-2,  Ac18-2,   

Ac21-1,  Ac24-1,  Ac24-3,  Ac25-2,  Ac25-6,  

Ac27-2,  Ac28-3,  Ac28-5,  Ac29-2,  Ac29-3,  

Ac29-6,  Ac29-7,  Ac30-3,  Ac30-4,  Ac31-3,  

Ac32-3,  Ac32-5,  Ac33-2,  Ac34-1,  Ac35-1,  

Ac35-2,  Ac35-3,  Ac35-4,  Ac36-1,  Ac36-2,  

Ac36-4,  Ac37-1,  Ac37-2,  Ac38-1,  Ac38-2,   

Ac39-1 

41 32.28 

ยับยั้งราอยางเดียว 
Ac3-1,  Ac9-7,  Ac18-1,  Ac20-1,  Ac25-4,  

Ac29-4,  Ac32-1 
7 5.51 

ไมยับยั้งทั้งแบคทีเรีย 

และรา 

Ac1-2,  Ac1-7,  Ac1-9,  Ac2-1,  Ac2-3,  Ac2-4, 

Ac3-2,  Ac4-2,  Ac5-1,  Ac5-2,  Ac6-1,  Ac6-2, 

Ac7-1,  Ac7-2,  Ac7-4,  Ac7-5,  Ac8-1,  Ac9-2, 

Ac9-4,  Ac9-5,  Ac9-8,  Ac9-10,  Ac9-13, 

Ac10-1,  Ac10-2,  Ac14-1,  Ac15-1,  Ac25-3,  

Ac28-1,  Ac28-4,  Ac29-1,  Ac29-5,  Ac30-1,  

Ac30-5,  Ac30-6,  Ac31-2,  Ac31-5,  Ac32-2,  

Ac32-4,  Ac32-6,  Ac33-1,  Ac33-3,  Ac39-2 

43 33.86 
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28.35%

32.28%
5.51%

33.86%

ยับยั้งแบคทีเรียและรา ยับยั้งแบคทีเรียอยางเดียว

ยับยั้งราอยางเดียว ไมยับยั้งท้ังแบคทีเรียและรา
 

รูปที่  4.1  แผนภูมิวงกลมแสดงการจัดกลุมการยับยั้งจุลินทรียทดสอบ 

 

 จากรูปที ่ 4.1  จะเหน็ไดวาจํานวนของแอกติโนมยัซิทสีที่สามารถสรางสารยับยัง้จลุินทรีย

ทดสอบไดมีจํานวน 66.14% สวนจํานวนของแอกติโนมัยซทิีสที่ไมสามารถสรางสารปฏิชีวนะ

ยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดมีจํานวน 33.86% นอกจากนี้ยับพบวากลุมของแอกติโนมยัซิทสีที่

สามารถยับยัง้แบคทีเรียไดอยางเดียวมจีํานวน 32.28%  และในจํานวนนี้สามารถยับยั้งแบคทีเรีย

แกรมบวกไดอยางเดียวมมีากถึง 97.56% ทั้งนีเ้นื่องจากแบคทีเรียแกรมบวกเปนแบคทีเรียที่ไวตอ

สารปฏิชีวนะมากกวาแบคทีเรียแกรมลบ  เนื่องจากผนงัเซลลของแบคทีเรียแกรมลบมีเมมเบรน

ชั้นนอก  (outer membrane)  ลอมรอบเพปติโดไกลแคนไว  เมมเบรนนี้มีไขมันมากถงึ  11-12%  

ของน้ําหนักแหงของผนงัเซลล  ซึง่ทาํหนาทีเ่ปนเครือ่งกั้นสารเคมแีละเอนไซมจากภายนอกไมให

เขาไปทําลายเซลล   

 
4.5 การทดสอบเพื่อคนหาแอกติโนมัยซิทสีสายพันธุทีส่รางสารปฏชิีวนะยบัยั้งเซลล

ไลนมะเร็งมนุษย 
 นําแอกติโนมยัซิทีสที่แยกไดจากมูลสัตวทั้งหมด 127 สายพันธุ เลี้ยงในอาหารเหลว  

Sodium Caseinate Yeast Extract Broth (SCYB)  เปนเวลา 14 วัน  สกัดน้าํเลี้ยงเชื้อและเสนใย

ดวยเอททิลแอซิเตต ระเหยตัวทําละลายออกและละลายสารสกัดดวย 20%DMSO  ไดสารสกัด

ทั้งหมด 127 ชนิด  นาํสารสกัดมาทดสอบการยับยัง้เซลลมะเร็งโดยวิธ ี MTT method กับเซลลไลน

มะเร็งมนุษย  (Human tumor cell lines)  6 ชนดิ  ดังนี ้

 A375  (Human malignant melanoma)  ATCCNo.CRL-1619 

 SW620  (Human colorectal adenocarcinoma) ATCCNo.CCL-227 

 KatoⅢ  (Human gastric carcinoma)  ATCCNo.HTB-103 
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 HepG2  (Human liver hepatoblastoma)  ATCCNo.HB-8065 

 BT474  (Human ductal carcinoma)  ATCCNo.HTB-20 

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

พบวาแอกติโนมัยซทิีสแตละสายพันธุสามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งเซลลมะเร็งไดแตกตางกัน  

ดังแสดงในตารางที ่ 4.5 

ตารางที่ 4.5   ความสามารถในการยับยัง้เซลลไลนมะเรง็มนษุยของสารสกัดจากเสนใยและน้าํ

เลี้ยงเชื้อของแอกติโนมยัซิทสี 

ระดับการมีชีวิตของเซลลไลนมะเร็งมนุษย 
สายพันธุ

แอกติโน

มัยซิทีส A375 SW620 KatoⅢ HepG2 BT474 Jurkat 

Ac1-1 - - - - +++++ + 

Ac1-2 - - - - - - 

Ac1-3 - - - - +++++ + 

Ac1-4 - - - - +++++ - 

Ac1-5 - - - - +++ _ 

Ac1-6 - ++++ ++ + - - 

Ac1-7 - - - - - - 

Ac1-8 - ++++ +++ - - - 

Ac1-9 - - - - - - 

Ac2-1 - - - - - - 

Ac2-2 - +++ +++ + - - 

Ac2-3 - - - - - - 

Ac2-4 - - - - - - 

Ac3-1 - - - - - - 

Ac3-2 - - - - - - 

Ac3-3 - - - - - - 

Ac4-1 - +++ ++ ++ - - 

Ac4-2 - - - - - - 

Ac4-3 + +++ ++ - - - 

Ac5-1 - - - - - - 

Ac5-2 - - - - - - 
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ตารางที่ 4.5  (ตอ)  ความสามารถในการยับยั้งเซลลไลนมะเรง็มนษุยของสารสกัดจากเสนใยและ

น้ําเลีย้งเชื้อของแอกติโนมยัซิทีส 

ระดับการมีชีวิตของเซลลไลนมะเร็งมนุษย 
สายพันธุ

แอกติโน

มัยซิทีส A375 SW620 KatoⅢ HepG2 BT474 Jurkat 

Ac5-3 - +++ ++ - - - 

Ac6-1 +++++ ++ + + - - 

Ac6-2 - - - - ++++ + 

Ac7-1 + ++ - - - - 

Ac7-2 - - - - - - 

Ac7-3 - - - - - - 

Ac7-4 - - - - - - 

Ac7-5 - - - - - - 

Ac7-6 - - - - - - 

Ac8-1 - - - - - - 

Ac9-1 ++ ++ +++ - - - 

Ac9-2 - + + - - - 

Ac9-3 + ++ - - - + 

Ac9-4 - - - - - - 

Ac9-4 - - - - - - 

Ac9-6 - - - - - - 

Ac9-7 - +++ ++ - + - 

Ac9-8 - - - - - - 

Ac9-9 - - - - - - 

Ac9-10 - - - - - - 

Ac9-11 - - - - - + 

Ac9-12 - - - - - - 

Ac9-13 - - - - - - 

Ac10-1 - - - - - - 

Ac10-2 - - - - - - 

Ac10-3 - - - - - - 

Ac11-1 - - - - - - 
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ตารางที่ 4.5  (ตอ)  ความสามารถในการยับยั้งเซลลไลนมะเรง็มนษุยของสารสกัดจากเสนใยและ

น้ําเลีย้งเชื้อของแอกติโนมยัซิทีส 

ระดับการมีชีวิตของเซลลไลนมะเร็งมนุษย 
สายพันธุ

แอกติโน

มัยซิทีส A375 SW620 KatoⅢ HepG2 BT474 Jurkat 

Ac12-1 - - - - - - 

Ac12-2 - - - - - - 

Ac13-1 - - - - - - 

Ac13-2 - - - - - - 

Ac13-3 - - - - ++ - 

Ac14-1 - - - - - - 

Ac15-1 - - - - - - 

Ac15-2 - - - - - - 

Ac16-1 - - - - ++++ +++ 

Ac16-2 - - - - - - 

Ac17-1 - - - - - - 

Ac18-1 - +++ +++ +++ + - 

Ac18-2 - - - - - - 

Ac19-1 + +++ ++ - ++ - 

Ac20-1 - - - - - - 

Ac21-1 - - - - - - 

Ac23-1 - - - - - - 

Ac23-2 - +++ ++ +++ + - 

Ac24-1 - - - - - - 

Ac24-2 - +++ +++ + + - 

Ac24-3 - - - - - - 

Ac24-4 - ++ - - ++ - 

Ac24-5 - - - - - - 

Ac25-1 - + - + + - 

Ac25-2 - - - - - - 

Ac25-3 - - - - - - 

Ac25-4 - ++ + - - - 
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ตารางที่ 4.5  (ตอ)  ความสามารถในการยับยั้งเซลลไลนมะเรง็มนษุยของสารสกัดจากเสนใยและ

น้ําเลีย้งเชื้อของแอกติโนมยัซิทีส 

ระดับการมีชีวิตของเซลลไลนมะเร็งมนุษย 
สายพันธุ

แอกติโน

มัยซิทีส A375 SW620 KatoⅢ HepG2 BT474 Jurkat 

Ac25-5 - ++++ +++ - + - 

Ac25-6 - - - - - + 

Ac26-1 - - - - - - 

Ac27-1 - - - - + - 

Ac27-2 - - - - - - 

Ac28-1 - ++++ + - + - 

Ac28-2 - - - - - - 

Ac28-3 - - - - + - 

Ac28-4 - - - - - - 

Ac28-5 - - - - - - 

Ac29-1 - - - - - - 

Ac29-2 - - - - - - 

Ac29-3 - - - - - - 

Ac29-4 - - - - - - 

Ac29-5 - - - - - - 

Ac29-6 - - - - - - 

Ac29-7 - - - - - - 

Ac30-1 - - - - - - 

Ac30-2 ++++ +++ +++ - + - 

Ac30-3 - - - - - - 

Ac30-4 - - - - - - 

Ac30-5 - - - - - - 

Ac30-6 - - - - - - 

Ac31-1 +++++ +++ ++++ ++ + - 

Ac31-2 - - - - - - 

Ac31-3 - - - - - - 

Ac31-4 - - - - - - 
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ตารางที่ 4.5  (ตอ)  ความสามารถในการยับยั้งเซลลไลนมะเรง็มนษุยของสารสกัดจากเสนใยและ

น้ําเลีย้งเชื้อของแอกติโนมยัซิทีส 

ระดับการมีชีวิตของเซลลไลนมะเร็งมนุษย 
สายพันธุ

แอกติโน

มัยซิทีส A375 SW620 KatoⅢ HepG2 BT474 Jurkat 

Ac31-5 - - - - - - 

Ac32-1 +++ ++++ ++++ + + - 

Ac32-2 - - - - - - 

Ac32-3 - - - - - - 

Ac32-4 - - - - - - 

Ac32-5 - - - - - - 

Ac32-6 - - - - - - 

Ac33-1 - - - - - - 

Ac33-2 - - - - - - 

Ac33-3 - - - - - - 

Ac34-1 - - - - - - 

Ac35-1 - - - - - - 

Ac35-2 - - - - - - 

Ac35-3 - - - - - - 

Ac35-4 - - - - - - 

Ac36-1 - - - - - - 

Ac36-2 +++++ ++ ++ + - - 

Ac36-3 - - - - - - 

Ac36-4 - - - - - - 

Ac37-1 - - - - - - 

Ac37-2 - - - - - - 

Ac38-1 - - - - - - 

Ac38-2 - - - - - - 

Ac39-1 - - - - - - 

Ac39-2 - - - - - - 

 

 

82 



 

หมายเหต ุ  +++++  =  การมีชีวิต (viability) ของเซลลไลนมะเรง็มนษุยมีคาเทากับ 0 – 10% 

      ++++    =  การมีชีวิต (viability) ของเซลลไลนมะเรง็มนษุยมีคาเทากบั 11 – 20% 

      +++      =  การมีชีวิต (viability) ของเซลลไลนมะเรง็มนษุยมีคาเทากบั 21 – 30% 

      ++        =  การมีชีวิต (viability) ของเซลลไลนมะเรง็มนษุยมีคาเทากบั 31 – 40% 

      +          =  การมีชวีิต (viability) ของเซลลไลนมะเร็งมนุษยมีคาเทากับ 41 – 50% 

       -          =  การมีชวีิต (viability) ของเซลลไลนมะเร็งมนุษยมีคา > 50%  ขึ้นไป 

 
4.6 การจัดกลุมความสามารถในการสรางสารปฏิชวีนะยับยั้งเซลลไลนมะเร็งมนุษย 
 

 จากการทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งเซลลไลนมะเร็งมนุษยของแอกติโนมยัซทิีส

ทั้งหมด 127 สายพนัธุ  สามารถแบงกลุมแอกติโนมยัซิทีสตามความสามารถในการสรางสารยบัยั้ง

เซลลมะเร็งออกไดเปน 2 กลุมใหญ  กลุมแรก คือ สายพันธุที่สามารถสรางสารยับยัง้ทาํให

เซลลมะเร็งมเีปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50%  กลุมที่สอง คือ สายพนัธุทีท่ําให

เซลลมะเร็งมเีปอรเซ็นตการมีชีวิตมากวา 50%   สมาชิกในกลุมแรกสามารถแบงออกไดเปน  6 

กลุม ตามชนดิของเซลลมะเร็งที่สามารถยับยั้งได คือ กลุมที่ 1 มีผลทําใหเซลลมะเร็งผิวหนงั 

(Malignant melanoma) มีเปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากบั 50%  กลุมที่ 2 มีผลทาํให

เซลลมะเร็งลาํไส (Colorectal adenocarcinoma) มีเปอรเซ็นตการมชีีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50%   

กลุมที ่3 มีผลทําใหเซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร (Gastric carcinoma) มีเปอรเซน็ตการมีชีวิตนอย

กวาหรือเทากบั 50%   กลุมที่ 4 มีผลทําใหเซลลมะเรง็ตับ (Liver hepatoblastoma) มีเปอรเซ็นต

การมีชีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50%  กลุมที่ 5 มีผลทําใหเซลลมะเรง็เตานม (ductal carcinoma) 

มีเปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากบั 50%   และ กลุมที่ 6 มีผลทําใหเซลลมะเร็งเม็ดเลือด

ขาว(T cell leukemia) มีเปอรเซ็นตการมชีีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50%  แสดงดงัตารางที ่ 4.6 

แสดงจํานวนสายพนัธุของแอกติโนมัยซทิีสในแตละกลุมและคิดเปนเปอรเซ็นต   การเปรียบเทียบ

จํานวนสายพนัธุที่มีผลทาํใหเซลลมะเร็งแตละชนิดมีเปอรเซ็นตการมชีีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50%  

และจํานวนสายพนัธุทีท่าํใหเซลลมะเร็งมีเปอรเซ็นตการมีชีวิตมากวา 50%  แสดงดังแผนภูมิแทง

รูปที่ 4.2   
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ตารางที่ 4.6  แสดงจํานวนสายพนัธุของแอกติโนมัยซทิีสที่มีผลตอการยับยัง้เซลลไลนมะเร็ง

มนุษยแตละชนิด 

 

ขอบเขตการยับยั้ง 

เซลลมะเร็งทดสอบ 
สายพนัธุแอกติโนมัยซทิีส รวม % 

ยับยั้งเซลลมะเร็งผิวหนงั 

(A375) 

Ac4-3,  Ac7-1,  Ac9-1,  Ac9-3,  Ac19-1,  

Ac30-2,  Ac31-1,  Ac32-1,  Ac36-2 
9 7.09 

ยับยั้งเซลลมะเร็งลําไส 

(SW620) 

Ac1-6,  Ac1-8,  Ac2-2,  Ac4-1,  Ac4-3,  Ac5-3,   

Ac6-1,  Ac9-1,  Ac9-2,  Ac9-3,  Ac9-7,   

Ac18-1,  Ac19-1,  Ac23-2,  Ac24-2,  Ac24-4,  

Ac25-1,  Ac25-4,  Ac25-5,  Ac28-1,  Ac30-2,  

Ac31-1,  Ac31-1,  Ac36-2 

24 18.90 

ยับยั้งเซลลมะเร็งกระเพาะ

อาหาร 

(KatoⅢ) 

Ac1-6,  Ac1-8,  Ac2-2,  Ac4-1,  Ac4-3,  Ac5-3,   

Ac6-1,  Ac7-1,  Ac9-1,  Ac9-2,  Ac9-7,   

Ac14-1,  Ac18-1,  Ac19-1,  Ac23-2,  Ac24-2,  

Ac25-4,  Ac25-5,  Ac28-1,  Ac30-2,  Ac31-1,  

Ac31-1,  Ac36-2 

23 18.11 

ยับยั้งเซลลมะเร็งตับ 

(HepG2) 

Ac1-6,  Ac2-2,  Ac4-1,  Ac6-1,  Ac18-1,   

Ac23-2,  Ac24-2,  Ac25-1,   Ac31-1,  Ac31-1,  

Ac36-2 

11 8.66 

ยับยั้งเซลลมะเร็งเตานม  

(BT474) 

Ac1-1,  Ac1-3,  Ac1-4,  Ac1-5,  Ac6-2,  Ac9-7,   

Ac16-1,  Ac18-1,  Ac19-1,  Ac23-2,  Ac24-2,  

Ac24-4,  Ac25-1,  Ac25-4,  Ac25-5,  Ac28-1,  

Ac30-2,  Ac31-1,  Ac31-1 

19 14.96 

ยับยั้งเซลลมะเร็งเม็ดเลือด

ขาว  (Jurkat) 

Ac1-1,  Ac1-3,  Ac6-2,  Ac9-3,  Ac9-11,   

Ac16-1,  Ac25-6,  Ac27-1 

 

8 6.30 
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ตารางที่ 4.6  (ตอ) แสดงจํานวนสายพันธุของแอกติโนมัยซิทีสที่มีผลตอการยับยัง้เซลลไลนมะเรง็

มนุษยแตละชนิด 

 

การยับยัง้ 

เซลลมะเร็งทดสอบ 
สายพนัธุแอกติโนมัยซทิีส รวม % 

เซลลมะเร็งทุกชนิดมี

เปอรเซ็นตการมีชีวิต

มากกวา 50% 

Ac1-2,  Ac1-7,  Ac1-9,  Ac2-1,  Ac2-3,  Ac2-4,   

Ac3-1,  Ac3-2,  Ac3-3,  Ac 4-2,  Ac5-1,   

Ac5-2,  Ac7-2,  Ac7-3,  Ac7-4,  Ac7-5,  Ac7-6,   

Ac8-1,  Ac9-4,  Ac9-5,  Ac9-6,  Ac9-8,  Ac9-9,   

Ac9-10,  Ac9-12,  Ac9-13,  Ac10-1,  Ac10-2,   

Ac10-3,  Ac11-1,  Ac12-1,  Ac12-2,  Ac13-1,   

Ac13-2,  Ac13-3,  Ac15-1,  Ac15-2,  Ac16-2,   

Ac17-1,  Ac18-2,  Ac20-1,  Ac21-1,  Ac23-1,   

Ac24-1,  Ac24-3,  Ac25-2,  Ac25-3,  Ac26-1,   

Ac27-2,  Ac28-2,  Ac28-4,  Ac28-5,  Ac29-1,  

Ac29-2,  Ac29-3,  Ac29-4,  Ac29-5,  Ac29-6, 

Ac29-7,  Ac30-1,  Ac30-3,  Ac30-4,  Ac30-5 

Ac30-6,  Ac31-2,  Ac31-3,  Ac31-4,  Ac31-5,   

Ac32-2,  Ac32-3,  Ac32-4,  Ac32-5,  Ac32-6,   

Ac33-1,  Ac33-2,  Ac33-3,  Ac34-1,  Ac35-1 

Ac35-2,  Ac35-3,  Ac35-4,  Ac36-1,  Ac36-3,  

Ac36-4,  Ac37-1,  Ac37-2,  Ac38-1,  Ac38-2,   

Ac39-1,  Ac39-2 

91 71.65 
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รูปที่ 4.2   แผนภูมิแทงแสดงจํานวนแอกตโินมัยซิทีสสายพนัธุทีม่ีผลทาํใหเซลลมะเร็งแตละชนิดมี

เปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50%  และจํานวนสายพนัธุที่มีผลทาํให

เซลลมะเร็งทุกชนิดมีเปอรเซน็ตการมีชวีิตมากกวา 50% 

 

 จากรูปที ่ 4.2 แอกติโนมัยซทิีสในกลุมแรกสามารถสรางสารยับยั้งเซลลมะเร็งได  โดยทาํ

ใหเซลลมะเรง็มีเปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากบั 50% มีจํานวน 28.35% ไดแก แอกติโน

มัยซิทีสสายพนัธุที่ทาํใหเซลลมะเร็งผิวหนงั เซลลมะเร็งลําไส เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร 

เซลลมะเร็งตบั  เซลลมะเร็งเตานม  และเซลลมะเรง็เม็ดเลือดขาวมีเปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวา

หรือเทากับ 50%  มีจํานวน  7.09,  18.90,  18.11,  8.66,  14.96  และ  6.30 % ตามลําดับ  สวน

แอกติโนมัยซทิีสกลุมที่สองที่ทาํใหเซลลมะเร็งมีเปอรเซน็ตการมีชวีิตมากกวา 50% มีจาํนวน 

71.65%  ดังนั้นในการคัดเลือกสายพันธุของแอกติโนมยัซิทีสจงึใหความสนใจเฉพาะแอกติโนมยัซิ

ทีสที่มีความสามารถทําใหเซลลมะเร็งมีเปอรเซ็นการมชีีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50% เทานั้น   การ

ยับยั้งเซลลมะเร็งของสารสกดัจากแอกติโนมัยซิทีสข้ึนอยูกับกลไกของสารที่มีปฏิกิริยากับตัวรับ 

(receptor) ของเซลล  และสารบางชนิดอาจชักนําใหเซลลตายแบบ apoptosis  แอกติโนมยัซิทีสที่

มีความสามารถทําใหเซลลมะเร็งมีเปอรเซน็การมชีีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50% แตละสายพนัธุ

สามารถสรางสารยับยัง้เซลลมะเร็งไดตางชนิดกนั สวนใหญสามารถยับยัง้เซลลมะเร็งไดมากกวา 

1 ชนิด  มีเพยีง 2 สายพันธุแสดงการยับยั้งอยางจาํเพาะตอเซลลมะเร็งเตานม แสดงดังรูปที่ 4.3  

แสดงสายพันธุของแอกติโนมัยซิทีสที่สารสกัดมีผลทาํใหเซลลมะเร็งมีเปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวา

หรือเทากับ 50% อยางนอยหนึง่เซลลไลน   
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รูปที่ 4.3  แผนภูมิแทงแสดงเปอรเซ็นตการมีชีวิตของเซลลมะเร็งแตละชนิดทีท่ดสอบดวยสารสกดัจากแอกติโนมัยซิทีส  โดยแสดงสายพันธุทีท่ําใหเซลลมะเร็งมี

เปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50% อยางนอยหนึ่งเซลลไลน 
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รูปที่ 4.3  (ตอ) แผนภูมิแทงแสดงเปอรเซน็ตการมีชวีิตของเซลลมะเรง็แตละชนิดทีท่ดสอบดวยสารสกัดจากแอกติโนมยัซิทีส  โดยแสดงสายพนัธุทีท่าํใหเซลลมะเร็งมี

เปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50% อยางนอยหนึ่งเซลลไลน 
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รูปที่ 4.3  (ตอ) แผนภูมิแทงแสดงเปอรเซน็ตการมีชวีิตของเซลลมะเรง็แตละชนิดทีท่ดสอบดวยสารสกัดจากแอกติโนมยัซิทีส  โดยแสดงสายพนัธุทีท่าํใหเซลลมะเร็งมี

เปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50% อยางนอยหนึ่งเซลลไลน 
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 แอกติโนมัยซทิีสที่แยกไดจากมูลสัตวกินพืชจํานวน 127 สายพนัธุ  มีจํานวน 33 สายพนัธุ

ที่สามารถสรางสารออกฤทธิย์ับยั้งทั้งจุลินทรียสอบและเซลลมะเร็ง  โดยคดัเลือกสายพนัธุที่

สามารถสรางสารออกฤทธิ์ยบัยั้งจุลนิทรียและเซลลมะเรง็ไดสูงแสดงดังรูปที ่ 4.4  ลักษณะโคโลนี

ของแอกติโนมยัซิทีสที่สามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยัง้ทั้งจุลนิทรียทดสอบและเซลลมะเร็ง   

 

   
 

   
 

   
 

รูปที่ 4.4  แสดงลักษณะโคโลนีของแอกตโินมัยซิทีสสายพนัธุที่สามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยัง้ทั้ง

จุลินทรียทดสอบและเซลลไลนมะเรง็มนษุย 
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รูปที่ 4.4  แสดงลักษณะโคโลนีของแอกตโินมัยซิทีสสายพนัธุที่สามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยัง้ทั้ง

จุลินทรียทดสอบและเซลลไลนมะเรง็มนษุย 
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รูปที่ 4.4  แสดงลักษณะโคโลนีของแอกตโินมัยซิทีสสายพนัธุที่สามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยัง้ทั้ง

จุลินทรียทดสอบและเซลลไลนมะเรง็มนษุย 

 

 จากแอกติโนมยัซิทีสที่แยกได 127 สายพันธุ  สามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยัง้จุลินทรีย

ทดสอบไดอยางนอยหนึง่ชนิดมีจํานวน 84 สายพันธุ  คิดเปน 66.14% ของจํานวนสายพนัธุที่แยก

ไดทั้งหมด  และสามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยัง้เซลลไลนมะเร็งมนุษยโดยทําใหเซลลมะเรง็มี

เปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50% อยางนอยหนึ่งเซลลไลน  มีจาํนวน 36 สายพนัธุ  

คิดเปน 28.35% ของจํานวนสายพนัธุที่แยกไดทั้งหมด  จากการเปรียบเทียบความสามารถในการ

สรางสารออกฤทธิย์ับยัง้จุลนิทรียทดสอบและสารออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลไลนมะเร็งมนษุยพบวามี

จํานวน 33 สายพนัธุ  คิดเปน 25.98% ของจํานวนสายพนัธุที่แยกไดทั้งหมดที่ออกฤทธิ์ยับยัง้ทั้ง   

จุลินทรียทดสอบอยางนอยหนึง่ชนิดและยับยั้งเซลลไลนมะเรง็มนษุยโดยทาํใหเซลลมะเร็งมี

เปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50% อยางนอยหนึ่งเซลลไลน  เปนสวนใหญสายพันธุที่

สามารถยับยัง้เซลลมะเร็งไดจะสามารถยับยั้งจุลนิทรียทดสอบไดดวย 
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4.7 ผลทดสอบการยับยัง้เซลลมะเร็งและการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลนิทรียของ
แอกติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac1-4  และ  Ac16-1   
 

 จากการทดสอบหาแอกติโนมัยซิทีสสายพนัธุที่สามารถสรางสารปฏิชวีนะยับยัง้จุลินทรีย

ทดสอบโดยวธิี  Agar well  และยับยัง้เซลลไลนมะเร็งมนุษยโดยวธิี  MTT method  พบวาแอกติโน

มัยซิทีสสายพนัธุ Ac1-4 สามารถสรางสารออกฤทธิย์ับยั้งสูงสุดและจาํเพาะตอเซลลมะเร็ง    เตา

นม (BT474)  โดยทาํใหเซลลมะเร็งเตานมมีเปอรเซ็นการมีชีวิตเทากบั 2.08% ดังรูปที่ 4.5 และ 

4.6  และนอกจากนี้สามารถสรางสารปฏิชวีนะยับยัง้จุลินทรียทดสอบซึ่งออกฤทธิย์บัยั้งอยางสงูตอ

ยีสตและรา ไดแก C. albicans,  S. cerevisiae  และ  A. niger  แสดงดังรูปที่ 4.7  และออกฤทธิ์

ยับยั้งอยางออนตอแบคทีเรียแกรมบวก ไดแก  B. cereus และ S. aureus   
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รูปที่ 4.5  กราฟแสดงการยบัยั้งเซลลมะเร็งเตานม (BT474)  A) คาเปอรเซ็นตการมีชีวิตของเซลล

ที่ไดรับ DMSO ที่ความเขมขนสุดทาย 0.2% เทากับ 92%  B)  คาเปอรเซ็นตการมีชีวิต

ของเซลลที่ไดรับสารสกัดจากสายพันธุ Ac1-4 ปริมาตร 1% v/v มีคาเทากบั 2.08% 
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รูปที่ 4.6  แสดงผลการยับยัง้เซลลมะเร็งเตานม (BT474)  ของสารสกัดจากสายพนัธุ  Ac1-4  

A) ชุดควบคุมลบ  เซลลมะเร็งเจริญขยายขนาดเปนปกติมีขอบเซลลสวางใสสะทอน

แสง  

B) เซลลที่ไดรับสารสกัดจากสายพันธุ Ac1-4  สงผลใหเซลลมีรูปรางเปลี่ยนไปจากเดิม 

และตาย 

C) ชุดควบคุมลบเมื่อเติมสารละลาย MTT ซึ่งสารละลาย MTT จะทาํปฏิกิริยากับ

เอนไซม  mitochrondrial dehydrogenase  ในไมโทคอนเดรียของเซลลที่มีชีวิต  

ทําใหสารละลาย  MTT เปลี่ยนเปนผลึกสมีวงที่ไมละลายน้ํา เรียกวาผลึก 

formazan  ซึ่งปริมาณ dehydrogenase ในเซลลหนึง่ ๆ จะคงที่ดงันัน้  ปริมาณ

ผลึก formazan ที่เกิดขึน้เปนสัดสวนโดยตรงกับเซลลมชีีวิตจึงทําใหชดุควบคุมเกิด

ผลึก formazan เปนจาํนวนมาก  

D) เซลลที่ไดรับสารสกัดจากสายพันธุ Ac1-4 ซึ่งเปนผลใหเซลลตายทาํใหเอนไซม 

mitochrondrial dehydrogenase  มีปริมาณนอยเมื่อเตมิสารละลาย  MTT  ทําให

เกิดผลึก formazan จํานวนนอย   
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รูปที่ 4.7  แสดงการยับยั้งจลิุนทรียทดสอบ A) C. albicans,  B) S. cerevisiae  และ C) A. niger  

ของสารสกัดจากแอกติโนมยัซิทีสายพันธุ Ac1-4  

 

แอกติโนมัยซทิีสสายพนัธุ Ac16-1 เปนสายพันธุที่สามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยัง้

เซลลมะเร็งได 2 ชนิด คือ เซลลมะเร็งเตานม (BT474)  และเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Jurkat)  

โดยทาํใหเซลลมะเร็งเม็ดเลอืดขาวมีเปอรเซ็นตการมีชีวตินอยที่สุดเทากับ 27.31% และเซลลมะเรง็

เตานมมีเปอรเซ็นตการมีชวีติเทากับ 16.38% แสดงดังรูปที่ 4.8  และ 4.9 นอกจากนี้สามารถสราง

สารยับยัง้จุลินทรียทดสอบโดยออกฤทธิ์ยบัยั้งอยางสงูกบัแบคทีเรียแกรมบวก 2 ชนิด ไดแก B. 

cereus และ S. aures  ดงัรูปที ่ 4.10  และออกฤทธิย์ับยั้งอยางออนกับแบคทีเรียแกรมลบ (P. 

aeruginsa และ E.coli),  ยีสต (S.cerevisiae)  และ  รา (A. niger)  
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รูปที่ 4.8  กราฟแสดงการยบัยั้งเซลลมะเร็งเตานม (BT474) และเซลลมะเร็งเม็ดเลอืดขาว 

(Jurkat) ของสารสกัดจากสายพนัธุ Ac16-1 

  A และ C)  คาเปอรเซ็นตการมีชีวิตของเซลล BT474  และ Jurkat  ที่ไดรับ DMSO ที่ 

ความเขมขนสดุทายเทากับ 0.2% เทากับ 92% และ 85% ตามลําดับ 

  B และ D)  คาเปอรเซ็นการมีชีวิตของเซลล BT474  และ Jurkat  ที่ไดรับสารสกัดจาก

สายพนัธุ Ac16-1 ปริมาตร 1% v/v มีคาเทากบั 16.38  % และ 27.31% 

ตามลําดับ 
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รูปที่ 4.9  แสดงผลการยับยัง้เซลลมะเร็งเตานม (รูป A,B,C และ D)  และเซลลมะเรง็เม็ดเลือดขาว 

(รูป E,F,G และ H) ของสารสกัดจากสายพันธุ Ac16-1 

A และ E)  ชุดควบคุมลบของเซลลมะเร็งเตานมและเซลลมะเร็งเม็ดเลอืดขาว  

ตามลําดับ  เซลลมะเร็งเจรญิเปนปกติและมีขอบเซลลสวางใสสะทอนแสง 

B และ F)  เซลลที่ไดรับสารสกัดจากสายพันธุ Ac16-1 สงผลใหเซลลมีรูรางผิดไปจาก

เดิมและตาย 

C และ G) ชุดควบคุมลบเมือ่เติมสารละลาย MTT ซึ่งสารละลาย MTT จะทาํปฏิกิริยา

กับเอนไซม mitochrondrial dehydrogenase ในไมโทคอนเดรียของเซลลที่

มีชีวิต  ทาํใหเกิดเปนผลึก formazan  ซึง่ปริมาณผลึก formazan  ที่เกดิขึ้น
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เปนสัดสวนโดยตรงกับเซลลที่มีชีวิตจงึทําใหชุดควบคุมเกิดผลึก formazan 

เปนจํานวนมาก 

D และ H) เซลลที่ไดรับสารสกัดจากสายพันธุ Ac16-1 ซึ่งเปนผลใหเซลลมีรูปราง

ผิดปกติและตายทาํใหเอ็นไซม mitochrondrial dehydrogenase มีปริมาณ

นอยเมื่อเติมสารละลาย  MTT  ทําใหเกิดผลึก formazan ปริมาณนอย   

     
 

รูปที่ 4.10  แสดงการยับยั้งจุลินทรียทดสอบ   A)  B. cereus  และ  B)  S. aures  ของสารสกัด

จากแอกติโนมยัซิทีสสายพันธุ Ac16-1  

 

จากผลการทดลองขางตนสามารถคัดเลือกแอกติโนมัยซทิีสได 2 สายพันธุ คือ Ac1-4 และ 

Ac16-1 เนื่องจากสายพนัธุ Ac1-4 แสดงผลการยบัยั้งสูงสุดและจําเพาะตอเซลลมะเร็งเตานม 

(BT474)  และออกฤทธิ์ยบัยั้งอยางสงูตอจุลินทรียทดสอบ ไดแก ยีสต (C. albicans,  S. 

cerevisiae)  และ  รา (A. niger)   สายพันธุ  Ac16-1 แสดงผลการยับยั้งสงูสุดตอเซลลมะเร็งเม็ด

เลือดขาว (Jurkat)  และยบัยั้งไดในระดบัสูงตอเซลลมะเร็งเตานม (BT474)  และออกฤทธิ์ยับยั้ง

อยางสงูตอแบคทีเรียแกรมบวก 2 ชนิด คือ B. cereus  และ  S. aureus   ไดคัดเลือกแอกติโนมยั-

ซิทีสทัง้สองสายพนัธุเพื่อนาํไปศึกษาตอถงึการชักนําใหเซลลมะเร็งเกิดการตายแบบ apoptosis,  

การสรางสารปฏิชีวนะและทําใหสารบริสทุธิ์เบื้องตน  และศึกษาลักษณะทางสรีระวิทยา  ชวีเคมี 

และสัณฐานวทิยาตอไป   
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4.8 ผลของสารสกัดจากแอกติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac1-4  และ  Ac16-1  ตอการตาย
แบบอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเรง็มนุษย  โดยวิธียอมดวย DNA dye Hoechst 33342  
 

 เพื่อศึกษาวาสารสกัดจากแอกติโนมยัซิทีสสายพนัธุ Ac1-4 และ Ac16-1 ทําลาย

เซลลมะเร็งโดยกระตุนใหเซลลเขาสูโปรแกรมการตายแบบอะพอพโทซิสหรือไม  จึงทาํการศึกษา

ผลของสารสกดัตอการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเรง็มนษุย BT474 และ  Jurkat  เมื่อ

เติมสารสกัดจากแอกติโนมยัซิทีส 1 %v/v เปนเวลา 24 ชั่วโมง  ยอมเซลลดวย Hoechst 33342  

พบวาสารสกดัจากสายพนัธุ Ac16-1 สามารถชกันาํใหเซลลมะเร็ง Jurkat และ BT474 เขาสู

โปรแกรมการตายแบบอะพอพโทซิสไดสูง  แสดงผลดังรูปที่ 4.11 และ 4.12   สวนสารสกัดจาก

สายพนัธุ Ac1-4 ไมมีผลชกันําใหเซลลมะเร็ง BT474 เขาสูโปรแกรมการตายแบบอะพอพโทซสิ  

แสดงผลดังรูปที่ 4.13 
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 D    E 
 
รูปที่ 4.11  ผลของสารสกัดจากแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac16-1 ตอการตายแบบอะพอพโทซิส

ของเซลลไลนมะเร็งมนษยุ Jurkat ภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนซ  กาํลังขยาย 

200 เทา   

A.  กราฟแสดงเปอรเซ็นตอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเร็งมนุษย Jurkat  เมื่อเติม

สารสกัดจากแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac16-1 ปริมาตร 1% v/v 

B.  เติมสารสกัดจากแอกติโนมัยซีสสายพนัธุ Ac16-1 ปริมาตร 1% v/v เปนเวลา 24 

ชั่วโม 

C.  เติม DMSO ความเขมขนสุดทายเทากบั 0.2%  เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

D.  เซลลผลลบควบคุม 

E.  เซลลผลบวกควบคุม เตมิ Etoposide ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร  เปนเวลา 12 

ชั่วโมง 

                        [เครื่องหมายลูกศรชี้ (         )  คือเซลลทีม่ีการตายแบบอะพอพโทซสิ] 
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รูปที่ 4.12  ผลของสารสกัดจากแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac16-1 ตอการตายแบบอะพอพโทซิส

ของเซลลไลนมะเร็งมนุษย  BT474  ภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนซ  กาํลังขยาย 

200 เทา   

BT474 
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A.  กราฟแสดงเปอรเซ็นตอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเร็งมนุษย BT474 เมื่อเติม

สารสกัดจากแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac16-1 ปริมาตร 1% v/v 

B.  เติมสารสกัดจากแอกติโนมัยซทิีสสายพันธุ Ac16-1 ปริมาตร 1% v/v เปนเวลา 24 

ชั่วโม 

C.  เติม DMSO ความเขมขนสุดทายเทากบั 0.2%  เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

D.  เซลลผลลบควบคุม 

E.  เซลลผลบวกควบคุม เตมิ Etoposide ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร  เปนเวลา 36 

ชั่วโมง 

        [เครื่องหมายลูกศรชี้ (         )  คือเซลลที่มกีารตายแบบอะพอพโทซิส] 
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 B   C 
 

 D   E 
รูปที่ 4.13  ผลของสารสกัดจากแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac1-4 ตอการตายแบบอะพอพโทซิสของ

เซลลไลนมะเรง็มนษุย BT474 ภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนซ  กําลงัขยาย 200 

เทา   

A.  กราฟแสดงเปอรเซ็นตอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเร็งมนุษย BT474 เมื่อเติมสาร

สกัดจากแอกติโนมัยซีสสายพนัธุ Ac1-4 ปริมาตร 1% v/v 

B.  เติมสารสกัดจากแอกติโนมัยซีสสายพนัธุ Ac1-4 ปริมาตร 1% v/v เปนเวลา 24 

ชั่วโมง 

C.  เติม DMSO ความเขมขนสุดทายเทากบั 0.2%  เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

D.  เซลลผลลบควบคุม 

E.  เซลลผลบวกควบคุม เตมิ Etoposide ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร  เปนเวลา 36 

ชั่วโมง 

[เครื่องหมายลูกศรชี้ (         )  คือเซลลที่มกีารตายแบบอะพอพโทซิสล] 
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4.9 ความสมัพันธระหวางการเจริญ (Growth) และการสรางสารปฏิชีวนะยับยัง้         
จุลินทรียของแอกติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac1-4  และ Ac16-1   
 

 ศึกษาการสรางสารปฏิชีวนะจากแอกติโนมยัซิทีสสายพันธุ Ac 1-4 และ Ac16-1  ใน

อาหารเหลว Sodium Caseinate Yeast Extract Broth (SCYB)  โดยเก็บตัวอยางในวนัที ่0  1  2  

3  4  5  6  7  8  9  10  11  12  13  14  และ  15  ตามลําดับ  กรองแยกสวนของเสนใยออกจาก

น้ําเลีย้งเชื้อ  และหาน้ําหนกัแหงของเสนใย  นําน้าํเลี้ยงเชื้อไประเหยน้ําออกใหเขมขนขึ้นแลวนํามา

ทดสอบการยบัยั้งจุลินทรียทดสอบดวยวธิี Agar well  พบวาน้าํเลี้ยงเชื้อของสายพนัธุ Ac1-4  ออก

ฤทธิย์ับยัง้จุลนิทรียทดสอบทั้ง 7 ชนิด คอื แบคทีเรียแกรมบวก (B. cereus  และ  S. aureus)  

แบคทีเรียแกรมลบ (E. coli  และ P. aeruginosa)  ยีสต (S.cerevisiae  และ  C. albicans)  และ  

รา (A. niger)  ซึ่งปริมาณสารปฏิชีวนะที่เชื้อสรางออกมาขึ้นอยูกับเวลาในการเลี้ยงเชื้อ  แสดงดัง

รูปที่ 4.14  กราฟแสดงความสัมพนัธระหวางการเจริญ  และการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบของแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac1-4  จากกราฟพบวาการเจริญของเชื้อเร่ิมเขาสูระยะ log 

phase ในวนัที่ 2   เร่ิมเขาสูระยะ stationary phase ในวนัที ่ 3   และเขาสูระยะ death phase 

หลังจากวันที ่ 4  การสรางสารออกฤทธิย์ับยั้งแบคทีเรียทดสอบสามารถตรวจพบไดตั้งแตวันที ่ 1 

และจะเพิ่มข้ึนเรื่อย ๆ จนถงึวันที่ 3 มีปริมาณสูงสุดและจะคงทีเ่ร่ือยไป   สายพันธุ Ac1-4 เร่ิมสราง

สารออกฤทธิ์ยบัยั้งยีสตและราหลงัจากวนัที ่ 3 และ 4 ตามลําดับ  และมีปริมาณสงูสุดในวันที ่ 8  

หลังจากนั้นจะมีปริมาณคงที่เร่ือยไป  ดงันั้นในการเลี้ยงแอกติโนมยัซทิีสสายพนัธุ Ac1-4  เพื่อผลิต

สารปฏิชีวนะควรใชเวลาอยางนอย 8 วัน 

น้ําเลีย้งเชื้อจากแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ Ac16-1  ออกฤทธิย์ับยัง้จุลนิทรียทดสอบ 6 ชนิด 

คือ แบคทีเรียแกรมบวก (B. cereus  และ  S. aureus)  แบคทีเรียแกรมลบ (E. coli  และ P. 

aeruginosa)  ยีสต (S.cerevisiae)  และ  รา (A. niger)  การสรางสารปฏิชีวนะขึน้อยูกับเวลาใน

การเลี้ยงชื้อ  แสดงดังรูปที ่ 4.15 กราฟแสดงความสมัพันธระหวางการเจริญ  และการสรางสาร

ปฏิชีวนะยับยัง้จุลินทรียทดสอบของแอกติโนมัยซีสสายพนัธุ Ac16-1  จากกราฟพบวาการเจริญ

ของเชื้อเร่ิมเขาสูระยะ log phase ในเวลากอน 24 ชั่วโมง    เร่ิมเขาสูระยะ stationary phase หลัง

วันที่ 2  และเขาสูระยะ death phase หลังวนัที ่3  การสรางสารออกฤทธิ์ยับยัง้แบคทีเรียสามารถ

ตรวจพบไดตั่งแตวันที ่ 1 และจะเพิม่ข้ึนเรื่อย ๆ จนถึงวันที่ 2 มีปริมาณสูงสุดและจะคงที่เร่ือยไป  

สารออกฤทธิ์ยบัยั้งยีสตและราเริ่มสรางหลงัจากวนัที ่3  และมีปริมาณสงูสุดในวนัที่ 6  หลังจากนั้น

มีปริมาณคงทีเ่ร่ือยไป  ดังนัน้ในการเลี้ยงแอกติโนมัยซทิีสสายพนัธุ Ac16-1  เพื่อผลิตสารปฏิชีวนะ

ควรใชเวลาอยางนอย 6 วนั   จากผลการทดลองขางตนแสดงใหเห็นวายังมีสารปฏิชีวนะบางชนิดที่

ไมสามารถสกดัไดดวยเอทิลเอซิเตตโดยเฉพาะในสายพนัธุ Ac1-4 ในสวนของสารทีอ่อกฤทธิย์ับยั้ง
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แบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบซึ่งสามารถออกฤทธิ์ยับยัง้ไดสูงในน้าํเลี้ยงเชื้อที่ไมถูก

สกัดดวยตัวทาํละลาย แตออกฤทธิ์ยบัยั้งไดนอยกบัแบคทีเรียแกรมบวกและไมยับยั้งแบคทีเรีย   

แกรมลบในน้าํเลี้ยงเชื้อทีถ่กูสกกัดดวยเอททิลแอติเตต  ดังนัน้จงึศึกษาการแปรผันตัวทําละลายที่

เหมาะสมในการสกัดสารปฏิชีวนะในน้ําเลีย้งเชื้อของสายพนัธุ Ac1-4  และ Ac16-1 ตอไป 
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รูปที่ 4.14  กราฟแสดงความสัมพนัธระหวางการเจริญ  และการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลนิทรีย

ทดสอบของแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac1-4 
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รูปที่ 4.15  กราฟแสดงความสัมพนัธระหวางการเจริญ  และการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลนิทรีย

ทดสอบของแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac16-1 
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4.10 การหาตัวทาํละลายที่เหมาะสมในการสกัดสารปฏชิีวนะจากสายพันธุ Ac1-4  และ  
Ac16-1   

 

 ศึกษาหาตัวทาํละลายที่เหมาะสมในการสกัดสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบจากน้าํ

เลี้ยงเชื้อของสายพนัธุ Ac1-4  และ Ac16-1  โดยการแปรผันตัวทาํละลาย คือ เมทานอล  เอททิล

แอซิเตต  และเฮกเซน  หลงัจากสกัดและระเหยตวัทาํละลายออกจนแหงแลว  ละลายสารที่สกัดได

ในสารละลาย 20% DMSO และทดสอบการยับยัง้จุลินทรียดวยวิธ ีAgar well  พบวาตัวทําละลาย

ที่เหมาะสมในการสกัดน้าํเลีย้งเชื้อของสายพนัธุ Ac1-4 คือ เมทานอลเพราะสารสกัดจาก           

เมทานอลออกฤทธิย์ับยัง้จุลนิทรียทดสอบทั้ง 7 ชนิด  คอื  แบคทีเรียแกรมบวก (B. cereus  และ  

S. aureus),  แบคทีเรียแกรมลบ (E. coli  และ P. aeruginosa),  ยสีต (S.cerevisiae  และ  C. 

albicans)  และ  รา (A. niger)  ในขณะที่เอททิลแอซิเตตเปนตัวทาํละลายสารสกดัออกฤทธิย์ับยั้ง

แบคทีเรียแกรมบวก  (B. cereus)  ยีสตและรา  แตไมยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ   หรือเฮกเซนเปน

ตัวทําละลายสารสกัดจะออกฤทธิ์ยับยัง้ยสีตและราเทานั้น ดังตารางที่ 4.7 และกราฟรูปที ่ 4.16  

แสดงบริเวณยบัยั้งจุลินทรียทดสอบจากน้าํเลี้ยงเชื้อที่สกัดดวยตัวทําละลายตางชนดิกันในสาย

พันธุ Ac1-4    ในการสกดัน้ําเลี้ยงเชื้อจากสายพนัธุ Ac16-1  พบวาวาตัวทําละลายที่เหมาะสม  

คือ  เอททิลแอซิเตต  เพราะสารสกัดจากเอททิลแอซิเตตออกฤทธิย์ับยั้งจุลนิทรียทดสอบ 6 ชนิด 

คือ แบคทีเรียแกรมบวก (B. cereus  และ  S. aureus),  แบคทีเรียแกรมลบ (E. coli  และ P. 

aeruginosa),  ยีสต (S.cerevisiae)  และ  รา (A. niger)  ในขณะที่ใชเมทานอลเปนตัวทําละลาย

สารสกัดออกฤทธิย์ับยัง้เพยีงแบคทีเรียแกรมบวกและรา หรือใชเเฮกเซนเปนตัวทาํละลายสารสกัด

ออกฤทธิย์ับยัง้เพยีงแบคทเีรียแกรมบวก (B cereus)  ดังตารางที่ 4.8 และกราฟรปูที่ 4.17  แสดง

บริเวณยับยัง้ของน้ําเลีย้งเชือ้ที่สกัดดวยตวัทาํละลายตางชนิดกนัในสายพนัธุ Ac16-1   
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ตารางที ่ 4.7  ผลการวิเคราะหบริเวณยบัยั้งจุลนิทรียทดสอบของน้าํเลี้ยงเชื้อจากแอกติโนมัยซตี

สายพนัธุ Ac1-4  ที่สกัดดวย เมทานอล  เอททิลแอซิเตต  และเฮกเซน 

 

บริเวณยับยัง้ (มม.) 

จุลินทรียทดสอบ control* 

(น้ําเลี้ยงเชื้อ) 

สารสกัดจาก 

เมทานอล 

สารสกัดจาก 

เอททิลแอซิเตต 

สารสกัดจาก 

เฮกเซน 

B. cereus 28.66a 20.00b 10.00c 0.00d 

S. aureus 26.33a 23.33b 10.00c 0.00d 

P. aeruginosa 24.33b 14.00c 0.00d 0.00d 

E. coli 24.31b 15.00c 0.00d 0.00d 

S. cerevisiae 17.33d 23.00a 22.00c 21.00d 

C. albicans 15.00d 20.00b 18.00c 15.66d 

A. niger 14.00d 25.33a 20.00b 19.00C 

หมายเหตุ      ตัวอักษรที่กํากับดานขวาของตัวเลขในแนวนอน  เปนการเปรียบเทียบความแตกตางของ

คาเฉลี่ย  ตัวอักษรที่ตางกันแสดงวาคาเฉล่ียแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญ 0.05    a = 

คาเฉลี่ยมากที่สุด  รองลงมาคือ b,c  และ d  ตามลําดับ   *control  คือน้ําเลี้ยงเชื้อที่ไมได

สกัดดวยตัวทําละลาย 
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รูปที่ 4.16  แสดงบริเวณยบัยั้งที่ไดจากการสกัดน้ําเลี้ยงเชื้อดวยตวัทาํละลายตางชนิดกันใน   

สายพนัธุ Ac 1-4   
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ตารางที ่ 4.8  ผลการวิเคราะหบริเวณยบัยั้งจุลนิทรียทดสอบของน้าํเลี้ยงเชื้อจากแอกติโนมัยซตี

สายพนัธุ Ac16-1  ที่สกัดดวย เมทานอล  เอททิลแอซิเตต  และเฮกเซน 

 

บริเวณยับยัง้ (มม.) 

จุลินทรียทดสอบ control* 

(น้ําเลี้ยงเชื้อ) 

สารสกัดจาก 

เมทานอล 

สารสกัดจาก 

เอททิลแอซิเตต 

สารสกัดจาก 

เฮกเซน 

B. cereus 17.33b 15.00c 20.00a 9.33d 

S. aureus 21.33b 19.00c 26.33a 0.00d 

P. aeruginosa 13.00c 0.00d 15.00c 0.00d 

E. coli 13.00c 0.00d 15.00c 0.00d 

S. cerevisiae 10.00c 0.00d 13.00c 0.00d 

C. albicans 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d 

A. niger 13.00c 10.00c 13.00c 0.00d 

หมายเหตุ      ตัวอักษรที่กํากับดานขวาของตัวเลขในแนวนอน  เปนการเปรียบเทียบความแตกตางของ

คาเฉลี่ย  ตัวอักษรที่ตางกันแสดงวาคาเฉล่ียแตกตางกันที่ระดับนัยสําคัญ 0.05    a = 

คาเฉลี่ยมากที่สุด  รองลงมาคือ b,c  และ d  ตามลําดับ   *control  คือน้ําเลี้ยงเชื้อที่ไมได

สกัดดวยตัวทําละลาย 
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รูปที่ 4.17  แสดงบริเวณยบัยั้งที่ไดจากการสกัดน้ําเลี้ยงเชื้อดวยตวัทาํละลายตางชนิดกันใน   

สายพนัธุ Ac 16-1   
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4.11 การแยกและทําใหสารปฏชิีวนะบรสิุทธิ์เบ้ืองตนดวยวิธทีินเลเยอรโครมาโทกราฟ 
 

 เลี้ยงแอกติโนมัยซิทีสสายพนัธุ Ac1-4 และ Ac16-1 ในอาหารเหลว SCYB  นําน้ําเลีย้ง

เชื้อจากสายพนัธุ Ac1-4 สกัดดวยเมทานอล  และน้ําเลี้ยงเชื้อจากสายพนัธุ Ac16-1 สกัดดวย     

เอททิลแอซิเตต  หลังจากระเหยตวัทาํละลายออกแลว  ละลายสารสกัดดวยตัวทาํละลายเดิมใน

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  แยกสารสกัดใหบริสุทธิ์เบื้องตนโดยใชแผน TLC  aluminium sheet  รุน 

silica gel 60  โดยหยดสารสกัดปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงบนแผน TLC  แลวนําไป develop  

ดวยตัวทําละลายผสมระหวางเอททิลแอซเิตตและเมททานอลในอัตราสวน 9:1 ในกรณีที่สารสกดั

มาจากสายพนัธุ Ac1-4   และ develop ดวยตัวทาํละลายผสมระหวางเอททิลแอซิเตตและ         

เฮกเซนในอัตราสวน 7:3 ในกรณีที่สารสกดัมาจากสายพันธุ Ac16-1  หลังจากนัน้นาํไปสองภายใต

รังสี ยู วี ที่ความยาวคลืน่ 254  และ  365 นาโนเมตร    สารสกัดจากสายพนัธุ Ac1-4 ปรากฏแถบ

ของสารแยกออกมา 4 ตําแหนง  มีคา Rf เทากับ  0.25,  0.33,  0.72  และ 0.88  หลังจากนั้นนาํ

แผน TLC ไปทดสอบหาตําแหนงของสารที่มีฤทธิย์ับยั้งจุลนิทรียทดสอบโดยวิธีไบโอออโตกราฟ  

พบวาแถบของสารที่ตาํแหนง Rf เทากับ 0.25 ออกฤทธิ์ยับยั้ง ยีสต (C. albicans และ S. 

cerevisiae)  และ  รา (A. niger)  และแถบของสารที่ตาํแหนง Rf เทากับ 0.88  ออกฤทธิ์ยับยัง้    

S. Cerevisiae  ดังแสดงในรปูที่ 4.18   สารสกัดจากสายพนัธุ Ac16-1 ปรากฏแถบของสารแยก

ออกมาจาํนวน 4 ตําแหนง  ซึง่มีคา Rf เทากบั  0.25,  0.43,  0.58  และ 0.87  หลังจากนาํแผน 

TLC ไปทดสอบหาตําแหนงของสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบโดยวิธีไบโอออโตกราฟ  พบวา 

ณ ตําแหนง Rf เทากับ 0.00  ออกฤทธิย์ับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก (B. cereus และ S. aureus),  

แบคทีเรียแกรมลบ (P. aeruginosa และ E. coli),  ยีสต (C. albicans และ S. cerevisiae)  และ  

รา (A. niger)  และแถบของสารที่ตาํแหนง Rf เทากับ 0.87  ออกฤทธิ์ยับยัง้ S. Cerevisiae  ดัง

แสดงในรูปที่ 4.19 
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รูปที่ 4.18  แสดงการแยกและทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดจากสายพนัธุ Ac1-4 
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A)  คา  Rf  ของแตละองคประกอบของสารปฏิชีวนะสองภายใตรังสี ย ูวี ที่ความยาว 

คลื่น  254 nm 

B)  ผลควบคุมลบ C. albicans,        C)  การยับยัง้ C. albicans  ณ  Rf  ที่ 0.25    

D)  ผลควบคุมลบ S. cerevisiae,      E)  การยับยั้ง  S. cerevisiae  ณ  Rf  ที่ 0.25  

และ 0.88 

F)  ผลควบคุมลบ A. niger               G)  การยับยัง้ A. niger  ณ  Rf  ที่ 0.25 

  [เครื่องหมายลูกศรชี้ (         )  คือ  จุดที่เกดิบริเวณยับยัง้เชื้อจุลินทรียทดสอบ] 
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รูปที่ 4.19  แสดงการแยกและทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดจากสายพนัธุ Ac16-1 

A)  คา  Rf  ของแตละองคประกอบของสารปฏิชีวนะสองภายใตรังสี ย ูวี ที่ความยาว 

คลื่น  254 nm 

B)  ผลควบคุมลบ B. cereus  C)  การยับยั้ง B. cereus  ณ  Rf  ที่ 0.00    

D) ผลควบคุมลบ S. aureus  E)  การยับยัง้  S. aureus  ณ  Rf  ที่ 0.00    

F)  ผลควบคุมลบ P. aeruginosa G)  การยับยัง้ P. aeruginosa  ณ Rf  ที่ 0.00    

H) ผลควบคุมลบ  E. coli  I)  การยับยัง้ E. coli  ณ Rf  ที่ 0.00    

J)  ผลควบคุมลบ S. cerevisiae,       K)  การยับยัง้  S. cerevisiae  ณ  Rf  ที่ 0.25  

และ 0.87 

L)  ผลควบคุมลบ A. niger               M)  การยับยัง้ A. niger  ณ  Rf  ที่ 0.25 

  [เครื่องหมายลูกศรชี้ (         )  คือ  จุดที่เกดิบริเวณยับยัง้เชื้อจุลินทรียทดสอบ] 
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4.12 การจาํแนกสายพันธุของแอกติโนมัยซิทีสสายพันธุ Ac1-4  และ Ac16-1 
 

ศึกษาตามวิธรีายงานโดย  Williams และคณะ Bergey’s Manual of systematic 

Bacteriology Volume 9 (Williams และคณะ, 1994) 

 4.12.1 การศึกษาทางสัณฐานวิทยา  ภายใตกลองจุลทรรศน light microscope,  กลอง

จุลทรรศนสเตอริโอ (stereo microscope)  และกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (SEM)   

  จากการนาํแอกติโนมยัซิทีสสายพนัธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  มาทาํ slide culture  

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ  SCYA  และ  Glucose Yeast Malt Extract Agar (GYM)  ตามลําดับ  พบวา

สายพนัธุ  Ac1-4  มีการสรางเสนใยอาหารและเสนใยอากาศเหมือนเสนดายที่มีลักษณะคอนขาง

เปนเสนตรงปลายโคงงอ  มกีารสรางสปอรสายสั้น ๆ บนเสนใยอาหาร  สรางสปอรสายยาวบนเสน

ใยอากาศ  สปอรเคลื่อนที่ไมได  สายสปอรเจริญเต็มที่ในวันที่ 11   ดังรูปที่ 4.20   

 

     
 

     
 

รูปที่ 4.20  แสดงภาพการพัฒนาของเสนใยอาหารและเสนใยอากาศของแอกติโนมัยซีสสายพนัธุ  

Ac1-4 บนอาหารแข็ง SCYA  เมื่อศึกษาภายใตกลองจลุทรรศนกําลงัขยาย 100 เทา 

(A,C และ D)  และ กาํลังขยาย 40 เทา (B)  
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A) เสนใยอาหารอายุ 5 วนั มีลักษณะเปนเสนหนา  มีการแตกแขนงเล็กนอยบางสวนยอมติด

สีเขมของ methylene blue 

B) เสนใยอากาศอายุ 5 วนั มีเสนใยไมหนาแนนปลายของเสนใยกาํลังพฒันาไปเปนสาย

สปอรจึงทําใหมีผนังเซลลหนาขึ้นยอมติดสีเขมกวาสวนของเสนใยสวนอื่น 

C) เสนใยอาหารในวนัที ่7 มีการแตกแขนงสั้น ๆ ภายในเสนใยมีการสรางผนังกั้น (septum) 

แบงเซลลเปนสวน ๆ และพฒันาไปเปนสปอรยอมติดสีเขม 

D) สปอรสายยาวบนเสนใยอากาศอาย ุ11 วัน   ลักษณะโคโลนีที่เจริญเต็มที่ (mature) มีเสน

ใยอาหารสีเหลือง  เสนใยอากาศสีขาวและสปอรสีน้ําตาล 

 

จากการศึกษาลักษณะสปอรและสายสปอรดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบ

สองกราดพบวาสปอรมีลักษณะเรียงตอกนัเปนสายยาวความยาวของสายสปอรประมาณ 50 

สปอรขึ้นไป  สายสปอรมีลักษณะคอนขางตรง  ปลายสายสปอรมีลักษณะคลายขอ (hook)  เปนวง

เปด หรือเปนเกลียวหนึง่ถงึสองชั้น  ดังรูปที่ 4.21 สปอรมีลักษณะเปนรูปทรงกระบอก (cylindrical)  

มีผิวเรียบ  แสดงดังรูปที ่4.22   

 

 
 

รูปที่ 4.21  แอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac1-4 ปลายสายสปอรมีลักษณะมวนเปนเกลียวหนึง่ถงึสอง

ชั้นเมื่อศึกษาภายใตกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดกาํลังขยายของรูป

7,500 X 
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รูปที่ 4.22  แอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac1-4  สปอรเปนรูปทรงกระบอก  มีผิวสปอรเรียบเมื่อศึกษา

ภายใตกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดกาํลังขยายของรูป 20,000 X 

 

  สายพนัธุ  Ac16-1  มีการสรางเสนใยอาหารและเสนใยอากาศจํานวนมาก  เสน

ใยอาหารมีลักษณะคลายเสนดายโคงไปมา  เสนใยอากาศมีการแตกแขนงจาํนวนมาก  สรางสปอร

สายยาวบนเสนใยอากาศ  สรางโครงสรางคลายอับสปอรรูปรี (oval) บนเสนใยอาหาร สายสปอรมี

ลักษณะมวนเปนเกลยีว (spiral)  สปอรเคลื่อนที่ไมได  สายสปอรเจริญเต็มที่เมื่อมีอายุ 5 วัน แสดง

ดังรูปที่ 4.23   
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รูปที่ 4.23  แสดงภาพการพัฒนาของเสนใยอาหารและเสนใยอากาศของแอกติโนมัยซีสสายพนัธุ  

Ac16-1บนอาหาร GYM เมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนที่กาํลังขยาย 100 เทา  

 A)  เสนใยอาหารอายุ  2 วัน  มีลักษณะหนาเสนใยยาวโคงไปมา  แตกแขนงเล็กนอย 

 B)  เสนใยอากาศอาย ุ2 วัน  สวนปลายของเสนใยมีการพัฒนาไปเปนสปอร  โดยม ี 

       การสรางผนังนาขึน้ (ยอมติดสีเขม)  และมวนเปนเกลียว 

 C)  เสนใยอากาศอาย ุ3 วัน  ปลายเสนใยที่พัฒนาไปเปนสายสปอรมีการพนัเปน 

       เกลียวหลายชัน้ 

 D)  สายสปอรอายุ 4 วนั  ภายในเสนใยมีการแบงเปนสวน ๆ  โดยสรางผนัง (septum)  

       กัน้เหน็เปนสปอรชัดเจน 

 E)  สายสปอรเจริญเต็มที่เมือ่มีอายุ 5 วัน มีการคลายเกลียวของสายสปอรออกเปน

เสนโคงไปมา  และสปอรเร่ิมหลุดออกจากสายสปอร 

 F)  เสนใยอาหารอายุ 5 วัน  สรางโครงสรางที่มีลกัษณะคลายอับสปอรรูรีบริเวณ

ปลายเสนใยทีม่ีการแตกแขนง  โคโลนทีี่เจริญเต็มที่ในวนัที ่5 จะสรางเสนใย

อาหารสีเหลือง,  เสนใยอากาศสีขาวและสปอรสีเขียว   
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จากการศึกษาลักษณะสปอรและสายสปอรดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบ

สองกราดพบวา  สายสปอรในระยะแรก ๆ มีลักษณะมวนเปนเกลยีว  ดังรูปที่ 4.24  และ 4.25 

สปอรเรียงตอกันเปนสายยาวความยาวของสายสปอรประมาณ  30 สปอรข้ึนไป และมีการคลาย

เกลียวของสายสปอรในระยะหลัง ดงัรูปที ่4.26   สปอรมลีักษณะเปนรูปทรงกระบอก (cylindrical) 

ปลายมน มีผิวเปนหนาม  แสดงดังรูปที ่4.27   

 

 
 

รูปที่ 4.24     ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดแสดงเสนใยอากาศอายุ 2 

วัน  กาํลังพัฒนาไปเปนสายสปอร  ของแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac16-1  ปลายเสน

ใยมีลักษณะขดมวนเปนเกลยีวหลายชัน้   กําลังขยายภาพ 10,000 X   
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รูปที่ 4.25     ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดแสดงสายสปอรอายุ 3 วัน 

ของแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ  Ac16-1  สายสปอรขดมวนเปนเกลยีววงปดหลายชัน้  

ผนังสปอรเปนหนาม  กาํลังขยายภาพ  10,000 X   

 

 
 

รูปที่ 4.26     ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดแสดงสายสปอรอายุ 5 วัน 

ของแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ  Ac16-1  สปอรตอกันเปนสายยาว  มกีารคลายเกลยีว
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ของสายสปอรทําใหสายสปอรมีลักษณะโคงไปมา  และสปอรพรอมทีจ่ะหลุดออก

จากสายสปอร   กําลงัขยายภาพ  7,500 X   

 

 
 

รูปที่ 4.27  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดแสดงลักษณะสปอรของแอกติ

โนมัยซีสสายพันธุ  Ac16-1  ผิวสปอรเปนหนามลอมรอบสปอร  สปอรมีลักษณะเปน

รูปทรงกระบอกปลายมน   กาํลังขยายภาพ  20,000  X   

 

 ภาพถายโครงสรางของแอกติโนมัยซีสที่ไดคัดเลือกดวยกลองจุลทรรศนอิเลกตรอนแบบ

สองกราด  พบวาแอกติโนมัยซีสสายพนัธุ Ac1-4 และ Ac16-1 จัดอยูในกลุมที่ 7 คือ  

Streptomyces  และสกุลที่เกีย่วของ  เพราะพบการสรางเสนใยอาหารและเสนใยอากาศจํานวน

มาก  ลักษณะสปอรตอกันเปนสายยาว  สายสปอรที่เปนเสนใยอากาศ  เมื่อสายสปอรแกจะแตก

ออกจากเสนใยหลักเปนสายสปอรเดี่ยว ๆ  หรือเปนกลุมของสายสปอร   สายพนัธุ Ac1-4 สาย

สปอรมีลักษณะคอนขางตรง  สวนปลายโคงงอมีลักษณะคลายตะขอ  หรือมวนเปนวง  สายสปอร

ยาวมากโดยแตกออกจากสวนปลายของเสนใยหลกัเปนสปอรสายเดี่ยว หรือเปนกลุมของสาย

สปอรประมาณ 2-3 สาย ซึ่งลักษณะการสรางสายสปอรทีก่ลาวมาขางตนเปนแบบ 

Retinaculiaperti   สปอรเคลื่อนที่ไมได  ผิวสปอรเรียบ สําหรับลักษณะการสรางสายสปอรมีความ

คลายคลึงกนักับแอกติโนมยัซีสกลุมที ่ 5 ในจีนัส Actinomadura  แตแตกตางกนัตรงที่จีนสั 

Actinomadura ไมมีการแตกหักหรือการแบงเปนสวน ๆ ของเสนใยอาหาร  สายพันธุ Ac16-1  
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สายสปอรมีลกัษณะมวนเปนเกลยีว  เกลยีวมวนแนนเปนวงปดหลายชั้น  สายสปอรยาวแตกออก

จากสวนปลายของเสนใยหลักเปนสปอรสายเดี่ยวหรือเปนกลุมของสายสปอร 2-3 สาย  ซึ่ง

ลักษณะการสรางสายสปอรที่กลาวมาขางตนเปนแบบ spiral  สปอรเคลื่อนที่ไมได  ผิวสปอรเปน

หนาม  ซึ่งเปนลักษณะโครงสรางทีพ่บเดนชัดใน จีนัส  Streptomyces  แอกติโนมยัซทิีสในกลุมที ่7 

คือ Streptomyces  และจีนัสที่เกีย่วของ  ประกอบไปดวย จนีสั Streptomyces  และจีนัส  

Streptoverticillium  ในจนีัส  Streptoverticillium  พบการสรางเสนใยอากาศเปนสายตรง มกีานชู

สปอรแตกแขนงออกเปนวง (verticils) รอบเสนใยหลัก  ปลายกานชูสปอรสรางสปอรสายสั้น ๆ 

หลายสาย  ผิวสปอรเรียบ  หรือขรุขระเล็กนอย  :ซึ่งแตกตางจากสายพันธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  

ที่สรางสปอรสายยาว  และไมไดสรางสายสปอรรอบเสนใยหลัก  การศกึษาทางสรีระวิทยาและการ

วิเคราะหลําดับเบสที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA  จะทาํใหทราบถงึจนีัส  และสปชสีที่แนนอนของ

แอกติโนมัยซสีสายพนัธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1   

 

 4.12.2 ศึกษาการเจรญิของแอกติโนมัยซทิีสสายพันธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  บนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ  International Streptomyces Project (ISP) media   

 จากการนาํแอกติโนมยัซิทีสสายพนัธุ Ac1-4  และ  Ac16-1  มาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยง

เชื้อ ISP  6 ชนิด  คือ  

 

  ISP1 (TYEA) Tryptone-yeast extract agar 

  ISP2 (YMEA) Yeast-malt extract agar 

  ISP3 (OA) Oat meal agar 

  ISP4 (ISSA) Inorganic salts starch agar 

  ISP5 (GAA) Glycerol asparagines agar 

  ISP6 (PYEA) Peptone-yeast extract iron agar 

 

 ศึกษาการเจรญิ  บันทึกลักษณะของสายใยอากาศ  สายใยอาหาร  รงควัตถทุี่ละลายน้าํ  

ดังแสดงในตารางที ่4.9 และรูปที่ 4.28 และ 4.29  แสดงลักษณะของโคโลนี  สีของเสนใยอากาศ สี

ของสปอร  และสีของเสนใยอาหาร 
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ตารางที่ 4.9  แสดงการเจรญิของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ Ac1-4 และ Ac16-1  บนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP   

 
อาหาร     ลักษณะ 

     การเจริญ  การสรางเสนใยอาหาร การสรางเสนใยอากาศ การสรางสปอร  รงควัตถุที่ละลายน้ํา 
แอกติโนมัยซีสสายพันธุ Ac1-4 
ISP1 (Tryptone-yeast extract agar)  ดีมาก  ดีมาก,  สีเหลือง  ดีมาก,  สีขาว  ดีมาก,  สีน้ําตาล  ไมสราง 

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

ISP3 (Oat meal agar)   ปานกลาง ปานกลาง,  สีเหลือง ไมสราง   ไมสราง   ไมสราง 

ISP4 (Inorganic salts starch agar)  ดี  ดี,  สีเหลือง  ไมสราง   ไมสราง   ไมสราง 

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

ISP6 (Peptone-yeast extract iron agar) ดี  ดี,  สีเหลือง  ไมสราง   ไมสราง   ไมสราง 

 
แอกติโนมัยซีสสายพันธุ Ac16-1 
ISP1 (Tryptone-yeast extract agar)  ปานกลาง ปานกลาง,  สีเหลือง ปานกลาง,  สีขาว  ไมสราง   ไมสราง 

ISP2 (Yeast-malt extract agar)  ดีมาก  ดีมาก,  สีเหลือง  ดีมาก,  สีขาว  ดีมาก,  สีเขียว  ไมสราง 

ISP3 (Oat meal agar)   ดีมาก  ดีมาก,  สีเหลือง  ดีมาก,  สีขาว  ดีมาก,  สีเขียว  สีเทา 

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

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

ISP6 (Peptone-yeast extract iron agar) ปานกลาง ดี,  สีเทาเหลือง  นอย,  สีขาว  นอย,  สีขาว  สีน้ําตาลดํา 
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รูปที่ 4.28  ลักษณะการเจริญของแอกติโนมัยซีสสายพนัธุ Ac1-4 : A สีเสนใยอากาศและสีสปอร

บนอาหาร ISP1,   B สีเสนใยอาหารบนอาหาร ISP4 

 

     
 

     
 

รูปที่ 4.29   ลักษณะการเจริญของแอกติโนมัยซีสสายพนัธุ Ac16-1  A) สีของเสนใยอากาศและ

สปอรบนอาหาร ISP2,  B) สีของเสนใยอาหารบนอาหาร ISP2,  C) สีของเสนใย

อากาศและสปอรบนอาหาร ISP3  และ  D) สีของเสนใยอาหารบนอาหาร ISP3 
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 4.12.3 การศึกษาการสรางรงควัตถเุมลานนิ 

  จากการนาํแอกติโนมยัซิทีสสายพนัธุ Ac1-4 และ Ac16-1 มาเพาะเลี้ยงบน

อาหารวุนเอียง Peptone Yeast Extract Iron Agar และอาหารวุนเอยีง  Tyrosine Agar   สามารถ

ตรวจสอบการสรางรงควัตถเุมลานนิ  จากการเปลี่ยนแปลงสีของอาหารเลี้ยงเชื้อ  เมือ่เชื้อเจริญบน

อาหาร  Peptone Yeast Extract Iron Agar สีของอาหารเลี้ยงเชื้อเปล่ียนเปนสีน้าํตาลดํา  ในสาย

พันธุ Ac16-1  สวนในสายพันธุ Ac1-4 ไมเกิดการเปลีย่นแปลงสีของอาหารเลี้ยงเชื้อ  และไมเกดิ

การเปลี่ยนแปลงสีของอาหารเลี้ยงเชื้อเมื่อเจริญบนอาหาร  Tyrosine agar ในทัง้สองสายพนัธุ   

 

 4.12.4 การรีดิวสไนเตรท 

  จากการแทง (stab)  แอกติโนมัยซทิีสสายพันธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  ในอาหาร

เลี้ยงเชื้อ Nitrate Agar  สขีองอาหารเลีย้งเชื้อจะเปลีย่นเปนสีแดงเมื่อหยดดวยสารลาย A และ B 

แสดงวาเชื้อทัง้สองสายพนัธุสามารถรีดิวซไนเตรตได  

 

 4.12.5 การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟต 

  จากการขีด (streak) แอกติโนมัยซทิีสสายพนัธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  บน

ผิวหนาอาหารวุนเอยีง Peptone Yeast Extract Iron Agar  พบวาสายพนัธุ Ac16-1 สามารถสราง

กาซไฮโดรเจนซัลไฟตไดโดยอาหารจะเปลีย่นเปนสีน้าํเงนิดํา  สวนในสายพนัธุ Ac1-4  ไมเกิดการ

เปลี่ยนแปลงสขีองอาหารเลีย้งเชื้อ  คุณสมบัติทางชีวเคมีแสดงในตารางที่ 4.10 

 

ตารางที่ 4.10  แสดงความสามารถในการสรางรงควัตถุเมลานิน,  การรีดิวซไนเตรท  และการ

สรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟดของแอกติโนมยัซีสสายพันธุ Ac1-4  และ Ac16-1 

ผลการทดสอบของแอกติโนมัยซีส 
การทดสอบ 

สายพนัธุ Ac1-4 สายพนัธุ Ac16-1 

การสรางรงควตัถุเมลานิน - + 

การรีดิวซไนเตรท + + 

การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟด - + 

หมายเหต ุ + : ผลการทดสอบเปนบวก - : ผลการทดสอบเปนลบ 

 4.12.6 การศึกษาสมบัติการยอยสาร 

  จากการนาํแอกติโนมยัซิทีสสายพนัธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  มาเพาะเลี้ยงบน

อาหารเลี้ยงเชือ้  Modified Bennett Agar  ที่เติมสารทีต่องการตรวจสอบการยอยสลายสารแตละ

ชนิดลงไป  ผลแสดงดังตารางที ่4.11 
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ตารางที่ 4.11  แสดงความสามารถในการยอยสลายสารทดสอบ 

ผลการยอยสลายสารโดยแอกติโนมยัซีส 
สารทดสอบ 

สายพนัธุ Ac1-4 สายพนัธุ Ac16-1 

Adenine + - 

Tyrosine - + 

Xylan - + 

Xanthine - + 

Casein + + 

Gelatin + + 

Starch + + 

หมายเหต ุ + : ยอย  - : ไมยอย 

 

 4.12.7 การตรวจสอบการเจริญที่อุณหภูมิตาง ๆ  

  จากการนาํแอกติโนมยัซิทีสสายพนัธุ Ac1-4  และ  Ac16-1  มาเพาะเลี้ยงบน

อาหารเลี้ยงเชือ้  Modified Bennett Agar  และตรวจสอบการเจริญทีอุ่ณหภูมิตาง ๆ คือ  4,  10,  

37  45  และ  55 °C ผลการเจริญแสดงดังตารางที่ 4.12 

 

ตารางที่ 4.12  ความสามารถในการเจรญิของแอกติโนมัยซีสสายพนัธุ  Ac1-4  และ  Ac16-1  

          ที่อุณภูมิตาง ๆ  

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) สายพนัธุ Ac1-4 สายพนัธุ Ac16-1 

4 - - 

10 - - 

37 + + 

45 + + 

55 + + 

หมายเหต ุ + : เจริญ - : ไมเจริญ 

 4.12.8 การตรวจสอบการเจริญทีพ่ีเอชตาง ๆ  

  จากการนาํแอกติโนมยัซิทีสสายพนัธุ Ac1-4  และ  Ac16-1  มาเพาะเลี้ยงบน

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

9  ผลการเจริญแสดงดังตารางที ่4.13 
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ตารางที ่4.13  แสดงความสามารถในการเจริญของแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ  Ac1-4 และ Ac16-1  

ที่พีเอชตาง ๆ 

พีเอช 

สายพนัธุ 
4 4.5 5 5.5 6 8 8.5 9 

Ac1-4 - - - - - + + + 

Ac16-1 - - - + + + + + 

หมายเหต ุ + : เจริญ - : ไมเจริญ 

 

 4.12.9 การตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจน 

  จากการนาํแอกติโนมยัซิทีสสายพนัธุ Ac1-4  และ  Ac16-1  มาเพาะเลี้ยงบน

อาหารเลี้ยงเชือ้  Basal Medium Agar  ที่เติมแหลงไนโตรเจนแตละชนิดลงไปเพื่อตรวจสอบการ

ใชไนโตรเจน โดยเปรียบเทยีบการเจริญกับชุดควบคุมลบคืออาหารเลีย้งเชื้อ Basal Medium Agar  

ที่ไมเติมแหลงไนโตรเจน  และชุดควบคุมบวกคืออาหารเลี้ยงเชื้อ Basal Medium Agar  ทีเ่ติม

แอสปาราจีน   ผลแสดงดังตาราที ่4.14 

ตารางที ่ 4.14  แสดงความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจนของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ  Ac1-4

และ  Ac16-1 

การเจริญของแอกติโนมัยซตี 
แหลงไนโตรเจน 

สายพนัธุ Ac1-4 สายพนัธุ Ac16-1 

L-arginine + + 

L-histidine + - 

L-methionine - + 

Potassium nitrate + + 

L-serine + + 

L-theonine + + 

L-valine - + 

B-alanine _ + 

L-glutamine + + 

หมายเหต ุ + : เจริญมากกวาชุดควบคุมลบหรือเทากบัชุดควบคุมบวก 

  - : เจริญเทากบัหรือนอยกวาชุดควบคุมลบ 

         (ชุดควบคุมบวกเติม L- asparagines  เปนแหลงไนโตรเจน) 

         (ชุดควบคุมลบไมเติมแหลงไนโตรเจน) 
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 4.12.10  การตรวจสอบการใชแหลงคารบอน 

   จากการนําแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ Ac1-4  และ  Ac16-1  มาเพาะเลี้ยงบน

อาหารเลี้ยงเชือ้  Carbon Utilization Agar  ที่เติมแหลงคารบอนแตละชนิดลงไปเพื่อตรวจสอบ

การใชคารบอน  โดยเปรยีบเทยีบการเจริญกับชุดควบคุมลบ คือ อาหารเลี้ยงเชื้อ  Carbon 

Utilization Agar  ที่ไมไดเติมแหลงคารบอน  และชุดควบคุมบวก คือ อาหารเลีย้งเชื้อ  Carbon 

Utilization Agar  ทีเ่ติมกลโูคสเปนแหลงคารบอน  ผลแสดงดังตารางที ่4.15 

 

ตารางที่ 4.15  แสดงความสามารถในการใชแหลงคารบอนของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ  Ac1-4

และ  Ac16-1 

การเจริญของแอกติโนมัยซสี 
แหลงคารบอน 

สายพนัธุ Ac1-4 สายพนัธุ Ac16-1 

L-arabinose + + 

Dextrane + + 

D-fructose + + 

D-galactose + + 

meso-inositol - + 

D-lactose - + 

D-manital - + 

D-manose + + 

L-rhamnose - + 

Sucrose - + 

Threhalose + + 

Xylose + + 

Sodium acetate + + 

Sodiumcitrate - + 

 

หมายเหต ุ + : เจริญมากกวาชุดควบคุมลบหรือเทากบัชุดควบคุมบวก 

  - : เจริญเทากบัหรือนอยกวาชุดควบคุมลบ 

         (ชุดควบคุมบวกเติมกลูโคสเปนแหลงคารบอน) 

         (ชุดควบคุมลบไมเติมแหลงคารบอน) 
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4.13 การจัดจาํแนกแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac1-4  และ  Ac16-1  โดยวิเคราะหลําดับ
เบสของยีนทีป่ระมวลรหสัของ 16S rRNA   
 จากการจําแนกสกุลของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ Ac1-4 และ Ac16-1 ตามหลักการ

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

คณะ, 1994)  พบวาแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ Ac1-4  และ  Ac16-1  จัดอยูในจีนัส  Streptomyces  

จากผลที่ไดยังไมสามารถจาํแนกสปชีสที่แนชัดได เพือ่จําแนกสปชสีของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ  

Ac1-4 และ Ac16-1 อยางแนชัดจึงไดทาํการตรวจหาลาํดับเบสของยนีที่ประมวลรหัส 16S rRNA  

ของสายพันธุ Ac1-4 และ Ac16-1  แตเนื่องจากจนีัส Streptomyces สายพนัธุตาง ๆ มีบริเวณ

ลําดับเบสอนุรักษ (conserved sequence) อยูมาก  ดงันัน้นัน้จึงตองออกแบบไพรเมอรให

ครอบคลุมชวงที่มีความแตกตางกันมากที่สุด  (hypervariable region)  ของสําดบัเบสที่ประมวล

รหัสของ 16S rRNA  ดังนั้นจึงออกแบบไพรเมอรอางองิขอมูลตาม Hintala และคณะ (2001)  และ 

Lanoot และคณะ (2005)   จากนั้นจงึสง PCR product  ของสายพนัธุ Ac1-4  และ  Ac16-1  ไป

วิเคราะหลําดบัเบสของยีนที่ประมวลรหสั 16S rRNA ณ สํานักงานวิจยัคณะแพทยศาสตร 

โรงพยาบาลรามาธิบดี  ผลการวิเคราะหหาลําดับเบสชิ้นสวนดีเอ็นเอของแอกตโินมัยซีตสายพันธุ 

Ac1-4 และ  Ac16-1  แสดงดังรูปที ่ 4.30  และ  รูปที ่ 4.31  ตามลําดับ 

 
5’TGCAAGTCGAACGATGAACCCACTTCGGTGGGGGATTAGTGGCGAACG
GGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGA
AACGGGGTCTAATACCGGATACGACCACTTCAGGCATCTGATGGTGGTGG
AAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTAGTTGGTGA
GGTAACGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGAC
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGT
GAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCG
AAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GAGCTCGTAGGCGGCCTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGCTTAACC
CCGGGTCTGCATTCGATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGG
AATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTG
GCGAAGGCGGATCTCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTG
GGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGG
AACTAGGTGTGGGCGACATTCCACGTCGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATT
AAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAAC
GCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATACACCGGAAACACCCAGAGATG
GGTGCCCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCG
TGTTGCCAGCAGGCCCTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGG
GTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATG
TCTTGGGCTGCACACGTGCTACAATGGCCGGTACAAAGAGCTGCGATACC
GCAAGGTGGAGCGAATCTCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCT
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GCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATT
GCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCAC
GAAAGTCGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGA
GCTT3’ 
รูปที่ 4.30  แสดงลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส16S rRNA ของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ Ac1-4  

      จํานวน 1,396  เบส 

 
5’CGATGAACCACTTCGGTGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACG
TGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAAT
ACCGGATACTGATCTGCTTGGGCATCCAAGTGGTTCGAAAGCTCCGGCGG
TGCAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCAC
CAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGG
ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG
CACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGC
CTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAGAGTGACGGTAC
CTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT
AGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGG
CTTGTCACGTCGGTTGTGAAAGCCCGGGGCTTAACCCCGGGTCTGCAGTC
GATACGGGCAGGCTAGAGTTCGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAG
CGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATC
TCTGGGCCGATACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGG
CAACATTCCACGTTGTCCGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTG
GGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGC
ACAAGCGGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTAC
CAAGGCTTGACATACACCGGAAACGTCCAGAGATGGGCGCCCCCTTGTGG
TCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCGTGTTGCCAGCAGGCC
CTTGTGGTGCTGGGGACTCACGGGAGACCGCCGGGGTCAACTCGGAGGAA
GGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCTTGGGCTGCACAC
GTGCTACAATGGCCGGTACAATGAGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGA
ATCTCAAAAACCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCA
TGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATAC
GTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCACGAAAGTCGGTAACA
CCCGAAGCCGGTGGCCCAACCCCTTGTGGGAGGGAGCTGTCGAAGGTGGG
ACTGGCGATTGGGACGAA3’ 
รูปที่ 4.31  แสดงลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส16S rRNA ของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ Ac16-1  

      จํานวน 1,412  เบส 

 นําลาํดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ของแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ Ac1-4  

และ Ac16-1 มาเปรียบเทียบกับลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ที่บันทึกและรวบรวม

ไวใน GeneBank DNA database  จากเว็บไซต  1Hhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST  พบวา

ลําดับเบส 16S rRNA  ของแอกติโนมัยซตีสายพนัธุ  Ac1-4  คลายกบัลําดับเบส 16S rRNA  ของ  

Streptomyces fradiae  โดยมีความเหมือน (% identity) เทากับ100%  เปรียบเทยีบความเหมือน
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ลักษณะทางสณัฐานวิทยาและคุณสมบัติทางสรีรวิทยาของสายพันธุ Ac1-4 กับ S. fradiae แสดง

ดังตารางที่ 4.16     สายพนัธุ Ac16-1 มีลําดับเบส 16S rRNA  คลายกับลําดับเบส 16S rRNA 

ของ Streptomyces  4 สายพนัธุ โดยมีความเหมือนเทากับ 99% ไดแก  S. coeruleorubidus,  S. 

longispororuber,  S. coerulescens,  และ  S. viridochromogenes    จากการเปรียบเทยีบ

ขอมูลทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยาสของ  Streptomyces  ทัง้สี่สายพนัธุกับสายพนัธุ Ac16-1  

พบวาคุณสมบัติของ  S. coeruleorubidus ตรงกับสายพนัธุ Ac16-1 มากที่สุด แสดงดังตารางที่ 

4.17  จากขอมูลทางอณูพนัธุศาสตรพบวายีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA  ในแอกติโนมยัซีสจนีัส  

Streptomyces  มีลําดับเบสที่เปนบริเวณอนุรักษอยูมาก  จึงทําใหพบหลายสายพนัธุที่ระดับความ

เหมือนเดียวกนั  ดงันัน้จงึมีความจําเปนที่จะตองออกแบบไพรเมอรใหครอบคลุมหรือจําเพาะตอ

บริเวณที่มีลาํดับเบสแตกตางกนัของแตละสายพันธุ  ลักษณะทางสณัฐานวิทยา  และคุณสมบัติ

ทางสรีรวิทยายังคงมีความสาํคัญและจําเปนที่จะนาํมาใชรวมกันกับขอมูลทางอณูพนัธุศาสตรใน

การจําแนกระดับสายพนัธุของแอกติโนมยัซีส 
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ตารางที่ 4.16  แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยา และสรีระวิทยาของแอกติโนมัยซสีสายพนัธุ  

Ac1-4  เปรียบเทียบกับ  Streptomyces fradiae  

 
สายพันธุแอกติโนมัยซีส 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีระวิทยา 
Ac1-4 Streptomyces fradiae 

สีของสายใยอาหาร เหลือง เหลือง 

สีของสายใยอากาศ ขาว ขาว-เทา 

สีสปอร น้ําตาล น้ําตาล-ชมพู 

รูปรางสปอร ทรงกระบอก (cylindrical) กลม - ทรงกระบอก 

ลักษณะผิวสปอร เรียบ เรียบ 

ลักษณะสายสปอร สายตรงมวนตรงปลาย สายตรงมวนตรงปลาย 

การสรางรงควัตถุเมลานิน - - 

การสรางรงควัตถุ - - 

การรีดิวซไนเตรท + + 

การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟด - - 

การยอยสลาย 

เจลาติน + + 

แซนทีน - - 

อะดีนีน + + 

แปง  + + 

การใชแหลงคารบอน 

L-อะราบิโนส + 

 

- 

L-แรมโนส - - 

D-ฟรุกโตส + + 

D-กาแลคโตส - + 

ซูโครส - + 

มีโซ – อินโนซิทอล - + 

ไซโลส + + 

เดกซแทรน + + 

D-แมนนิทอล - _ 

หมายเหต ุ + : ผลทดสอบบวก - : ผลทดสอบลบ 

  ที่มา : (Kim และ Goodfellow, 2002)    
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ตารางที ่4.17  แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยา และสรีระวิทยาของแอกติโนมัยซสีสายพนัธุ  

Ac16-1  เปรียบเทียบกับ  Streptomyces coeruleorubidus 

 
สายพันธุแอกติโนมัยซีส 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีระวิทยา 
Ac16-1 

Streptomyces  

coeruleorubidus 
สีของสายใยอาหาร เหลือง-เทา เหลือง 

สีของสายใยอากาศ ขาว ขาว 

สีสปอร เขียว เขียว 

รูปรางสปอร 
ทรงกระบอกปลายมน  

(cylindrical) 

รูปไข  (ovoid) 

ลักษณะผิวสปอร หนาม หนาม 

ลักษณะสายสปอร เกลียวยาว เกลียวยาว 

การสรางรงควัตถุเมลานิน + + 

การสรางรงควัตถุ + + 

การรีดิวซไนเตรท + + 

การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟด + + 

การยอยสลาย 

เจลาติน + + 

แซนทีน  + - 

อะดีนีน - + 

แปง + + 

การใชแหลงคารบอน 

L-อะราบิโนส + + 

L-แรมโนส + + 

D-ฟรุกโตส + + 

D-กาแลคโตส + + 

ซูโครส + + 

มีโซ – อินโนซิทอล + + 

ไซโลส + + 

เดกซแทรน + + 

D-แมนนิทอล + + 

หมายเหต ุ + : ผลทดสอบบวก - : ผลทดสอบลบ 

  ที่มา : (Kim และ Goodfellow, 2002)   
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ตารางที ่4.18  แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยา และสรีระวิทยาของ S. longispororuber  S. 

coerulescens  และ S. viridochromogenes 

 
สายพันธุแอกติโนมัยซีส ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ

สรีระวิทยา S. longispororuber   S. coerulescens S. viridochromogenes 

สีของสายใยอาหาร เหลือง เหลือง ขาว 

สีของสายใยอากาศ ขาว ขาว ขาว 

สีสปอร ฟา-เขียว เขียว ฟา-เขียว 

รูปรางสปอร รูปไข  (ovoid) รูปไข  (ovoid) รูปไข (ovoid) 

ลักษณะผิวสปอร หนาม หนาม หนาม 

ลักษณะสายสปอร เกลียวยาว เกลียวส้ัน เกลียวส้ัน 

การสรางรงควัตถุเมลานิน + - - 

การสรางรงควัตถุ + - - 

การรีดิวซไนเตรท + + + 

การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟด - + + 

การยอยสลาย 

เจลาติน + - + 

แซนทีน  + - - 

อะดีนีน - + - 

แปง + + + 

การใชแหลงคารบอน 

L-อะราบิโนส - + - 

L-แรมโนส - - + 

D-ฟรุกโตส + - + 

D-กาแลคโตส + - - 

ซูโครส + + + 

มีโซ – อินโนซิทอล - + - 

ไซโลส - + - 

เดกซแทรน - - - 

D-แมนนิทอล + + + 

หมายเหต ุ + : ผลทดสอบบวก - : ผลทดสอบลบ 

  ที่มา : (Kim และ Goodfellow, 2002)   
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บทที่ 5 
 

วิจารณและสรุปผลการทดลอง 
 

 จากการแยกแอกติโนมยัซิทสีจากตัวอยางมูลสัตวกนิพืชจํานวน  39 ตัวอยาง  จากสตัวกิน

พืช 16 ชนิด  จาก 9 จังหวดั  คือ  นครปฐม,  กรุงเทพฯ,  นาน,  ชลบุรี,  กระบี,่  อุบลราชธานี,  

สุราษฏรธาน,ี  ตาก  และ  นครราชสีมา  สามารถแยกแอกติโนมัยซทิีสได 127 สายพนัธุ  เมื่อนํา

แอกติโนมัยซทิีสที่แยกไดมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ SCYB สกัดเสนใยและน้าํเลี้ยงเชื้อดวย         

เอททิลแอซิเตต  นําสารสกัดมาทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลนิทรียโดยทดสอบดวยวธิ ี 

Agar well  และทดสอบการสรางสารยับยั้งเซลลไลนมะเร็งมนุษยดวยวิธี MTT method  พบวามี

แอกติโนมัยซทิีสจํานวน 66.14% สามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยัง้จุลินทรียทดสอบได  และ

จํานวน 33.86% ไมสามารถสรางสารปฏิชวีนะยับยัง้จุลนิทรียทดสอบได  สามารถจดักลุมแอกติโน

มัยซิทีสที่ยับยัง้จุลินทรียทดสอบไดออกเปน 3 กลุม คอื ยับยัง้แบคทีเรียและรา 28.35%  ยับยัง้

แบคทีเรียอยางเดียว 32.28%  ยับยัง้ราอยางเดียว 5.51%   ทําใหทราบวาประชากรสวนใหญของ

แอกติโนมัยซทิีสที่แยกไดมีความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ยบัยั้งแบคทีเรีย   มีแอกติโนมัย- 

ซิทีสจํานวน 28.35% ที่สามารถสรางสารยับยั้งเซลลมะเร็งโดยอยูในเกณฑมีผลทําใหเซลลมะเร็งมี

เปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากับ 50% อยางนอยหนึ่งเซลลไลน  และจํานวน 71.65% มีผล

ทําใหเซลลมะเร็งมีเปอรเซ็นตการมีชีวิตมากกวา 50%   มีจํานวนแอกติโนมยัซิทีสที่สามารถสราง

สารยับยัง้เซลลมะเร็งที่อยูในเกณฑทาํใหเซลลมะเร็งมีเปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากับ 

50% ในแตละชนิดของเซลลดังนี้  เซลลมะเร็งผิวหนงั (A375) 7.09%,  เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร 

(KatoIII) 18.11%,  เซลลมะเร็งลําไสใหญ (SW620) 18.90%,  เซลลมะเร็งตับ(HapG2) 8.66%,  

เซลลมะเร็งเตานม (BT474) 14.96%  และ  เซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Jurkat) 6.93%  ทําให

ทราบวาประชากรสวนใหญของแอกติโนมยัซิทีสที่แยกไดมีความสามารถในการสรางสารยับยัง้

เซลลมะเร็งลาํไสใหญ  และมีประชากรสวนนอยที่สามารถสรางสารยบัยั้งเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว 

เมื่อพิจารณาถึงสายพนัธุทีม่ีความสามารถทัง้การสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียและสรางสาร

ยับยั้งเซลลมะเร็ง มีจาํนวน 33 สายพนัธุ  คิดเปน 25.98%  

 สารสกัดจากแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac1-4 ออกฤทธิ์ยบัยั้งสูงสุดและจําเพาะตอ

เซลลมะเร็งเตานม (BT474)  โดยออกฤทธิ์ยับยัง้ทาํใหเซลล BT474 มีเปอรเซ็นตการมีชีวิต 2.08%  

จากการทดสอบการชักนําใหเซลลตายแบบอะพอพโทซิส พบวาสารสกัดจากสายพันธุ Ac1-4     

ไมสามารถชกันําใหเซลลตายแบบอะพอพโทซิสไดแสดงวาสารสกัดมีผลเพียงยับยัง้การเพิ่ม

จํานวนของเซลลหรือทําใหเซลลตายในรูปแบบอ่ืน  นอกจากนี้ยงัสามารถออกฤทธิ์ยับยัง้อยางสงู



 

ตอ ยีสต (C. albicans,  S. cerevisiae ) และ รา (A. niger)  และออกฤทธิ์ยับยัง้อยางออนตอ

แบคทีเรียแกรมบวก ไดแก  B. cereus และ S. aureus    สารสกดัจากแอกติโนมัยซีสสายพนัธุ 

Ac16-1 ออกฤทธิย์ับยัง้สูงสุดตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Jurkat)  และยับยั้งเซลลมะเร็งเตานม 

(BT474)  โดยออกฤทธิ์ยับยั้งทําใหเซลล Jurkat และ  BT474 มีเปอรเซ็นตการมีชวีิต 27.31  และ  

16.38%  ตามลําดับ  พบวาสารสกัดจากสายพันธุ Ac16-1  ชักนาํใหเซลล Jurkat และ BT474 

ตายแบบอะพอพโทซิสอยางสูง  นอกจากนี้สารสกัดจากสายพันธุ Ac16-1 ยังสามารถออกฤทธิ์

ยับยั้งอยางสูงตอแบคทีเรียแกรมบวก 2 ชนิด ไดแก B. cereus และ S. aures  และออกฤทธิ์ยับยั้ง

อยางออนกับแบคทีเรียแกรมลบ (P. aeruginsa และ E. coli),  ยีสต (S.cerevisiae)  และ  รา (A. 

niger)   

 การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลีย้งเชื้อเพื่อผลิตสารปฏิชีวนะยบัยัง้จุลินทรีย

ทดสอบโดยเลีย้งเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ SCYB เก็บตัวอยางน้าํเลี้ยงเชือ้ทุกวนั  ทาํใหเขมขนขึ้นโดย

การระเหยน้าํออกและนําไปทดสอบการสรางสารยับยั้งจุลินทรีย  และศึกษาการเจริญของเชื้อโดย

การหาน้าํหนกัแหงของเสนใยทุกวันปนเวลา 15 วัน  พบวาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลีย้งเชือ้

เพื่อผลิตสารปฏิชีวนะยับยัง้จุลินทรียของสายพนัธุ Ac1-4 คือ 8 วัน แสดงดังรูปที ่4.14  โดยแอกติ

โนมัยซีสสายพันธุ Ac1-4  สามารถสรางสารยับยัง้ จุลนิทรียทดสอบไดทั้ง 7 ชนิด ไดแก แบคทีเรีย

แกรมบวก (B. cereus และ S. aures),  แบคทีเรียแกรมลบ (P. aeruginsa และ E. coli),  ยีสต  

(C. albicans,  S. cerevisiae ) และ รา (A. niger)    ระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อเพือ่

ผลิตสารปฏิชีวนะยับยัง้จุลินทรียของสายพันธุ Ac16-1 คือ 6 วนั  แสดงดังรูปที ่4.15  โดยแอกติโน

มัยซีสสายพนัธุ Ac16-1 สามารถสรางสารยับยั้งจุลนิทรยีทดสอบได 6 ชนิด ไดแก แบคทีเรียแกรม

บวก (B. cereus และ S. aures),  แบคทีเรียแกรมลบ (P. aeruginsa และ E. coli),  ยีสต  (S. 

cerevisiae ) และ รา (A. niger)   

 หลังจากพบวาสารปฏิชีวนะสวนที่ออกฤทธิ์ยับยัง้แบคทีเรียแกรมลบทีผ่ลิตโดยสายพันธุ   

Ac1-4  ไมสามารถสกัดออกมาไดดวยเอททิลแอซิเตต  จึงทาํการแปรผันชนิดของตัวทําละลาย 3 

ชนิด คือ  เมทานอล  เอททิลแอซิเตต  และ  เฮกเซน  เพื่อใชในการสกัดน้ําเลีย้งเชื้อจากสายพนัธุ 

Ac1-4  และ Ac16-1  เพื่อหาตัวทาํละลายที่เหมาะสมที่สุด  พบวาเมทานอลเปนตัวทําละลายที่

เหมาะสมที่สดุในการสกัดน้าํเลี้ยงเชื้อจากสายพนัธุ Ac1-4 ผลการทดสอบสารสกัดจากเมทานอล

มีฤทธิ์ในการยบัยั้งจุลนิทรียทดสอบทัง้ 7 มากกวาการสกัดน้ําเลีย้งเชือ้ดัวยเอททิลแอซิเตต     และ

เฮกเซน อยางมีนยัสําคัญ  เอททิลแอซิเตตเปนตัวทาํละลายที่เหมาะสมที่สุดในการสกัดน้าํเลีย้ง

เชื้อจากสายพนัธุ Ac16-1 โดยสารสกัดจากเอททิลแอซิเตตมีผลในการยับยัง้จุลินทรียทดสอบ 6 

ชนิด  มากกวาการสกัดดวัยเมททานอล  และเฮกเซน อยางมนีัยสาํคัญ   
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 เมื่อศึกษาถึงองคประกอบของสารปฏิชีวนะยับยัง้จุลินทรียของแอกติโนมัยซีสสายพนัธุ 

Ac1-4  และ  Ac16-1 ดวย TLC โครมาโทกราฟ  และทดสอบหาตําแหนงทีเ่กิดการยับยั้งจุลินทรีย

บนแผน TLC  ดวยวิธีไบโอออโตกราฟ  พบวาสารสกัดจากเมททานอลของสายพันธุ Ac1-4 

ปรากฏแถบของสารบนแผน TLC ที่ตําแนง  Rf  เทากบั  0.25,  0.33,  0.72  และ 0.88  และที่

ตําแหนง  Rf  เทากับ  0.25  มฤีทธิ์ยับยัง้ ยีสต (C. albican และ S. cerevisiae)  และ  รา (A. 

niger)    สารสกัดจากเอททิลแอซิเตตของสายพนัธุ Ac16-1 ปรากฏแถบของสารบนแผน TLC ที่

ตําแนง  Rf  เทากบั  0.25,  0.43,  0.58  และ 0.87  ที่ตําแหนงเริ่มตน Rf เทากับ 0.00  ปรากฏการ

ยับยั้งจุลินทรีย 6 ชนิด คือ  B. cereus,  S. aureus,  P. aeruginosa,  E. coli,  C. albicans,  S. 

cerevisiae  และ  A. niger   และแถบของสารที่ตําแหนง Rf เทากับ 0.87  ออกฤทธิ์ยับยัง้ S. 

Cerevisiae    

 ในการจาํแนกสายพนัธุของแอกติโนมัยซสีสายพนัธุ Ac1-4 และ Ac16-1 โดยศึกษา

โครงสรางจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน  พบวาทัง้สองสายพนัธุจัดอยูใน จีนัส Streptomyces 

ลักษณะทางสณัฐานวิทยา  สมบัติทางสรรีะวิทยา  และความสามารถในการเจริญที่อุณหภูมิตาง 

ๆ และพีเอชตาง ๆ สรุปดังตารางที่ 5.1  

 ลักษณะทางสณัฐานวิทยาและสรีระวิทยายังไมสามารถจําแนกถึงสปชีสได  ดังนัน้จึงใช

ขอมูลจากลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหสัของ 16S rRNA  โดยงานวิจยันี้ออกแบบไพรเมอรโดย

อางอิงขอมูลจาก Rintala และคณะ (2001)  และ Lanoot และคณะ (2005)  จากนั้นสงตัวอยาง

ผลิตผลพีซีอารไปวิเคราะหลาํดับเบสของยนีที่ประมวลรหัส 16S rRNA ณ สํานกังานวิจัย

คณะแพทยศาสตร  โรงพยาบาลรามาธิบดี  และเมื่อนาํลําดับเบสของยนีที่ประมวลรหัสของ 16S 

rRNA ของแอกติโนมยัซีสทัง้สองสายพนัธุมาเปรียบเทียบลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S 

rRNA ทีบ่ันทกึไวใน GeneBank DNA database  จากเวบ็ไซต  

2Hhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST  พบวาลําดับเบส 16S rRNA ของแอกติโนมัยซีตสายพนัธุ  

Ac1-4  คลายกับลําดับเบส 16S rRNA  ของ  Streptomyces fradiae  โดยมีความเหมือน (% 

identity) เทากับ100%  เมือ่เปรียบเทียบลักษณะทางสณัฐานวิทยากบั  Streptomyces fradiae  

(Kim และ Goodfellow, 2002)  พบวามีลกัษณะใกลเคยีงกนั   สายพนัธุ Ac16-1 มลีําดับเบส 16S 

rRNA  คลายกับลําดับเบส 16S rRNA ของ Streptomyces  4 สายพันธุ โดยมีความเหมือนเทากับ 

99% ไดแก  S. coeruleorubidus,  S. longispororuber,  S. coerulescens,  และ  S. 

viridochromogenes    จากการเปรียบเทยีบขอมูลทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยาสของ  

Streptomyces  ทั้งสี่สายพนัธุกับสายพันธุ Ac16-1  Soliveri และคณะ (1987) และ Kim และ 

Goodfellow (2002)   พบวาคุณสมบัติของสายพนัธุ Ac16-1 ใกลเคยีงกับ  S. coeruleorubidus 

มากที่สุด  
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ตารางที่ 5.1  ลักษณะทางสัณฐานวิทยา  สรีระวิทยา  ความสามารถของการเจริญที่อุณหภูมิและ

พีเอชตาง ๆ   ของแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ  Ac1-4  และ  16-1 

 
สายพันธุแอกติโนมัยซีส 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา 
Ac1-4 Ac16-1 

สีของสายใยอาหาร เหลือง เหลือง-เทา 

สีของสายใยอากาศ ขาว ขาว 

สีสปอร น้ําตาล เขียว 

รูปรางสปอร ทรงกระบอก ทรงกระบอกปลายมน   

ลักษณะผิวสปอร เรียบ หนาม 

ลักษณะสายสปอร สายตรงมวนตรงปลาย เกลียว 

การสรางรงควัตถุเมลานิน - +  

การสรางรงควัตถุ -                       + (สีน้ําตาล) 

การรีดิวซไนเตรท + + 

การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟด - + 

การยอยสลาย 

เจลาติน + + 

แซนทีน - + 

ไทโรซีน - + 

ไซแลน - + 

อะดีนีน + - 

การใชแหลงคารบอน 

L-อะราบิโนส 

 

+ 

 

+ 

ไซโลส + + 

D-กาแลคโตส - + 

D-แมนนิทอล - + 

การเจริญที่อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) 

4 - 

 

- 

10 - - 

37 + + 

45 + + 

55 + + 

การเจริญที่พีเอชเทากับ 4.5  - - 

+ : ผลทดสอบบวก - : ผลทดสอบลบ 
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 จากการศึกษาคุณสมบัติในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชวีภาพของStreptomyces fradiae  

พบวาสามารถสรางสารออกฤทธิท์างชวีภาพไดหลายชนดิ ดังตอไปนี้  Fosfomycin  มีฤทธิ์ยับยั้ง

แบคทีเรียและยับยั้งเซลลมะเร็ง (Rajendra และคณะ, 2003),  Urdamycins  เปนสารปฏิชีวนะ

กลุม angucycline  มีฤทธิ์ในการยับยัง้แบคทีเรียแกรมลบและเซลลมะเร็งชนิด leukemia  (Faust 

และคณะ, 2000),  Neomycin เปนสารปฏิชีวนะกลุม aminoglycoside  มีฤทธิ์ในการยับยั้ง

แบคทีเรียชนิดตาง ๆ ดงัตอไปนี้ E. coli,  S. aureus,  Haemophilus influenzae,  Klebsiella 

sp.,  Enterobacter sp.  Neisseria sp.  และ  P. aeruginusa  และยังรวมถึงแบคทีเรียแกรมลบ

ชนิดอื่น ๆ (Huang และคณะ, 2005),    Waksman และ Lechevalier (1949)  คนพบ Neomycin 

ซึ่งเปนสารปฏิชีวนะยับยัง้แบคทีเรียแกรมลบ  และสามารถยับยัง้แบคทีเรีย   แกรมบวกไดบางชนิด  

จากผลการคนพบไดใช Neomycin ในการรักษาโรคคิดเชื้อแบคทีเรียในลําไส แตมีผลในการยับยั้ง

ยีสตที่ไมกอโรคที่อยูในลาํไสดวย  Erythromycin,  Tylosin  และ Narbomycin  เปนสารปฏิชีวนะ

กลุม macrolide  ออกฤทธิย์ับยั้งแบคทีเรียโดยเขาจับกบัไรโบโซม  หรือยับยั้งการสงัเคราะหโปรตีน

ของเซลล โดยที่ Tylosin  มีฤทธิย์ับยัง้แบคทีเรียแกรมบวก  และ Mycoplasma sp. (Butler และ

คณะ, 2002)  จากรายงานที่คนพบ  S. fradiae  สามารถสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพไดหลาย

ชนิด  ซึ่งมีฤทธิ์ในการยับยัง้แบคทีเรียแกรมบวก  แบคทีเ่รียแกรมลบและยีสต  และสามารถยับยั้ง

เซลลมะเร็งชนดิ leukemia ได  ซึง่เปนคุณสมบัติที่ตรงกนักับการสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพของ

สายพนัธุ Ac1-4 ที่สามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยัง้แบคทีเรีย  แกรมบวก  แบคทีเรียแกรมลบ  

และยีสตได    นอกจากนี้สายพนัธุ Ac1-4  สามารถสรางสารออกฤทธิย์ับยั้งราไดแตไมพบรายงาน

การสรางสารออกฤทธิย์ับยัง้ราใน S. fradiae  และสายพนัธุ   Ac1-4 สรางสารออกฤทธิย์ับยั้ง

เซลลมะเร็งเตานมไดสูง  แตมีรายงานการสรางสารยับยั้งเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวใน S. fradiae  

การสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพของแอกติโนมยัซีสข้ึนอยูกับสภาวะการเลี้ยงเชื้อ และ

องคประกอบของอาหารเลีย้งเชื้อ จากการศึกษาคณุสมบัติในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชวีภาพ

ของ  Streptomyces coeruleorubidus พบวาสามารถสรางสารออกฤทธิท์างชวีภาพไดดังตอไปนี้  

Daunorubicin  เปนสารปฏิชีวนะกลุม anthracycline ออกฤทธิย์ับยัง้ซลลมเร็งเม็ดเลือดขาว โดย

ในปจจุบันไดใชยาปฏิชีวนะชนิดนี้ในการรกัษากลุมโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว คือ acute myelocytic 

leukemia,  acute lymphocytic leukemia  และ  chronic myelogenous leukemia  และยังมี 

Daunomycin  และ  Duxorubicin  ซึ่งสารปฏิชีวนะทัง้สามชนิดมีสูตรโครงสรางโมเลกุลคลายกนั  

และออกฤทธิย์ับยั้งเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวเหมือนกนั (Mortensen, 1992)   นอกจากนี้มีรายงาน

วา S. coeruleorubidus สามารถสรางสารออกฤทธิ์ยบัยั้งแบคทีเรียแกรมบวก  แบคทีเรียแกรมลบ  

และ  Mycobacterium tuberculosis ได แตยังไมสามารถหาสูตรโครงสรางโมเลกุลของสารชนิดนี้

ไดสําเร็จ (Sneader, 2005)  จากการเปรียบเทียบกบัแอกติโนมัยซีสสายพันธุ Ac16-1 พบวา
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สามารถสรางสารยับยัง้เซลลมะเร็งเม็ดเลอืดขาว  และยับยั้งแบคทีเรียไดเหมือนกัน  แตสายพนัธุ 

Ac16-1  สามารถสรางสารออกฤทธิย์ับยัง้ยีสตและราได  ซึ่งการสรางสารออกฤทธิท์างชีวภาพของ

แอกติโนมัยซสีข้ึนอยูกับสารอาหารสภาวะการเลี้ยงเชื้อ   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

139 



 

ขอเสนอแนะในการวิจยั 

1. สารปฏิชีวนะที่ผลิตไดจากแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac1-4 และ Ac16-1  มีความสามารถ

ในการยับยั้งเซลลมะเร็งและยับยัง้จุลินทรียทดสอบไดสูง  จงึมีความนาสนใจในการทําให

บริสุทธิ์ถงึระดับสูตรโครงสราง 

2. สารออกฤทธิ์ยบัยั้งเซลลมะเร็งที่สกัดไดจากแอกติโนมยัซีสสายพันธุ Ac16-1 มีความ

นาสนใจเปนอยางมาก เนื่องจากสามารถชักนําใหเซลลมะเร็งเมด็เลือดขาว และ

เซลลมะเร็งเตานมเขาสูโปรแกรมการตายแบบอะพอพโทซีสได  จึงนาจะทาํใหสารสวนนี้

บริสุทธิ์และทดสอบฤทธิ์ของสารบริสุทธิ์ตอการชักนําใหเซลลมะเร็งเกดิการตายแบบ     

อะพอพโทซีส 

3. สารออกฤทธิ์ยบัยั้งเซลลมะเร็งที่สกัดไดจากแอกติโนมยัซีตสายพนัธุ Ac1-4  สามารถ

ยับยั้งเซลลมะเร็งเตานมไดอยางสงู  แตไมชักนําใหเซลลมะเร็งเกิดการตายแบบ            

อะพอพโทซีส  จึงนาจะศกึษาถึงกลไกการยับยัง้ของสารสกัดชนิดนี ้  เพื่อจะไดเขาใจถึง

กลไกและสามารถหาแนวทางในการนาํสารชนิดนี้ไปใชประโยชนหรือพฒันาสารชนิดนี้

ตอไป 

4. สารปฏิชีวนะที่ผลิตไดจากแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac1-4  ในสวนที่ออกฤทธิ์ยบัยั้งยีสต

และรานาจะเปนสวนทีม่ีความคงตัวและทําใหบริสุทธิ์ไดงายกวาสวนอื่น  เนือ่งจาก

สามารถแยกเปนแถบของสารออกมาชัดเจนและทดสอบฤทธิ์ในการยบัยั้งไดบนแผน TLC 

5. สารปฏิชีวนะที่ผลิตไดจากแอกติโนมยัซีสสายพนัธุ Ac1-4  ในสวนที่ออกฤทธิ์ยับยัง้

แบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบไมเกิดฤทธิ์การยับยัง้บนแผน TLC  อาจเปน

เพราะสารไมมีความคงตัว  หรืออยูในชั้นของตะกอน  จึงควรตรวจสอบใหแนชัดวาสาร

ออกฤทธิ์ดงักลาวอยูในสวนใด 

6. จากแอกติโนมยัซีตที่สามารถแยกไดทั้ง 127  สายพันธุ  นาจะเลือกนาํไปพิสูจนเอกลักษณ

ทางอณูพนัธุศาสตรใหมากกวา 2 สายพนัธุดังทีม่ีรายงานในงานวิจยัชิน้นี ้   เนื่องจากอาจ

ทําใหพบแอกติโนมัยซีสสายพนัธุใหม  หรือเปนสายพนัธุที่พบไดยาก 

7. จากแอกติโนมยัซีตที่สามารถแยกไดทั้ง 127 สายพนัธุ นาจะนาํไปพิสูจนเอกลักษณ

ทั้งหมด  แลวทําการจัดกลุมเพื่อศึกษาวา ในมูลสัตวแตละชนิดมีแอกติโนมัยซทิีสสปชีสใด

มากหรือนอยและในมูลสัตวสวนใหญมีแอกติโนมยัซิทสีสปชีสใดเพื่อที่จะไดทราบวา   
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แอกติโนมัยซทิีสที่แยกไดจากมูลสัตวที่กนิพืชในประเทศไทยสวนใหญแลวจัดอยูในจีนัสใด  

หรือสปชีสใด 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

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

 ไดโพเทสเซยีมไฮโดรเจนฟอตเฟต  (K2HPO4)  0.5 กรัม 

 แมกนีเซยีมซลัเฟต  (MgSO4.7H2O)   0.2 กรัม 

 เฟอรัสคลอไรด  (FeCl3)     0.01 กรัม 

 วุนผง       18.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเปน 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 เติม cycloheximide 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  และ  nystatin  50 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร  สารปฏิชีวนะทาํใหปลอดเชื้อโดยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร  

และเติมในอาหารเลี้ยงเชื้อทีผ่านการนึง่ฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภมูิ 50 °C 

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

 แบคโตเปปโตน  (Bacto peptone) 5.0 กรัม 

 วุนผง       18.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
3.  แมนนิทอล มังบีน อการ  (Mannitol Mungbean Agar) 
 ถั่วเขียวบด 20.0 กรัม 

 น้ําตาลแมนนทิอล  (D-mannitol) 20.0 กรัม 

 วุนผง 18.0 กรัม 

 น้ําประปา 500.0 มิลลิลิตร 

 น้ํากลัน่ 500.0 มิลลิลิตร 



 

 ตมถั่วเขียวบดกับน้าํประปาจนเดือด  กรองเอาถัว่เขียวออก  นําน้ําตมถั่วเขียวที่ไดมาเติม

น้ําตาลแมนนทิอล  และน้ํากลั่น  ปรับพีเอชเทากับ 7.0  เติมวุนผง  แลวนําไปตมจนเดือดอีกครั้ง  

นึ่งฆาเชื้อดวยอุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
4.  โซเดียม เคซิเนต ยีสต เอกซแทรก บรอท  (Sodium Caseinate Yeast Extract Broth) 
 โซเดียมเคซิเนต  (Sodium caseinate)   2.0 กรัม 

 ไดโพเทสเซยีมไฮโดรเจนฟอตเฟต  (K2HPO4)  0.5 กรัม 

 แมกนีเซยีมซลัเฟต  (MgSO4.7H2O)   0.2 กรัม 

 เฟอรัสคลอไรด  (FeCl3)     0.01 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต  (Yeast extract)   10 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
5.  ทริปติก ซอย อการ  (Tryptic Soy Agar) 
 กลูโคส 2.5 กรัม 

 แบคโต ทริปโตน  (Bacto tryptone) 17.0 กรัม 

 แบคโต ซอยโทน  (Bacto soy tone) 3.0 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด  (NaCl) 5.0 กรัม 

 ไดโพเทสเซยีมไฮโดรเจนฟอตเฟต  (K2HPO4) 2.5 กรัม 

 วุนผง 15.0 กรัม 

 น้ํากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
6.  ทริปติก ซอย บรอท  (Tryptic Soy Broth) 
 แบคโต ทริปโตน  (Bacto tryptone) 17.0 กรัม 

 แบคโต ซอยโทน  (Bacto soy tone) 3.0 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด  (NaCl) 5.0 กรัม 

 ไดโพเทสเซยีมไฮโดรเจนฟอตเฟต  (K2HPO4) 2.5 กรัม 

 น้ํากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

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

 เดกซโตรส  (Dextrose)   40.0 กรัม 

 วุนผง 20.0 กรัม 

 น้ํากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 5.6 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

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

 เดกซโตรส  (Dextrose)   20.0 กรัม 

 วุนผง 20.0 กรัม 

 น้ํากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

 ตมมันฝร่ังในน้ําจนเดือดประมาณ 20 นาที  กรองเอาสวนน้ําใสมาใช 

 ปรับพีเอชเทากับ 5.6 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
9.  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 

 น้ํากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
10.  กลูโคส ยีสต มอลล เอกซแทรก อการ  (Glucose Yeast Malt Extract agar)  
 กลูโคส 4.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต 4.0 กรัม 

 สารสกัดจากมอลล 10.0 กรัม 

 แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) 2.0 กรัม 

 วุนผง 17.0 กรัม 
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 น้ํากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับ pH เทากบั 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

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

 ไดโพเทสเซยีมไฮโดรเจนฟอตเฟต  (K2HPO4)  0.5 กรัม 

 แมกนีเซยีมซลัเฟต  (MgSO4.7H2O)   0.2 กรัม 

 เฟอรัสคลอไรด  (FeCl3)     0.01 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต  (Yeast extract)   10 กรัม 

 วุนผง 18.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

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

 สารสกัดจากยสีต  (Yeast extract) 3.0 กรัม 

 วุนผง 18.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
13.  ISP2  ยสีต มอลล เอกซแทรก อการ  (Yeast-Malt Extract Agar) 
 สารสกัดจากมอลล  (Malt extract) 10.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต  (Yeast extract) 4.0 กรัม 

 กลูโคส 4.0 กรัม 

 วุนผง 18.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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14.  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 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ตมขาวโอตในน้ํากลัน่โดยตมใหเดือดประมาณ 10-15 นาท ี  นาํมากรองผานผาขาวบาง  

เติมน้ํากลั่นลงไปในอาหารจนครบ 1,000 มิลลิลิตร  เตมิ  Trace salt solution  ปรับพีเอชเทากบั 

7.0  นึ่งฆาเชื้อดวยอุณหภูมิและความดนัมาตรฐาน  (*ภาคผนวก ก หมายเลข 23) 

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

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส  (K2HPO4) 1.0 กรัม 

 แมกนีเซยีมซลัเฟต  (MgSO4.7H2O)   1.0 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด  (NaCl) 1.0 กรัม 

 แอมโมเนยีมซลัเฟต  ((NH4)2SO4) 2.0 กรัม 

 แคมเซียมคารบอเนต  (CaCO3) 2.0 กรัม 

 *สารละลาย เทรช ซอลล  (Trace salt solution) 1.0 มิลลิลิตร 

 วุนผง 20.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 *ภาคผนวก ก. หมายเลข 23 

 
16.  ISP5  กลีเซอรอล  แอสปาราจีน อการ  (Glycerol Asparagines Agar) 
 กลีเซอรอล  (Glycerol) 10.0 กรัม 

 แอล แอสปาราจีน  (L-asparagine) 1.0 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส  (K2HPO4) 1.0 กรัม 

 *สารละลาย เทรช ซอลล  (Trace salt solution) 1.0 มิลลิลิตร 

 วุนผง 20.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.2 
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 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 ซํ  และความดนั 10 ปอนดตอตารางนิ้ว  เปนเวลา 10 นาท ี

 *ภาคผนวก ก. หมายเลข 23 

 
17.  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 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
18.  ไทโรซีน อการ  (Tyrosine Agar) 
 กลีเซอรอล  (Glycerol) 15.0 กรัม 

 แอล-ไทโรซีน  (L-tyrosine) 0.5 กรัม 

 แอล-เอสปาราจีน  (L-asparagine) 1.0 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส  (K2HPO4) 0.5 กรัม 

 แมกนีเซยีมซลัเฟต  (MgSO4.7H2O)   1.0 กรัม 

 เฟอรัสซัลเฟต  (FeSO4.7H2O) 0.1 กรัม 

 *สารละลาย เทรช ซอลล  (Trace salt solution) 1.0 มิลลิลิตร 

 วุนผง 20.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.2-7.4 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 °C  และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิว้  เปนเวลา 10 นาท ี

 *ภาคผนวก ก. หมายเลข 23 

 

 

 

155 



 

19.  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 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
20.  โมดิฟายด เบนเนท  อการ  (Modifide Bennett’ s Agar) 
 สารสกัดจากเนื้อ  (Beef extract) 1.0 กรัม 

 กลีเซอรอล  (Glycerol) 10.0 กรัม 

 แบคโต เปปโทน  (Bacto peptone) 2.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต  (Yeast extract) 1.0 กรัม 

 วุนผง 15.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.3 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 °C  และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิว้  เปนเวลา 10 นาท ี

 
21.  เบซอล มีเดียม  (Basal Medium Agar) 
 กลูโคส 10 กรัม 

 แมกนีเซยีมซลัเฟต  (MgSO4.7H2O)   0.5 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด  (NaCl) 0.5 กรัม 

 เฟอรัสซัลเฟต  (FeSO4.7H2O) 0.01 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส  (K2HPO4) 1.0 กรัม 

 วุนผง 12.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 °C  และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิว้  เปนเวลา 10 นาท ี
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22.  คารบอน ยูทิไลเซชัน่ อการ  (Carbon Utillization Agar) 
 แอมโมเนยีมซลัเฟต  (NH4)2SO4 2.64 กรัม 

 โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอตเฟต  (KH2PO4) 2.38 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส  (K2HPO4) 1.0 กรัม 

 แมกนีเซยีมซลัเฟต  (MgSO4.7H2O)   0.5 กรัม 

 *สารละลายเทรซซอลของ Pridham และ Gottlieb 1.0 มิลลิลิตร 

 วุนผง 12.0 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 °C  และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิว้  เปนเวลา 10 นาท ี

 ภาคผนวก ก หมายเลข 24  

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

 แมงกานีสคลอไรด  (MnCl2) 0.1 กรัม 

 ซิงคซัลเฟต  (ZnSO4.7H2O) 0.1 กรัม 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ฆาเชื้อโดยการกรองดวยกระดาษกรองขนาด  0.45  μm  และเติมลงในอาหารที่ฆาเชื้อ

แลวที่อุณหภมูิ  45-50 °C 

 
24.  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 

 น้ํากลัน่       1,000 มิลลิลิตร 

 ฆาเชื้อโดยการกรองดวยกระดาษกรองขนาด  0.45  μm  และเติมลงในอาหารที่ฆาเชื้อ

แลวที่อุณหภมูิ  45-50 °C 
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25.  กลูโคส ยีสต มอลล เอกซแทรก บรอท  (Glucose Yeast Malt Extract Broth)  
 กลูโคส 4.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต 4.0 กรัม 

 สารสกัดจากมอลล 10.0 กรัม 

 วุนผง 17.0 กรัม 

 น้ํากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับ pH เทากบั 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
26.  อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 (stock reagent) 
 อาหารเลี้ยงเซลล 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  ทาํใหปราศจากเชื้อโดยการกรองผานหวักรองอาหารเลี้ยงเซลลปราศจาก

เชื้อขนาด 0.22 ไมโครเมตร  ลงในขวดใสอาหารเลี้ยงเซลลปราศจากเชื้อขวดละ 90 มิลลิลิตร  ปด

ฝาและพนัพาราฟลม  เก็บในตูเยน็ที่อุณหภูมิ 4  °C  

 
27.  อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ทีม่ี Fetal Bovine Serum ความเขมขน 10%  
(working reagent) 

 อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 (stock reagent) 90 มิลลิลิตร 

 ซีรัม (inactivated fetal bovine serum) 10 มิลลิลิตร 

 Gentamycin (100 mg/ml)   100 ไมโครลิตร 

 
28.  อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 สาํหรับเกบ็เซลลแชแข็ง 
 อาหารเลี้ยงเซลล 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 

 น้ํากลัน่       100 มิลลิลตร 

 ละลาย BaCl3.2H2O  1.175 กรัมในน้ํากลัน่ 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 

 นําแตละสวนละลายในน้าํปลอดประจุ 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    

ไมโครทิวปปลอดเชื้อขนาด 1.5 มิลลิลิตร  หลอดละ 1 มลิลิลิตร หุมแผนฟอยดเก็บรักษาที่อุณหภมูิ 

4 °C  

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

มิลลิลิตรดวย isopropanol  เก็บที่อุณหภูมหิอง 
 



 

5. Tris-HCl   pH 8 
Tris base      121 กรัม 

 น้ํากลัน่       800 มิลลิลิตร 

 ละลาย Tris base ใหเขากัน ปรับ pH ดวย HCl ใหเทากับ 8 จากนัน้เติมน้ํากลั่นจน

ปริมาตรเปน 1 ลิตร นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 °C ความดนั 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 

เติมน้ํากลั่นทีฆ่าเชื้อแลว (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 

เติมน้ํากลั่นทีฆ่าเชื้อแลวจนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัเก็บไวที่

อุณหภูมิหอง 

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

Choloroform      192 มิลลิลิตร 

 Isoamyl alcohol     8 มิลลิลิตร 
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9. 20 % Polyethylene glycol 6000 (PEG) 
Polyethylene glycol 6000    20 กรัม 

 NaCl       14.61 กรัม 

เติมน้ํากลั่นทีฆ่าเชื้อแลวจนไดปริมาตรเปน 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 

เติมน้ํากลั่นจนไดปริมาตรเปน 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 

น้ํากลัน่       800 มิลลิลิตร 

ละลาย EDTA ใหเขากัน ปรับ pH ดวย NaOH ใหเทากับ 8 จากนัน้เติมน้าํกลั่นจน

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)  ของมูลสัตว 
 

 ชั่งมูลสัตวตัวอยาง  5 กรัม  เติมน้ํากลัน่  10 มิลลิลิตร  (1:2)  นาํไปเขยาดวย rotary 

shaker 200 rpm  เปนเวลา 30 นาท ี  ตั้งทิง้ไวใหตกตะกอน  จากนั้นนําไปวัดคาความเปนกรด-

ดาง   ดวย pH meter 

 
2.  เทคนิค Slide Culture 
 ตัดอาหารเลี้ยงเชื้อเปนรูปส่ีเหลี่ยม  (agar block)  วางบนแผนสไลดฆาเชื้อ  จากนัน้ลง

เชื้อบนแผนวุน  วางแผนปดสไลดฆาเชื้อทับดานบน  นําไปบมใน  moist chamber  สังเกตการ

สรางสายใยอากาศ (A)  และสายใยอาหาร (B)  โดยการนาํสไลดไปวางบนแทนของกลอง

จุลทรรศน  สองดูโดยตรง  หรือนําแผนปดสไลดมาวางบนแผนสไลดที่มีการหยดส ี  lacto phenol 

cotton blue  นํามาสองดูดวยกลองจุลทรรศน   

 

 
 

 หรือ  ขีดแอกติโนมัยซีสบนอาหารเลี้ยงเชือ้  นาํแผนปดสไลดที่ฆาเชือ้แลว  มาเสยีบเปน

มุมเอียงลงบนรอยขีด  บมจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  หลงัจากนัน้ดึงแผนปดสไลดมาวางบนแผนสไลดที่

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. 

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

เย็นในโถอบแหง (desicator)  แลวนาํมาชั่งน้าํหนักที่แนนอน 

 3.2 นาํกระดาษกรองมากรองเสนใยออกจากน้าํเลี้ยงเชื้อ   

 3.3 นาํกระดาษกรองทีม่ีเสนใยติดอยูเขาตูอบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส  24 ชั่งโมง 

 3.4 นาํออกมาใสในโถอบแหง  ทิง้ไวใหเย็นแลวชั่งน้ําหนกั 

 3.5 นาํคาน้าํหนักของกระดาษกรองมาหกัออกผลที่ไดจะเปนน้ําหนกัแหงของเซลลใน

อาหารเลี้ยงเชือ้ 100 มิลลิลิตร 

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

mm2  นําชิ้นวุนไปอบดวยไอของ 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%  ขั้นตอนละ 10-20  นาทีตามลําดับ 

 4.3 การทาํตัวอยางใหแหง  โดยการทําใหแหง ณ จุดวกิฤต (critical point drying)  โดย

การใชเครื่องทาํใหแหง (critical dryer model SAMDRI-780) 

 4.4 นาํตัวอยางไปติดบนแทนทองเหลืองดวยการติดตัวอยางทีน่ําไฟฟาได 

(electroconductive adhesive) 

 4.5 นําตัวอยางไปเคลือบผิวดวยทอง  ความหนาประมาณ 20 ไมโครเมตร  โดยใชเครื่อง 

Ion sputter coater, model JSC-110 
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 4.6 นําตัวอยางไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  (Scanning 

electron microscope, IEOL รุน JSM-5410LV) 

 

 ที่มา : ศูนยเครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร  และเทคโนโลย ี จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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ภาคผนวก ง 
 

ตารางผลการทดลอง 
 

ตารางที่ 1 แสดงบริเวณยบัยั้งจุลินทรียเฉลี่ยของสารสกัดเอททิลแอซเิตตจากน้าํเลีย้งเชื้อของ 

   แอกติโนมัยซีสทั้ง 127  สายพนัธุ 
 Antibiotic activity (average inhibition diameter zone = mm) 
sample P. E. B. S. C. S. A. 

  aeruginosa coli cereus aureus albicans cerevisiae niger 

Ac1-1 - - 11 14 16 17 23 

Ac1-2 - - - - - - - 

Ac1-3 - - 10 15 11 11 10 

Ac1-4 - - 10 10 18 20 15 

Ac1-5 - - 10 - 9 - 12 

Ac1-6 - - 9 9 12 9 13 

Ac1-7 - - - - - - - 

Ac1-8 - - 12 10 11 13 9 

Ac1-9 - - - - - - - 

Ac2-1 - - - - - - - 

Ac2-2 - - 9 - 19 22 13 

Ac2-3 - - - - - - - 

Ac2-4 - - - - - - - 

Ac3-1 - - - - - 10 - 

Ac3-2 - - - - - - - 

Ac3-3 - - 9 - - - - 

Ac4-1 - - 29 20 16 24 15 

Ac4-2 - - - - - - - 

Ac4-3 - 11 21 10 10 - 12 

Ac5-1 - - - - - - - 

Ac5-2 - - - - - - - 

Ac5-3 - - 10 - 13 13 15 

Ac6-1 - - 9 11 11 8 11 

Ac6-2 - - 23 24 - - - 

Ac7-1 - - - - - - - 

Ac7-2 - - - - - - - 

Ac7-3 - - 10 - - - - 

Ac7-4 - - - - - - - 

Ac7-5 - - - - - - - 

Ac7-6 - - 10 - - - - 



 

ตารางที่ 1 (ตอ) แสดงบริเวณยับยั้งจุลนิทรียเฉลี่ยของสารสกัดเอททิลแอซิเตตจากน้าํเลี้ยงเชื้อ

ของแอกติโนมยัซีสทัง้ 127  สายพนัธุ 
 Antibiotic activity (average inhibition diameter zone = mm) 
sample P. E. B. S. C. S. A. 

  aeruginosa coli cereus aureus albicans cerevisiae niger 
Ac8-1 - - - - - - - 
Ac9-1 - - 11 10 11 10 17 
Ac9-2 - - - - - - - 
Ac9-3 - - 11 - - 15 - 
Ac9-4 - - - - - - - 
Ac9-5 - - - - - - - 
Ac9-6 - - 10 - 9 10 - 
Ac9-7 - - - - - - 12 
Ac9-8 - - - - - - - 
Ac9-9 - - 18 - - - - 
Ac9-10 - - - - - - - 
Ac9-11 - - 9 - - 9 - 
Ac9-12 - - 13 10 - - - 
Ac9-13 - - - - - - - 
Ac10-1 - - - - - - - 
Ac10-2 - - - - - - - 
Ac10-3 - - 9 - - 9 - 
Ac11-1 - - 9 - - - - 
Ac12-1 - - 9 - - - - 
Ac12-2 - - 10 - 9 10 11 
Ac13-1 - - 13 - - - - 
Ac13-2 - - 9 - - 11 - 
Ac13-3 - - 10 - 9 10 11 
Ac14-1 - - - - - - - 
Ac15-1 - - - - - - - 
Ac15-2 - - 11 - - - - 
Ac16-1 11 13 21 26 - 10 13 
Ac16-2 - - 22 10 - - - 
Ac17-1 - - 10 - - 9 - 
Ac18-1 - - - - - - 10 
Ac18-2 - - 10 8 - - - 
Ac19-1 - - 11 - - 11 10 
Ac20-1 - - - - - 9 - 
Ac21-1 - - 13 10 - - - 
Ac23-1 - - 11 - - 25 - 
Ac23-2 - - 10 - - 11 - 
Ac24-1 - - 13 - - - - 
Ac24-2 - - 12 - - 9 - 
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ตารางที่ 1 (ตอ) แสดงบริเวณยับยั้งจุลนิทรียเฉลี่ยของสารสกัดเอททิลแอซิเตตจากน้าํเลี้ยงเชื้อ

ของแอกติโนมยัซีสทัง้ 127  สายพนัธุ 
 Antibiotic activity (average inhibition diameter zone = mm) 
sample P. E. B. S. C. S. A. 

  aeruginosa coli cereus aureus albicans cerevisiae niger 
Ac24-3 - - 10 10 - - - 
Ac24-4 - - 10 - 11 13 10 
Ac24-5 - - 10 - 9 - - 
Ac25-1 - - 11 - - 9 - 
Ac25-2 - - 12 - - - - 
Ac25-3 - - - - - - - 
Ac25-4 - - - - 9 10 - 
Ac25-5 - - 9 - 9 - 11 
Ac25-6 - - 9 - - - - 
Ac26-1 - - 11 - - 9 - 
Ac27-1 - - 11 9 - 9 11 
Ac27-2 9 11 18 10 - - - 
Ac28-1 - - - - - - - 
Ac28-2 - 12 20 9 - 12 - 
Ac28-3 - - 25 24 - - - 
Ac28-4 - - - - - - - 
Ac28-5 - - 12 9 - - - 
Ac29-1 - - - - - - - 
Ac29-2 - - 9 - - - - 
Ac29-3 - - 10 - - - - 
Ac29-4 - - - - - - 11 
Ac29-5 - - - - - - - 
Ac29-6 - - 10 - - - - 
Ac29-7 - - 16 11 - - - 
Ac30-1 - - - - - - - 
Ac30-2 - - 10 - 11 13 - 
Ac30-3 - - 10 - - - - 
Ac30-4 - - 11 - - - - 
Ac30-5 - - - - - - - 
Ac30-6 - - - - - - - 
Ac31-1 - - 11 - 10 14 - 
Ac31-2 - - - - - - - 
Ac31-3 - - 10 - - - - 
Ac31-4 - - 9 - - 11 - 
Ac31-5 - - - - - - - 
Ac32-1 - - - - 12 14 - 
Ac32-2 - - - - - - - 
Ac32-3 - - 9 - - - - 
Ac32-4 - - - - - - - 

167 



 

ตารางที่ 1 (ตอ) แสดงบริเวณยับยั้งจุลนิทรียเฉลี่ยของสารสกัดเอททิลแอซิเตตจากน้าํเลี้ยงเชื้อ

ของแอกติโนมยัซีสทัง้ 127  สายพนัธุ 
 Antibiotic activity (average inhibition diameter zone = mm) 
sample P. E. B. S. C. S. A. 

  aeruginosa coli cereus aureus albicans cerevisiae niger 
Ac32-5 - - 17 11 - - - 
Ac32-6 - - - - - - - 
Ac33-1 - - - - - - - 
Ac33,2 - - 9 - - - - 
Ac33-3 - - - - - - - 
Ac34-1 - - 23 14 - - - 
Ac35-1 - - 9 - - - - 
Ac35-2 - - 14 - - - - 
Ac35-3 - - 25 20 - - - 
Ac35-4 - - 25 18 - - - 
Ac36-1 - - 9 - - - - 
Ac36-2 - - 10 - - - - 
Ac36-3 - - - 9 11 9 - 
Ac36-4 - - 9 - - - - 
Ac37-1 - - 12 - - - - 
Ac37-2 - - 9 - - - - 
Ac38-1 - - 10 - - - - 
Ac38-2 - - 9 - - - - 
Ac39-1 - - 9 - - - - 
Ac39-2 - - - - - - - 
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ตารางที่ 2   แสดงเปอรเซ็นการมชีีวิตของเซลลทีท่ดสอบกับสารสกัดเอททิลแอซิเตตจากน้าํเลี้ยง

เชื้อของแอกติโนมัยซีสทัง้ 127  สายพนัธุ 
เปอรเซ็นการมีชีวิตของเซลล : Cell lines viability(%) 

sample A375 SW620 KatoIII HePG2 BT474 Jurkat 

Ac1-1 115.46 64.78 69.71 84.82 0.89 42.53 

Ac1-2 93.42 93.13 75.49 103.37 102.37 97.03 

Ac1-3 86.51 63.75 76.40 80.10 1.48 57.38 

Ac1-4 96.38 57.22 80.97 80.78 2.08 62.17 

Ac1-5 101.48 78.35 80.37 79.76 24.63 81.34 

Ac1-6 57.24 19.24 32.42 42.66 73.29 88.95 

Ac1-7 120.89 94.50 69.10 97.13 102.97 87.19 

Ac1-8 70.72 18.04 24.96 53.12 66.47 73.91 

Ac1-9 96.22 95.02 82.34 97.81 104.15 108.64 

Ac2-1 86.18 88.49 74.89 94.94 101.48 89.70 

Ac2-2 83.39 21.31 28.46 47.05 56.68 76.69 

Ac2-3 90.46 88.66 72.75 93.59 101.19 82.17 

Ac2-4 94.57 88.32 75.19 97.13 100.89 77.62 

Ac3-1 96.05 89.69 74.58 94.27 102.67 86.54 

Ac3-2 99.01 91.24 78.08 98.82 93.47 96.47 

Ac3-3 110.20 99.48 69.41 106.58 98.52 97.59 

Ac4-1 71.88 20.62 38.36 35.24 58.16 93.31 

Ac4-2 88.16 87.29 84.47 93.59 96.74 97.12 

Ac4-3 42.43 24.40 37.90 86.85 98.22 81.71 

Ac5-1 90.79 85.22 82.50 92.58 100.89 92.94 

Ac5-2 88.32 86.43 80.52 107.94 96.14 96.75 

Ac5-3 91.94 20.62 32.88 50.59 63.20 88.30 

Ac6-1 10.21 31.07 44.39 44.87 60.21 80.70 

Ac6-2 95.74 72.80 70.13 68.24 18.30 45.39 

Ac7-1 45.01 38.45 62.69 70.13 68.20 65.61 

Ac7-2 69.83 68.02 73.98 90.10 90.35 82.71 

Ac7-3 76.18 89.09 74.87 62.50 63.16 82.52 

Ac7-4 62.22 103.70 83.63 100.49 85.09 96.54 

Ac7-5 73.22 103.51 88.45 103.08 85.96 100.19 

Ac7-6 77.31 99.26 82.49 102.92 97.34 106.64 

Ac8-1 78.55 98.34 90.61 103.41 87.28 118.88 

Ac9-1 35.38 35.30 28.55 69.16 53.73 64.02 

Ac9-2 60.22 43.25 41.24 62.82 53.95 73.55 

Ac9-3 44.89 31.61 71.32 67.53 55.26 43.08 
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ตารางที่ 2  (ตอ) แสดงเปอรเซ็นการมชีีวติของเซลลทีท่ดสอบกับสารสกัดเอททิลแอซิเตตจากน้าํ

เลี้ยงเชื้อของแอกติโนมยัซีสทั้ง 127  สายพันธุ 
เปอรเซ็นการมีชีวิตของเซลล : Cell lines viability(%) 

sample A375 SW620 KatoIII HePG2 BT474 Jurkat 
Ac9-4 77.31 92.79 82.23 98.38 88.60 87.94 
Ac9-5 71.82 91.87 84.64 102.92 87.28 84.95 
Ac9-6 81.30 97.41 89.97 101.14 92.76 92.62 
Ac9-7 71.57 29.02 39.72 65.42 46.71 69.63 
Ac9-8 77.31 94.27 87.06 109.09 99.34 102.80 
Ac9-9 75.06 96.12 76.40 83.77 96.05 98.60 
Ac9-10 74.19 92.42 78.55 100.32 97.15 93.74 
Ac9-11 51.50 83.18 71.45 93.18 91.45 41.87 
Ac9-12 74.74 84.47 75.25 94.48 77.63 97.01 
Ac9-13 74.69 86.32 76.14 101.14 88.16 100.75 
Ac10-1 74.94 89.65 94.42 100.97 86.84 110.47 
Ac10-2 80.55 86.50 78.55 110.55 88.38 101.96 
Ac10-3 72.82 71.72 67.51 91.07 77.85 62.99 
Ac11-1 71.82 87.99 63.71 95.94 88.38 86.26 
Ac12-1 73.19 89.46 64.41 98.21 72.60 97.76 
Ac12-2 64.84 86.88 56.35 102.11 74.26 90.37 
Ac13-1 76.56 86.14 58.50 96.10 89.60 107.20 
Ac13-2 78.93 95.80 75.84 90.70 96.44 102.45 
Ac13-3 58.48 90.72 63.24 128.73 30.64 73.64 
Ac14-1 77.10 64.80 48.84 89.45 71.51 59.83 
Ac15-1 82.44 70.75 53.08 94.36 80.00 64.64 
Ac15-2 110.38 87.22 78.02 94.35 82.05 84.69 
Ac16-1 95.11 68.48 92.16 85.55 16.38 27.31 
Ac16-2 92.52 83.89 81.36 94.73 100.27 91.16 
Ac17-1 105.34 88.27 78.92 91.03 100.14 75.06 
Ac18-1 91.91 20.84 28.53 30.00 44.77 53.91 
Ac18-2 98.93 99.47 97.30 92.73 105.75 75.06 
Ac19-1 41.22 23.29 31.11 114.18 34.97 64.33 
Ac20-1 98.63 80.21 81.11 90.91 94.38 68.75 
Ac21-1 101.83 81.61 90.62 93.45 78.90 73.40 
Ac23-1 98.63 88.09 85.73 103.45 78.77 80.74 
Ac23-2 95.65 23.47 38.43 28.91 44.99 56.04 
Ac24-1 93.74 93.35 90.36 88.04 94.25 80.82 
Ac24-2 64.27 22.59 29.17 42.18 43.65 63.14 
Ac24-3 96.79 81.61 83.03 83.81 92.19 78.14 
Ac24-4 65.50 37.13 56.17 118.91 32.96 68.98 
Ac24-5 102.24 72.50 89.20 91.45 87.95 74.43 
Ac25-1 64.58 42.03 55.78 41.64 41.00 61.17 
Ac25-2 90.23 79.86 96.92 96.36 79.18 75.22 
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ตารางที่ 2 (ตอ)  แสดงเปอรเซ็นการมีชีวิตของเซลลทีท่ดสอบกับสารสกัดเอททิลแอซเิตตจากน้าํ

เลี้ยงเชื้อของแอกติโนมยัซีสทั้ง 127  สายพันธุ 
เปอรเซ็นการมีชีวิตของเซลล : Cell lines viability(%) 

sample A375 SW620 KatoIII HePG2 BT474 Jurkat 
Ac25-3 90.99 77.58 105.66 94.36 89.18 90.06 
Ac25-4 63.82 37.83 45.76 59.45 49.00 57.30 
Ac25-5 59.85 19.96 25.19 120.90 43.65 63.61 
Ac25-6 118.02 60.07 61.83 81.45 93.88 47.43 
Ac26-1 80.00 83.89 80.98 83.09 86.85 68.27 
Ac27-1 69.31 60.25 66.59 112.23 49.35 59.67 
Ac27-2 94.66 66.61 82.36 89.03 85.94 98.18 
Ac28-1 71.30 17.88 43.27 57.19 49.74 77.27 
Ac28-2 84.73 91.24 86.68 89.39 85.03 83.43 
Ac28-3 87.69 83.76 75.76 109.89 50.13 80.20 
Ac28-4 80.92 96.17 82.99 88.49 86.07 87.88 
Ac28-5 68.46 84.12 72.08 80.58 75.65 85.05 
Ac29-1 76.00 93.98 95.69 85.97 92.19 92.53 
Ac29-2 77.85 79.74 101.52 88.31 85.81 85.45 
Ac29-3 76.15 76.82 84.52 86.51 83.85 85.35 
Ac29-4 84.76 57.48 70.18 82.91 75.91 85.25 
Ac29-5 80.15 77.19 93.65 85.43 85.16 87.07 
Ac29-6 81.08 92.34 74.24 85.07 96.61 87.17 
Ac29-7 67.69 77.37 61.29 77.52 90.10 81.72 
Ac30-1 78.46 93.80 85.66 89.39 85.68 96.06 
Ac30-2 10.62 21.35 23.98 52.88 45.83 85.66 
Ac30-3 76.77 98.91 114.59 85.97 91.80 89.49 
Ac30-4 77.54 88.14 81.85 84.89 81.90 88.08 
Ac30-5 88.92 87.77 82.74 87.41 101.69 89.19 
Ac30-6 88.31 87.23 86.68 92.63 100.78 88.69 
Ac31-1 -6 26.82 18.53 31.83 44.66 83.23 
Ac31-2 75.23 83.94 77.54 84.89 88.80 89.39 
Ac31-3 74.46 91.42 73.35 92.27 91.41 92.53 
Ac31-4 74.15 99.64 88.07 90.47 93.49 94.75 
Ac31-5 79.23 88.87 96.57 88.31 77.99      90.20  
Ac32-1 22.00 17.71 19.67 44.06 44.40 82.12 
Ac32-2 85.69 86.86 74.75 85.97 94.04 89.49 
Ac32-3 90.46 92.34 81.85 83.03 90.85 88.99 
Ac32-4 90.00 92.70 71.45 85.71 92.77 91.72 
Ac32-5 80.46 80.06 61.39 78.66 106.17 89.20 
Ac32-6 89.23 92.27 69.31 79.33 93.19 92.84 
Ac33-1 90.00 93.66 73.27 79.83 93.19 90.41 
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ตารางที่ 2 (ตอ)  แสดงเปอรเซ็นการมีชีวิตของเซลลทีท่ดสอบกับสารสกัดเอททิลแอซเิตตจากน้าํ

เลี้ยงเชื้อของแอกติโนมยัซีสทั้ง 127  สายพันธุ 
เปอรเซ็นการมีชีวิตของเซลล : Cell lines viability(%) 

sample A375 SW620 KatoIII HePG2 BT474 Jurkat 

Ac33,2 87.85 91.19 71.62 79.66 92.34 91.99 

Ac33-3 104.68 92.74 90.76 80.50 88.51 91.99 

Ac34-1 99.79 99.81 66.67 80.34 68.30 91.63 

Ac35-1 98.34 87.64 73.60 84.03 90.21 91.02 

Ac35-2 97.02 81.00 75.08 84.54 92.34 97.94 

Ac35-3 92.23 94.44 77.72 78.49 133.83 96.24 

Ac35-4 100.85 97.37 69.14 77.31 93.83 93.08 

Ac36-1 90.85 99.38 65.51 77.82 95.32 90.66 

Ac36-2 8.72 38.79 37.13 44.71 76.17 82.04 

Ac36-3 86.81 101.08 94.40 75.63 94.68 89.93 

Ac36-4 96.38 95.98 83.33 77.48 101.70 90.90 

Ac37-1 95.74 89.34 92.24 85.88 130.85 91.99 

Ac37-2 91.06 89.18 78.88 81.51 98.72 96.36 

Ac38-1 97.02 83.62 67.82 75.80 106.81 90.53 

Ac38-2 95.96 90.73 70.46 80.50 106.38 87.86 

Ac39-1 103.19 92.74 63.04 77.98 98.09 89.08 

Ac39-2 107.45 97.22 68.98 75.63 63.62 89.68 
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ภาคผนวก จ 
 

ผลการวิเคราะหทางสถิติ 
 

ตารางที่ 1  การวิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทยีบความแตกตางดวย Dancan  ของ

บริเวณยับยัง้ของจุลินทรียทดสอบ  เมื่อสกัดน้ําเลีย้งเชื้อของสายพนัธุ Ac1-4 ดวยตัว

ทําละลาย 3 ชนิดคือ  เมททานอล  เอททิลแอซิเตต  และเฮกเซน 

 

ANOVA 
จุลินทรีย

ทดสอบ 

 Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 1384.000 3 461.333 5536.000 .000 

Within Groups .667 8 .083   

 

B. cereus 

Total 1384.667 11    

Between Groups 1343.583 3 447.861 2687.167 .000 

Within Groups 1.333 8 .167   

 

S. aureus 

 Total 1344.917 11    

Between Groups 1233.000 3 411.000 . . 

Within Groups .000 8 .000   

 

P. aeruginosa 

Total 1233.000 11    

Between Groups 1262.250 3 420.750 . . 

Within Groups .000 8 .000   

 

E. coli 

Total 1262.250 11    

Between Groups 55.000 3 18.333 220.000 .000 

Within Groups .667 8 .083   

 

S. cerevisiae 

Total 55.667 11    

Between Groups 51.000 3 17.000 . . 

Within Groups .000 8 .000   

 

C. albicans 

Total 51.000 11    

Between Groups 183.000 3 61.000 . . 

Within Groups .000 8 .000   

 

A. niger 

Total 183.000 11    

 

 

 

 



 

B. cereus 
Duncan  

Subset for alpha = .05 

SOLVENT N 1 2 3 4 

hexane 3 .0000       

ethyl acetate 3   10.0000     

methanol 3     20.0000   

broth 3       28.6667 

Sig.   1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

S. aureus 
Duncan  

Subset for alpha = .05 

SOLVENT N 1 2 3 4 

hexane 3 .0000       

ethyl acetate 3   10.0000     

methanol 3     23.3333   

broth 3       26.3333 

Sig.   1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

P. aeruginosa 
Duncan  

Subset for alpha = .05 

SOLVENT N 1 2 3 

ethyl acetate 3 .00     

hexane 3 .00     

methanol 3   14.00   

broth 3     24.33 

Sig.   1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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E. coli 
Duncan  

Subset for alpha = .05 

SOLVENT N 1 2 3 

ethyl acetate 3 .00     

hexane 3 .00     

methanol 3   15.00   

broth 3     24.31 

Sig.   1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

S. cerevisiae 
Duncan  

Subset for alpha = .05 

SOLVENT N 1 2 3 4 

broth 3 17.3333       

hexane 3   21.0000     

ethyl acetate 3     22.0000   

methanol 3       23.0000 

Sig.   1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
C. albicans 
Duncan  

Subset for alpha = .05 

SOLVENT N 1 2 3 

Broth 3 15.0000     

Hexane 3 15.6667     

ethyl acetate 3   18.0000   

Methanol 3     20.0000 

Sig.   .397 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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A. niger 
Duncan  

Subset for alpha = .05 

SOLVENT N 1 2 3 4 

Broth 3 14.0000       

Hexane 3   19.0000     

ethyl acetate 3     20.0000   

Methanol 3       25.3333 

Sig.   1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

หมายเหต ุ control  =   น้ําเลีย้งเชือ้ที่ไมถูกสกัดดวตัวทาํละลาย 

  Methanol =   น้ําเลีย้งเชือ้ที่ถูกสกัดดวย methanol 

  Ethyl acetate =   น้ําเลีย้งเชือ้ที่ถูกสกัดดวย Ethyl acetate 

  Hexane =   น้ําเลีย้งเชือ้ที่ถูกสกัดดวย Hexane 
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ตารางที่ 2  การวิเคราะหความแปรปรวนและเปรียบเทยีบความแตกตางดวย Dancan  ของ

บริเวณยับยัง้ของจุลินทรียทดสอบ  เมื่อสกัดน้ําเลีย้งเชื้อของสายพนัธุ Ac16-1 ดวยตัว

ทําละลาย 3 ชนิดคือ  เมททานอล  เอททิลแอซิเตต  และเฮกเซน 

 

ANOVA 
จุลินทรีย

ทดสอบ 

 

Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 185.583 3 61.861 371.167 .000 

Within Groups 1.333 8 .167   

 

B. cereus 

Total 186.917 11    

Between Groups 1195.333 3 398.444 2390.667 .000 

Within Groups 1.333 8 .167   

 

S. aureus 

 Total 1196.667 11    

Between Groups 594.000 3 198.000 . . 

Within Groups .000 8 .000   

 

P. aeruginosa 

Total 594.000 11    

Between Groups 594.000 3 198.000 . . 

Within Groups .000 8 .000   

 

E. coli 

Total 594.000 11    

Between Groups 410.250 3 136.750 . . 

Within Groups .000 8 .000   

 

S. cerevisiae 
Total 410.250 11    

Between Groups .000 3 .000 . . 

Within Groups .000 8 .000   

 

C. albicans 

Total .000 11    

Between Groups 342.000 3 114.000 . . 

Within Groups .000 8 .000   

 

A. niger 

Total 342.000 11    

 

B. cereus 
Duncan  

Subset for alpha = .05 

SOLVENT N 1 2 3 4 

hexane 3 9.3333       

methanol 3   15.0000     

broth 3     17.3333   

ethyl acetate 3       20.0000 

Sig.   1.000 1.000 1.000 1.000 

177 



 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

S. aureus 
Duncan  

Subset for alpha = .05 

SOLVENT N 1 2 3 4 

hexane 3 .0000       

methanol 3   19.0000     

broth 3     21.3333   

ethyl acetate 3       26.3333 

Sig.   1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

Pseudomonas  
 

หมายเหต ุ control  =   น้ําเลีย้งเชือ้ที่ไมถูกสกัดดวตัวทาํละลาย 

  Methanol =   น้ําเลีย้งเชือ้ที่ถูกสกัดดวย methanol 

  Ethyl acetate =   น้ําเลีย้งเชือ้ที่ถูกสกัดดวย Ethyl acetate 

  Hexane =   น้ําเลีย้งเชือ้ที่ถูกสกัดดวย Hexane 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

178 



 

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวทิศนา  นิธิสกุลกาญจน  เกิดเมื่อวันที่ 22 สิงหาคม พ.ศ. 2523  ที่จังหวัด

นครศรีธรรมราช  สําเร็จการศึกษาระดับมัธยมศึกษาจากโรงเรียนสตรีทุงสง  สําเร็จการศึกษา

วิทยาศาสตรบัณฑิต  สํานกัวิชาเทคโนโลยีการเกษตร  สาขาวิชาการผลิตสัตว  มหาวิทยาลัยวลัย

ลักษณ  เมื่อปการศึกษา 2546  และเขาศึกษาตอในระดับวทิยาศาสตรมหาบณัฑิต  หลกัสูตร    

จุลชีววทิยาทางอุตสาหกรรม  ภาควิชาจุลชีววทิยา  คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลยั  

เมื่อปการศึกษา 2547 
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