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

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

isolates exhibited antimicrobial activities. The Nan 6.2 strain. isolated from soil in Maecharim district, 

showed inhibitory activity against a" the tested microorganisms. i.e. Bacillus cereus ATCC 6633, 

Staphylococcus aureus ATCC 25923. Escherichia coli ATCC 25922. Candida albicans ATCC 

10231. Saccharomyces cerevisiae ATCC 5169 and Aspergillus niger ATCC 6275. The methanol 

extracts of soluble starch culture broth of Nan 6.2 strain incubated for 10 days showed the highest 

antimicrobial activities. Moreover, this strain also inhibited 6 plant pathogenic fungi, i.e. Alternaria 

p~rri DOAC 1756, Cof/ectotrichum capsici DOAC 1196, Fusarium oxysporum f.sp. Iycopersici 

DOAC 0874, Fusarium oxysporum f.sp. cubense DOAC 0893, Pythium aphanidermatum DOAC 

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

medical purposes but also has a potential in agricultural application. 

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

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

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

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

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

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

respectively. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

 แอกติโนมัยซทีีสเปนแบคทีเรียที่มีลักษณะบางประการคลายรา โดยลักษณะที่คลายราคือ 

มีเสนใยแตกแขนงออกเปนเสนเล็กๆ แตเสนผานศูนยกลางของเสนใยมีขนาดเล็กกวารา (Sykes 

และ Skinner, 1973) มีการสรางสปอร อาจเปนสปอรเด่ียว สปอรคูหรือเปนสายสปอร เชน ในสกลุ 

Micromonospora มีการสรางสปอรแบบสปอรเด่ียวลักษณะทรงกลม บริเวณปลายเสนใยส้ันๆ ที่

แตกแขนงออกมา (Hirsch และคณะ, 2004) หรือบางชนิดไมสรางสปอรแตเสนใยจะแตกหกัเปน

ทอนๆ ลักษณะคลายอาโทรสปอร (arthospore) เชน Nocardia (Lederberg และคณะ, 2000) 

แตลักษณะโดยสวนใหญจะใกลเคียงกบัแบคทีเรียมากกวา กลาวคือ แอกติโนมัยซีทีสไมมีเยื่อหุม

นิวเคลียส มีสวนประกอบของผนังเซลลเชนเดียวกับแบคทีเรีย ติดสีแกรมบวก แตมีปริมาณ

เปอรเซ็นตของเบส guanine และ cytosine (%G+C) ในดีเอ็นเอสงูกวาแบคทีเรียแกรมบวกทั่วไป 

มีความไวตอสารปฏิชีวนะทีท่ําลายแบคทีเรียแตตานทานตอสารปฏิชีวนะทีท่ําลายรา ดังนั้น แอกติ

โนมัยซีทีส จงึถูกจัดใหเปนจุลินทรียในกลุมของแบคทีเรีย โคโลนีของแอกติโนมยัซีทีสมีลักษณะ

เปนผงแปง หรือเปนแผนหนัง ทึบแสง ผิวของโคโลนีอาจเรียบ นนู ขรุขระ เปนเม็ดเล็ก หรือเปน

เกล็ด โคโลนมีีสีตางๆ เชน สีขาว เหลือง สม ชมพ ูมวง ฟา เขียว น้ําตาล และดํา ลักษณะเสนใย

ของแอกติโนมยัซีทีส ม ี 2 ชนิด คือเสนใยทีชู่ข้ึนไปบนอากาศ เรียกวาเสนใยอากาศ (aerial 

mycelium) และเสนใยที่เจริญลึกลงไปในอาหารเล้ียงเชื้อแข็ง เรียกวาเสนใยอาหาร (substrate 

mycelium) แอกติโนมัยซทีีสเปนแหลงของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive compounds) 

ตางๆ มากมาย โดยมีรายงานสนับสนนุวาในจํานวนของสารทุติยภูมทิีถู่กผลิตข้ึนโดยจุลินทรียกลุม

ตางๆ ประมาณ 61 เปอรเซ็นต เปนสารทุติยภูมิที่ไดจากแอกติโนมยัซีทีส รองลงมาคือรา และ

แบคทีเรียตามลําดับ (Kieser และคณะ, 2000) โดยเฉพาะอยางยิ่งสารปฏิชีวนะที่ใชกนัอยาง

แพรหลายในทางการคา และทางการแพทย ประมาณ 75 เปอรเซ็นต ไดจากสกุล Streptomyces 

(Miyadoh, 1993) เชน นีโอมัยซิน (neomycin) ไดจาก Streptomyces fradiae  นิดดามยัซนิ 

(niddamycin) และ ชีเลสทเิซทนิ (celesticetin) ไดจาก S. caelestis (Melloui และคณะ, 2003) 

ในทางการแพทย bleomycin sulfate ที่สรางจาก Streptomyces verticilus ยังใชเปนสารยับยั้ง

เซลลมะเร็งโดยใชบําบัดผูทีเ่ปนมะเร็งตอมน้ําเหลืองไดอีกดวย และประมาณ 60 เปอรเซ็นตของ

สารปฏิชีวนะที่ไดจากแอกติโนมัยซีทีส ไดรับการพัฒนาปรับปรุงนําไปใชทางดานเกษตรกรรม เชน 

การใช fungichomin ที่ผลิตโดย Streptomyces padanus ในการควบคุมโรคเนาคอดินใน

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

" I " I I 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

o ~ ..... I 

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

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

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

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

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

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



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 

2.1 ประวัติการคนพบ 
 

 แอกติโนมัยซทีีส (actinomycetes) เปนจุลินทรียที่มลัีกษณะและความสัมพนัธใกลเคียง

กับแบคทีเรียและรา แตในปจจุบันถกูจัดใหอยูในโปรคาริโอท (prokaryote) โดยในอดีตที่ผานมา

แนวทางในการจําแนกเชื้อ การบัญญัติศัพทเฉพาะเพื่อระบุสกุล และชื่อชนิดของจุลินทรียนี้มีความ

สับสนเปนอยางมาก มีรายงานการศึกษาเกี่ยวกับแอกติโนมัยซทีีสในป 1875 โดย Ferdinand 

Cohn ซึง่อางอิงถึงโดย Waksman (1950) ไดต้ังช่ือจุลินทรียชนิดหนึง่ที่สรางเสนใยและมีสปอร

เรียงตอกนัเปนสายซ่ึงแยกไดจากกอนนิว่ที่พบในทอน้ําตา (concretions of human lachrymal 

ducts) วา Streptothrix foersteri โดย Cohn เนนวาจุลินทรียนี้มีความคลายคลึงกับ Leptothrix 

ตอมาในป ค.ศ.1877  Harz อางถงึโดย Waksman (1950) ไดต้ังช่ือจุลินทรียที ่เปนสาเหตุของโรค 

lumpy jaw ในวัวที่ถกูคนพบโดย Bollinger วา Actinomyces bovis  เหตุที่ต้ังช่ือดังกลาว

เนื่องจากกลุมเสนใยของเชื้อแผออกเปนรัศมี ซึง่ชื่อ actinomyces นี้มีรากศัพทมาจากภาษากรีก 

คือ aktisc แปลววา a ray beam และ mykes แปลวา fungus ซึ่งเมื่อรวมทัง้สองคําสามารถ

อธิบายไดถงึลักษณะโคโลนทีี่เปนกลุมเสนใยแผออกเปนรัศมี (ray fungus) แตการต้ังชื่อสกุลทัง้

สองแบบที่กลาวมาขางตนไมไดรับการยอมรับ เนื่องจากชื่อ Streptothrix ไดมีการนําไปใชต้ังช่ือใน

จุลินทรียอ่ืนกอนแลว และช่ือ Actinomyces ก็ไมเปนทีน่ิยมเชนกนั  

ภายหลังไดมีการต้ังชื่อสกุลของจุลินทรียนี้อยางแพรหลาย โดยอาศัยจากแหลงอาหาร

ตามธรรมชาติของจุลินทรีย หรือจากลักษณะทางกายภาพแตละแบบของจุลินทรียนัน้ๆ แตก็เปน

ชื่อที่ไมสามารถส่ือความหมายครอบคลุมทางดานสัณฐาณวิทยา และสรีรวิทยาของจุลินทรียได

ครบถวน (Waksman, 1950) ตอมามีการจัดกลุมจุลินทรียนี้ออกเปนหมวดหมูโดยใชหลักการ

จําแนกเดียวกนัคือ อาศัยลักษณะทางสัณฐาณวทิยาและสรีรวิทยาของแอกติโนมยัซีทีส ไดแก 

ลักษณะเฉพาะเมื่อเจริญบนอาหารเล้ียงเชือ้จําเพาะ ลักษณะของรงควัตถุที่สรางข้ึน การสรางกล่ิน 

การสรางสารปฏิชีวนะหรือเอนไซม การยอยสลายสารประกอบอินทรีย และองคประกอบของเซลล

แอกติโนมัยซทีีส เปนตน (William และคณะ, 1989) และปจจุบันไดใชวิธีวิเคราะหลําดับนิวคลโีอ

ไทดของยีนทีป่ระมวลรหัสของ 16S rRNA เปนเกณฑในการจัดกลุมทีสํ่าคัญดวย (Ueda และคณะ

, 1999) 
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2.2 ลักษณะท่ัวไป และแหลงที่อยูของแอกติโนมัยซีทสี 
 

แอกติโนมัยซทีีสเปนแบคทีเรียที่มีการสรางเสนใยคลายลักษณะของรา ติดสีแกรมบวก 

และมีเปอรเซ็นตเบสกวานนี (guanine) และไซโตซีน (cytosine) ใน DNA มากกวา 55 เปอรเซ็นต 

ซึ่งสูงกวาแบคทีเรียแกรมบวกทั่วไป  (Kieser และคณะ, 2000) แมวาแอกติโนมยัซทีีสจะสามารถ

สรางเสนใยไดคลายกับรา แตมีลักษณะตางๆที่แตกตางจากราคือ แอกติโนมยัซีทีสไมมีเยือ่หุม

นิวเคลียส  และไมโตคอนเดรีย (Cross และ Goodfellow, 1973)  นอกจากนี้ผนงัเซลลของแอกติ

โนมัยซีทีสยังประกอบดวยสารจําพวก 2, 6 diaminopimelic acid, mucopeptide (N-acetyl 

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

(Waksman และ Henrici, 1974) ตางจากผนงัเซลลรา ซึ่งประกอบดวย glucans, mannans และ 

chitin (Commins, 1958) และเสนใยของแอกติโนมยัซีทีสมีขนาดเล็กกวาเสนใยของรา คือมีเสน

ผานศูนยกลาง 0.5 – 2.0 ไมโครเมตร เสนใยของแอกติโนมยัซีทสีประกอบดวย เสนใยอาหาร 

(substrate mycelium) และเสนใยอากาศ (aerial mycelium) สืบพันธุโดยการสรางสปอร โดยมี

ลักษณะเปนสปอรเด่ียว สปอรคู หรือตอกันเปนสายยาวเรียกวา สายสปอร และอาจมีการสราง

สปอรในอับสปอร (sporangium)  

แอกติโนมัยซทีีสพบไดทัว่ไปในส่ิงแวดลอม ไดแก ดิน น้ํา อากาศ โคลน มูลสัตว และ

สามารถพบแอกติโนมยัซีทสี อาศัยอยูรวมกันกับพืช โดยในดินพบแอกติโนมยัซีทสีเปนอันดับสอง

รองจากแบคทเีรียชนิดอ่ืน (Sykes และ Skinner, 1973) เชน ตัวอยางดินประเทศตนูีเซีย สามารถ

แยก Streptomyces sp. สายพนัธุ US80 ซึ่งสรางสารปฏิชีวนะยับยัง้แบคทีเรียทัง้แกรมบวก แกรม

ลบ และราได (Fourati-Ben Fguira และคณะ, 2004) และจากดินแหลงเดียวกันนี้ยงัพบ 

Streptomyces caelestis   ซึ่งสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งแบคทีเรียทัง้แกรมบวก และแกรมลบได 

(Melloui และคณะ, 2003) เคยมีรายงานปริมาณแอกติโนมัยซทีีสในอากาศ ภายในอาคาร ในกรุงริ

โอเดอรจานิโร ประเทศบราซิส มีปริมาณเฉล่ีย 11 CFU/ m3 โดยบริเวณที่มมีากท่ีสุด พบปริมาณ

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

สามารถดํารงชีวิตอยูในเนื้อเยื่อพืช (endophytic actinomycete) Lixiang Cao และคณะ (2005) 

สามารถแยก endophytic streptomycete ไดจากรากกลวย โดยเชือ้สวนใหญจัดอยูใน genus 

Streptomyces แอกติโนมยัซีทีสสามารถแยกจากสัตวทะเล โดย Fedrica Sponga และคณะ 

(1999) ไดสํารวจจุลินทรียในทะเล โดยเก็บตัวอยางจากฟองน้าํ และโคลนใตทะเล พบวา ประมาณ

คร่ึงหนึง่ของจุลินทรียทั้งหมดเปนแอกติโนมัยซีทีส และอยูในสกุล Streptomyces โดยทีพ่บใน

ฟองน้ํา 31% และพบในโคลนใตทะเล 50% นอกจากนีย้ังสามารถพบแอกติโนมัยซีทีสจากไลเคนส 

ทั้งในเขตอบอุน และเขตหนาว (Ignacio และคณะ, 2005)  
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2.3 วงชวีิตของแอกติโนมัยซีทีส 
 
 

 
 

รูปท่ี 2.1 แสดงตัวอยางวงชีวิต (life cycle) ของแอกติโนมยัซีทีส Streptomyces 

coelicolor [ทีม่า Atlas of Actinomycetes (1997)]  
 

วงชวีิตของแอกติโนมยัซีทีสเร่ิมจากสปอรงอกกลายเปนเสนใย เสนใยเร่ิมแรกเปนเสนใย

อาหาร โดยแทรกตัวเขาไปในพ้ืนผิวของอาหารเล้ียงเชื้อ จากนั้นมีการสรางเสนใยอากาศ และ

พัฒนาเสนใยอากาศเพื่อสรางสปอรตอไป Chater (1993) ไดศึกษายีนที่เกี่ยวของกบัการ

เจริญเติบโตในระยะตางๆของ Streptomyces coelicolor A3(2) ซึ่งเปนแอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ

ที่เปนที่รูจัก และมีขอมลูการศึกษาการทํางานในระดับพันธุศาสตรมากในระดับหนึง่ ซึง่มยีีนที่

เกี่ยวของกับการเจริญในระยะตางๆ การศึกษาพบวา ภายใตสภาวะที่เหมาะสม germ tube งอก

ออกมาจากสปอร  เจริญโดยการยืดยาวและแตกแขนงบริเวณปลายเสนใย ไดเสนใยอาหารจํานวน

มาก หลังจากนัน้ 2-3 วัน เสนใยจะเจริญแทงข้ึนมาจากในอาหารออกสูอากาศกลายเปนเสนใย

อากาศ  ซึง่ถกูควบคุมโดย ยีน bld  จากนั้นเจริญโดยการยืดยาวบริเวณปลายเสนใย  เมื่อเสนใย

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

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

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

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

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

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

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

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

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

'3t1Y1 2.2 
" 
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การสรางโคโลนีบนอาหารเล้ียงเชื้อแข็ง ดังแสดงในรูปที ่ 2.3 เร่ิมจากหัวเชื้ออาจ

มาจากสปอรเด่ียว อับสปอร สวนของเสนใยที่แตกหัก หรือจากบางสวนของโคโลนีเดิม รูป 2.3 (A) 

เมื่อหัวเชื้อตกลงบนอาหารเล้ียงเชื้อแข็ง จะพัฒนาเปนเสนใยอาหาร รูป 2.3 (B) เมื่อเสนใยอาหาร

เจริญเต็มที่แลวจะแทงผานอาหารข้ึนมาเปนเสนใยอากาศซ่ึงเปนสวนทีสั่มผัสกับอากาศโดยตรง 

รูป 2.3 (C) จากนัน้มกีารเปลี่ยนแปลงลักษณะของโคโลนี เชน สรางสปอรโดยการแบงตัวของเสน

ใยเร่ิมจากการสรางผนงักัน้ภายในเสนใย โดยทั่วไปเสนใยมกัมีผนังกั้นชัน้เดียวเพ่ือความคงตัว 

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

ลักษณะแตกตางกนัในแตละสปชีส เชน นูน (raised), เรียบแบน (flat) บางคร้ังมลัีกษณะคลาย

แผนหนัง (leather) มีความหลากหลายต้ังแตนุมเหนยีวจนถงึแข็ง  สีของโคโลนีมีสี  ขาว  เหลือง  

สม  ชมพู  แดง  มวง  ฟา  เขียว  น้ําตาลและดํา  ผิวของโคโลนมีีลักษณะเรียบ (smooth)  สันนนู 

(ridged)  ขรุขระ (rough) เปนรอยยน (wrinkled)  เปนเม็ดเล็ก  (granular)  เปนผง (powder)  

หรือเปนเกล็ด (squamous)  ขนาดของโคโลนีข้ึนอยูกบั สปชีส อาย ุ  และสภาวะการเจริญ  เสน

ผานศูนยกลางของโคโลนีมคีวามแตกตางต้ังแตหนวยมิลลิเมตรจนถงึเซนติเมตร (Miyadoh และ

คณะ, 1997) 

 

 

 

รูปท่ี 2.3 ข้ันตอนการสรางโคโลนีของแอกติโนมัยซทีีส [ที่มา Atlas of Actinomycetes 

(1997)] 
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2.4.2 โครงสรางโคโลนขีองแอกติโนมัยซีทีส 
 
โคโลนีของแอกติโนมยัซีทีสจะมีการสรางเสนใย 2 แบบ คือ เสนใยอาหาร 

(substrate mycelium) และเสนใยอากาศ (aerial mycelium) ดังแสดงในรูปที่ 2.1 โดยเสนใยทัง้ 2 

แบบ จะแสดงลักษณะและหนาที่ทางชีววทิยาที่แตกตางกัน  

เสนใยอาหาร คือ เสนใยที่สรางในชวงระยะ vegetative cell การเจริญของเสนใย

ชนิดนี้จะมีขนาดและรูปรางแตกตางกนั โดยจะเจริญอยูในอาหารเล้ียงเชื้อ ชวงแรกสีของเสนใยจะ

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

เมื่อเพาะเล้ียงแอกติโนมัยซทีีสบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง จะมีการสราง germ tube หนึง่ tube หรือ

หลาย tube ซึ่งจะเจริญตอไปเปนเสนใยยาวและพัฒนาเปนเสนใยทีม่คีวามซับซอนยิ่งข้ึน เสนผาน

ศูนยกลางของเสนใยพบไดต้ังแต 0.2-0.8 ไมโครเมตร บางชนิดมีลักษณะตรงและยาวถึง 600 

ไมโครเมตรหรือมากกวานัน้ บางชนิดพบเสนใยมีลักษณะโคงและมีการแตกแขนง มีความยาว

ประมาณ 50-100 ไมโครเมตร (Kalakoutskii และ Agre, 1976) โครงสรางของเสนใยจะมีความ

แตกตางกนัข้ึนกับสวนประกอบของอาหารเล้ียงเชื้อ และภาวะที่เชื้อเจริญโดยเฉพาะอยางยิ่ง

อุณหภูมิและสารเคมีที่มีผลตอการเจริญ  เมื่อเช้ือมีอายุมากเสนใยชนิดนี้จะมีการแตกหกัเปน

ชิ้นสวนส้ัน ๆ บางชนิดอาจมีการแตกหกัอยางรวดเร็ว โดยเฉพาะเม่ืออยูในอุณหภูมสูิงหรือเจริญอยู

ในภาวะที่เปนของเหลว (Sykes และ Skinner, 1973)  

เสนใยอากาศ  คือ  เสนใยทีส่รางข้ึนดานบนของเสนใยอาหาร ลักษณะของเสนใย

อากาศจะแตกตางกันไปตามกลุมของแอกติโนมยัซีทีส สวนประกอบของอาหาร และภาวะของการ

เล้ียงเชื้อ เสนใยอากาศสวนใหญมีเสนผานศูนยกลางต้ังแต 1-1.4 ไมโครเมตร โดยปกติเสนใยชนิด

นี้จะมีลักษณะส้ัน  ตรง หรือโคง  และมีการแตกแขนงจํานวนมาก เสนใยอากาศจะเจริญปกคลุม

ทั้งโคโลนี เมื่อสังเกตดูจะมีลักษณะคลายปมดาย หรือ ฝุนชอลกอยูบนเสนใยอาหาร (Kalakoutskii 

และ Agre, 1976) การเจริญของเสนใยอากาศจะเร่ิมเจริญมาจากเสนใยอาหาร โดยเกิดการ

รวมตัวเปนกลุมกอนของเสนใยกลายเปนเซลลเร่ิมตน (initial cell) ซึ่งสวนใหญเร่ิมเจริญจากจดุ

กึ่งกลางของโคโลนี แลวแผออกไปทุกทศิทางโดยอาศัยกระบวนการแตกหนอ (sprout) หรือแตก

แขนง (branching) และเกิดการแบงตัว (subdivision) เพื่อเจริญตอไปเปนเซลลทีจ่ะพัฒนาเปน

สปอรตอไป  แอกติโนมัยซีทีสบางกลุมสรางเสนใยอากาศทีม่ีลักษณะคลายวงแหวนเม่ือมองจาก

ดานบนของโคโลน ี  โดยลักษณะดังกลาวเกิดจากความแตกตางของเสนใยที่สรางและไมสราง

สปอร ปจจัยที่มีอิทธพิลตอปรากฏการณนี้คือ การแพรของสารเคมีบางชนิด ความเขมแสง 

อุณหภูมิและความชืน้ (Waksman, 1950)  
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โดยทัว่ไปแอกติโนมัยซทีีสจะมีการสรางเสนใยทัง้ 2 แบบ เชน ในสกุล 

Streptomyces มีทั้งเสนใยอาหาร และเสนใยอากาศ แตบางชนิดสรางเฉพาะเสนใยอาหาร เชน 

ในสกุล Micromonospora และ Actinoplanes ไมสรางเสนใยอากาศ แตจะสรางสปอรและ อับ

สปอร (sporerangium) โดยตรงจากเสนใยอาหาร โดยปกติจะไมพบผนงักัน้เซลลภายในเสนใย

ของแอกติโนมยัซีทีส แตอาจพบไดในชวงของกระบวนการแตกหักเปนชิน้เล็กๆ ของเสนใย  

โครงสรางภายในเสนใยประกอบดวย ผนงัเซลลซึ่งหนาประมาณ 10-20 นาโน

เมตร ภายในมีเยื่อหุมเซลล (plasma membrane) หอหุมไซโตพลาสซึม ซึ่งภายในมีสายดีเอ็นเอ 

ไรโบโซม และสารตาง ๆ ที่สะสมในเซลล ไดแก พอลิฟอสเฟต ไขมัน และ พอลิแซกคารไรด เยื่อหุม

เซลลบางแหงจะพัฒนาไปเปน mesosomes ตรงบริเวณติดกับผนังเซลล ดังแสดงในรูปที่ 2.4 

 

รูปท่ี 2.4 แสดงสวนประกอบภายในเสนใยอาหารของแอกติโนมยัซทีีส: (cp) ไซโตพลาสซึม

, (pm) เยื่อหุมเซลล, (cw) ผนังเซลล, (me) มีโซโซม, (se) ผนังกัน้เซลล, (ri) ไรโบ

โซม, (DNA) สายดีเอ็นเอ และ (re) แองสะสมสารภายในเซลล [ที่มา Atlas of 

Actinomycetes (1997)]  

 

สปอรของแอกติโนมัยซทีีส สปอรของแอกติโนมัยซทีีสมหีนาที่ในการสืบพันธุ เกิด

จากการแบงออกเปนสวนของเสนใย (Fragmentation) การสรางและรูปรางสปอรของแอกติโนมยัซี

ทีสแสดงใหเหน็ถงึความแตกตางของกลุมและชนิดได สปอรของแอกติโนมยัซทีีสมีหลายรูปราง

หลายลักษณะ เชน  กลม (globose)  รูปไข (ovoid)  รูปแทง (rod-shaped)  และมีผิวสปอรหลาย

รูปแบบ เชน เรียบ (smooth)  ขรุขระ (irregular rugose)  สันนนูเปนรองขนาน (parallel rugose)  

ปุม (warty)  ตุมยาว (tuberculate)  หนาม (spiny)  และ  เปนขน (hairy)   
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การสรางสปอรแบงออกไดเปน 3 ประเภท ตามลักษณะโครงสรางภายนอก คือ

สปอรเดียว (single spore)  สายสปอร (spores formed in chains)  และสรางสปอรภายในอับ

สปอร (spore formed within sporangia) 

  1. กลุมที่สรางสปอรเด่ียว (monosporous) พบในหลายสกุล การสรางสปอรเร่ิม

จากสวนปลายสุดของเสนใยมีการพองตัวออก จากนัน้มีการสรางผนังกั้นระหวางกานชูสปอรและ

สวนที่พองออกเปนสปอร และสรางผนงัสปอรหนาข้ึน (Kawamoto, 1989) เชน ในสกุล 

Micromonospora กานชูสปอร (sporophores) เกิดข้ึนบนเสนใยอาหาร มกีารสรางสปอรติดอยู

กับกานชูสปอรส้ัน ๆ และแยกออกมาเด่ียว ๆ  ปลายสุดของกานชูสปอรอาจมีการแตกแขนงหรือไม

แตกแขนง เชน ในสกุล  Thermomonospora มีการแตกแขนงของปลายกานชูสปอร สวนในสกุล 

Saccharomonospora  มีการสรางสปอรเด่ียวรูปไขที่ปลายเสนใยอากาศ  มกีานชูสปอรส้ันและไม

แตกแขนง  อาจเรียกสปอรเด่ียวของทัง้ 3 สกุลขางตนวา  aleuriospores  เพราะสปอรเกิดจาก

ปลายเสนใยมกีารโปงออก  (Cross, 1970 อางถึงโดย McCarthy, 1989) ลักษณะการสรางสปอร

เด่ียวของ Micromonospora  Thermomonospora  และ  Saccharomonospora  แสดงดังรูปที่ 

2.5  

A   B   C 

รูปท่ี 2.5 แสดงการสรางสปอรเด่ียวของแอกติโนมยัซีทีสใน  (A) Micromonospora,  (B)  

Themomonospora,  และ  (C) Saccharomonospora  [ที่มา Atlas of 

Actinomycetes (1997)]   

 

  2. กลุมที่สรางสปอรเปนสาย ในแอกติโนมยัซีทีสมีการสรางสปอรแบบนี้เปน

สวนมาก การสรางสปอรเปนสายเกิดจากการที่เสนใยมกีารแบงตัวเปน segments ตามขวาง แต

ละ segments สามารถพฒันาเปนสปอรได สามารถแบงเปนกลุมไดโดยพิจารณาถึงความยาวของ

สายสปอรหรือจํานวนสปอร คือ สปอรคู (bisporous)  สปอรสายส้ัน (oligosporous)  และสปอร

สายยาว (polysporous)   
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   สปอรคู ประกอบดวย คูของสปอรเรียงตอกนัตามยาว พบในสกุล 

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

มากกวา 2 ไมโครเมตร  อาจเกิดข้ึนบนเสนใยอากาศโดยตรง  หรือเกิดบนกานชูสปอรส้ัน ๆ 

ลักษณะสปอรของ Microbispora  แสดงดังรูป 2.5 (A)  การสรางสปอรของ Microbispora  เร่ิม

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

สรางผนงักัน้ตรงกลาง  แอกติโนมยัซีทสีที่สรางสปอรแบบ bisporous ไมไดพบเฉพาะในสกลุ

Microbispora เทานัน้ซึง่ลักษณะสปอร 2 สปอร ที่เรียงตอกันตามแนวยาวยังพบใน  

Actinomadura echinospora,  Actinomadura rugatobispora (Kroppenstedt และคณะ, 1990 

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

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

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

เสนใยอาหารและเสนใยอากาศ  โดยมีจาํนวนสปอร 2-7 สปอรอยูบนกานชูสปอร  สายสปอรอาจมี

การแตกแขนง และมีการแตกหักของเสนใยอาหารแสดงดังรูป 2.6 (B)  Saccharopolyspora  

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

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

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

ต้ังแต 4 สปอร จนถงึ 20 สปอร  สายสปอรอาจมีลักษณะตรง (straight)  เปนขอ (hooked) เปนวง

เปด (open loop)  หรือเปนเกลียว (spiral) ซอนกนั 1-4 ชั้น เชน Actinomadura pusilla สรางสาย

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

วงรอบเสนใยแกน  สายสปอรส้ันอาจมลัีกษณะบิดเปนเกลียวซอนติดกัน  หรือโคงงอ และเสนใย

แกนทีม่ีสายสปอรจะมีการบดิตัว (Locci และ Schofield, 1989) แสดงดังรูปที่ 2.7 (D)  สกุล 

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

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

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

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

ขนาดส้ันและอาจแตกแขนงหรือไมแตกแขนง  (Asano และ Kawamoto, 1986)  ดังแสดงในรูป 

2.6 (C)  
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A    B       C 

รูปท่ี 2.6 แสดงแอกติโนมัยซีทีสกลุมทีส่รางสปอรเปนสายคูและสายส้ัน  A. การสรางสปอร

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

oligosporous  ของ  Nocardia brevicatena  และ  Catellatospora  ตามลําดับ  

[ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)]   

 

   สปอรสายยาว  แอกติโนมัยซีทีสที่สรางสปอรสายยาวทีสํ่าคัญ คือ สกุล 

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

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

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

แตกหักเกิดจากการกระตุนโดยยีนแบบสุม  ความแตกตางของลักษณะของสายสปอรสามารถใช

เปนมาตรฐานในการจัดหมวดหมูได (Ettlinger และคณะ,1958  อางถึงโดย Pridham และคณะ, 

1958  อางถงึโดย korn-Wendisch และ kutzner, 1992)  การสรางสปอรบนเสนใยอากาศของ 

Streptomyces  แสดงดังรูปที่ 2.7 (A B C และ D)  ซึ่งมคีวามแตกตางกันสามารถแบงออกไดเปน 

4 ลักษณะคือ 

•       Rectiflexbilles  ลักษณะของสายสปอรตรงหรือโคงงอ 

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

หรือเปนเกลียวซอนกัน 1-3 ชั้น 

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

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

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

ชอ 
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ในบางกรณีสายสปอรขดเปนเกลียวแนนและมีสปอรจํานวนมาก  ทําใหมีลักษณะเหมือนกับอับ

สปอร หรือ pycnidia เชนในสกุล Actinosporangium และ Actinopycnidium  สวนในสกลุ

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

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

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

รูปที่ 2.7 (E) 

 

 

รูปท่ี 2.7 แสดงการสรางสปอรสายยาวของแอกติโนมัยซีทีสใน สกุล Streptomyces : (A) 

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

อากาศของสกลุ Streptoverticillum และ Streptomyces  และ  (E) fragmenting  

branched ในเสนใยอากาศของสกุล Nocardiopsis  [ที่มา Atlas of 

Actinomycetes (1997)]   

 

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

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

ใหญ คือ  กลุมที่สรางอับสปอรบนเสนใยอาหารและกลุมที่สรางอับสปอรบนเสนใยอากาศ 
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   กลุมที่สรางอับสปอรบนเสนใยอาหาร  ประกอบดวยสกุล Actinoplans  

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

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

(sporangiophore)  ยืน่ข้ึนมาจากเสนใยอาหาร  และท่ีปลายสุดของกานชูอับสปอรมีการแตก

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

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

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

1963 อางถึงโดย Vobis, 1987) ลักษณะของอับสปอรในสกุล  Actinoplans แสดงดังรูปที่ 2.8 (A)   

สกุล  Pilimelia  สรางอับสปอรบนผิวของอาหาร  อับสปอรมีลักษณะเปนรูปทรงกระบอก หรือ   

ทรงกลม  ขนาดประมาณ 10-15 ไมโครเมตร  สปอรเปนรูปแทงเรียงตัวปนแถวขนานกนั  หรือ

วกวนไมเปนระเบียบ  ลักษณะของอับสปอรในสกุล Pilimelia แสดงดังรูปที ่ 2.8 (B)  สกลุ 

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

อยูในอับสปอรที่มีรูปรางคลายนิว้มือ  แสดงดังรูปที ่2.8 (C) (Vobis และ Kothe, 1985)   

 

  A 1   2    3    4 5 

  B       6       7          8                  C 9 

รูปท่ี 2.8 แสดงรูปทรงของอับสปอรที่เจริญบนเสนใยอาหาร (A)  Actinoplanes : 1. ทรง

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

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

รูปทรงกระบอง  [ที่มา Atlas of Actinomycetes (1997)]   
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   กลุมที่สรางอับสปอรบนเสนใยอากาศแสดงดังรูปที ่ 2.9  ประกอบดวย

สกุล Planomonospora  สรางอับสปอรรูปทรงกระบอก  ภายในมีเพยีงหนึ่งสปอร  สกุล 

Planobispora  สรางสปอรคูเรียงตอกันตามยาวอยูภายในอับสปอร  สกุล Planotetraspora  สราง

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

สกุล Planopolyspora  เมื่อเจริญเต็มที่อับสปอรจะมีลักษณะเปนเสนยาวประมาณ 30 ไมโครเมตร  

มีสปอรจํานวนมหาศาลเรียงตอกันเปนแถวเด่ียวอยูภายในอับสปอร (Petrolini และคณะ, 1993)  

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

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

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

ไมโครเมตร  สปอรเรียงตัวกันเปนสายและขดเปนวง  ภายในวงของสายสปอรมกีารแตกแขนงของ

สายสปอร  สปอรมีลักษณะเปนรูปแทง  และโคงงอ  (Williams และ Sharples, 1976 อางถงึโดย 

Petrolini และคณะ, 1992) 

A      B        C 

D        E      F 

รูปท่ี 2.9 แสดงรูปทรงของอับสปอรที่เจริญบนเสนใยอากาศ A) Planomonospora  : สราง 

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

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

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

polysporous รูปทรงกลม  และ F) Streptosporangium : สราง polysporous 

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

โดยทัว่ไปขอมูลพื้นฐานในการจัดจําแนกแอกติโนมยัซีทสี คือ ลักษณะทางสัณฐานวทิยา 

เชน ลักษณะรูปรางและสีของเสนใยอากาศ, เสนใยอาหาร, พื้นผวิของสปอร, รูปแบบของสาย

สปอรและอับสปอร, หรือการสรางรงควัตถุ (diffusible pigment)  และการสรางรงควัตถุเมลานิน  

นอกจากนี้ลักษณะทางเคมขีองเซลล คือ องคประกอบของผนังเซลลที่ประกอบดวย dibasic 

amino acid  สามารถแบงผนังเซลลของแอกติโนมยัซีทสีออกไดเปน 4 กลุม คือ กลุมทีⅠ่- Ⅳ โดย

แตละกลุมจะแตกตางกนัไปตามกรดอะมิโนตรงตําแหนงที่ 3 ของสายเตตระเปปไทด 

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

วิเคราะหรูปแบบน้ําตาลที่เปนองคประกอบภายในเซลล คือ อะราบิโนส (arabinose)  ฟรุคโตส 

(fuctose)  กาแลคโทส (galactose)  เมดูโรส (madurose)  และ ไซโลส (xylose)  โดยอางอิง

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

แตในระยะหลังวิธทีางอณูพนัธุศาสตรโดยวิธีพีซีอาร (Polymerase Chain Reaction; PCR) ซึ่ง

เปนวธิีหนึ่งที่สามารถใชจาํแนกความแตกตางของแบคทเีรียถงึระดับสกุลเขามามีบทบาทมากข้ึน 

ทําใหการจัดจาํแนกแบคทเีรียเปนไปไดอยางรวดเร็วและมีประสิทธิภาพกวาวธิีด้ังเดิม Rintala และ

คณะ (2001) ไดพัฒนา primer 3 ตัว ที่ใชในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ ดวยวธิพีีซีอาร บริเวณ

ตําแหนงทีจ่ําเพาะเจาะจงกับยีนประมวลรหัส 16S rRNA เพื่อใชในการตรวจสอบ Streptomyces 

ตอมา Lanoot และคณะ (2005) สามารถตรวจสอบความแตกตางของดีเอ็นเอภายในกลุม 

streptomycetes และจัดเปนกลุมตางๆ 59 กลุม จากเชือ้ทั้งหมด 463 ตัว โดยใชเทคนิค RFLP ซึ่ง

จําแนกความแตกตางจากลายพมิพดีเอ็นเอในบริเวณตําแหนง 16S-ITS (16S-ITS RFLP finger 

printing) ทําใหสามารถตรวจสอบความแตกตางของ streptomycetes ชนิดตางๆไดรวดเร็วยิ่งข้ึน 

การวิเคราะหลําดับเบสที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA รวมดวย ทําใหทราบถึงความ

ใกลชิดกันในทางพนัธุกรรมมากข้ึน และเปนเหตุผลนํามาซ่ึงการแกไขการจัดกลุมโดยยายบางสกุล 

(Genus) ในวงศ (Order) เดิมไปอยูในวงศใหมแมวาลักษณะทางสัณฐานวทิยาจะแตกตางกนัก็

ตาม  
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จากเกณฑขางตน เมื่อรวบรวมขอมูลที่บงบอกถึงลักษณะเฉพาะตางๆ แลวนํามาวเิคราะห

จัดกลุมสามารถจําแนกแอกติโนมัยซทีีสออกไดเปน 8 กลุม ดังนี้  

 
1. นอคารดิโอฟอรมแอกติโนมัยซีทีส (Nocardioform actinomycetes) 

แอกติโนมัยซทีีสกลุมนี้เปนกลุมที่มีความหลากหลาย สวนใหญจะสรางเสนใยที่เปน

สายทอนสัน้ๆ บางกลุมมีการสรางเสนใยอากาศ และสรางสปอรเปนสาย การจัดจาํแนกสกุล ของ

นอคารดิโอฟอรมแอกติโนมัยซีทีสกลุมนี้ จาํแนกตามองคประกอบทางเคมีของผนังเซลล การมกีรด

ไมโคลิก (mycolic acid) และลักษณะอ่ืนๆ ซึ่งสามารถแบงไดเปน 4 กลุมยอย ไดแก 

1.1 แบคทีเรียที่มีกรดไมโคลกิ (Mycolic acid-containing bacteria) 

1.2 สกุลซูโดรนอคารเดีย (Pseudonocardia) และสกุลใกลเคียง  

1.3 สกุลนอคารดิโอดิส (Nocardiodes) และเทอราแบคเตอร (Terrabacter) 

1.4 สกุลโปรไมโครโมโนสปอรา (Promicromonospora) และสกุลใกลเคียง  

 
2. สกลุที่มีมลัติโลคูลารสปอรแรงเกีย (Genera with multilocular sporangia) 

เปนกลุมที่มกีารสรางเสนใยซึ่งแบงโดยมีผนังกั้นตามยาว (Longitudinal septa) และ

ตามขวาง (Transverse septa) สรางสปอรเม็ดกลม สามารถเคลื่อนที่ได ไดแกกลุมเดอรมาโต

ฟลลัส (Dermatophilus) และ จีโอเดอรมาโตฟลลัส (Geodermatophilus) สวนกลุมแฟรงเกลีย 

(Frankia) สปอรไมสามารถเคล่ือนที่ได 

 
3. แอกติโนแพลนิทสิ (Actinoplanetes) 

เปนกลุมที่มีเสนใยอากาศนอย หรืออาจไมมีเลย ม ี meso-DAP และไกลซีนเปน

องคประกอบในผนงัเซลล นอกจากนี้ยงัพบอาราบิโนส และไซโลสภายในเซลล แบงออกเปนกลุมที่

สรางสปอรที่เคล่ือนที่ไดภายในอับสปอร ไดแก แอกติโนแพลนิส (Actinoplanes) แอมพูลาเลลา 

(Ampullariella) แดกทิลโลสปอรแรงเจียม (Dactylosporangium) และฟลิมิเลยี (Pilimelia) กลุมที่

สรางสปอรที่ไมีเคล่ือนที ่ ไดแก ไมโครโมโนสปอรา (Micromonospora) สรางสปอรเด่ียว และ     

แคเทลลาโทสปอรา (Catellatospora) สรางสปอรเปนสาย 

 
4. สเตรปโตมัยซิส (Streptomycetes) และสกลุใกลเคียง (related genera) 

แอกติโนมัยซทีีสกลุมนี้เปนกลุมที่มีความหลากหลาย โดยทัง้หมดมี L-DAP และ

ไกลซีนเปนองคประกอบของผนงัเซลล แบงออกเปน กลุมที่สรางเสนใยอากาศ และสายสปอรยาว 

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

(Sporichthya) 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

LL~: Saccharothix 
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2.6 ความตองการสารอาหารของแอกติโนมัยซีทีส 
 

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

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

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

หลากหลายอีกดวย ปริมาณการสรางเซลลและผลิตสารปฏิชีวนะของแอกติโนมยัซทีีสจะข้ึนอยูกบั

ปริมาณและชนิดของสารอาหารทีเ่ชื้อไดรับ ดังเคยมีรายงานไวโดย Gesheva และคณะ (2004) ซึ่ง

ไดศึกษาอิทธพิลของแหลงคารบอน แหลงไนโตรเจนและแรธาตุ ตอการผลิตสารปฏิชีวนะกลุม 

nonpolyenic macrolide ใน Streptomyces  hygroscopicus 111-81 พบวา การใชแลกโทส 

หรือ กลีเซอรอล เปนแหลงคารบอนแทนกลูโคส เติมแอมโมเนยีมซัคซิเนต เพื่อเปนแหลงไนโตรเจน

เพิ่มเติมจากแหลงเดิมคือกากถั่วเหลือง เติมแรธาตุที่จาํเปน คือแมงกานีส  คอปเปอร  และซัลเฟอร  

ในปริมาณนอย ทาํใหประสิทธิภาพการผลิตสารปฏิชีวนะเพิ่มข้ึนเปน 6 เทา จากอาหารสูตรเดิม 
 
2.6.1 แหลงคารบอน 
 

แอกติโนมัยซทีีสสามารถใชแหลงคารบอนไดหลากหลาย  ทัง้สารอินทรียทีม่ี

โครงสรางซับซอนและไมซบัซอน  โดยสารอินทรียเหลานี้  ไดแก  กรดอินทรีย  น้ําตาล  แปง  

เซลลูโลส  โปรตีน  โพลีเปปไทด  และกรดอะมิโน  เปนตน  แอกติโนมัยซทีีสบางกลุมสามารถใช

สารประเภทอ่ืนได เชน ไขมัน  สารประกอบไฮโดรคารบอน  สารประกอบทีม่ีวงเบนซีน  หรือสารที่

ยอยสลายไดยาก  เชน  ลิกนิน  แทนนนิ  และยาง เปนแหลงคารบอนได  โดยแอกติโนมัยซทีีสจะ

เลือกแหลงอาหารที่ใชไดงายมาใชในการเจริญกอน  โดยแหลงคารบอนที่ดีที่สุด ไดแก  กลูโคส  

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

น้ําตาลประเภทอ่ืน ๆ นอกจากนี้ อการ ยังสามารถนํามาใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงาน

ในแอกติโนมยัซีทีสบางชนิด เชน Streptomyces coelicolor (Cohn, 1943)  

โดยทัว่ไปแอกติโนมัยซทีีสมกัใชโปรตีนเปนแหลงคารบอน มากกวาคารโบไฮเดรต  

ซึ่งทดสอบไดดวยการเติมโปรตีน  หรืออนุพนัธุของโปรตีน  เชน เปปโตน  และเติมกลูโคส หรือ

คารโบไฮเดรตประเภทอ่ืนลงในอาหารเล้ียงเช้ือเดียวกนั  พบวาแอกติโนมัยซทีีสจะใชโปรตีนเปนทัง้

แหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนกอน โดยจะขับของเสียออกมาในรูปของแอมโมเนียจาํนวนมาก 

(Waksman และ Lomaniz, 1925)  

คารโบไฮเดรตที่เปนองคประกอบในอาหารเล้ียงเชื้อ  นอกจากจะถูกใชเปนแหลง

คารบอนแลวยังมีบทบาทเปนสารบัฟเฟอรอีกดวย เนื่องจากถามีเฉพาะโปรตีนหรืออนพุนัธของ
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~(Wl L~,)~Utn""l ~L~I:J'l L ~fli1fll'"J:; LUUvll'lt3'l LnUn~l~ L~fl~:;L~ 1'lJ 'lc1i' ~ lnu~r{I:J~'lnfil')vh 1~ 
n~ Lfl~ Lih~liJUYlU1Yl~1f'1'lJllJnl~L~1'lJ'llfl'l LLfln~LlJlJl:J;jVl~ LLii'~11Ufl1""lN:;i:I(hJ~~~ffiLtl 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

LLfl:; Skinner, 1973) 

2.6.3 
, 

U~fi1" • 

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

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

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

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

2.7.1 การสรางกล่ิน 
 

การสรางกล่ินเฉพาะของแอกติโนมยัซีทีส สามารถนํามาใหเปนเกณฑในการ

จําแนกแอกติโนมัยซทีีส ไดเชนเดียวกนั โดยกล่ินที่สรางข้ึนอาจมีกล่ินคลายกล่ินอับ กล่ินดิน หรือ 

กล่ินผลไม ในป 1895 Rullmann อางอิงถึงโดย Waksman (1950) ไดศึกษารายละเอียดของกล่ิน 

ที่ถูกสรางข้ึนโดยแอกติโนมยัซีทีส พบวาสารที่ทาํใหเกดิกล่ินที่สรางจาก Actinomyces  ordorifer  

สามารถละลายไดในอีเธอร ตอมาในป 1947 Thaysen  อางอิงถงึโดย Waksman (1950) อธิบาย

วาสารดังกลาวคือ สารจําพวกเอมีน 

 
2.7.2 การสรางรงควัตถุ 
 

การสรางรงควัตถุก็เปนอีกเกณฑหนึ่งในการจําแนกแอกติโนมัยซีทีส รงควัตถุที่

สรางข้ึนจะมีความหลากหลายข้ึนกับองคประกอบของอาหารเล้ียงเช้ือ โดยจําแนกตามลักษณะ

ของโทนสี เชน สีน้ําเงิน มวง แดง ชมพู เหลือง เขียว น้ําตาล หรือ ดํา ละลายอยูในอาหารเล้ียงเชื้อ 

หรือเก็บอยูในสายใย โดยรงควัตถุจะเกิดจากปฎิกริยาของไทโรชิเนส (tyrosinase) ซึ่งออกซิไดส

สารประกอบอินทรียในอาหารเล้ียงเชื้อ แอกติโนมัยซีทีส บางกลุมสามารถสรางรงควัตถไุดมากกวา 

1 ชนิด เชน  Actinomyces violaceus-ruber และ Actinomyces  tricolor รงควัตถุโทนสีน้ําตาล

จะเปนรงควัตถุที่พบมากที่สุด โดยเฉพาะเม่ือเชื้อเจริญในอาหารเล้ียงเชื้อที่ผสมดวยสารอินทรีย 

(Tresner และ Backus 1963)  

ความหลากหลายของรงควัตถุข้ึนอยูกับปจจัยหลายอยาง ไดแก องคประกอบของ

อาหารเลี้ยงเช้ือ อายุของเช้ือ ปริมาณอากาศ และอุณหภูมิ นอกจากนี้กรดและดางก็ยังมีผลตอสี

ของรงควัตถุอีกดวย โดยในป 1908  Muller อางอิงถึงโดย Shirling และ Gottlieb (1966) รายงาน

วาพีเอชมีผลตอการสราง รงควัตถุของ S. coelicolor คือเมื่ออยูในภาวะเปนกรด รงควัตถุจะเปน      

สีแดง และจะกลายเปนสีน้ําเงิน เมื่อมีภาวะเปนดาง 
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2.8 การแยกและคัดเลือกแอกติโนมัยซีทีส 
 

แอกติโนมัยซทีีสสวนใหญอาศัยอยูในดิน มักมีบทบาทเปนผูยอยสลายอินทรียสารใน

ธรรมชาติ สามารถยอยสลายสารที่มีโครงสรางโมเลกุลซับซอน จงึเจริญไดชากวาแบคทีเรียอ่ืนๆ 

การคัดแยกแอกติโนมยัซีทีสจากธรรมชาติ จึงตองมีวิธกีารจําเพาะที่เหมาะสมในการแยกเช้ือจาก

แหลงที่ตางกนั การแยกแอกติโนมยัซีทสีจากธรรมชาติ แบงเปน 2 ข้ันตอนหลัก คือ การทาํ 

Pretreatment เพื่อกําจัดจุลินทรียอ่ืนๆ ไดแก การอบหรือบมดวยความรอน การใชสารเคมี หรือ

การใชไวรัสเพือ่ลดจํานวนจุลินทรียบางชนิด (Kurtboke และคณะ, 1992) และการใชอาหารที่

จําเพาะตอการเจริญของแอกติโนมยัซีทีสแตละชนิด (selective media) เชน การเติมไคตินใน

อาหารเล้ียงเชือ้เพื่อกระตุนการเจริญของแอกติโนมยัซีทสี (Grynder และคณะ, 2003) หรือการ

เติมสารปฏิชีวนะในอาหารเล้ียงเชื้อเพื่อยบัยั้งจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ การแยกแอกติโนมัยซทีีสกลุม

ตางๆมีวธิีการแยกที่แตกตางกนั ข้ึนอยูกบัชนิดของแอกติโนมยัซีทีสที่ตองการแยก และแหลงทีม่า

ของเช้ือ ดังตัวอยางรายงานตอไปนี้ 

Hayakawa และคณะ (1991)  แยก Streptosporangium,  Dactylosporangium,  

Micromonospora  และ  Microbispora  จากดิน โดยแตละสกุลทาํ pretreatment แตกตางกนัคือ 

Streptosporangium ทําการแยกโดยนําดินตัวอยางมาอบที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

60 นาท ี เจือจางในน้าํกล่ันฆาเชื้อทีเ่ติม benzethonium chloride (BC) 0.01%  นาํไปบมที ่ 30 

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

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

แยกโดยนาํดินตัวอยางมาอบที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที นาํมาเจือจางในน้าํ

กล่ันฆาเชื้อทีเ่ติม benzethonium chloride (BC) 0.03% นาํไปบมที ่30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

30 นาที ปเปตสารละลายเจือจาง 0.1 มิลลิลิตร เกล่ียลงบนอาหาร HV Agar ที่ผสม nalidixic 

acid 20 mg/L และ tunicamycin 10 mg/L สกุล Micromonospora  แยกโดยนาํดินตัวอยางมา

ตากลมแลวเจือจางในน้าํกล่ันฆาเชื้อที่เติม phenol 1.5 % นําไปบมที ่30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

30 นาที ปเปตสารละลายเจือจาง 0.2 มิลลิลิตร เกล่ียลงบนอาหาร HV Agar ที่ผสม nalidixic 

acid 20 mg/L และ tunicamycin 20 mg/L สกุล Microbispora แยกโดยนําดินตัวอยางมาอบที่

อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที จากนั้นนํามาเจือจางในน้าํกล่ันฆาเชื้อที่เติม 

phenol 1.5 % และ chlorhexidine gluconate 0.03% นําไปบมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 

นาที ปเปตสารละลายเจือจาง 0.1 มิลลิลิตร  เกล่ียลงบนอาหาร HV Agar  ที่ผสม nalidixic acid 

20 mg/L 
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Hayakawa และคณะ (1995)  แยก Actinomadura viridis จากดิน  โดยนาํดินตัวอยาง

มาอบที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที เจือจางดวยน้ํากล่ันฆาเชือ้ที่เติม phenol 

1.0 % นําไปบมที ่30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาท ีปเปตสารละลาย 0.2 มิลลิลิตร เกล่ียลงบน

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

 Hayakawa และคณะ (1996) แยกแอกติโนมยัซีทีสสกุล Microtetraspora และสกุล

ใกลเคียง โดยการนาํดินตัวอยางมาอบที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 60 นาท ีจากนั้น

นําดินที่อบแลวมาเจือจางในน้าํกล่ันปราศจากเช้ือ ดูดสารละลายดินที่มีระดับการเจือจาง 10-1 

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

bezethonium 0.05% บมทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาท ีจากนัน้ดูดสารละลาย 

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

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

 Hallmann และคณะ (1997) แยกแอกติโนมัยซทีีสทีอ่าศัยอยูภายในพืช (endophytic 

actinomycete) โดยการฆาเชื้อทีพ่ื้นผวิดวยเอทิลแอลกอฮอล และโซเดียมไฮโปคลอไรด จากนั้น

ลางใหสะอาดและบดดวยโกรงที่ปราศจากเช้ือ นําสวนที่ไดจากการบดมากรองผานสําลี แลวเจือ

จางดวยบัฟเฟอร และเกล่ียลงบนอาหารเล้ียงเชื้อที่จําเพาะ 

 Suzuki และคณะ (1999)  แยกสกุล Sporichthya จากดิน  สกุลนี้มกีารสราง zoospore  

นําดินตัวอยางมาอบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 60 นาท ี  เพื่อลดจํานวนของ

แบคทีเรียชนิดอ่ืนที่ไมใชแอกติโนมัยซทีีสจากนัน้เติมสารละลาย 0.1% นมพรองไขมัน (skim milk) 

ใน 10 mM MOPs (morpholinepropanesulfonic acid) pH8  ในดินที่อบแลว  นําไปบมที่

อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 60 นาท ี  แยกสปอรโดยการปนเหวี่ยงที ่1000xg  เปนเวลา 

10 นาที  เจอืจางสปอรใน 0.85% NaCl  นาํสารละลายสปอร  เกล่ียบนอาหาร Humic acid-

Vitamin Agar (HVG) 

 Suzuki และคณะ (2000) แยกแอกติโนมยัซีทีสสกุล Actinobispora จากดิน โดยการอบ

ดินที่อุณหภูม ิ110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เพือ่กําจัดแบคทีเรียอ่ืนๆ จากนัน้ละลาย และ

เจือจางดินตัวอยางในสารละลาย 0.85% NaCl เกล่ียลงบนอาหารเล้ียงเชื้อ Humic acid-vitamin 

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

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

Actinobispora ได 18 % ของจุลินทรียทั้งหมด 
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 Suzuki และคณะ (2001)  แยกสกุล Planomonospora  จากดิน  โดยใชอาหาร Humic 

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

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

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

สปอรที่เคล่ือนที่ไดออกมา  จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 90 นาที  แยก

สปอรโดยการปนเหวี่ยงที ่1000xg  เปนเวลา 10 นาที  วิธนีี้สามารถแยกสกุล  Planomonospora  

ได 246 สายพนัธุจากดินตัวอยางทังหมด 1,200 ตัวอยาง   

 Boudjella และคณะ (2005)  แยกสกุล Streptosporangia  จากดินในทะเลทรายซาฮารา 

(Saharan)  โดยการนาํดิน 1 กรัม ละลายในน้าํกล่ันฆาเชื้อ 9 มิลลิลิตร แลวเจือจางตอดวยน้าํกล่ัน

ฆาเช้ือ  ปเปตสารละลายดินที่ระดับความเจือจางตาง ๆ 0.2 มิลลิลิตร เกล่ียลงบนผิวหนาอาหาร

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

 Zitouni และคณะ (2005)    แยกสกุล Nocardiopsis  และ Saccharothrix  จากดินใน

ทะเลทรายซาฮารา (Saharan)  โดยนําดินมาเจือจางในน้าํกล่ันฆาเชื้อ  แลวปเปตสารละลายดินที่

ระดับความเจอืจางตาง ๆ มาเกล่ียลงบนผิวหนาของ Humic-Vitamin-B- Agar  ที่เติมสารปฏิชีวนะ  

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

 Hadjira และคณะ (2006) แยก Stretosporangium สายพนัธุ Sg10 จากดินในประเทศ

แอลจีเรีย โดยนําดินตัวอยาง 1 กรัม ละลายในน้าํกล่ันปราศจากเช้ือ 9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนั

และเจือจางดวยน้าํกล่ัน นํามาเกล่ียลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ chitin-B vitamins medium ซึ่ง

ประกอบดวย ไคติน, K2HPO4, KH2PO4, MgSO4·7H2O, NaCl, CaCO3, FeSO4·7H2O, 

ZnSO4·7H2O, MnCl2·4H2O และวุน ปรับ pH เปน 7.2 แลวนึง่ฆาเชือ้ ในสวนของวิตามนิบี ซึง่

ประกอบดวย thiamine-HCl, riboflavin, niacin, pyrodoxin-HCl, inositol, Ca-pantothenate,  

p-aminobenzoic acid และ biotin เติมหลังจากทีน่ึ่งฆาเชื้ออาหารแลว นอกจากนี้ยังเติมยา

ปฏิชีวนะ kanamycin และ cycloheximide ความเขมขน 25 และ 50 mg/ml ตามลําดับ บมไวที่

อุณหภูมิ 30 องศา-เซลเซียส เปนเวลา 3 สัปดาห 
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2.9 ประโยชนของแอกติโนมัยซีทีส 
 

ประโยชนที่สําคัญของแอกติโนมัยซีทีส ไดแกการนาํไปใชในทางการแพทย คือการผลิต

สารปฏิชีวนะ และสารยบัยั้งเซลลมะเร็ง ซึ่งจะนาํไปสูการพฒันายารักษาโรคชนิดใหมๆตอไป 

นอกจากนี ้ แอกติโนมัยซีทีสยังสามารถนาํไปใชประโยชนไดอีกหลากหลาย ครอบคลุมดาน

อุตสาหกรรม การเกษตร และส่ิงแวดลอม ดังตัวอยางงานวิจยัตางๆ ดังนี ้

Stamford และคณะ (2002) แยก Streptosporangium sp. ซึ่งเปน endophytic 

actinomycete อาศัยในใบของตนขาวโพด โดยเชื้อนี้สามารถผลิตเอนไซม glucoamylase ทีท่น

รอนได ซึ่งมีประโยชนในอุตสาหกรรมที่ตองมีการยอยแปง ใหเปล่ียนเปนน้าํตาลกลูโคส 

Oliveira และคณะ (2005)   ใช Frankia spp.   ซึ่งเปนแอกติโนไรซา (actinorhiza) 

จัดเปนแอกติโนมัยซทีีสที่สามารถอาศัยอยูในรากพืช  และตรึงไนโตรเจนได  นํามาติดเช้ือรวมกับ

ราไมคอรไรซา (mycorrhiza) Glomus intraradices สงผลทําใหพืช Alnus glutinosa ลดสภาวะ

ความเครียดในดินที่มีความเปนดางสูง และเปนการเพิ่มอัตราการเจริญเติบโต โดยพืชที่มีการใส

เชื้อสองชนิดนีร้วมกันจะมีพืน้ผิวใบมากข้ึน รากยาวข้ึน และมีมวลมากกวาพืชที่ไมมีการใสเชื้อ หรือ

ใสเชื้อเพียงชนิดใดชนิดหนึง่ งานวิจยัชิ้นนี้มีประโยชนในการชวยฟนฟูสภาพพืชในดินที่เปนดางสูง 

Goshev และคณะ (2005) แยกเอนไซมทนรอน 2 ชนิด ที่มีสมบัติในการยอยโปรตีน 

คอลลาเจนโดยไดจากแอกติโนมัยซีทีส 2 ชนิด คือ Microbispora และ Thermoactinomyces เมื่อ

ศึกษาสมบัติของเอนไซมที่แยกไดเปรียบเทียบกับ Clostidiopeptidase A พบวา เปนเอนไซมทีม่ี

สมบัติคลาย collagenase (collagenase-like enzyme) ซึ่งเปนเอนไซมที่สรางประโยชนใน

อุตสาหกรรมการผลิตเคร่ืองหนงั และขนสัตว เพราะจะทาํใหขน และหนังออนนุมลง 

Castillo และคณะ (2006) คัดแยก streptomycetes จากดินทั้งในพืน้ที่เกษตรกรรม และ

ไมใชพื้นที่เกษตรกรรม เพือ่ตรวจสอบความสามารถในการยอยสลายสารปราบวชัพืช diuron     

[3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea] ซึ่งจัดเปนสารกอมะเร็ง (carcinogen) และยอย

สลายไดยาก เนื่องจากไมละลายน้ํา พบวา streptomycetes เปนจลิุนทรียกลุมทีม่ีการยอยสลาย 

diuron ไดดี เหมาะสําหรับการบําบัดดินที่มีการปนเปอน diuron และ streptomycetes ที่แยกได

จากพื้นที่เกษตรกรรมมีความสามารถในการยอยสลาย diuron ไดดีกวาจากที่ไมใชพืน้ที่

เกษตรกรรม 

El-tarabily และ Sivasithamparam (2006) ไดศึกษา และรวบรวมเอกสารที่เกี่ยวของกับ

แอกติโนมัยซทีีสที่ไมใชสกุล Streptomyces (Non-streptomycete actinomycetes) ที่มี

ความสามารถผลิตสารปฏิชีวนะตอราที่กอโรคพืชในดิน เพื่อใชเปนการควบคุมทางชีวภาพ 

(biocontrol) อีกทั้งยังเปนการกระตุนการเจริญเติบโตของพืช (plant growth promoter) 
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Benimeli และคณะ (2007) คัดแยก Streptomyces sp. สายพนัธุ M7 จากโคลนในแหลง

น้ําเสีย ซึ่งมีความสามารถในการยอยสลาย lindane (γ- hexachlorocyclohexane) ได lindane 

เปนสารฆาแมลงท่ีมีความสามารถในการละลายน้ําตํ่า จึงมักตกคาง และสะสมในธรรมชาติ เชน 

ในดิน น้าํ อากาศ พืช สัตว อาหาร รวมถงึในเนื้อเยื่อไขมันของมนุษย งานวิจัยช้ินนีเ้ปนฉบับแรกที่

รายงานการยอยสลาย lindane ของจุลินทรีย โดยไมตองสะสมไวในเซลล หรือตองเปล่ียน

โครงสรางใหเปนสารอ่ืนกอนการยอยสลาย 

จากรายงานดังกลาวขางตนจะเหน็ไดวา แอกติโนมัยซีทีสเปนจุลินทรียทีน่าสนใจใน

การศึกษา และประยุกตใชใหเกิดประโยชนในดานตางๆ อีกกลุมหนึ่ง 

 
2.10 สารปฏิชวีนะ (Antibiotics)  

 

สารปฏิชีวนะ หมายถงึ สารประกอบอินทรียที่สรางโดยจุลินทรีย โดยสวนมากจะเปนสาร  

เมตาบอไลตทติุยภูมิ   (secondary metabolite)    มีมวลโมเลกุลตํ่า     สามารถยับยั้งหรือทําลาย

จุลินทรียชนิดอ่ืนไดที่ความเขมขนนอย ๆ (Demain, 1999) โดยจะไมรวมถึงสารสกดัจากพืช หรือ

แหลงอ่ืนที่ไมใชจุลินทรีย เพราะสารเหลานี้ใชความเขมขนสูงในการยับยั้งหรือทําลายจุลินทรีย

ปจจุบันสารปฏิชีวนะยังมีแบบที่เปนสารกึ่งสังเคราะหที่ใชสารปฏิชีวนะที่สกัดไดจากธรรมชาติเปน

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

โรคเรียกวา microbistatic และฆาจุลินทรียกอโรคเรียกวา microbicidal ถาสารปฏิชวีนะเปนแบบ 

microbistatic รางกายจะกําจัดจุลินทรียกอโรคโดยใชระบบการของรางกายคือ phagocytosis 

การผลิตแอนติบอดี การผลิต interferon เมื่อมีการติดเช้ือจากไวรัส และ กลไกการปฏิเสธของลําไส

โดยการเกิดอาการทองเสยี อาเจียน ถาสารปฏิชีวนะเปนแบบ microbicidal จะฆาจุลินทรียกอโรค

โดยการทําใหเซลลแตก แตรางกายยังคงไดรับผลจากสารพิษที่จุลินทรียสรางข้ึน (Edward, 1980) 

ลักษณะของสารปฏิชีวนะที่เหมาะสมในการใชเปนยารักษาโรค จะตองมีคุณสมบัติตางๆ

ดังนี้ (นงลักษณ และ ปรีชา, 2544)  

1. สามารถทําลาย หรือยบัยั้งการเจริญของจุลินทรียไดหลายชนิด หรือเรียกวามี

ขอบขายการออกฤทธิ์กวาง (broad-spectrum antibiotics) 

2. ไมทําใหเชื้อโรคเกิดการด้ือยา หรือผาเหลา (mutation) 

3. ไมทําใหเกิดผลขางเคียงที่ไมพึงประสงคกับผูปวย เชนไมกอใหเกิดอาการแพ หรือ

รบกวนระบบการทาํงานในรางกาย 

4. ไมทําลายจุลินทรียประจําถิ่น (normal flora) ในรางกายผูปวย เพราะอาจจะทําให

เกิดการเสียสมดุลธรรมชาติ ทาํใหเกิดการติดเช้ือจากจุลินทรียอ่ืนๆ 
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2.10.1 กลไกการทํางานของสารปฏิชีวนะ 
 

การทาํงานของสารปฏิชีวนะ มทีั้งแบบยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคและ 

ฆาจุลินทรียกอโรค ซึ่งการทํางานของสารปฏิชีวนะสามารถแบงกลุมตามกลไกการออกฤทธ์ิไดเปน 

5 กลุม ดังนี ้(นงลักษณ และ ปรีชา, 2544)  

1. กลุมทีย่ับยัง้การสังเคราะหผนังเซลล ไดแก เพนิซิลลิน (penicillin) เซฟา

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

ตราซิน (bacitracin) 

2. กลุมที่มีผลตอเยื่อหุมเซลล ไดแก โพลิมิกซิน (polymixin) แกรมิซิดิน 

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

3. กลุมทีย่ับยัง้การสรางโปรตนี  ไดแก  สเตรปโตไมซิน  (streptomycin)  กานา

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

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

(erythromycin) 

4. กลุมทีย่ับยัง้การทํางานของกรดนิวคลิอิก  ไดแก  ไรแฟมพิซนิ (rifampicin) 

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

5. กลุมทีย่ับยัง้ระบบเอนไซมทีจ่ําเพาะ ไดแก ซัลโฟนาไมด 

 
2.10.2 สารปฏิชวีนะที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซีทีส 
 

ปจจุบันสารปฏิชีวนะในตลาดยาจํานวน 38 เปอรเซ็นต เปนสารกึง่สังเคราะหที่

สารต้ังตนมาจากธรรมชาติ 4 เปอรเซ็นต มาจากการสังเคราะหทางเคมีโดยใหมีโครงสราง

เหมือนกับสารจากธรรมชาติ 31 เปอรเซน็ต มาจากการสังเคราะหทางเคมี และ 26 เปอรเซน็ต 

ไดมาจากธรรมชาต ิ ซึ่งในจํานวนนี้มีแอกติโนมัยซทีีสเปนแหลงที่สําคัญของสารปฏิชีวนะ โดย 65-

75 เปอรเซ็นต ของสารปฏิชีวนะที่ไดมาจากธรรมชาติและใชอยางแพรหลายในปจจุบันผลิตจาก

แอกติโนมัยซทีีส รองลงมาคือราและแบคทีเรีย ตามลําดับ และในจํานวนสารปฏิชวีนะที่ผลิตจาก

แอกติโนมัยซทีีส 80 เปอรเซ็นต ผลิตจาก Streptomyces ดังตารางที ่2.1 (Krsek และคณะ, 2000) 

และ (Kieserและคณะ, 2000) นอกจากนั้นผลิตจากแอกติโนมยัซีทสีที่พบไดยาก ดังตารางที่ 2.2 

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

แอกติโนมัยซทีีส สารปฏิชีวนะที่สราง การยับยัง้ 

Actinomadura carminata Carminomycin เซลลมะเร็ง 

Saccharopolyspora erythraea Erythromycin แบคทีเรีย 

Streptomyces albovinaceus Rifamycin B ไวรัส 

Streptomyces albus 8-Azaguanine ไวรัส 

Streptomyces aureofaciens Tetracycline แบคทีเรีย 

Streptomyces griseus Candicidin รา 

Streptomyces griseus Cycloheximide รา 

Streptomyces griseus Streptomycin แบคทีเรีย 

Amycolatopsis mediterranei Rifamicins แบคทีเรีย 

 Streptomyces nodosus Amphotericin B รา 

Streptomyces noursei Nystatin รา 

Amycolatopsis orientalis Vancomycin แบคทีเรีย 

Streptomyces peuccetius Daunorubicin HCL เซลลมะเร็ง 

Streptomyces rimosus Oxytetracycline แบคทีเรีย 

Streptomyces venezuelae Chloramphenicol แบคทีเรีย, ไวรัส 

Streptomyces verticillus Bleomycin sulfate เซลลมะเร็ง 

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

แอกติโนมัยซทีีส สารปฏิชีวนะที่สราง การยับยัง้ 

Norcardia lactamdurans Cephamycin C แบคทีเรีย 

Streptomyces orchidaceae Cycloserine แบคทีเรีย 

Streptomyces roseosporus Daptomycin แบคทีเรีย 

Micromonospora olivoasterospora Fortimicin แบคทีเรีย 

Streptomyces spp. Fosfomycin แบคทีเรีย 

Micromonospora spp. Gentamicin แบคทีเรีย 

Streptomyces kanamyceticus Kanamycin แบคทีเรีย 

Streptomyces lincolnensis Lincomycin แบคทีเรีย 

Streptomyces argillaceus Mithramycin เซลลมะเร็ง 

Streptomyces verticillatus MitomycinC เซลลมะเร็ง 

Streptomyces nataensis Natamycin รา 

Streptomyces fradiae Neomycin แบคทีเรีย 

Streptomyces tendae Nikkomycin รา 

Nocardia uniformis Norcardicin แบคทีเรีย 

Streptomyces niveus Novobiocin แบคทีเรีย 

Streptomyces antibioticus Oleandomycin แบคทีเรีย 

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

แอกติโนมัยซทีีส สารปฏิชีวนะที่สราง การยับยัง้ 

Streptomyces cacaoi var.asoensis Polyoxins รา 

Streptomyces pristinaespiralis Pristinamycin แบคทีเรีย 

Norcardia lurida Ristocetin แบคทีเรีย 

Streptomyces spectabilis Spectinomycin แบคทีเรีย 

Streptomyces amofaciens Spiramycin แบคทีเรีย 

Streptomyces graminofaciens Streptogramins แบคทีเรีย 

Actinoplanes teichomyceticus Teichoplanin แบคทีเรีย 

Streptomyces cattleya Thienamycin แบคทีเรีย 

Streptomyces tenebrarius Tobramycin แบคทีเรีย 

 

ตารางที่ 2.2  แสดงสารเมตาบอไลตทุติยภูมิที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซทีีสทีพ่บไดยาก 

แอกติโนมัยซทีีส สารปฏิชีวนะที่สราง เอกสารอางอิง 

Actinoplanes sp Xanthone Cooper และคณะ (1992) 

Actinoplanes sp Sch 54445 Min และคณะ (1997) 

Actinoplanes brasiliensis A/672 Palleroni (1989) 

Actinoplanes caeruleus Heptaene Palleroni (1989) 

Actinoplanes deccanensis Lipiarmycin Palleroni (1989) 
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ตารางที่ 2.2  (ตอ)  

แอกติโนมัยซทีีส สารปฏิชีวนะที่สราง เอกสารอางอิง 

 Actinoplanes ianthinogenes Naphthoquinone Palleroni (1989) 

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

 carboxylic acid  

Actinoplanes missouriensis 5-azacytidine Palleroni (1989) 

Actinoplanes philippinensis Macrocyclic lactone Palleroni (1989) 

Actinoplanes teichomyceticus Lipoglycopeptide  Carelli และคณะ (1995) 

Actinoplanes utahensis Echinocandin Boeck และคณะ (1989) 

Actinomadura madurae Simaomicin Maiese และคณะ (1990) 

Actinomadura hibisca Pradimicin FA-1 Sawada และคณะ (1990) 

Microbispora sp. SCH 31828 Patel และคณะ (1988) 

Microbispora sp. Glucosylquestiomycin Igarashi และคณะ (1998) 

Micromonospora sp. Spartanamicins Nair และคณะ (1992) 

Micromonospora sp. Rustmicin Sigmund และ Hirsch (1998) 

Micromonospora sp. Micromonosporin Thawai และคณะ (2004) 

Micromonospora carbonacea Everninomicin Kawamoto (19890 

Micromonospora coerulea Glutarimide BeomSeok และคณะ (1999) 

Micromonospora echinospora Gentamicin Kawamoto (1989) 
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ตารางที่ 2.2  (ตอ)  

แอกติโนมัยซทีีส สารปฏิชีวนะที่สราง เอกสารอางอิง 

 Micromonospora echinospora Hazimicins Marquez และคณะ (1983) 

Micromonospora halophytica Halomicin Kawamoto (1989) 

Micromonospora inositola XK-41 Kawamoto (1989) 

Micromonospora olivasterospora Fortimicin Kawamoto (1989) 

Microtetraspora SCH 42282 Hegde และคณะ (1998) 

Saccharothrix sp. Formamicin Igarashi และคณะ (1997) 

Spirillospora sp. HM17 Hacene และคณะ (1994) 

Spirillospora sp. H107 Hacene และคณะ (2000) 

Streptosporangium albidum Aculeximycin Ikemoto และคณะ (1983) 

Streptosporangium roseum AH7 Hacene และคณะ (1998) 

Streptoverticillium album Quinaldopeptin Toda และคณะ (1990) 

Streptoverticillium cinnamoneum HA-94 Paradkar  และคณะ (1998) 
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2.10.3 กลุมของสารปฏิชีวนะที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซีทีส 
   

Sneader (2005) ไดจัดจําแนกสารปฏิชวีนะที่สรางจาก แอกติโนมยัซทีีสเปนกลุม

ตางๆ ตามลักษณะโครงสรางพืน้ฐาน ดังนี ้

1. กลุม Streptomycin และ Aminoglycoside กลุมอ่ืนๆ ไดแก 

streptomycin neomycin  kanamycin lincomycin gentamycin เปนตน สูตรโครงสรางพื้นฐาน 

ประกอบดวย amino sugar ที่เชื่อมกนัแบบ glycoside linkage ออกฤทธิ์แบบ bacteriocide โดย

รบกวนการแปลรหัสของ mRNA ในไรโบโซมทําใหยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน  

2. กลุม Chloramphenicol โครงสรางพืน้ฐานของโมเลกลุประกอบดวยวงอะโร

มาติก (I) สวนไฮโดรคารบอนที่มกีารขยายได (II) และ หมู acyl (III) ออกฤทธิ์แบบ bacteriostatic 

โดยยับยัง้การสังเคราะหโปรตีน 

3. กลุม Tetracycline ไดแก aureomycin (chlortetracycline) 

oxytetracycline  เปนตน โมเลกุลพื้นฐานมีวงอะโรมาติกตอกนั 4 วง ออกฤทธ์ิแบบ 

bacteriostatic กับ จุลินทรียไดกวาง เมื่อใชความเขมขนสูงจะมีฤทธิ ์ bacteriocide กลไกการ

ทํางานของสารกลุมนี้จะยับยั้งโปรตีนโดยการไปจับกับไรโบโซม และ mRNA  

4. กลุม Macrolide ไดแก erythromycin และ lincomycin เปนตน ลักษณะ คือ

เปนสารที่มีโมเลกุลขนาดใหญประกอบดวยคารบอนมากกวา 20 อะตอม มี macrocyclic lactone 

ring เปนองคประกอบหลัก ออกฤทธิ์แบบ bacteriostatic โดยจับกับ 70S subunit ของไรโบโซม 

เพื่อยับยัง้การสังเคราะหโปรตีน 

5. กลุม Rifamycin ไดแก Rifamycin B และ Rifamycin SV เปนตน สาร

ปฏิชีวนะกลุมนี้ พบคร้ังแรกจาก Streptomyces ออกฤทธิย์บัยั้งแบคทีเรียแกรมลบ และ 

Mycobacterium tuberculosis Rifamycin B เปนยาปฏิชีวนะตัวแรกในกลุมนีท้ี่ใชกับสัตวซึง่มี

ฤทธิ์ไมสูงมากนัก จงึมีการพัฒนา Rifamycin SV ที่ออกฤทธิเ์ปนวงกวางออกมา สามารถยับยั้ง

แบคทีเรียทัง้แกรมบวก แกรมลบ รวมถงึ Mycobacterium tuberculosis และ Mycobacterium 

lepae  

6. กลุม Polyene ไดแก nystatin และ amphotericin B เปนตน โครงสราง

โมเลกุลมีขนาดใหญ ประกอบดวยสวน hydrophobic และ hydrophilic ออกฤทธิย์บัยั้งการเจริญ

ของรา และยีสต (antifungal) โดยกลไกการทาํงานมีผลตอ selective permeability ของเย่ือหุม

เซลล  

7. กลุม Azomycin พบคร้ังแรกจาก Streptomyces ในป 1953 และไดรับการ

พัฒนาจนสามารถสังเคราะหข้ึนเองไดในป 1965 มีลักษณะโครงสรางเปนแบบ trichomonicidal 
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~fl')1l.J LutJWM~~tJ1n ~~jjn1~~tJ1~11tl:tJ1ftt)f'1 (analogue) 'tJi\utJ metronidazole lil'LutJ 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

~ , ~ I 

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

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

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

I "I , 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

~fl1u-nilVl 

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

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

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

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

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

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

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

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

cancer 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

anthracyclin  มีกลไกโดยแทรกเขาไปตรงระหวางคูเบสในสาย DNA และจับกับเอนไซม 

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

6. Epipodophyllotoxins  และ  Amsacrine   รบกวนการทาํงานของเอนไซม 

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

แตกหักของ DNA  ออกเปนสายคู  หรือสายเด่ียว 

 ตัวอยางโครงสรางสารตานเซลลมะเร็งแสดงดังรูปที ่2.10 

 

       

         

 

รูปท่ี 2.10  แสดงตัวอยางโครงสรางสารปฏิชีวนะที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็ง  (Sneader, 2005) 
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2.10.5 รายงานการคนพบสารปฏิชีวนะและสารออกฤทธิ์ยับยัง้เซลลมะเร็งชนิด
ใหมจากแอกติโนมัยซีทีส 

 

แมวาจะมีการคนพบสารปฏิชีวนะยับยัง้การเจริญของจุลินทรียกอโรคเพื่อ ใชทํา

เปนยารักษาโรคมาเปนเวลานานแลว และไดรับการพฒันาอยางตอเนื่องเร่ือยมา ไมวาจะเปนการ

หาตัวทาํละลายที่เหมาะสมในการสกัด ดัดแปลงโมเลกุลสาร หรือการใชเทคนิคทางพนัธุวิศวกรรม

ในการปรับปรุงสายพนัธุของเชื้อที่ผลิตสารปฏิชีวนะ แตการคนหาแหลงของสารปฏิชีวนะจาก

ธรรมชาติก็ยงัมีความสําคัญ และมีงานวิจัยเกี่ยวกับการหาแหลงของสารปฏิชีวนะชนิดใหมมาโดย

ตลอด เนื่องจากปจจัยตางๆ หลายประการ เชนการพัฒนาสายพนัธุของเช้ือกอโรคที่ด้ือตอยา

ปฏิชีวนะ การแพรกระจายของเช้ือจากแหลงหนึง่สูอีกแหลงที่ไมเคยมีเชื้อโรคนัน้ระบาดมากอน 

หรือแมแตการหาแหลงใหมที่มีความสามารถในการผลิตสารปฏิชีวนะในปริมาณ (Yield) ที่สูงข้ึน 

(Pettit และคณะ, 1999) ซึง่แหลงของสารปฏิชีวนะชนดิใหมที่สําคัญที่สุดก็คือจุลินทรีย โดยเฉพาะ

อยางยิ่งในกลุมแอกติโนมยัซีทีส ซึ่งมีรายงานวา เปนทั้งแหลงของสารปฏิชีวนะและสารออกฤทธิ์

ยับยั้งเซลลมะเร็ง ดังรายงานตอไปนี ้

Zheng และคณะ (2000) แยกแอกติโนมัยซีทีสจากส่ิงมีชีวิตในทะเลทั้งพืช และ

สัตว เพื่อทดสอบฤทธิก์ารยบัยั้งเซลลมะเร็ง โดยใชน้ําเล้ียงเชื้อที่ความเขมขน 1:320 เทา ทดสอบ

กับเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวของหน ู (P388) และเซลลมะเร็งของมนษุย 3 ชนิด ไดแก เซลล KB 

เซลลHLF และเซลลCNE ดวยวธิี MTT พบวามีเช้ือ 74 และ67 สายพนัธุ ที่สามารถยับยั้งอัตราการ

เจริญของเซลล P388 และ KB ได จากเช้ือทั้งหมด 360 สายพันธุ คิดเปน 20.6% และ 18.6% 

ตามลําดับ 

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

คือ kahakamides A และ B  ที่ผลิตจาก Nocardiopsis dassonvillei  สารปฏิชีวนะมีฤทธิย์ับยัง้

แบคทีเรียแกรมบวก 

Hoppmann และคณะ (2002) คนพบสารปฏิชีวนะชนดิใหมคือ Vancoresmycin 

ที่ผลิตโดย Amycolatopsis sp. ST101170 มีฤทธิ์ยบัยั้งแบคทีเรียแกรมบวก เชน 

Staphylococcus aureus และ Enterococcus spp. ที่ด้ือยา Vancomycin แตไมมีฤทธิ์ยับยั้ง

แบคทีเรียแกรมลบและรา 

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

จากแอกติโนมยัซีตที่พบไดยาก จนีัส Amycolatopsis  สารปฏิชีวนะมีฤทธิ์ยับยัง้ Staphylococci  

ที่ด้ือยา methicillin 
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Mellouli และคณะ (2003)  พบแอกติโนมยัซีตสายพันธุใหม คือ  Streptomyces 

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

Streptomyces caelestis ที่ผลิตสารปฏิชีวนะ niddamycin และ celesticetin แตจากขอมูลทาง 

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

niddamycin และ celesticetin สารปฏิชวีนะนี้สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวก 

Singh และคณะ (2003)  พบ Mannopeptimycins  เปนสารปฏิชีวนะไกลโคเปป

ไทดแบบวง  ที่ผลิตโดย Streptomyces hygroscopicus  ออกฤทธิย์ับยั้ง Staphylococci ที่ด้ือยา 

methicillin และ Enterococci ที่ด้ือยา vancomycin 

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

Streptomyces psammoticus BT-408  ออกฤทธิย์ับยั้งไดทัง้แบคทเีรียแกรมบวก  แกรมลบ  รา  

และยับยั้ง  Staphylococcus  aureus  ทีด้ื่อยา methicillin 

Fguira และคณะ (2004)  พบแอกติโนมยัซีตสายพันธุใหม คือ  Streptomyces 

sp. US80  จากการวิเคราะหลําดับเบสของ 16S rRNA  พบวามีลําดับเบสใกลเคียง (98 

เปอรเซ็นต) กบั Streptomyces reseoflavus  ที่ผลิตสารปฏิชีวนะ กลุม aminoglycoside คือ 

flavomycin  แตจากขอมลูทาง สเปกโทรสโกปพบวาสารปฏิชีวนะที่ Streptomyces sp. US80  

สรางข้ึนมีคุณสมบัติไมตรงกับ flavomycin  ซึ่ง Streptomyces sp. US80 สรางสารปฏิชีวนะอยาง

นอย 3 ชนิด  และจัดอยูในกลุม macrolide  สารปฏิชีวนะนี้สามารถยับยัง้แบคทีเรียแกรมบวก 

และรา 

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

ที่ผลิตโดยแอกติโนมยัซีตสายพนัธุใหมคือ  Streptosporangia Sg10  โดยปกติสกุล 

Streptosporangia ผลิตสารปฏิชีวนะกลุม  glycopeptide  คือ  sibiromycin และ sinefungins  

แตจากขอมูลทาง สเปกโทรสโกปพบวาสารปฏิชีวนะที ่ Streptosporangia Sg10 สรางข้ึนมี

คุณสมบัติไมตรงกับ sibiromycin และ sinefungins สารปฏิชีวนะนีส้ามารถยับยัง้แบคทีเรียแกรม

บวกไดดีแตมีฤทธิน์อยกับแบคทีเรียแกรมลบ  ยีสต  และรา 

Zitouni และคณะ (2005) คนพบสารปฏิชีวนะชนิดใหมกลุม  nucleosides ที่

ผลิตจาก Saccharothrix  มีฤทธิ์ยบัยั้งรา  จากที่เคยมีรายงานสารปฏิชวีนะที่ผลิตจาก 

Saccharothrix  ออกฤทธิ์ยบัยั้งวชัพืชเทานั้น 

Gorajana และคณะ (2006) ไดมีการคนพบสาร resistoflavine จาก 

Streptomyces chibaensis AUBN1/7 ที่แยกไดจากโคลนใตทะเลในบริเวณอางเบงกอลประเทศ

อินเดีย มีฤทธิ์ในการยับยัง้เซลลมะเร็งกระเพาะอาหาร และมะเร็งตับ อีกทั้งสามารถยับยัง้

แบคทีเรียไดเล็กนอย ทัง้แกรมบวก และลบ 
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Igarashi (2007) พบสารกลุม anthraquinone ชนิดใหม 2 ชนิด คือ lupinacidin 

A และ lupinacidin B จาก Micromonospora lupine สายพันธุใหม ซึง่เปน endophytic 

actinomycete สารทั้ง 2 ชนิดนี้มฤีทธิ์ในการยับยัง้การแพรกระจายของเซลลมะเร็งลําไสใหญของ

หน ู(26-L5 carcinoma cell) โดยไมไดมีการยับยัง้อัตราการเจริญของเซลล 

 



บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 
3.1 อุปกรณ 
 

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

BX51 บริษัท Olympus optical Co.,Ltd. Japan 

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

บริษัท Olympus optical Co., Ltd. Japan 

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

Olympus optical Co., Ltd. Japan 

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

รุน JEM-T220  บริษัท Jeol, Japan   

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

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

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

Class 100 รุน 311  บริษัท Thermo electron corporation  

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

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

Germany 

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

Jessen, Germany 

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

Corporation, USA. 

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

Tokyo, Japan 

- เคร่ืองชั่งน้าํหนัก (digital scale)  บริษัท Mettler Toledo  

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

Inc.Edison, USA 

- เคร่ืองดูดจากปเปตต (Pipette aid)  ยี่หอ Drummond   
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- เคร่ืองถายรูปเจล (Gel Doc) ยี่หอ Vilber Lourmat 

- เคร่ืองระเหยแหงสุญญากาศแบบหมุน (rotary vacuum evaporator) Eyela รุน N-

100  บริษัท Tokyo Rikakikai Co., Ltd. Japan 

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

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

Mettler Toledo  

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

Bio, Inc. Japan 

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

- เคร่ืองปนเหวีย่งควบคุมอุณหภูมิ (micro refrigerated centrifuge) Kubota รุน 3700 

บริษัท Kubota Corporation, Tokyo Japan 

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

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

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

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

instrument 

- เคร่ือง Electrophoresis chamber set รุน Mupid-ex บริษัท Advance 

- ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (deep freezer) อุณหภูมิ -80 ซํ  รุน ULT 1786  บริษัท 

FORMA Scientific, USA 

- ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (deep freezer) Sharp อุณหภูม ิ-20 ซํ   

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

- ไมโครปเปต (automatic adjustable micropipette)  P2 (0.1-2 ไมโครลิตร), P10 

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

(0.2-1 มิลลิลิตร)  บริษัท Gilsson France 

- ปเปตตทิป (pipette tip)  ขนาด 1-200 ไมโครลิตร และ 1 มิลลิลิตร บริษัท Axygen 

Scientific, Inc. USA  

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

Inc. USA  

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

USA 

- หลอดไมโครเซนตริฟวจ ขนาด 15 มิลลิลิตร บริษัท Corning Incorporated, USA 



 43 

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

- ถาดเล้ียงเซลล 96 หลุม (tissue culture plate 96 well) ยี่หอ Corning  บริษัท 

Corning Incorporated, USA 

- ภาชนะเล้ียงเซลล (tissue culture flask) ขนาด 25 ลูกบาศกเซ็นติเมตร ยี่หอ 

Corning  บริษัท Corning Incorporated, USA 

- หัวกรองอาหารเล้ียงเซลล Pore size 0.22 ไมโครเมตร ยีห่อ Corning บริษัท Corning 

Incorporated, USA 

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

บริษัท Sartorius, Germany 

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

Cryogenics  บริษัท Harsco Corporation, USA   

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

- ฮีมาไซโตมิเตอร (haemacytometer) ขนาด 0.0025 มิลลิเมตร2 ยี่หอ Loptik Labor 

บริษัท Boeco 

- TLC aluminium sheet รุน Silica gel60 F254 บริษัท Merck, Germany 

 
3.2 สารเคม ี
 

- กาแลคโตส (D-galactose)  บริษัท Merck. Germany 

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

- กลูโคส (glucose) 

- เคซีน (casein) 

- เจลาติน (gelatin) 

- ซูโครส (sucrose)  บริษัท Merck. Germany 

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

- ไซแลน (xylan) 

- โซเดียมอะซิเตท (sodium acetate)  บริษัท Merck. Germany 

- โซเดียมซิเตรท (sodium citrate)  บริษัท Merck. Germany 

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

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

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

- แปง (starch)  

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

- โพแทสเซียม ไนเตรท (potassium nitrate)  บริษัท Merck. Germany 

- ฟรุกโตส (D-fructose)  บริษัท Merck. Germany 

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

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

- แมนนทิอล (D-mannitol)  บริษัท Difco Laboratory. 

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

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

- แลคโตส (D-lactose)  บริษัท Merck. Germany 

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

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

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

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

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

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

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

- Agar 

- Agarose molecular biology grade  บริษัท ISC Bio Express 

- Ammonium sulphate (NH4)2SO4 

- Bacto peptone 

- Bacto tryptone 

- Bato soytone 

- Beef extract 

- Cetyltrimethylammonum bromide (CTAB)  บริษัท Serva 

- Copper sulphate (CuSO4.7H2O) 

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

- Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA)  บริษัท Scharlau 

- Ferric chloride (FeCl3) 

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

- Glycerol 

- Hydrochloric acid (HCl) บริษัท Merck. Germany 

- Isopropanol alcohol  บริษัท Merck. Germany 

- Isoamyl alcohol  บริษัท Carbo erba 

- Manganes chloride (MnCl2) 

- Magnesium sulfate (MgSO4) 

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

Basic inc, Canada 

- Di-Potassium hydrogen phosphate (K2HPO4)  

- Potassium di-hydrogen phosphate (KH2PO4)  

- Potascium nitrate (KNO3) 

- Sodium caseinate  

- Trypsin-EDTA  บริษัท Hyclone   

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

- Taq DNA polymerase  บริษัท Fermentas 

- Yeast extract 

- Zinc sulphate (ZnSO4.7H2O) 

- อาหารเล้ียงเซลล RPMI 1640  บริษัท  Hyclone 

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

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

buffer) 

- Methanol 

- Ethanol 

- Ethylacetate 

- Hexane 

- Cycloheximide 

- Streptomycin 

- Nystatin 
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3.3 การเก็บตัวอยางดิน 
 

 เก็บตัวอยางดินจากแหลงตางๆ ในพืน้ที่จงัหวัดนาน ตัวอยางละประมาณ 50 – 100 กรัม 

บันทกึสถานทีเ่ก็บ ลักษณะ และสีของดิน บดใหละเอียด ใสถุงพลาสติก เก็บรักษาทีอุ่ณหภูมิหอง  

 
3.4 การวิเคราะหตัวอยางดิน 
 

 ทําการบันทึกสมบัติของดินและวัดหาคา pH ของดิน โดยการผสมดินและน้ําดวย

อัตราสวนของดินตอน้ําเทากบั 1:2 (ภาคผนวก ค หมายเลข 1) และวัดดวยเคร่ือง pH meter 

 
3.5 การแยกแอกติโนมัยซีทีสจากดินตัวอยาง 
 

 ชั่งตัวอยางดิน 3 กรัม ใสในน้ํากล่ันปราศจากเชื้อ 27 มิลลิลิตร เขยาดวยเคร่ืองเขยา 200 

รอบตอนาท ีทีอุ่ณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส เปนเวลาประมาณ 24 ชัว่โมง ไดสารแขวนลอยดินระดับ

การเจือจางที่ 10 -1 จากนั้นเพิ่มระดับการเจือจางเปน 10 -2 - 10 -5 (serial ten fold dilution) ปเปต

สารแขวนลอยดิน 0.1 มิลลิลิตรที่ระดับการเจือจางเทากบั 10 -3 - 10 – 5 เกล่ีย (spread) บนอาหาร 

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

ไมโครกรัมตอลิตร ผสมกับ nystatin 50 ไมโครกรัมตอลิตร บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 7–14 

วัน คัดเลือกแอกติโนมัยชตีที่โคโลนมีีลักษณะแตกตางกัน ขีดลาก (streak) บนอาหารเลี้ยงเชือ้ 

SCA เพื่อใหเกิดโคโลนีเด่ียว ตรวจสอบความบริสุทธิข์องโคโลนีภายใตกลองจุลทรรศน เก็บเชือ้

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

เซลเซียส และเก็บสปอรโดยทําเปนสปอรแขวนลอยในสารละลาย 20 เปอรเซ็นตกลีเซอรอล แชแข็ง

ที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส 

 
3.6 การเก็บรักษาแอกติโนมัยซีทีส 
 

ขีดแอกติโนมัยซีทีสบนอาหารเล้ียงเชื้อผิวเอียง Oat Meal Agar หรือ Mannitol 

Mungbean Agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 5) นําไปบมทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส ประมาณ 7-

14 วัน เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ไดเปนเวลา 1-2 เดือน สําหรับการเก็บรักษาเปน

ระยะเวลานาน  เมื่อเช้ือสรางสปอรบนอาหารมากพอ เติมสารละลาย 20% กลีเซอรอลปริมาตร 5 

มิลลิลิตร ลงในหลอดอาหาร  ใชลูป (loop) ขูดสปอรใหหลุดออก แลวกรองสปอรแขวนลอยดวย
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3.7.4 การทดสอบเพ่ือคัดเลือกแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุที่สรางสารปฏิชีวนะ
ยับย้ังจลุินทรียทดสอบ 

 
จุลินทรียที่ใชทดสอบการสรางสารปฏิชีวนะ (test organism) 

Pseudomonas  aeruginosa  ATCC 9027   

Escherichia  coli  ATCC 25922   

Bacillus  cereus  ATCC 6633   

Staphylococcus  aureus  ATCC 25923   

Candida  albicans  ATCC 10231   

Saccharomyces  cerevisiae  ATCC 5169   

Aspergillus  niger  ATCC 6275   

   
  3.7.4.1 การเตรยีมแบคทีเรียทดสอบ 
   นําแบคทีเรียทดสอบขีดลงบนอาหาร Nutrient Agar (NA) (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 3) บมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อใหไดโคโลนีเด่ียว  ใชลูป

เข่ียโคโลนีเด่ียว 4-5 โคโลนี  ลงในหลอดทดลองท่ีมอีาหารเล้ียงเชือ้  Nutrient Broth (NB) 

(ภาคผนวก ก หมายเลข 4)  5 มิลลิลิตร  บมที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส  จนสังเกตเห็นวาหลอด

เชื้อขุน  ปรับความขุนของแบคทีเรียทดสอบดวยอาหารเล้ียงเชื้อ NB ใหมีความขุนเทียบเทา  0.5 

McFarland Standard  (ภาคผนวก ข หมายเลข 1)  ซึง่เทยีบเทากับการอานคาจาก  

spectrophotometer  ที่ความยาวคล่ืน  625 นาโนเมตร คาความดูดกลืนแสงอยูในชวง  0.08-

0.10  เพื่อใหมีเชื้อประมาณ 10-8 CFU/ml     

 
  3.7.4.2 การเตรยีมยสีตทดสอบ 
   นํายีสตทดสอบขีดลงบนอาหาร Sabouraud Agar (SBA) (ภาคผนวก ก 

หมายเลข 10) บมที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 48 ชั่วโมง เพื่อใหเปนโคโลนีเด่ียว ใชลูป

เข่ียโคโลนีเด่ียว 2-3 โคโลนี  ละลายใน 0.85% NaCl  ทีฆ่าเช้ือแลว  ปรับความขุนของยีสตทดสอบ

ดวยดวย 0.85% NaCl ใหมีความขุนเทยีบเทา  0.5 McFarland Standard  ซึ่งเทยีบเทากับการ

อานคาจาก  spectrophotometer  ที่ความยาวคล่ืน  530 นาโนเมตร คาความดูดกลืนแสงอยู

ในชวง  0.08-0.10  เพื่อใหมีเชื้อประมาณ 1x10-6 - 3x10-6  CFU/ml     
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  3.7.4.3 การเตรยีมราเสนใยสาํหรับทดสอบ 
   เล้ียงราในอาหารผิวเอียง PDA (ภาคผนวก ก หมายเลข 11) 3-5 วัน หรือ

จนมีการสรางสปอร เติมสารละลาย 0.85% NaCl ใชลูปขูดสปอรใหหลุดเปนสปอรแขวนลอย 

กรองสปอรดวยสําลีปลอดเช้ือ จากนัน้ปรับจํานวนสปอรใหเทากับ 1x10-6 - 3x10-6  CFU/ml โดย

การเจือจางสปอรดวยสารละลาย 0.85% NaCl แลวนับดวยฮีมาซัยโตมิเตอร (haemacytometer) 

 
3.7.4.4 การทดสอบความสามารถในการยับยัง้จุลินทรียทดสอบโดยวธิ ี

Agar well (Murray และ Baron, 1999) 

ใชไมพันสาํลีทีฆ่าเช้ือแลว จุมลงในหลอดทดลองที่มีสารแขวนลอย

เชื้อจุลินทรียทดสอบที่เตรียมไดตามวิธีขอ  3.7.4.1 - 3.7.4.3 บิดสําลีกับขางหลอดพอหมาด ๆ  

ปายลงบนผิวหนาอาหาร  Mueller-Hinton Agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 12) สําหรับเช้ือทดสอบ

ที่เปนแบคทีเรีย  และอาหาร Sabouraud Agar  สําหรับเช้ือทดสอบที่เปนยีสต และรา  โดยปายให

ทั่วในลักษณะสามทิศทาง ทิ้งจานอาหารไวเพื่อใหผิวหนาอาหารแหง จากนัน้ใชทีเ่จาะรูไมคอรก 

เสนผานศูนยกลาง 6  มิลลิเมตร  ฆาเชือ้โดยใชเปลวไฟ  เจาะลงบนอาหารแข็ง  แลวนาํช้ินวุนที่

เจาะออกโดยใชเข็มเข่ียเช้ือ (needle) ทําการควบคุมใหหลุมที่เจาะมีปริมาตรเทากันโดยเตรียม

อาหารสําหรับทดสอบปริมาตร 15 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลอง นาํไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แลวนาํมาเทลงในจานเลีย้งเชื้อที่มีขนาดเสนผานศูนยกลางเทากนัที่

ผานการฆาเชือ้แลว ปเปตสารสกัดจากขอ 3.7.3 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร หยดลงในหลุมที่เจาะไว  

ทิ้งไวประมาณ 30 นาท ี  เพื่อใหสารแพรเขาไปในอาหารเล้ียงเชือ้แข็ง หลังจากนัน้นําไปบมที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 18 ชั่วโมง สําหรับแบคทีเรียทดสอบ,  บมที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 48 ชั่วโมง สําหรับยีสต  และบมที่อุณหภูม ิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

48 ชั่วโมง สําหรับราเสนใย  หลังจากนั้นวดับริเวณที่เกิดวงใส  (clear zone)  โดยชุดควบคุมบวก

สําหรับเช้ือแบคทีเรีย คือ streptomycin,  ยีตส คือ nystatin  และราเสนใย คือ cycloheximide  

และชุดควบคุมลบคืออาหารเล้ียงเชื้อที่ไมมีการเติมหัวเชื้อและผานข้ันตอนการสกัดเหมือนกันทกุ

ประการ  
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3.7.4.5 การทดสอบความสามารถในการยับยัง้จุลินทรียทดสอบโดยใช
ถวยสเตนเลส 
ใชไมพันสาํลีทีฆ่าเช้ือแลว จุมลงในหลอดทดลองที่มีสารแขวนลอย

เชื้อจุลินทรียทดสอบที่เตรียมไดตามวิธีขอ  3.7.4.1 - 3.6.4.3 บิดสําลีกับขางหลอดพอหมาด ๆ  

ปายลงบนผิวหนาอาหาร Mueller-Hinton Agar สําหรับเช้ือทดสอบที่เปนแบคทีเรีย  และอาหาร 

Sabouraud Agar  สําหรับเช้ือทดสอบที่เปนยีสต และรา  โดยปายใหทัว่ในลักษณะสามทิศทาง 

ทิ้งจานอาหารไวเพื่อใหผิวหนาอาหารแหง จากนัน้นําถวยสเตนเลสทีผ่านการฆาเชือ้แลว วางบน

ผิวหนาอาหาร โดยควบคุมขนาดเสนผานศูนยกลางของจานเล้ียงเช้ือที่ใชทดสอบและปริมาตร

อาหารในจานเล้ียงเชื้อใหเทากัน ปเปตสารสกัดจากขอ 3.7.3 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร หยดลงใน

ถวยสเตนเลส ทิ้งไวประมาณ 30 นาที  เพื่อใหสารแพรเขาไปในอาหารเล้ียงเช้ือแข็ง หลังจากนั้น

นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 18 ชั่วโมง สําหรับแบคทีเรียทดสอบบมที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 48 ชั่วโมง สําหรับ Candida  albicans  และ  

Saccharomyces  cerevisiae  และบมทีอุ่ณหภูมิ 28 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 48 ชั่วโมง สําหรับ 

Aspergillus  niger  หลังจากนัน้วัดบริเวณที่เกิดวงใส  (clear zone)  โดยชุดควบคุมบวกสําหรับ

เชื้อแบคทีเรีย คือ streptomycin,  ยีตส คือ nystatin  และราเสนใย คือ cycloheximide  และชุด

ควบคุมลบคืออาหารเล้ียงเชือ้ที่ไมมีการเติมหัวเชื้อและผานข้ันตอนการสกัดเหมือนกนัทกุประการ  

 
3.7.4.6 การทดสอบความสามารถในการยับยัง้ราทดสอบโดยวิธ ี       

Dual Culture (Aghighi และคณะ, 2004) 

การทดลองนีท้ําการทดสอบเฉพาะแอกติโนมัยซีทีสที่ไดผานการคัดเลือก

ข้ันตนแลว โดยรากอใหเกิดโรคพืช จากกรมวิชาการเกษตร ดังนี ้

Alternaria porri  DOAC 1756  

Collectotrichum capsici  DOAC 1196  

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici  DOAC 0874  

Fusarium oxysporum f.sp. cubense  DOAC 0893  

Pythium aphanidermatum  DOAC 1662  

Phytophthora parasitica  DOAC 0005  
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เตรียมราทดสอบโดยใชที่เจาะรูไมคอรก (cork borer) เสนผานศูนยกลาง 

6 มิลลิเมตร ฆาเช้ือโดยใชเปลวไฟ เจาะลงบนโคโลนีของราทดสอบ แลวนาํช้ินวุนที่เจาะออกโดยใช

เข็มเข่ียเช้ือ นาํช้ินวุนของราทดสอบที่ได วางลงตรงกลางของอาหารเล้ียงเชื้อแข็ง ISP2 (ภาคผนวก 

ก หมายเลข 16) แลวนําไปบมที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส ประมาณ 2-6 วัน 

เตรียมแอกติโนมัยซทีีสสายพันธุที่ตองการทดสอบโดยใชที่เจาะรูไมคอรก 

เสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร ฆาเช้ือโดยผานเปลวไฟ เจาะลงบนโคโลนีของแอกติโนมยัซีทีสที่

เจริญอยูบนอาหารแข็งในขอ 3.6.1 นําช้ินวุนทีม่ีแอกติโนมัยซทีีส วางลงบนอาหารเล้ียงเชื้อแข็ง 

ISP2 ในจานเล้ียงเช้ือทีจ่ะใชทดสอบ โดยวางใหมีระยะหางจากจุดที่จะวางช้ินวุนราทดสอบ 3 

เซนติเมตร แลวนาํไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส ประมาณ 2 วัน จากนัน้ใชทีเ่จาะรูไมคอรก 

เสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร เจาะลงบนโคโลนีของราทดสอบที่เตรียมไวขางตนชนิดละ 2 ชิน้ 

ชิ้นแรกนาํมาวางในระนาบเดียวกนัในจานเล้ียงเช้ือทีม่แีอกติโนมัยซทีีส เปนชุดทดสอบ ชิ้นที ่2 วาง

ลงตรงกลางจานเล้ียงเชื้อทีม่ีอาหารเล้ียงเชื้อแข็ง ISP2 เปนชุดควบคุม แลวนาํไปบมที่อุณหภูม ิ 30 

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

รบทดสอบอ่ืน ทําการบันทึกระยะทางทีเ่สนใยของราทดสอบถูกยบัยั้งในระนาบเดียวกับแอกติโน

มัยซีทีส (∆γ) โดยใชสูตร 

 

∆γ  =  γ0 - γ 

 

   γ0  คือ  รัศมีของเสนใยที่เจริญแผออกมาของราในชุดควบคุม 

   γ   คือ  รัศมขีองเสนใยของราในชุดทดสอบที่เจริญในระนาบเดียว 

กับแอกติโนมยัซีทีส 
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3.8 การทดสอบเพ่ือคัดเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อและตัวทําละลายที่เหมาะสมท่ีสุดในการ
เลี้ยงและสกดัสารปฏิชวีนะที่ผลิตโดยแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 6.2   

 
3.8.1 การเตรยีมหวัเชื้อ (seed inoculum) 
 เตรียมหัวเชื้อแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 6.2 ตามวิธีการในขอ 3.7.1 โดย

นํามาเล้ียงในอาหารเหลว MEB ตามวธิกีารในขอ 3.7.2 บมที่อุณหภูมิหองโดยเขยาดวยเคร่ือง

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

 
3.8.2 การทดสอบเพ่ือคัดเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อและตัวทําละลายที่เหมาะสม 

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

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

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

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

โดยปเปตหวัเชื้อจากขอ 3.8.1 ใสในฟลาสกทีม่ีอาหารเล้ียงเชื้อเหลวแตละชนิด ฟลาสกละ 1 

มิลลิลิตร โดยอาหารเล้ียงเชื้อแตละชนิดทําจํานวน 3 ชุด บมที่อุณหภูมิหองโดยเขยาดวยเคร่ือง

เขยาแบบหมนุ ความเร็ว 200 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 วัน จากนั้นกรองเสนใยออกจากอาหาร

เล้ียงเชื้อ  นําน้ําเล้ียงเชื้อจากอาหารแตละชนิด ทั้ง 3 ชุด มาสกัดดวยตัวทาํละลายโดยทาํการแปร

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

(methanol)  โดยน้าํเล้ียงเช้ือจากอาหารเล้ียงเชื้อทั้ง 6 ชนิดชุดแรก ทาํการสกัดโดยใช เฮกเซน ชดุ

ที่สองและชุดที่สาม ทําการสกัดโดยใชเอททิลแอซิเตตและเมททานอลตามลําดับ ในกรณีที่ตัวทํา

ละลายคือ เฮกเซน  และ  เอททิลแอซิเตต  ทําการสกดัน้ําเล้ียงเช้ือตามวิธกีารในขอ 3.7.3 ในกรณี

ที่ตัวทําละลายคือ เมททานอล  ทําการสกัดน้ําเล้ียงเชือ้ปริมาตร 100 มล.  โดยนาํน้าํเล้ียงเช้ือไป

ระเหยน้ําออกดวยเคร่ืองระเหยน้ําที่อุณหภูมิตํ่า (lyophilizer) จนน้ําเล้ียงเชื้อแหงและมีลักษณะ

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

ละลายนํามาระเหยตัวทาํละลายออกดวยเคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบหมุน (rotary evaporator) 

ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จนสารสกัดแหง จากนัน้ละลายสารออกมาดวยสารละลาย       

25%DMSO  ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  นําสารสกัดที่ไดจากตัวทําละลายแตละชนิดไปทดสอบ

ความสามารถในการยับยั้งจลิุนทรียทดสอบโดยใชวิธกีารใชถวยอะลูมเินียมเปนภาชนะรองรับสาร

สกัดตามวิธีการในขอ 3.7.4.5 นําผลของอาหารเล้ียงเชื้อและตัวทําละลายที่เหมาะสมที่ไดจากการ

ทดลองนี้ ไปทาํการเล้ียงเชื้อเพื่อศึกษาในข้ันตอไป 
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3.9 การศึกษาความสัมพันธระหวางการเจริญกับการสรางสารปฏิชวีนะยับยั้งจลุนิทรีย
ของแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุ Nan 6.2 
 
3.9.1 การเตรยีมหวัเชื้อ (seed inoculum) 
 เตรียมหัวเชื้อแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 6.2 ตามวิธีการในขอ 3.7.1 โดย

นํามาเล้ียงในอาหารเหลว ISP2 ตามวิธกีารในขอ 3.7.2 บมที่อุณหภูมิหองโดยเขยาดวยเคร่ือง

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

 
3.9.2 การศึกษาความสัมพันธระหวางการเจริญกับการสรางสารปฏิชวีนะ 

ยับย้ังจลุินทรีย 
ปเปตหัวเชื้อจากขอ  3.9.1  ใสในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเล้ียงเชื้อ  

Soluble Starch Broth (SSB) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยใสหัวเช้ือฟลาสกละ 1 มลิลิลิตร  บมที่

อุณหภูมิหองโดยเขยาดวย เคร่ืองเขยาแบบหมนุ  ความเร็ว  200 รอบตอนาท ี เก็บตัวอยางในวันที่  

0,  2,  4,  6,  8,  10 และ 12 ตามลําดับ กรองเสนใยออกดวยกระดาษกรอง Whatman No 1 ที่

ผานการอบแหงที่อุณหภูม ิ 65 องศาเซลเซียส จนมีน้ําหนกัคงที่ และทําการบันทกึผลน้าํหนกัของ

กระดาษกรองเอาไวแลว นําเสนใยที่ติดอยูบนกระดาษกรองไปอบแหงที่อุณหภูม ิ 65 องศา

เซลเซียส จนมีน้ําหนักคงที ่ บนัทึกน้ําหนกัของเสนใยในแตละคร้ังของการเก็บตัวอยาง สวนของน้ํา

เล้ียงเชื้อนําไปสกัดโดยใชตัวทําละลายคือ เมททานอล โดยนําน้ําเล้ียงเชื้อไปทาํการระเหยน้ําออก

ดวยเคร่ืองระเหยน้ําที่อุณหภูมิตํ่า (lyophilizer) จนน้าํเล้ียงเช้ือแหงและมีลักษณะเปนผง จากนัน้

เติมเมททานอลปริมาตร 100 มล. ลงไปเพื่อสกัดสาร กรองเอากากตะกอนออกดวยกระดาษกรอง 

Whatman No 1 เก็บสวนที่เปนตัวทาํละลายนาํมาทาํการระเหยดวยเคร่ืองระเหยสุญญากาศแบบ

หมุน (rotary evaporator) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จนสารสกัดแหง จากน้ันละลายสาร

ออกมาดวยสารละลาย 25%DMSO ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แลวนําไปทดสอบความสามารถในการ

ยับยั้งจุลินทรียทดสอบดวยวิธีการในขอ 3.7.4.5 เขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางเวลาและ

น้ําหนกัแหงของเซลล  และความสัมพันธระหวางเวลาและปริมาณสารปฏิชีวนะ 
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3.10 การแยกสารสกัดเบ้ืองตนโดยวธิีทินเลเยอรโครมาโทกราฟ 
 

 ใชแผน TLC aluminium sheet รุน Silica gel60 F254 และใชตัวทาํละลาย เชน เมท

ทานอล,  เอททิลแอซิเตต, และ เฮกเซน เปนตัวชะเพื่อเลือกระบบตัวทําละลายที่เหมาะสมในการ

แยกสารปฏิชวีนะเบ้ืองตน โดยหาอัตราสวนที่เหมาะสมในการแยกสารปฏิชีวนะที่มีฤทธิย์ับยั้งจุลิ

นทรียทดสอบ ออกจากสารอ่ืน ๆ ที่ไมมีฤทธิ์ยับยั้ง การตรวจสอบตําแหนงของสารบนแผน  TLC  

หลังจาก develop แลวมีหลายวธิี เชน อบแผน  TLC  ในภาชนะที่อ่ิมตัวดวยไอของไอโอดีน  หรือ

สองภายใตรังสี ยวูี ที่ความยาวคล่ืน  254  และ  365  นาโนเมตร  หรือพนดวยสาร  anisaldehyde  

ในกรดซัลฟวริก หรือจุมดวยสารละลายวานิลลิน (vanillin) แลวพนลมรอน สีของสารจะปรากฏ 

จากนั้นทําการวัดระยะทางการเคล่ือนที่ของสารและคํานวณหาคา retention factor  (Rf)   

 
3.11 การศึกษาตําแหนงของสารท่ีออกฤทธิย์ับยั้งจลุินทรียทดสอบบนแผน TLC โดยวธิ ี  

ไบโอออโตกราฟ (Bioautography)  (Zitouni และคณะ, 2005) 

 

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

ออกมาจากภาชนะที่อ่ิมตัวดวยไอของตัวชะ  ต้ังทิ้งไวประมาณ 2 ชั่วโมง เพื่อใหตัวชะระเหยออกไป

จนหมด  หลังจากนั้นนาํแผน TLC มาวางบนจานอาหารเล้ียงเช้ือทีม่ีอาหารเล้ียงเชื้อแข็งอยู

ดานลางนําเชือ้จุลินทรียทดสอบแตละชนดิที่เตรียมไดจาก ขอ 3.7.4.1 - 3.7.4.3  มาทดสอบการ

ยับยั้งบนแผน TLC  โดยปเปตเช้ือทดสอบในปริมาตร 1 เปอรเซ็นต ปริมาตรตอปริมาตร ใสลงใน

อาหารเล้ียงเชือ้กึ่งแข็งกึง่เหลวท่ีมวีุน 0.7 เปอรเซน็ต (semi solid) ขณะอาหารเล้ียงเชื้อยงัเปน

ของเหลวที่อุณหภูมิ 42-45 องศาเซลเซยีส  เขยาใหเชื้อทดสอบกระจายอยางสม่าํเสมอในอาหาร

เล้ียงเชื้อ  หลังจากนัน้ทาํการเทอาหารทับลงบนแผน TLC ต้ังทิง้ไวใหอาหารแข็งตัว อาหารเล้ียง

เชื้อที่ใชสําหรับแบคทีเรียทดสอบ คือ Mueller-Hinton Agar  และอาหารเล้ียงเช้ือที่ใชสําหรับยีสต

และราเสนใยคือ  Sabouraud Agar  หลังจากอาหารแข็งตัวแลวนาํจานเล้ียงเชื้อไปบมที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชม. ในกรณีที่เชื้อทดสอบเปนแบคทีเรีย  บมที่อุณหภูม ิ 30 องศา

เซลเซีย เปนเวลา 48 ชม. ในกรณีที่เชื้อทดสอบเปนยสีต  และบมที่อุณหภูม ิ 28  องศาเซลเซยีส 

เปนเวลา 48 ชม. ในกรณีทีเ่ชื้อทดสอบเปนราเสนใย  ตรวจสอบบริเวณใสบนแผน TLC  และวัดหา

คา Rf  ของสารที่ออกฤทธิ์ยับยัง้จุลินทรียทดสอบแตละชนิด ในการทดสอบการยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบมีชุดควบคุมบวกคือแผน TLC ที่ spot สารสกัดจากแอกติโนมัยซีสแตไมไดทําการชะดวย

ตัวทําละลายและชุดควบคุมลบคือ แผน TLC ที่ไมได spot สารสกัดจากแอกติโนมยัซีส   
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3.12 การทดสอบเพ่ือคัดเลือกแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุที่สรางสารยับยั้งเซลลไลน
มะเร็งมนุษย  

 

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

  A375  (Human malignant melanoma)  ATCCno.CRL-1619 

  SW620  (Human colorectal adenocarcinoma) ATCCno.CCL-227 

  KatoIII  (Human gastric carcinoma)  ATCCno.HTB-103 

  HepG2  (Human hepatocellular carcinoma) ATCCno.HB-8065 

  BT474  (Human ductal carcinoma)  ATCCno.HTB-20 

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

 
 3.12.1 การเพาะเลี้ยงเซลลไลนมะเร็งมนุษย 
  นําเซลลมะเร็งที่ถูกเก็บไวในถังไนโตรเจนเหลวออกมาละลาย โดยแชหลอดเก็บ

เซลลแชแข็ง (cryotube) ในอางน้ําอุน 37 องศาเซลเซยีส ทันที แกวงหลอดไปมาใหน้าํแข็งละลาย

อยางรวดเร็ว หลังจากนัน้ใชปเปตแกวดูดสารแขวนลอยเซลลใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจทีม่ี 

สารละลาย 1XPBS (ภาคผนวก ข หมายเลข 2) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ดวยเทคนิคปลอดเชื้อภายใน

ตูปลอดเช้ือ  นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 1000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาท ี  เทสวนใสทิ้ง 

ละลายตะกอนเซลลในอาหารเล้ียงเซลล PRMI-1640 (complete media) (ภาคผนวก ก หมายเลข 

32) ปริมาตร 7 มิลลิลิตร  ปเปตอาหารข้ึนลงเพื่อใหเซลลกระจายเปนเซลลเด่ียว จากนัน้ปเปตถาย

เซลลแขวนลอยทัง้หมดใสลงในภาชนะเล้ียงเซลล บมเซลลในตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส 

ภายใตบรรยากาศกาซคารบอนไดออกไซด (CO2) 5 เปอรเซ็นต  ตรวจดูสัณฐานวทิยาของเซลล

ภายใตกลองจลุทรรศนหวักลับทุกวัน และเปล่ียนถายอาหารเล้ียงเซลลทุก 3-4 วัน หรือเมื่อเหน็วา

อาหารเล้ียงเซลลเร่ิมเปลี่ยนเปนสีเหลือง จนกวาเซลลจะเจริญหนาแนน  

 
 3.12.2 การเปลี่ยนถายอาหารเลีย้งเซลลไลนมะเร็งมนุษย 

ในกรณีที่เซลลมะเร็งเปนชนิดเซลลเกาะผิว ไดแก A375, SW620, KatoIII, 

HepG2 และ BT474 ทําการเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลโดยดูดอาหารเกาทัง้หมดออกแลวเติมอาหาร

ใหมปริมาตร 7 มิลลิลิตร เขาไปแทน ในกรณีที่เซลลมะเร็งเปนชนิดเซลลแขวนลอย ไดแก Jurkat 

ทําการเปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลโดยการดูดสารแขวนลอยเซลลใสหลอดไมโครเซนตริฟวจ นําไปปน

เหวีย่งที่ความเร็ว 1000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสทิง้  เติม complete media 
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 3.12.5 การทดสอบการยับยั้งเซลลมะเร็งทดสอบโดยวธิี MTT assay  
(Palaga และคณะ, 1996) 

  หลังจากบมเซลลในขอ 3.11.3. เปนเวลา 24 ชั่วโมงแลว  หยดสารสกัดจาก      

แอกติโนมัยซทีีสที่ไดจากขอ 3.6.3 ลงไปในหลุมของถาดเล้ียงเซลล  โดยหยดปริมาตรหลุมละ 5 

ไมโครลิตร  บมเซลลที่ตูบมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส ภายใตบรรยากาศกาซคารบอนไดออกไซด 

(CO2) 5 เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทดสอบการมีชีวิตของเซลล  โดยหยดสารละลาย MTT 

(ภาคผนวก ข หมายเลข 3)  ลงในแตละหลุม  หลุมละ 10 ไมโครลิตร  โดยใหความเขมขนสุดทาย

ของสารละลาย MTT เทากับ 0.5 mg/ml  สารละลาย MTT จะทาํปฏิกริิยากับเอ็นไซม 

mitochrondrial dehydrogenase  ในเซลลที่มีชีวิต  ทาํใหสารละลาย  MTT ที่มีสีเหลือง  

เปล่ียนเปนผลึกสีมวงไมละลายน้าํ  เรียกวาผลึก  formazan  ซึ่งปริมาณ dehydrogenase ใน

เซลลหนึ่ง ๆ จะคงที ่  ดังนัน้  ปริมาณผลึก formazan  ที่เกิดข้ึนเปนสัดสวนโดยตรงกับเซลลมีชวีิต 

โดยมีชุดควบคุมลบคือหลุมที่หยดดวยสารละลาย 25%DMSO และ Blank คือหลุมที่มีอาหารเลีย้ง

เซลลที่ไมมีเซลลมะเร็ง เมื่อหยดสารละลาย MTT แลว บมเซลลที่สภาวะเดิมเปนเวลา 4 ชั่วโมง  

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

ไมโครลติรตอหลุม แลวทําการปเปตของเหลวข้ึนลงหลายคร้ังดวย multi channel pipette เพื่อ

ละลายผลกึสีมวง หลังจากนั้นนําถาดเล้ียงเซลลไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเคร่ือง  microplate 

reader ที่ความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร คํานวณหาเปอรเซ็นตการมีชีวิตของเซลล (%viability)  

โดยใชสมการตอไปนี้ 

 

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

         OD negative control average – ODblank average 

 

ODtest average  =  คาเฉล่ียการดูดกลืนแสงของเซลลที่ใชทดสอบดวยสารสกัดจาก 

 แอกติโนมยัซทีีส 

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

  สารละลาย 25%DMSO 

ODblank average  =  คาเฉล่ียการดูดกลืนแสงของอาหารเล้ียงเซลล 
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3.12.6 การเก็บเซลลในไนโตรเจนเหลว 

  ในเซลลชนิดเกาะผิวทาํการลอกเซลลที่เกาะกับภาชนะเลี้ยงเซลลโดยใช 0.25% 

trypsin-EDTA ไดเซลลแขวนลอย ในเซลลชนิดแขวนลอยสามารถดูดเซลลออกมาไดเลย โดยดูด

สารแขวนลอยเซลลใสหลอดไมโครเซนตริฟวจ นาํไปปนที่ 1000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาท ี เท

สวนใสทิ้ง เกบ็ตะกอนเซลลมาละลายในอาหารเล้ียงเซลล RPMI-1640 + 1%DMSO (ภาคผนวก 

ก หมายเลข 33) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ดูดเซลลแขวนลอยใสในหลอดเก็บเซลล (cryotube) นําไป

เก็บที่อุณหภูม ิ-80 องศาเซลเซียส ทนัท ีเปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้นาํหลอดเก็บเซลลไปเก็บไวใน

ถังไนโตรเจนเหลว  ซึง่สามารถเก็บเซลลไวไดเปนเวลานาน 

 
3.13 การศึกษาผลของสารสกัดจากแอกติโนมัยซีทีสตอการตายแบบอะพอพโทซิสของ

เซลลไลนมะเร็งมนุษยโดยวิธยีอยดวย DNA dry Hoechst 33342 (สายพิณ, 2549) 

 
 ประเภทเซลลแขวนลอย ไดแกเซลลมะเร็ง Jurkat   
 เตรียมเซลล Jurkat แขวนลอยในอาหารเล้ียงเซลล compleat media ใหมีความเขมขน 

1x106 เซลล/มิลลิลิตร ปเปตสารแขวนลอยเซลลปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลุมของจานเพาะเล้ียง

เซลลขนาด 24 หลุม จํานวน 3 หลุม โดยหลุมแรกหยดดวยสารสกดัจากแอกติโนมัยซีทีสปริมาตร 

50 ไมโครลิตร หลุมที่สองหยดดวยสารละลาย 25%DMSO ปริมาตร 50 ไมโครลิตรเปนชุดควบคุม

ลบ และหลุมที่สามหยดสาร etoposide ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร เปนชุดควบคุมบวก เล้ียง

เซลลในตูบมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส ภายใตบรรยากาศกาซคารบอนไดออกไซด (CO2) 5 

เปอรเซ็นต เปนเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ถายเซลลใสหลอดไมโครเซนตริฟวจ นําไปปนที่ความเร็ว 

1000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาท ีเทสวนใสทิง้ ลางเซลลดวย 1XPBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปนที่

สภาวะเดิมเทสวนใสทิ้ง เติม 1% glutaraldehyde ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เก็บไวในที่มืดเปนเวลา 2 

ชั่วโมง จากนัน้ปเปต 1% glutaraldehyde ทิ้ง ปนลางเซลลดวย 1XPBS ปริมาตร 300 ไมโครลิตร

เทสวนใสทิง้ เติม 1XPBS ปริมาตร 20 ไมโครลิตร เติมสี Hoechst 33342 ความเขมขน 1 มิลลิโม

ลาร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ทิ้งไวในที่มืดเปนเวลา 5 นาท ี ปเปตสารแขวนลอยเซลลลงบน

กระจกสไลด ปดดวย cover slip ใชน้ํายาทาเล็บเคลือบรอบ ๆ ดานขางของ cover slip ตรวจนบั

จํานวนเซลลดวยกลองฟลูออเรสเซนซ  คํานวณหาเปอรเซ็นตอะพอพโทซิสโดยใชสมการตอไปนี้  

 

เปอรเซ็นตอะพอพโทซิส  =         จํานวนเซลลที่เกิด apoptotic nuclei x 100 

                                      จํานวนเซลลทั้งหมด 



 59 

3.14 การจาํแนกสายพันธุแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุ  Nan 2.4  และ  Nan 6.2 
  

 จําแนกแอกติโนมัยซทีีสสายพันธุ  Nan 2.4  และ  Nan 6.2  โดยศึกษาลักษณะทาง

สัณฐานวิทยา และสรีรวิทยา เชน การเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  การสรางรงควัตถเุมลานนิ  การ

ทอดสอบทางชีวเคมี  การยอยสลายสาร  ความสามารถในการเจริญที่อุณหภูมิตาง ๆ  

ความสามารถในการเจริญทีค่วามเปนกรด-ดางตาง ๆ   และความสามารถในการใชแหลงคารบอน

และไนโตรเจนชนิดตาง ๆ  ตามวธิีที่รายงานโดย  (Williams และคณะ, 1989) 

 
3.14.1 ศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาภายใตกลองจลุทรรศน (light microscope) 

และกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (Scaning Electron 
Microsope:SEM)   

 

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

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

Caseinate Yeast Extract Agar (SCYA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 14)  บมที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส เพื่อศึกษาลักษณะของเสนใยอากาศ  เสนใยอาหาร  และจํานวนวนัทีม่ีการสรางสปอร  

จากนั้นนําไปศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด วิธเีตรียมตัวอยางดัง 

ภาคผนวก ค หมายเลข 4 สังเกตลักษณะการแตกออกของเสนใยอาหาร  เสนใยอากาศ  ลักษณะ

ของสายสปอร  การเรียงตัวของสปอร   ลักษณะพืน้ผิวของสปอร   

 
3.14.2 การศึกษาลักษณะการเจรญิบนอาหารเลี้ยงเชื้อของแอกติโนมัยซีทีส 

สายพันธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2 โดยใชอาหารเลี้ยงเช้ือ ISP (International 
Streptomyces Project) (ภาคผนวก ก หมายเลข 15-20)   

 

อาหาร ISP ชนิดตาง ๆ ไดแก 

  ISP1   คือ   Trypton-Yeast Extract Agar (TYEA) 

  ISP2   คือ   Yeast-Malt Extract Agar (YMEA) 

  ISP3   คือ   Oat Meal Agar (OAA) 

  ISP4   คือ   Inorganic Salts Starch Agar (ISSA) 

  ISP5   คือ   Glycerol Asparagines Agar (GAA) 

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

6  บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 7-14 วัน  บนัทกึการเจริญ  สีและลักษณะของเสน

ใยอาหาร  เสนใยอากาศ  การสรางรงควัตถุที่ละลายน้ําและการสรางสปอร 

 
 3.14.3 ทดสอบการสรางรงควัตถุเมลานนิ 
  เล้ียงแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 2.4  และ  Nan 6.2   บนอาหาร ISP6 

(Peptone Yeast Extract Iron Agar)  และ  Tyrosine Agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 21)  บมที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  ตรวจดูการสรางรงควัตถุเมือ่เขาสูวันที่ 4 โดยจะเกิดสีดําหรือสีน้าํตาล

เขมบนอาหารเล้ียงเชื้อ   
 
 3.14.4 ทดสอบการรีดิวซไนเตรท 
  แทง (stab)  แอกติโนมยัซีทสีสายพนัธุ  Nan 2.4  และ  Nan 6.2   ในอาหารเล้ียง

เชื้อ Nitrate Agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 22) ในหลอดอาหารขนาด 16x150 มิลลิเมตร  บมที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 14 วัน  ตรวจสอบการเปล่ียนไนเตรทเปนไนไตรท  โดยหยด

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

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

หลอดทดลองซึ่งจะเกิดสีแดง แตถาการทดสอบไมเกิดสีแดงอันเนื่องมาจากไนไตรทถูกสลายตอไป

เปนแอมโมเนยี  และกาซไนโตรเจน  ตองทดสอบข้ันที่สองโดยเติมผงสังกะสีลงไป หากเกิดสีแดง

แสดงวายงัมีไนเตรทอยู (Shirling และ Gottlieb, 1966) 
 
 3.14.5 ทดสอบการสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟต   
  ขีด (streak) และแทง แอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ  Nan 2.4  และ  Nan 6.2   บน

ผิวหนาอาหารวุนเอียง ISP6 (Peptone Yeast Extract Iron Agar) และ อาหารสําเร็จรูป TSI บมที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15-24 ชั่วโมง สังเกตอาหารจะมีสีน้าํเงนิดํา (bluish-black 

color)  ควรสังเกตสีของอาหารกอนที่เชือ้จะสรางรงควัตถุที่ละลายน้ําไดลงไปในอาหาร (Tresner 

และ Danga, 1958) และถามีการสรางกาซโฮโดรเจนซัลไฟตจะเกิดการแตกท่ีวุนในอาหาร TSI 

 
 3.14.6 การศึกษาสมบัติการยอยสลายสาร (degradation  activity) 
  ขีดแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุ  Nan 2.4  และ  Nan 6.2   ลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ  

Modified Bennett Agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 23)  ที่แปรผัน  0.5% อะดีนีน (adenine),  

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

(casein),  0.4% เจลาติน (gelatin)  และ 0.1% แปง (starch)  ตรวจสอบการยอยสลายโดยสังเกต
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m1LtJ~tI'WUtJ ft..:J r1,)1l-J l~u 1L ')ru 1flu~1fllmr1 Lfti11 'Wfl1~11'}'W tin L t)'Wnl rufltl ~ ftlt1 L ~ ftl ~'WLlft:; 

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

fJlll-JftlvlU 

... ... 

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

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

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

L~ITu~«..:J~ln 2 ~tJVlllf 

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

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

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

14 1''W 

... ... 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

inositol, 1.0% D-Iactose, 1.0% D-mannitol, 1.0% D-manose, 1.0% L -rhamnose, 1.0% 

sucrose, 1.0% threhalose, 1.0% xylose, 1.0% sodium acetate LLft::: 1.0% sodium 
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. ~ 

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

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

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

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

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

Nan 2.4 U~~ Nan 6.2 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

'" " '" I 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

10X PCR uYlLy.jflf 1x 

2mM dNTP mixture 0.2mM 

25 mM MgCI2 1.SmM 

Primerl (forward) O.SIJM 

Primerll (reverse) 0.5 IJM 

Tag DNA polymerase 0.5 U 

uaJLLUU (DNA template) 1 'UJ Lf'lrflVlr 
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ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสประกอบดวยข้ันตอนดังนี ้

Initial denaturation   95 °C  5   นาท ี 

Denaturation   95 °C  1   นาท ี

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

 Final Extension    72 °C  15  นาท ี

 Hold     4 °C   

 

ตรวจสอบผลการเพิม่จํานวนช้ินสวนดีเอ็นเอที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA โดยวธี ี

อิเล็กโตรโฟรีซสีบนอะกาโรสเจล 1.5 เปอรเซ็นต  โดยผสมผลิตผลพีซอีาร (PCR product)  กับสี

ติดตาม  (tracking dye)  ในอัตราสวน  5:2  หยดตัวอยางลงในหลุมบนอะกาโรสเจล  จากนัน้

นําไปทาํอิเลคโทรโฟริซีสในเจลแชมเบอร  โดยใชความตางศักย 100 โวลต  เปนเวลา  30 นาที  

ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด ตรวจสอบขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอทีเ่กิดข้ึนภายใตแสง

อัลตราไวโอเลตดวยเคร่ืองกาํเนิดแสงอัลตราไวโอเลต (UV–Transilluminator)  และเปรียบเทยีบ

ขนาดของช้ินสวนดีเอ็นเอกบัดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp + 1.5 kb DNA ladder 

 
 3.15.3 การวิเคราะหลําดับเบสของช้ินสวนยนีท่ีประมวลรหัสของ 16S rRNA   

 นําผลิตผลพซีอีารที่ไดจากการใช  primer  PA (forward primer) กับ StrepF 

(Reward primer) สงวิเคราะหหาลําดับเบสของชิ้นสวนยนีที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA ณ 

บริษัทวอรดเมดริกซ เปรียบเทียบเปอรเซน็ตความเหมือนกับขอมูลลําดับเบสที่มีอยูใน GenBank 

DNA database  จากเว็บไซต นําขอมูลที่ไดมาสราง phylogenetic tree เพื่อศึกษาความสัมพันธ

ใกลชิดกันของตัวอยางและขอมูลที่มีอยูใน GenBank DNA database โดยนําขอมลูลําดับเบสมา

จัดเรียงความเหมือนของลําดับเบสโดยใช โปรแกรม Clustal X 

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

เหมือนของลําดับเบสอีกคร้ังดวยโปรแกรม MacClade 4 (Maddison และ Madison, 2001) โดยมี

ลําดับเบสของชิ้นสวนยนีที่ประมวลรหัสของ 16S rRNAของ Nocardia asteroids (z36934) เปน 

outgroup  Phylogenetic tree จะถูกสรางข้ึนใน Neighbour-Joining mode ของโปรแกรม 

PAUP∗4.08b (PPC) (Swofford, 1999) 

 

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


บทที่ 4  
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 ลักษณะของตัวอยางดิน 
 

 ทําการเก็บตัวอยางดินจาก 7 อําเภอในพืน้ที่จงัหวัดนาน จํานวน 15 ตัวอยาง เพื่อแยกหา

แอกติโนมัยซทีีส ศึกษาลักษณะเนื้อดิน สี และ วัดหาคา pH ของตัวอยางดินที่เก็บได pH ของ

ตัวอยางดินอยูในชวงระหวาง 5.92 – 8.70 ดังแสดงในตารางที่ 4.1 

 

ตารางที่ 4.1   แสดงแหลงทีเ่ก็บ ลักษณะและพีเอช ของตัวอยางดิน 

  

ตัวอยาง

ดิน แหลงที่เก็บ ลักษณะของดิน คา pH 

1 ต.ไหลนาน อ.เวียงสา ดินรวน สีน้ําตาล 6.68 

2 ปาชุมชน อ.สันติสุข 

ดินเนื้อละเอียด จับเปนกอนแข็ง  

สีน้ําตาลมวง 6.77 

3 หวยหลักลาย อ.สันติสุข 

ดินเนื้อละเอียด จับเปนกอน  

สีน้ําตาลมวงเขม 6.63 

4 บานปางชาง อ.สันติสุข 

ดินเนื้อละเอียด จับเปนกอนแข็ง  

สีน้ําตาล 7.57 

5 ปาบานปางชาง อ.สันติสุข 

ดินเนื้อละเอียด จับเปนกอนแข็ง  

สีน้ําตาลเขม 7.51 

6 ปาชุมชน อ.ภูเพียง ดินรวนเนื้อละเอียด สีน้ําตาลเหลือง 6.78 

7 ต.บอเกลือ 1 อ.บอเกลือ ดินรวนปนทราย สีน้ําตาลเขม 8.70 

8 ต.บอเกลือ 2 อ.บอเกลือ ดินรวน สีน้ําตาลแดง 8.22 

9 บานบอ อ.บอเกลือ ดินรวนปนทราย สีเทา 8.36 

10 ต.บอเกลือใต อ.บอเกลือ ดินรวน สีน้ําตาล 5.92 
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ตารางที่ 4.1 (ตอ) 

 

ตัวอยาง

ดิน แหลงที่เก็บ ลักษณะของดิน คา pH 

11 ดอยภูคา อ.ปว ดินรวน สีน้ําตาลเขม 7.31 

12 ร.ร.แมจริม อ.แมจริม ดินรวน สีน้ําตาล 7.05 

13 บานนาคา อ.แมจริม ดินลูกรัง สีน้าํตาลเหลือง 7.26 

14 ต.หนองแดง อ.แมจริม ดินลูกรัง สีน้าํตาลเหลือง 7.17 

15 บานนาทะนุง อ.นาหม่ืน ดินรวน สีน้ําตาลดํา 7.34 

 
4.2 การแยกแอกติโนมัยซีทีสจากดินตัวอยาง 
 

 จากการแยกแอกติโนมัยซีทสีจากตัวอยางดิน 15 ตัวอยาง โดยใชอาหารเล้ียงเชื้อ Sodium 

Caseinate Agar พบวาสามารถแยกแอกติโนมยัซีทสีไดจํานวนทัง้ส้ิน 61 สายพันธุ โดยแตละ

แหลงไดจํานวนสายพนัธุแอกติโนมยัซีทีสแตกตางกนั โดยตัวอยางดินจาก ต.ไหลนาน อ.เวียงสา 

พบแอกติโนมยัซีทีสมากที่สุด 10 สายพนัธุ สวนตัวอยางดินทีพ่บแอกติโนมยัซีทสีนอยที่สุด ไดแก 

ตัวอยางดินจากหวยหลักลาย อ.สันติสุข ตัวอยางดินจาก ต.บอเกลือใต อ.บอเกลือ และตัวอยาง

ดินจาก ต.หนองแดง อ.แมจริม โดยสามารถแยกแอกติโนมัยซีทีสได 1 สายพนัธุ  ดังแสดงในตาราง

ที่ 4.2 

 

ตารางที่ 4.2   แสดงสายพนัธุของแอกติโนมัยซทีีสที่แยกไดจากตัวอยางดิน 15 ตัวอยาง 

 

ลําดับตัวอยางดิน สายพนัธุแอกติโนมัยซทีีสทีแ่ยกได 
จํานวนสายพนัธุ

ที่แยกได 

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

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

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

Nan 2.6, Nan 2.7  

7 

3 Nan 2.8 1 
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ตารางที่ 4.2 (ตอ) 

 

ลําดับตัวอยางดิน สายพนัธุแอกติโนมัยซทีีสทีแ่ยกได 
จํานวนสายพนัธุ

ที่แยกได 

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

5 Nan 2.14, Nan 2.15 2 

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

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

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

9 Nan 4.9, Nan 4.10, Nan 4.11 3 

10 Nan 4.12 1 

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

Nan 5.6 

6 

12 Nan 6.1, Nan 6.2 2 

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

Nan 6.8, Nan 6.9, Nan 6.10 

8 

14 Nan 6.11 1 

15 Nan 7.1, Nan 7.2, Nan 7.3 3 

 
4.3 การทดสอบความสามารถของแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุที่แยกไดในการสรางสาร

ปฏิชีวนะยับยั้งจุลนิทรียทดสอบ 
 

 นําแอกติโนมัยซีทีสที่แยกไดจากตัวอยางดินทัง้หมด 61 สายพนัธุ เล้ียงในอาหารเหลว  

Malt Extract Broth (MEB) เปนเวลา 10 วัน สกัดน้าํเล้ียงเชื้อดวยเอททิลแอซิเตต ระเหยเอททิลแอ

ซิเตตออก และละลายสารสกัดดวยสารละลาย 25%DMSO ไดสารสกดัทั้งหมด 61 ชนิด นาํสาร

สกัดมาทดสอบการยับยัง้จลิุนทรียโดยวธิ ี Agar well กับจุลินทรียทดสอบ 7 ชนดิ พบวาแอกติโน

มัยซีทีสแตละสายพันธุสามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยัง้จุลินทรียทดสอบไดแตกตางกนัดังแสดงใน

ตารางที่ 4.3 

 

 

 



 68 

ตารางที่ 4.3   ความสามารถในการยับยัง้จุลินทรียทดสอบของสารสกดัจากน้าํเล้ียงเช้ือ 

ของแอกติโนมยัซีทีส 

 
ระดับการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

สายพันธุ

แอกติโน

มัยซีทีส 

P.
 a

er
ug

ino
sa

  

AT
CC

 9
02

7 

E.
 c

oli
   

AT
CC

 2
59

22
 

B.
 c

er
eu

s  

 A
TC

C 
66

33
 

S.
 au

re
us

   

AT
CC

 2
59

23
 

C.
 al

bi
ca

ns
 

AT
CC

 1
02

31
 

S.
 ce

re
vis

iae
 

AT
CC

 5
16

9 

A.
 n

ig
er

  

AT
CC

 6
27

5 

Nan 1.1 - - + - - - - 

Nan 1.2 - - + - - - - 

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

Nan 1.4 - - + - - - - 

Nan 1.5 - - - - - - - 

Nan 1.6 - - + ++ - - - 

Nan 1.7 - - + - - - - 

Nan 1.8 - - + - - - - 

Nan 1.9 - - - - - - - 

Nan 1.10 - - + - - - - 

Nan 2.1 - - + - - - - 

Nan 2.2 - - - - - - - 

Nan 2.3 - - + - - - - 

Nan 2.4 - - + + - - - 

Nan 2.5 - - + - - - - 

Nan 2.6 - - + - - - - 

Nan 2.7 - - + - - - - 

Nan 2.8 - - - ++ - - - 

Nan 2.9 - - + - - - - 

Nan 2.10 - - - - - - - 

Nan 2.11 - - + - - - - 

Nan 2.12 - - + - - - - 

Nan 2.13 - - + ++ - - - 

Nan 2.14 - - - - - - - 

Nan 2.15 - - + - - - - 
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ตารางที่ 4.3 (ตอ)  

 
ระดับการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

สายพันธุ

แอกติโน

มัยซีทีส 
P.

 a
er

ug
ino

sa
  

AT
CC

 9
02

7 

E.
 c

oli
   

AT
CC

 2
59

22
 

B.
 c

er
eu

s  

 A
TC

C 
66

33
 

S.
 au

re
us

   

AT
CC

 2
59

23
 

C.
 al

bi
ca

ns
 

AT
CC

 1
02

31
 

S.
 ce

re
vis

iae
 

AT
CC

 5
16

9 

A.
 n

ig
er

  

AT
CC

 6
27

5 

Nan 3.1 - - - - - - - 

Nan 3.2 - - - - - - - 

Nan 3.3 - - - - - - - 

Nan 3.4 - - - - - - - 

Nan 4.1 - - - - - - - 

Nan 4.2 - - + - - - - 

Nan 4.3 - - + - - - - 

Nan 4.4 - - + - - - - 

Nan 4.5 - - + - - - - 

Nan 4.6 - - + - - - - 

Nan 4.7 - - + - - - - 

Nan 4.8 - - + - - - - 

Nan 4.9 - - + - - - - 

Nan 4.10 - - - - - - - 

Nan 4.11 - - + - - - - 

Nan 4.12 - - + - - - - 

Nan 5.1 - - + - - - - 

Nan 5.2 - - - - - - - 

Nan 5.3 - - + - - - - 

Nan 5.4 - - + + - - - 

Nan 5.5 - - + - - - - 

Nan 5.6 - - + - - - - 

Nan 6.1 - - + - - - - 

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

Nan 6.3 - - + - - - + 

Nan 6.4 - - - - - - - 
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ตารางที่ 4.3 (ตอ) 

 
ระดับการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียทดสอบ 

สายพันธุ

แอกติโน

มัยซีทีส 
P.

 a
er

ug
ino

sa
  

AT
CC

 9
02

7 

E.
 c

oli
   

AT
CC

 2
59

22
 

B.
 c

er
eu

s  

 A
TC

C 
66

33
 

S.
 au

re
us

   

AT
CC

 2
59

23
 

C.
 al

bi
ca

ns
 

AT
CC

 1
02

31
 

S.
 ce

re
vis

iae
 

AT
CC

 5
16

9 

A.
 n

ig
er

  

AT
CC

 6
27

5 

Nan 6.5 - - - - - - - 

Nan 6.6 - - + - - - - 

Nan 6.7 - - + - - - - 

Nan 6.8 - - - - - - - 

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

Nan 6.10 - - + - - - - 

Nan 6.11 - - + - - - - 

Nan 7.1 - - + - - - - 

Nan 7.2 - - + - - - - 

Nan 7.3 - - + - - - - 

 

หมายเหตุ +++ =  ความกวางของ Inhibition zone 18.2 มิลลิเมตรข้ึนไป 

  ++ =  ความกวางของ Inhibition zone 13.1 – 18.1 มิลลิเมตร 

  + =  ความกวางของ Inhibition zone   8.0 – 13.0 มิลลิเมตร 

  - =  ไมแสดงการยับยั้ง 

 
4.4 จัดกลุมความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลนิทรียทดสอบ 

 

จากการทดสอบเพื่อคนหาแอกติโนมยัซีทสีสายพนัธุที่สรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบจากแอกติโนมยัซีทสีจํานวน 61 สายพนัธุ สามารถแบงกลุมความสามารถในการสรางสาร

ปฏิชีวนะยับยัง้จุลินทรียไดทัง้หมด 4 กลุม  คือกลุมที่ 1 ยับยั้งแบคทีเรียและรา  กลุมที่ 2 ยับยั้ง

แบคทีเรียอยางเดียว  กลุมที่ 3 ยับยั้งราอยางเดียว  และกลุมที ่ 4  ไมสามารถยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบได แสดงดังตารางที ่4.4 โดยจํานวนสายพนัธุในแตละกลุมคิดเปนเปอรเซ็นต  
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ตารางที่ 4.4  จํานวนสายพันธุของแอกติโนมัยซทีีสที่มีผลตอการยับยัง้จุลินทรียทดสอบแตละกลุม 

 

ขอบเขตการยั้บยั้งกลุม 

จุลินทรียทดสอบ 
สายพนัธุแอกติโนมัยซทีีส รวม เปอรเซ็นต 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

และรา 

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

 
4 6.56 

ยับยั้งแบคทีเรีย 

อยางเดียว 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Nan 7.2,  Nan 7.3, 

42 68.85 

ยับยั้งราอยางเดียว - 0 0 

ไมยับยั้งทั้งแบคทีเรีย 

และรา 

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

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

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

Nan 6.4,  Nan 6.5,  Nan 6.8 

15 24.59 

  

โดยกลุมแบคทีเรียไดแก  Pseudomonas  aeruginosa  ATCC 9027   

Escherichia  coli  ATCC 25922   

Bacillus  cereus  ATCC 6633   

Staphylococcus  aureus  ATCC 25923  

  

กลุมราไดแก Candida  albicans  ATCC 10231   

Saccharomyces  cerevisiae  ATCC 5169   

Aspergillus  niger  ATCC 6275   
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จากตารางที่ 4.4  จะเหน็ไดวา จากจํานวนแอกติโนมยัซีทีสที่แยกไดทั้งหมด 61 สายพนัธุ 

มีแอกติโนมยัซีทีสที่สามารถสรางสารยับยั้งจุลินทรียทดสอบได 75.41 เปอรเซ็นต สวนจํานวนแอก

ติโนมัยซทีีสที่ไมสามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบไดมีจํานวน 24.59 เปอรเซ็นต 

นอกจากนีย้ับพบวา กลุมของแอกติโนมยัซีทีสที่สรางสารปฏิชีวนะยบัยั้งแบคทีเรียไดอยางเดียวมี

จํานวนมากทีสุ่ด คือ 68.85 เปอรเซ็นต ซึ่งในจํานวนนี้ ทั้งหมดเปนสายพนัธุที่สามารถสรางสาร

ปฏิชีวนะยับยัง้แบคทีเรียแกรมบวกไดอยางเดียว ทั้งนี้เนือ่งจากแบคทีเรียแกรมบวกเปนแบคทีเรียที่

ไวตอสารปฏิชีวนะมากกวาแบคทีเรียแกรมลบ เนื่องจากผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบมีเมม

เบรนชั้นนอก (outer membrane) ลอมรอบเพปติโดไกลแคนไว เมมเบรนน้ีมีไขมันมากถงึ 11-12 

เปอรเซ็นต ของน้ําหนกัแหงของผนงัเซลล ซึ่งทาํหนาที่เปนเคร่ืองกั้นสารเคมีและเอนไซมจาก

ภายนอกไมใหเขาไปทําลายเซลล  (นงลักษณ สุวรรณพินจิ และ ปรีชา สุวรรณพินิจ, 2541) 

 จากผลการทดสอบเพื่อคนหาแอกติโนมยัซทีีสสายพนัธุทีม่ีความสามารถในการสรางสาร

ปฏิชีวนะยับยัง้จุลินทรียทดสอบ ดังแสดงในตารางที ่4.3 และตารางที่ 4.4 จะเหน็ไดวามีเพยีงสาย

พันธุเดียวที่มขีอบเขตการยั้บยั้งกลุมจุลินทรียทดสอบไดมากที่สุดถึง 6 ชนิด คือ แอกติโนมยัซทีีส

สายพนัธุ Nan 6.2 ซึ่งสามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งกลุมจุลินทรียทดสอบ ไดแก B. cereus    

S. aureus  E. coli  C. albicans  S. cerevisiae  และออกฤทธิย์ับยัง้อยางออนกับ A. niger และ

ยังออกฤทธิย์บัยั้งจุลินทรียทดสอบแตละชนิดไดในระดับสูงสุดเม่ือเทยีบกับสายพนัธุอ่ืนๆ ดังนัน้จึง

คัดเลือกแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุนี้ไปทําการศึกษาเพิม่เติมตอไป 

 
4.5 การทดสอบความสามารถในการสรางสารปฏิชวีนะยับยั้งราทดสอบโดยวธิี  

Dual Culture 
 

เมื่อนําแอกติโนมัยซทีีสสายพันธุ Nan 6.2 ซึ่งไดรับการคัดเลือกในข้ันตนวามี

ความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะยบัยั้งจุลินทรียทดสอบไดดีที่สุด มาทําการศึกษาเพิ่มเติม

โดยใชวิธ ีDual Culture โดยทําการทดสอบกับราทดสอบสายพันธุเดิมคือ A.  niger  และทดสอบ

กับราทีก่อใหเกิดโรคพืช ไดแก Alternaria porri   Collectotrichum capsici   Fusarium 

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

aphanidermatum และ Phytophthora parasitica  ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.5 และรูปที่ 4.1-

4.7 
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ตารางที่ 4.5 แสดงระยะทางท่ีเสนใยของราทดสอบถูกยับยั้งโดยแอกติโนมัยซทีีส 

สายพนัธุ Nan 6.2 ( X + SD )  

 

      ∆γ ((( 
(ราทดสอบ มิลลิเมตร) 

Aspergillus niger 8.67+0.58 

Alternaria porri 10.00+1.00 

Collectotrichum capsici  7.33+0.58 

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici  11.33+0.58 

Fusarium oxysporum f.sp. cubense  11.67+0.58 

Pythium aphanidermatum 21.67+0.58 

Phytophthora parasitica 11.67+1.53 

 

∆γ คือ ระยะทางท่ีเสนใยของราทดสอบถูกยับย้ังในระนาบเดียวกับแอกติโนมยัซีทสี 

 

จากตารางที ่4.5 แอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ Nan 6.2 สามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งราที่

กอใหเกิดโรคพืชทีน่ํามาทดสอบไดทั้ง 7 ชนิด โดยใหผลการยับยัง้สูงสุดตอ P. aphanidermatum 

ซึ่งลักษณะโคโลนีของราทดสอบสายพนัธุตาง ๆ เมื่อถกูยับยั้ง แสดงดังรูปที่ 4.1 - 4.7 
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รูปท่ี 4.1 แสดงผลการยับยัง้การเจริญของ Aspergillus niger โดยแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 

6.2 

A ลักษณะโคโลนีของ Aspergillus niger ในชุดควบคุม 

B ลักษณะโคโลนีของ Aspergillus niger เมื่อเล้ียงรวมกบัแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุ 

Nan 6.2 
 
 

  
 

รูปท่ี 4.2 แสดงผลการยับยัง้การเจริญของ Alternaria porri โดยแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 

6.2 

A ลักษณะโคโลนีของ Alternaria porri ในชุดควบคุม 

B ลักษณะโคโลนีของ Alternaria porri เมือ่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 

6.2 
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รูปท่ี 4.3 แสดงผลการยับยัง้การเจริญของ Collectotrichum capsici  โดยแอกติโนมัยซีทีส 

สายพนัธุ Nan 6.2 

A ลักษณะโคโลนีของ Collectotrichum capsici ในชุดควบคุม 

B ลักษณะโคโลนีของ Collectotrichum capsici เมื่อเล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซทีีส 

สายพนัธุ Nan 6.2 
 
 

  
 

รูปท่ี 4.4 แสดงผลการยับยัง้การเจริญของ Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici โดย 

แอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 6.2 

A ลักษณะโคโลนีของ Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici ในชุดควบคุม 

B ลักษณะโคโลนีของ Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici เมื่อเล้ียงรวมกับ 

แอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 6.2 
 
 



 76 

  
 

รูปท่ี 4.5 แสดงผลการยับยัง้การเจริญของ Fusarium oxysporum f.sp. cubense โดย 

แอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 6.2 

A ลักษณะโคโลนีของ Fusarium oxysporum f.sp. cubense ในชุดควบคุม 

B ลักษณะโคโลนีของ Fusarium oxysporum f.sp. cubense เมื่อเล้ียงรวมกับ 

แอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 6.2 
 
 

  
 

รูปท่ี 4.6 แสดงผลการยับยัง้การเจริญของ Pythium aphanidermatum โดยแอกติโนมัยซทีีส 

สายพนัธุ Nan 6.2 

A ลักษณะโคโลนีของ Pythium aphanidermatum ในชุดควบคุม 

B ลักษณะโคโลนีของ Pythium aphanidermatum เมื่อเล้ียงรวมกับแอกติโยมัยซทีสี 

สายพนัธุ Nan 6.2 
 
 
 



 77 

  
 

รูปท่ี 4.7 แสดงผลการยับยัง้การเจริญของ Phytophthora parasitica โดยแอกติโนมัยซีทีส 

สายพนัธุ Nan 6.2 

A ลักษณะโคโลนีของ Phytophthora parasitica ในชุดควบคุม 

B ลักษณะโคโลนีของ Phytophthora parasitica เมื่อเล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซีทีส 

สายพนัธุ Nan 6.2 
 

 

จากรูปที่ 4.1-4.7 แอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 6.2 สามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งรา

ที่กอใหเกิดโรคพืชทีน่ํามาทดสอบไดทั้ง 7 ชนิด สังเกตไดจากลักษณะโคโลนขีองราทดสอบที่เกดิ

สวนเวาบริเวณที่เจริญเขาหาโคโลนีของแอกติโนมัยซทีีส โดยเสนใยสวนปลายของโคโลนจีะแผ

ออกในลักษณะที่ถกูจํากัดพืน้ที่ ซึง่ตางกับโคโลนีของราทดสอบในชุดควบคุมที่เสนใยสวนปลาย

ของโคโลนีแผออกอยางอิสระรอบทิศทาง ซึ่งลักษณะการเจริญที่แตกตางกันบริเวณเสนใยสวน

ปลายระหวางราทดสอบในชุดควบคุมกับราทดสอบที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 

6.2 สามารถเห็นไดอยางชัดเจนเมื่อตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด ดัง

แสดงในรูปที่ 4.8-4.14 
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รูปท่ี 4.8 ลักษณะเสนใยของ Aspergillus niger เมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน

แบบสองกราด 

-รูป A1 และ A2 แสดงลักษณะเสนใยของ Aspergillus niger ในชุดควบคุม กาํลังขยาย 

50X (รูป A1) 150X (รูป A2) 

-รูป B1 และ B2 แสดงลักษณะเสนใยบริเวณที่ถกูยับยั้งของ Aspergillus niger เมื่อ

เล้ียงรวมกับสายพนัธุ Nan 6.2 กําลังขยาย 50X (รูป B1) 150X (รูป B2) 

 
 จากรูปที ่4.8 เสนใยของ A. niger เมื่อเล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 6.2 มี

การขดตัวหดส้ันและหงิกงอ ดังรูป B1 และ B2  แตกตางกับลักษณะในชุดควบคุม ซึ่งเสนใย

สามารถเจริญยืดยาวแผออกไปไดอยางอิสระ ดังรูป A1 และ A2  
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รูปท่ี 4.9 ลักษณะเสนใยของ Alternaria porri เมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบ

สองกราด 

-รูป A1 และ A2 แสดงลักษณะเสนใยของ Alternaria porri ในชุดควบคุม กําลังขยาย 

50X (รูป A1) 150X (รูป A2) 

-รูป B1 และ B2 แสดงลักษณะเสนใยบริเวณที่ถกูยับยั้งของ Alternaria porri เมื่อเล้ียง

รวมกับสายพนัธุ Nan 6.2 กําลังขยาย 50X (รูป B1) 150X (รูป B2) 

 

 จากรูปที ่4.9 เสนใยของ A. porri เมื่อเล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 6.2 มี

การขดตัวและกระจุกตัวรวมกันอยางหนาแนน ดังรูป B1 และ B2  แตกตางกับลักษณะในชุด

ควบคุม ซึง่เสนใยสามารถเจริญยืดยาวแผออกไปไดอยางอิสระ และอยูรวมกนัอยางหลวม ๆ ดังรูป 

A1 และ A2  
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รูปท่ี 4.10 ลักษณะเสนใยของ Collectotrichum capsici เมื่อศึกษาภายใตกลองจลุทรรศน

อิเล็กตรอนแบบสองกราด 

-รูป A1 และ A2 แสดงลักษณะเสนใยของ Collectotrichum capsici ในชุดควบคุม 

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

-รูป B1 และ B2 แสดงลักษณะเสนใยบริเวณที่ถกูยับยั้งของ Collectotrichum capsici 

เมื่อเล้ียงรวมกบั    สายพันธุ Nan 6.2 กําลังขยาย 50X (รูป B1) 150X (รูป B2) 

 

 จากรูปที ่4.10 เสนใยของ C. capsici เมื่อเล้ียงรวมกับแอกติโนมยัซีทสีสายพนัธุ Nan 6.2 

มีลักษณะหงกิงอ มีการขดตัวและกระจุกตัวรวมกนัอยางหนาแนน ดังรูป B1 และ B2 แตกตางกับ

ลักษณะในชุดควบคุม ซึ่งเสนใยสามารถเจริญยืดยาวแผออกไปไดอยางอิสระ และอยูรวมกนัอยาง

หลวม ๆ ดังรูป A1 และ A2  
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รูปท่ี 4.11 ลักษณะเสนใยของ Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici เมื่อศึกษาภายใตกลอง

จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 

-รูป A1 และ A2 แสดงลักษณะเสนใยของ Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici ใน

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

-รูป B1 และ B2 แสดงลักษณะเสนใยบริเวณที่ถกูยับยั้งของ Fusarium oxysporum 

f.sp. lycopersici เมื่อเล้ียงรวมกับสายพันธุ Nan 6.2 กําลังขยาย 50X (รูป B1) 150X 

(รูป B2) 

 

 จากรูปที ่4.11 เสนใยของ F. oxysporum f.sp. lycopersici เมื่อเล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซี

ทีสสายพนัธุ Nan 6.2 มีลักษณะหงิกงอ มีการขดตัวหดส้ัน และกระจุกตัวอยูรวมกนัอยางไมเปน

ระเบียบ เห็นไดอยางชัดเจน ดังรูป B1 และ B2 แตกตางกับลักษณะในชุดควบคุม ซึ่งเสนใยเจริญ

แผออกอยางเปนระเบียบ เสนใยบริเวณสวนปลายเจริญยืดยาวแผออกไปไดอยางอิสระ ดังรูป A1 

และ A2  
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รูปท่ี 4.12 ลักษณะเสนใยของ Fusarium oxysporum f.sp. cubense  เมื่อศึกษาภายใตกลอง

จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 

-รูป A1 และ A2 แสดงลักษณะเสนใยของ Fusarium oxysporum f.sp. cubense  ใน

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

-รูป B1 และ B2 แสดงลักษณะเสนใยบริเวณที่ถกูยับยั้งของ Fusarium oxysporum 

f.sp. cubense  เมื่อเล้ียงรวมกับสายพนัธุ Nan 6.2 กําลังขยาย 50X (รูป B1) 150X 

(รูป B2) 

 

 จากรูปที ่4.12 เสนใยของ F. oxysporum f.sp. cubense  เมื่อเล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซี

ทีสสายพนัธุ Nan 6.2 มีลักษณะหงิกงอ มีการขดตัวหดส้ันเขามารวมกันอยางหนาแนนและไมเปน

ระเบียบ เห็นไดอยางชัดเจน ดังรูป B1 และ B2 แตกตางกับลักษณะในชุดควบคุม ซึ่งเสนใยเจริญ

แผออกอยางเปนระเบียบ เสนใยบริเวณสวนปลายเจริญยืดยาวออกไปไดอยางอิสระ ดังรูป A1 

และ A2  
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รูปท่ี 4.13 ลักษณะเสนใยของ Pythium aphanidermatum เมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอนแบบสองกราด 

-รูป A1 และ A2 แสดงลักษณะเสนใยของ Pythium aphanidermatum ในชุดควบคุม 

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

-รูป B1 และ B2 แสดงลักษณะเสนใยบริเวณที่ถกูยับยั้งของ Pythium 

aphanidermatum เมื่อเล้ียงรวมกับ สายพันธุ Nan 6.2 กําลังขยาย 50X (รูป B1) 

150X (รูป B2) 

 

จากรูปที ่ 4.13 เสนใยของ P. aphanidermatum เมื่อเล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซทีีสสาย

พันธุ Nan 6.2 เจริญแบบกระจายตัวอยางหลวม ๆ ดังรูป B1 และ B2 ในขณะที่เสนใยในชุด

ควบคุมเจริญประสานกันอยางหนาแนน ดังรูป A1 และ A2  
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รูปท่ี 4.14 ลักษณะเสนใยของ Phytophthora parasitica เมื่อศึกษาภายใตกลองจลุทรรศน

อิเล็กตรอนแบบสองกราด 

-รูป A1 และ A2 แสดงลักษณะเสนใยของ Phytophthora parasitica ในชุดควบคุม 

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

-รูป B1 และ B2 แสดงลักษณะเสนใยบริเวณที่ถกูยับยั้งของ Phytophthora parasitica 

เมื่อเล้ียงรวมกบั    สายพันธุ Nan 6.2 กําลังขยาย 50X (รูป B1) 150X (รูป B2) 

 

จากรูปที่ 4.14 เสนใยของ P. parasitica เมื่อเล้ียงรวมกับแอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ Nan 

6.2 มีลักษณะหงกิงอและเจริญแบบกระจายตัวอยางหลวม ๆ ดังรูป B1 และ B2 ในขณะที่เสนใย

ในชุดควบคุมเจริญไดดีและหนาแนนกวา ดังรูป A1 และ A2  
 
 

จากรูปที ่ 4.8-4.14 จะเหน็ไดวาลักษณะเสนใยสวนปลายของโคโลนีราทดสอบเมื่อ

ตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด เปรียบเทียบระหวางราทดสอบในชุด

ควบคุมกับราทดสอบที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 6.2 มีความแตกตางกนัอยาง

ชัดเจน โดยผลการยับยั้งการเจริญของเสนใยราทดสอบในแตละชนิดมีลักษณะที่เกิดข้ึนหลาย

ลักษณะ เชน มีการเจริญในลักษณะทีเ่สนใยแผออกไมเต็มที่ (รูปที4่.11 และ 4.12) การเจริญของ
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ตารางที่ 4.6 ผลการวิเคราะหบริเวณยับยัง้จุลินทรียทดสอบ เมื่อทดสอบดวยสารสกัดจาก        

น้ําเล้ียงเชื้อของอาหารเล้ียงแอกติโนมยัซทีีสสายพนัธุ Nan 6.2 ชนิดตาง ๆ              

มาสกัดดวยเอททิลแอซิเตต 

 

บริเวณยับย้ังดวยสารสกัดจากอาหารเล้ียงเช้ือชนิดตาง ๆ (มิลลิเมตร) 

จุลินทรียทดสอบ ISP2 SCB SCYB NB MEB SSB 

P.  aeruginosa 

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

E.  coli 

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

B.  cereus 

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

S.  aureus 

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

C.  albicans 

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

S.  cerevisiae 

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

A.  niger 

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

หมายเหตุ ตัวอักษรทีก่ํากับดานขวาของตัวเลขในแนวนอน เปนการเปรียบเทียบความ

แตกตางของคาเฉลี่ยจํานวน 3 ซ้ํา ตัวอักษรที่ตางกันแสดงความแตกตางทางสถิติแบบมีนัยสําคัญ

ยิ่งที่ระดับความเช่ือมั่น 99 เปอรเซ็นต  

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

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

SSB ( Soluble starch broth) 

 

จากตารางที4่.6 เมื่อนาํผลการทดสอบมาวิเคราะหทางสถิติ โดยใชวธิี one way anova 

พบวา เมื่อพิจารณาขอมลูในแนวนอนสามารถแบงกลุมคาเฉลี่ยของบริเวณยับยั้งไดแตกตางกัน 

อยางมีนยัสําคัญยิ่ง โดยเมือ่พิจารณาผลการยับยัง้เมื่อเล้ียงแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 6.2 ใน

อาหารแตละชนิด พบวา ในอาหาร SSB มีกลุมคาเฉลีย่ของการยับยัง้ที่สูงที่สุด อยูมากที่สุด ดังนัน้
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ATCC6633 

S. aureus 
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ATCC25923 

C. albicans 
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ATCC 10231 

S. cerevisiae 
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AlCC 5169 

A. niger 
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(Sodium caseinate yeast extract broth) NB (Nutrient broth) MEB (Malt extract broth) 

SSB ( Soluble starch broth) 
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จากตารางที4่.7 เมื่อนาํผลการทดสอบมาวิเคราะหทางสถิติ โดยใชวธิี one way anova 

พบวา เมื่อพิจารณาขอมลูในแนวนอนสามารถแบงกลุมคาเฉลี่ยของบริเวณยับยั้งไดแตกตางกัน 

อยางมีนยัสําคัญยิ่ง โดยเมือ่พิจารณาผลการยับยัง้เมื่อเล้ียงแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 6.2 ใน

อาหารแตละชนิด พบวา ในอาหาร SSB มีกลุมคาเฉลีย่ของการยับยัง้ที่สูงที่สุด อยูมากที่สุด โดย

ใหคาการยับยัง้จุลินทรียทดสอบสูงที่สุดถงึ 5 ชนิด ดังนั้นเมื่อตองการสกัดสารปฏิชีวนะที่ผลิตโดย

แอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 6.2 ดวยเมทานอล อาหารที่เหมาะสมตอการเลี้ยงมากที่สุดคือ 

SSB 

สวนการใชตัวทําละลาย เฮกเซน ในการสกัดสารปฏิชีวนะที่ผลิตโดยแอกติโนมยัซีทีสสาย

พันธุ Nan 6.2 ที่เล้ียงในอาหารทั้ง 6 ชนิด ไมปรากฏผลยบัยั้งในจุลินทรียทดสอบทกุสายพนัธุ 

จากผลการคัดเลือก SSB เปนอาหารที่เหมาะสมทีสุ่ดตอการผลิตสารปฏิชีวนะของสาย

พันธุ Nan 6.2 โดยใหขอบเขตและคาการยับยั้งสูงสุด ทัง้ที่ใชเอททิลแอซิเตตและเมทานอลเปนตัว

ทําละลาย และเม่ือใชวิธทีางสถิติวิเคราะหผลเพื่อหาตัวทําละลายท่ีเหมาะสมทีสุ่ดในการใชสกัด

สารปฏิชีวนะจากแอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ Nan 6.2 ไดผลดังแสดงในตารางที่ 4.8  

 

ตารางที่ 4.8  ผลการวิเคราะหบริเวณยับยั้งจุลินทรียทดสอบ   เปรียบเทียบระหวางสารสกัดจาก

เอททิลแอซิเตตและสารสกัดจากเมทานอลเมื่อเล้ียงแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 

6.2 ในอาหาร SSB ( Soluble starch broth) 

 
บริเวณยับย้ังดวยสารสกัดจากตัวทําละลายชนิดตาง ๆ (มิลลิเมตร)  

จุลินทรียทดสอบ สารสกัดจาก 

เอททิลแอซิเตต 

สารสกัดจาก 

เมทานอล 

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

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

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

A.  niger ATCC 6275 17.67 c 18.33 c 
หมายเหตุ ตัวอักษรทีก่ํากับดานขวาของตัวเลข เปนการเปรียบเทียบความแตกตางของ

คาเฉลี่ยจํานวน 3 ซ้ํา ทัง้ทางแนวต้ังและแนวนอน ตัวอักษรที่ตางกนัแสดงความแตกตางทางสถิติ

แบบมีนัยสําคัญยิ่งที่ระดับความเชื่อมั่น 99 เปอรเซ็นต    
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จากตารางที4่.8 เมื่อนาํผลการทดสอบมาวิเคราะหทางสถิติ โดยใชวธิี one way anova 

พบวา เมื่อพจิารณาขอมูลทั้งหมดสามารถแบงกลุมคาเฉลี่ยของบริเวณยับยัง้ไดแตกตางกนั โดย

เมื่อพิจารณาผลการยับยัง้เมื่อเล้ียงแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 6.2 ในอาหาร SSB ( Soluble 

starch broth) พบวาตัวทาํละลายที่เหมาะสมในการสกัดน้ําเล้ียงเช้ือของสายพันธุ Nan 6.2  คือ 

เมทานอล เนือ่งจากมีกลุมของคาเฉลี่ยการยับยัง้ในระดับสูงมากที่สุด กลาวคือ สารสกัดจากเมทา

นอลออกฤทธิย์ับยั้ง จุลินทรียทดสอบ  6   ชนิดไดในระดับสูงสุด เมื่อเทียบกับสารสกัดจากเอททิล

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

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

ในขณะที่เอททิลแอซิเตต     เปนตัวทําละลายสารสกัดออกฤทธิ์ยับยัง้ในระดับสูงรองลงมา      สวน

เฮกเซนไมสามารถสกัดสารที่มีฤทธิย์ับยั้งจุลินทรียออกมาไดเลย  

 
4.7 การศึกษาความสัมพันธระหวางการเจริญกับการสรางสารปฏิชวีนะยับยั้งจลุนิทรีย

ของแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุ Nan 6.2   
 

จากการศึกษาการสรางสารปฏิชีวนะของแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 6.2 ในอาหาร

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

นําน้ําเล้ียงเชือ้มากรองแยกเสนใย และหานํ้าหนักแหงของเสนใย นาํน้าํเล้ียงเช้ือไปสกัดดวยเมทา

นอลแลวนาํมาทดสอบ พบวาสารสกัดที่ไดจากน้าํเล้ียงเช้ือของแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 6.2 

ออกฤทธิย์ับยัง้จุลินทรียทดสอบ 6 ชนิด คือ B. cereus S. aureus E. coli S. cerevisiae            

C. albican และ A. niger ซึ่งปริมาณสารปฏิชีวนะที่เชือ้สรางออกมาข้ึนอยูกับเวลาในการเล้ียงเชือ้ 

แสดงดังรูปที่ 4.15 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางการเจริญและการสรางสารปฏิชีวนะยับยัง้จุลิ

นทรียทดสอบของแอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ Nan 6.2 จากกราฟพบวาการเจริญของเช้ือ 4 วนัแรก

เปนระยะ log phase จากนั้น เร่ิมเขาสูระยะ stationary phase หลังจากวนัที ่ 4 เปนตนไป การ

สรางสารออกฤทธิย์ับยัง้รา ยีสต และแบคทีเรียทดสอบสวนใหญ สามารถตรวจพบไดต้ังแตวันที่ 4 

สําหรับสารยบัยั้ง E coli เร่ิมสรางหลังวนัที ่4 เปนตนไป และจะเพิ่มข้ึนเร่ือย ๆ จนถงึประมาณวนัที่ 

10 ซึ่งมีปริมาณสูงสุดและจะคงทีเ่ร่ือยไป ดังนัน้ในการเล้ียงแอกติโนมัยซทีีสสายพันธุ Nan 6.2  

เพื่อผลิตสารปฏิชีวนะควรใชเวลาอยางนอย 10 วัน 
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รูปท่ี 4.15 กราฟแสดงความสัมพนัธระหวางการเจริญและการสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบของแอกติโนมยัซีทสีสายพนัธุ Nan 6.2 (คาเฉลี่ย 3 ซ้ํา + SD) 

 
4.8 การแยกสารปฏิชีวนะเบื้องตนดวยวิธีทนิเลเยอรโครมาโทกราฟ 
 

 ทําการแยกสารสกัดโดยใชแผน TLC  aluminium sheet  รุน Silica gel60 F254 โดยนําสาร

สกัดที่ไดจากอาหารเล้ียงเชือ้ SSB ที่เพาะเล้ียงแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 6.2 เปนเวลา 10 วัน 

ปริมาตร 25 ไมโครลิตร มาหยดลงบนแผน TLC แลวนาํไป develop ดวยตัวทําละลายผสม

ระหวางเอททลิแอซิเตตและเมททานอลในอัตราสวน 3:2 โดยสารสกัดจากสายพนัธุ Nan 6.2 

ปรากฏตําแหนงของสารออกมา 4 ตําแหนงเม่ือตรวจสอบดวยรังสี ยวูี ที่ความยาวคล่ืน 365 นาโน

เมตร มีคา Rf เทากับ 0.38  0.43  0.51 และ 0.82 ดังแสดงในรูปที ่4.16  

 



 91 

 
 

รูปท่ี 4.16 แสดงการแยกสารสกัดจากสายพันธุ Nan 6.2 โดยใชแผน TLC  

ตรวจสอบภายใตรังสี ย ูวี ทีค่วามยาว คล่ืน  365 นาโนเมตร 

 

เมื่อนําแผน TLC ที่แยกสารไดนี้ไปทดสอบหาตําแหนงของสารที่มฤีทธิ์ยับยัง้จุลินทรียโดย

วิธีไบโอออโตกราฟ พบวาบริเวณของ Rf  3 ตําแหนง เทานั้น คือ  0.38  0.43 และ 0.51  ที่มีฤทธิ์

ยับยั้งจุลินทรียทดสอบได โดยยับยั้ง B. cereus ATCC 6633  S. aureus ATCC 25923  E. coli 

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

6275  ดังแสดงในรูปที ่4.17   
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รูปท่ี 4.17 แสดงผลการทดสอบการออกฤทธิ์ของสารสกัดจากสายพนัธุ Nan 6.2 ที่แยกไดข้ันตน

ดวยแผน TLC 

A ผลการยับยัง้เมื่อทดสอบกบั E. coli ATCC 25922 

B ผลการยับยัง้เมื่อทดสอบกบั B. cereus ATCC 6633 

C ผลการยับยัง้เมื่อทดสอบกบั S. aureus ATCC 25923 

D ผลการยับยัง้เมื่อทดสอบกบั C.albicans ATCC 10231 

E ผลการยับยัง้เมื่อทดสอบกบั S. cerevisiae  ATCC 5169 

F ผลการยับยัง้เมื่อทดสอบกบั A. niger ATCC 6275 
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โดยแผน TLC ชิ้นเล็ก ทางซายและขวา เปนชุดควบคุมผลลบ (แผน TLC ที่ไมไดหยดสาร

สกัด) และชุดควบคุมผลบวก (แผน TLC หยดสารสกัดแตไมผานการชะดวยตัวทําละลาย) 

ตามลําดับ 

 
4.9 การทดสอบเพ่ือคัดเลือกแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุที่สรางสารยับยั้งเซลลไลน

มะเร็งมนุษย 
  

นําแอกติโนมัยซีทีสที่แยกไดจากตัวอยางดินทัง้หมด 61 สายพนัธุ เล้ียงในอาหารเหลว  

Malt Extract Broth (MEB) เปนเวลา 10 วัน สกัดน้าํเล้ียงเชื้อดวยเอททิลแอซิเตต ระเหยเอททิลแอ

ซิเตตออก และละลายสารสกัดดวยสารละลาย 25%DMSO ไดสารสกดัทั้งหมด 61 ชนิด นาํสาร

สกัดมาทดสอบการยับยัง้เซลลมะเร็งโดยวธิี MTT กับเซลลไลนมะเร็งมนุษย  (Human tomour cell 

lines)  6 ชนิด  ดังนี ้

 

 A375  (Human malignant melanoma)  ATCCno.CRL-1619 

 SW620  (Human colorectal adenocarcinoma) ATCCno.CCL-227 

 KatoⅢ  (Human gastric carcinoma)  ATCCno.HTB-103 

 HepG2  (Human hepatocellular carcinoma) ATCCno.HB-8065 

 BT474  (Human ductal carcinoma)  ATCCno.HTB-20 

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

 

พบวาแอกติโนมัยซทีีสแตละสายพันธุสามารถสรางสารยับยั้งเซลลมะเร็งไดแตกตางกนั  

ดังแสดงในรูปที่  4.18 
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4.10 การจัดกลุมความสามารถในการสรางสารยับยั้งเซลลไลนมะเร็งมนุษย 
 

 จากการทดสอบการสรางสารยับยั้งเซลลไลนมะเร็งมนษุยของแอกติโนมัยซีทีสทั้งหมด 61 

สายพนัธุ  สามารถแบงกลุมแอกติโนมยัซีทีสตามความสามารถในการสรางสารยบัยั้งเซลลมะเร็ง

ออกไดเปน 2 กลุมใหญ กลุมแรก คือ สายพันธุที่สามารถสรางสารยับยั้งทําใหเซลลมะเร็งมี

เปอรเซ็นตการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากับ 40 เปอรเซ็นต และกลุมที่สอง คือ สายพนัธุทีท่ําให

เซลลมะเร็งมเีปอรเซ็นตการมีชีวิตมากกวา 40 เปอรเซ็นต ดังแสดงในตารางที ่4.9  

 

ตารางที่ 4.9  แสดงการจัดกลุมของแอกติโนมัยซทีีสทีน่ํามาทดสอบความสามารถในการสรางสาร

ยับยั้งเซลลไลนมะเร็งมนษุย 

 

ขอบเขตความสามารถ 

ในการยับยั้ง 

เซลลมะเร็งทดสอบ 

สายพนัธุแอกติโนมัยซทีีส รวม % 

ทําใหเซลลมะเร็งมีอัตรา

การมีชีวิตนอยกวาหรือ

เทากับ 40 เปอรเซ็นต 

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

Nan 2.10, Nan 4.1, Nan 4.4 Nan 4.10 

Nan 4.11,  Nan 4.12, Nan 6.3,  Nan 6.11 

13 21.31 

ทําใหเซลลมะเร็งมีอัตรา

การมีชีวิตมากกวา 40 

เปอรเซ็นต 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Nan 6.10,  Nan 7.1,  Nan 7.2,  Nan 7.3 

48 78.69 
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จากตารางที ่ 4.9 กลุมที่ทาํใหเซลลมะเร็งมีอัตราการมีชีวิตนอยกวาหรือเทากับ 40 

เปอรเซ็นต มีจาํนวนทั้งหมด 13 สายพันธุ คิดเปน 21.31 เปอรเซ็นต จากจํานวนสายพันธุทัง้หมดที่

แยกได ซึ่งในการทดลองนีส้นใจสายพนัธุในกลุมแรก เนื่องจากเปนกลุมที่สรางสารออกฤทธ์ิยับยั้ง

เซลลมะเร็งไดในระดับสูง นาํแอกติโนมัยซทีีสกลุมแรกนี้มาจัดกลุมโดยแบงตามการออกฤทธิ์ตอ

ชนิดของเซลลมะเร็ง ดังแสดงในตารางที่ 4.10 

 

ตารางที่ 4.10  สรุปจํานวนสายพนัธุของแอกติโนมัยซีทีสกลุมที่สรางสารทีม่ีผลตอการยับยัง้เซลล

ไลนมะเร็งมนษุย โดยทาํใหอัตราการมีชีวติของเซลลมะเร็งนอยกวาหรือเทากับ 40 

เปอรเซ็นต เมือ่บมสารสกัดกับเซลลมะเร็งเปนเวลา 24 ชั่วโมง แยกตามชนิดของ

เซลลมะเร็ง (คาเฉลี่ย + SD) 

 

อัตราการมีชีวิตของเซลลไลนมะเร็งมนุษย (เปอรเซ็นต) 

สายพันธุแอก

ติโนมัยซีทีส A375 

Malignant 

SW620 

Colorectal 

KatoⅢ 
 Gastric 

HepG2 

Liver 

BT474 

Breast 

Jurkat 

T cell 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

เซลลมะเร็งทดสอบไดทั้ง 6 ชนิด นอกจากน้ียงัมีสารสกดัจากสายพนัธุอ่ืน ๆ ที่มีฤทธิ์ในการยับยัง้

เซลลมะเร็งทดสอบไดมากกวาชนิดเดียว เชน สายพันธุ Nan4.11 สามารถสรางสารที่มีฤทธิ์ในการ

ยับยั้งเซลลมะเร็งทดสอบได 2 ชนิด คือ เซลลมะเร็งผิวหนัง (Malignant : A375) และ เซลลมะเร็ง

เม็ดเลือดขาว  (T cell : Jurkat) เปนตน 

แตคุณสมบัติของการเปนสารออกฤทธ์ิยบัยั้งเซลลมะเร็งที่ดีนัน้ ควรที่จะมีฤทธิ์ยับยั้ง

เซลลมะเร็งไดแบบจําเพาะ จากตารางที่ 4.10 มีสายพันธุที่สรางสารออกฤทธยับยัง้เซลลมะเร็งได

แบบจําเพาะตอเซลลมะเร็งชนิดเดียวถึง 9 สายพันธุ คิดเปน 14.75 เปอรเซ็นต จากจํานวนสาย

พันธุที่แยกไดทั้งหมด โดยสายพันธุที่สรางสารออกฤทธยับยั้งเซลลมะเร็งไดแบบจําเพาะและออก

ฤทธิย์ับยัง้ไดในระดับสูงสุด คือ สายพนัธุ Nan 2.4 โดยทําใหเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวมีเปอรเซน็ต

การมีชีวิตเทากับ 12.77 เปอรเซ็นต ดังนัน้จึงคัดเลือกแอกติโนมยัซีทสีสายพนัธุนี้ เพื่อนาํไปศึกษา

ตอถึงการชักนาํใหเซลลมะเร็งเกิดการตายแบบ apoptosis ตอไป 

 
4.11 การศึกษาผลของสารสกัดจากแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุ Nan 2.4  ตอการตาย

แบบอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเร็งมนุษย  โดยวิธียอมดวย DNA dye Hoechst 
33342 

 

 เพื่อศึกษาวาสารสกัดจากแอกติโนมยัซีทีสสายพนัธุ Nan 2.4 ทําลายเซลลมะเร็งโดย

กระตุนใหเซลลเขาสูโปรแกรมการตายแบบอะพอพโทซิสหรือไม จึงทาํการศึกษาผลของสารสกดั

ตอการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลลไลนมะเร็งมนษุย โดยทดสอบกับเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว 

(Jurkat ATCCno.CRL-2063) พบวาสารสกัดจากแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 2.4 สามารถ

กระตุนใหเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว เขาสูโปรแกรมการตายแบบอะพอพโทซิส โดยมีเปอรเซ็นตอะ

พอพโทซิส 72.29 เปอรเซ็นต  แสดงผลดังรูปที่ 4.19 และ 4.20 
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รูปท่ี 4.19 ผลของสารสกัดจากแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุ Nan 2.4 ตอการตายแบบอะพอพโทซิส

ของเซลล Jurkat ATCCno.CRL-2063 เมื่อบมสารสกัดกับเซลลมะเร็งเปนเวลา 24 

ชั่วโมง โดยศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนซ  กําลังขยาย 200 เทา   

A.  เติมสารละลาย 25%DMSO ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เปนชุดเซลลผลลบควบคุม 

B.  เติมสารสกัดจากแอกติโนมัยซทีีสสายพันธุ Nan 2.4 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

C.  เติม Etoposide ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร เปนชุดเซลลผลบวกควบคุม 

[เคร่ืองหมายลูกศรชี้ (           )  คือเซลลทีม่ีการตายแบบอะพอพโทซิส] 
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รูปท่ี 4.20 กราฟแสดงผลของสารสกัดจากแอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ Nan 2.4 ตอการตาย 

แบบอะพอพโทซิสของเซลลมะเร็ง Jurkat เปรียบเทยีบกบั สาร Etoposide  

เปนชุดควบคุมบวก และสารละลาย 25%DMSO เปนชดุควบคุมลบ (คาเฉลี่ย + SD) 

 

จากรูปที ่ 4.19 สารสกัดจากแอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ Nan 2.4 สามารถกระตุนให

เซลลมะเร็งเมด็เลือดขาว เขาสูโปรแกรมการตายแบบอะพอพโทซิส สังเกตไดจากนวิเคลียสภายใน

เซลลแยกออกเปนสวน ๆ ซึ่งเกิดจากการที่เซลลมะเร็งไดรับการกระตุนจากสารสกัดที่ทดสอบ   

แลวเซลลเกิดการหดตัวจนนิวเคลียสแตก หากเพิ่มระยะเวลาการทดสอบนานข้ึน เซลลจะเขาสู

ระยะอะพอพโทซิสชวงปลาย (late apoptosis) ซึ่งหลังจากนัน้เซลลจะเกิดการสลายตัว (lysis)  

จากผลการทดลองขางตนสามารถคัดเลือกแอกติโนมัยซทีีสได 2 สายพนัธุ คือ            

สายพนัธุ Nan 2.4 ซึ่งแสดงผลการยับยัง้สูงสุดและจําเพาะตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Jurkat 

ATCCno.CRL-2063)  และสายพนัธุ Nan 6.2 ซึ่งมีขอบเขตการยั้บยัง้กลุมจุลินทรียทดสอบไดมาก

ที่สุดและยังออกฤทธ์ิยับยัง้จุลินทรียทดสอบแตละชนิดไดในระดับสูงสุดเม่ือเทียบกบัสายพนัธุอ่ืน ๆ 

นําแอกติโนมัยซีทีสทั้งสองสายพนัธุนี้ไปศึกษาตอถงึลักษณะทางสรีรวิทยา ชีวเคมี และสัณฐาน

วิทยา เพื่อการจัดจําแนกตอไป 
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4.12 การจาํแนกสายพันธุของแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุ Nan 2.4  และ Nan 6.2 
 

ศึกษาตามวิธรีายงานโดย  Williams และคณะ Bergey’s Manual of systematic 

Bacteriology Volume 9 (Williams และคณะ, 1994) โดยทาํการจําแนกดวยวิธกีารตาง ๆ ดังนี ้

 4.12.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา ภายใตกลองจุลทรรศน (light 

microscope),  กลองจุลทรรศนสเตอริโอ (stereo microscope)  และกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน

แบบสองกราด (SEM)   

  จากการนาํแอกติโนมยัซีทีสสายพนัธุ  Nan 2.4  และ  Nan 6.2  มาทาํ slide 

culture  บนอาหารเลี้ยงเช้ือ ISP2 พบวาสายพนัธุ  Nan 2.4  มีการสรางเสนใยอาหารและเสนใย

อากาศที่มีลักษณะคอนขางเปนเสนตรงยาวปลายโคงงอ มีการสรางสายสปอรบนเสนใย สปอร

เคล่ือนที่ไมได สายสปอรมลัีกษณะยาวและปลายสายสปอรมีลักษณะเปนวงเปด โดยเร่ิมขดเปน

เกลียวหนึ่งถึงสองช้ัน  สวนสายพนัธุ Nan 6.2 มีการสรางสายสปอรยาวมีลักษณะขดมวนเปน

เกลียวอยางชัดเจน  ดังรูปที่ 4.21   

 

  
 

รูปท่ี 4.21 ภาพเสนใยและสายสปอรของแอกติโนมยัซีทสีสายพนัธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2  

จากกลองจุลทรรศน  

รูป A เสนใยและสายสปอรของแอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ Nan 2.4 อาย ุ4 วัน เสนใยไม

หนาแนน สายสปอรสวนปลายเริ่มขดเปนเกลียว กาํลังขยาย 100 X 

รูป B เสนใยและสายสปอรของแอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ Nan 6.2 อาย ุ4 วัน เสนใยมี

ลักษณะเปนเสนหนา สายสปอรมีการขดมวนเปนเกลียว กําลังขยาย 100 X 

 

ทําการศึกษาลักษณะเสนใย สปอรและสายสปอรเพิม่เติมดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน

แบบสองกราด ไดผลแสดงดังรูปที่ 4.22 - 4.26  
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รูปท่ี 4.22 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดแสดงสายสปอรและเสนใยของ

แอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 2.4 เมื่อเล้ียงในอาหาร ISP2 อาย ุ 4 วัน กาํลังขยาย 

5,000 X 

 

 
 

รูปท่ี 4.23  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดแสดงสายสปอรและเสนใยของ

แอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 2.4 เมื่อเล้ียงในอาหาร ISP2 อาย ุ 5 วัน กาํลังขยาย 

7,500 X 
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จากรูปที ่ 4.22 และ 4.23 ลักษณะสปอรและสายสปอรเมื่อตรวจสอบดวยกลอง

จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดพบวาสายสปอรของแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 2.4 มี

ลักษณะคอนขางตรงยาว สปอรมีลักษณะเปนวงรียาว เรียงตอกนัเปนสายยาว สปอรมีผิวเรียบ  

  สวนในสายพนัธุ Nan 6.2 พบวามกีารสรางเสนใยอาหารและเสนใยอากาศ

หนาแนน  เสนใยมีการแตกแขนงจํานวนมาก สายสปอรเปนสายยาวและขดมวนเปนเกลียวเมื่อ

เจริญเต็มที่ สปอรเคล่ือนที่ไมได  สปอรมีรูปรางรี ผิวสปอรเปนร้ิวลาย แสดงดังรูปที่ 4.24 - 4.26 

 

 
 

รูปท่ี 4.24 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดแสดงสายสปอรและเสนใยของ

แอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 6.2 เมื่อเล้ียงในอาหาร ISP2 อาย ุ 5 วัน กาํลังขยาย 

5,000 X  
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รูปท่ี 4.25 ภาพถายกําลังสูงจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดแสดงสายสปอรขดเปน

เกลียวของแอกติโนมยัซีทีสสายพนัธุ Nan 6.2 ที่เจริญเต็มที่ อาย ุ 6 วัน กาํลังขยาย 

15,000 X 

 

 
 

รูปท่ี 4.26 ภาพถายกําลังสูงจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดแสดงลักษณะพืน้ผิว

สปอรของแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 6.2 กําลังขยาย 20,000 X 
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 ภาพถายโครงสรางของแอกติโนมัยซทีีสที่ไดคัดเลือกดวยกลองจุลทรรศนอิเลกตรอนแบบ

สองกราด  พบวาแอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2 จัดอยูในกลุม Streptomyces  

และสกุลที่เกี่ยวของ  เพราะพบการสรางเสนใยอาหารและเสนใยอากาศจํานวนมาก  ลักษณะ

สปอรตอกันเปนสายยาว  เมือ่สายสปอรแกจะแตกออกจากเสนใยหลักเปนสายสปอรเด่ียว ๆ  หรือ

เปนกลุมของสายสปอร  สายพนัธุ Nan 2.4 สายสปอรมีลักษณะคอนขางตรง  สวนปลายโคงงอ 

หรือมวนเปนเกลียว  สายสปอรยาวมากโดยแตกออกจากสวนปลายของเสนใยหลัก สปอรเคล่ือนที่

ไมได  ผิวสปอรเรียบ สปอรรูปรางรียาว สวนสายพันธุ Nan 6.2 สปอรรูปรารี สายสปอรมีลักษณะ

มวนเปนเกลียว  เมื่อเจริญเต็มที่เกลียวจะมีลักษณะมวนเปนวงหลายชั้น เปนแบบขดเปนเกลียว 

(spiral)  สปอรเคล่ือนที่ไมได  ผิวสปอรเปนร้ิวลายไมเรียบ ซึ่งลักษณะตางๆ ดังกลาวเปนลักษณะ

โครงสรางที่พบเดนชัดใน สกุล  Streptomyces การศึกษาทางสรีระวิทยาเพิ่มเติมและการวิเคราะห

ลําดับเบสที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA  จะทําใหทราบถึงสกุล  และสปชีสที่แนนอนของแอกติโน

มัยซีทีสสายพนัธุ  Nan 2.4  และ  Nan 6.2  ตอไป 

 

 4.12.2 การศึกษาการเจริญของแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ  Nan 2.4  และ  Nan 6.2  บน

อาหารเล้ียงเชือ้  International Streptomyces Project (ISP) media   

 จากการนาํแอกติโนมยัซีทีสสายพนัธุ Nan 2.4  และ  Nan 6.2  มาเพาะเล้ียงบนอาหาร

เล้ียงเชื้อ ISP  6 ชนิด  คือ  

 

  ISP1 TYEA Tryptone-yeast extract agar 

  ISP2 YMEA Yeast-malt extract agar 

  ISP3 OA Oat meal agar 

  ISP4 ISSA Inorganic salts starch agar 

  ISP5 GAA Glycerol asparagines agar 

  ISP6 PYEA Peptone-yeast extract iron agar 

 

 ลักษณะการเจริญ  ลักษณะของเสนใยอากาศ  เสนใยอาหาร สปอร และรงควัตถุทีล่ะลาย

น้ํา  แสดงในตารางที่ 4.11  และ รูปที่ 4.27 – 4.28 
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ตารางที่ 4.11  แสดงการเจริญของแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 2.4  และ  Nan 6.2  บนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP ชนิดตาง ๆ  

 
อาหาร     ลักษณะ 

     การเจริญ  ปริมาณและสีเสนใยอาหาร ปริมาณและสีเสนใยอากาศ จํานวนและสีสปอร  รงควัตถุที่ละลายน้ํา 
แอกติโนมัยซีทีสสายพันธุ Nan 2.4 
ISP1 (Tryptone-yeast extract agar)  ปานกลาง ปานกลาง,  สีเหลือง นอย,  สีน้ําตาล  นอย,  สีขาว  ไมสราง 

ISP2 (Yeast-malt extract agar)  ปานกลาง ปานกลาง,  สีเหลือง ปานกลาง,  สีขาว  มาก,  สีขาว  ไมสราง 

ISP3 (Oat meal agar)   มาก  มาก,  สีเหลือง  มาก,  สีขาว  มาก,  สีขาวเทา  ไมสราง 

ISP4 (Inorganic salts starch agar)  ปานกลาง ปานกลาง,  สีเหลือง ปานกลาง,  สีขาว  ปานกลาง,  สีขาว  ไมสราง 

ISP5 (Glycerol asparagines agar)  ปานกลาง ปานกลาง,  สีเหลือง ไมสราง   ไมสราง   ไมสราง 

ISP6 (Peptone-yeast extract iron agar) ปานกลาง นอย   นอย   ไมสราง   ไมสราง 

 
แอกติโนมัยซีทีสสายพันธุ Nan 6.2 
ISP1 (Tryptone-yeast extract agar)  มาก  มาก,  สีครีมเหลือง  มาก,  สีขาว  มาก,  สีเทาขาว  ไมสราง 

ISP2 (Yeast-malt extract agar)  มาก  มาก,  สีเหลือง  มาก,  สีครีม  มาก,  สีเทา  ไมสราง 

ISP3 (Oat meal agar)   มาก  มาก,  สีเทา  มาก,  สีเทา  มาก,  สีเทาดํา  ไมสราง 

ISP4 (Inorganic salts starch agar)  มาก  มาก,  สีครีมเหลือง  มาก  สีขาว  มาก,  สีขาว  ไมสราง 

ISP5 (Glycerol asparagines agar)  ปานกลาง ปานกลาง,  สีครีมเหลือง ปานกลาง,  สีครีม  ปานกลาง,  สีขาว  ไมสราง 

ISP6 (Peptone-yeast extract iron agar) ปานกลาง ปานกลาง,  สีเหลือง ปานกลาง,  สีขาว  นอย,  สีขาว  ไมสราง 
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รูปท่ี 4.27 ลักษณะโคโลนขีองแอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ Nan 2.4 เมื่อเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียง

เชื้อ ISP ชนิดตาง ๆ  

a  ลักษณะเสนใยอากาศ (aerial mycelium) 

s  ลักษณะเสนใยอาหาร (substrate mycelium) 

หมายเหตุ ISP ชนิดตาง ๆ ไดแก ISP1 (Tryptone-yeast extract agar), ISP2 (Yeast-malt 

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

asparagines agar) และ ISP6 (Peptone-yeast extract iron agar) 
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รูปท่ี 4.27 (ตอ)  
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รูปท่ี 4.28 ลักษณะโคโลนขีองแอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ Nan 6.2 เมื่อเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียง

เชื้อ ISP ชนิดตาง ๆ  

a  ลักษณะเสนใยอากาศ (aerial mycelium) 

s  ลักษณะเสนใยอาหาร (substrate mycelium) 

หมายเหตุ ISP ชนิดตาง ๆ ไดแก ISP1 (Tryptone-yeast extract agar), ISP2 (Yeast-malt 

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

asparagines agar) และ ISP6 (Peptone-yeast extract iron agar) 

 

 

 



 114 

 

 

 
 

รูปท่ี 4.28 (ตอ) 
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4.12.3 การศึกษาการสรางรงควัตถเุมลานนิ 

  จากการนาํแอกติโนมยัซีทีสสายพนัธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2 มาเพาะเล้ียงบน

อาหารวุนเอียง Peptone Yeast Extract Iron Agar และอาหารวุนเอียง  Tyrosine Agar   สามารถ

ตรวจสอบการสรางรงควัตถเุมลานนิ  จากการเปลี่ยนแปลงสีของอาหารเล้ียงเชื้อ  เมือ่เช้ือเจริญบน

อาหาร  Peptone Yeast Extract Iron Agar ไมเกิดการเปล่ียนแปลงสีของอาหารเล้ียงเชื้อทั้งใน

สายพนัธุ Nan 2.4 และ  Nan 6.2 แตเกิดการเปล่ียนแปลงสีของอาหารเล้ียงเชื้อเมื่อเจริญบน

อาหาร  Tyrosine agar ในสายพนัธุ Nan 2.4 โดยอาหารเล้ียงเช้ือเปล่ียนเปนสีดําบริเวณทีโ่คโลนี

ของแอกติโนมยัซีทีสเจริญอยู 

 

 4.12.4 การรีดิวสไนเตรท 

  จากการแทง (stab)  แอกติโนมัยซทีีสสายพันธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2 ในอาหาร

เล้ียงเชื้อ Nitrate Agar  สีของอาหารเล้ียงเชื้อจะเปล่ียนเปนสีแดงเมื่อหยดดวยสารลาย A และ B 

แสดงวาเชื้อทัง้สองสายพนัธุสามารถรีดิวซไนเตรตได  

 

 4.12.5 การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟต 

  จากการขีด (streak) แอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2 บน

ผิวหนาอาหารวุนเอียง Peptone Yeast Extract Iron Agar ไมเกิดการเปล่ียนแปลงสีของอาหาร

เล้ียงเชื้อของทัง้สองสายพนัธุ แตสีของอาหารวุนเอียง TSI เปล่ียนเปนสีเหลืองสม แสดงวามกีาร

สรางกรด แตไมมีการสรางกาซไฮโดรเจนซลัไฟต คุณสมบัติทางชีวเคมแีสดงในตารางท่ี 4.12 

 

ตารางที่ 4.12  แสดงความสามารถในการสรางรงควัตถุเมลานิน,  การรีดิวซไนเตรท  และการ

สรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟดของแอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2 

 

ผลการทดสอบของแอกติโนมัยซีทีส 
การทดสอบ 

สายพนัธุ Nan 2.4 สายพนัธุ Nan 6.2 

การสรางรงควตัถุเมลานิน + - 

การรีดิวซไนเตรท + + 

การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟด - - 

หมายเหตุ + : ผลการทดสอบเปนบวก - : ผลการทดสอบเปนลบ 

 

 



 116 

 4.12.6 การศึกษาสมบัติการยอยสาร 

  จากการนาํแอกติโนมยัซีทีสสายพนัธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2 มาเพาะเล้ียงบน

อาหารเล้ียงเชือ้  Modified Bennett Agar  ที่เติมสารทีต่องการตรวจสอบการยอยสลายสารแตละ

ชนิดลงไป  ผลแสดงดังตารางที ่4.13 

 

ตารางที ่ 4.13  แสดงความสามารถในการยอยสลายสารทดสอบของแอกติโนมยัซีทีสสายพันธุ  

Nan 2.4  และ  Nan 6.2 

 

ผลการยอยสลายสารโดยแอกติโนมยัซีทสี 
สารทดสอบ 

สายพนัธุ Nan 2.4 สายพนัธุ Nan 6.2 

Adenine + + 

Tyrosine + + 

Xylan + + 

Xanthine + + 

Casein + + 

Gelatin + + 

Starch + + 

หมายเหตุ + : ยอย  - : ไมยอย 

 

 4.12.7 การตรวจสอบการเจริญที่อุณหภูมิตาง ๆ  

  จากการนาํแอกติโนมยัซีทีสสายพนัธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2 มาเพาะเล้ียงบน

อาหารเล้ียงเชือ้  Modified Bennett Agar แลวนําไปบมที่อุณหภูมิตาง ๆ คือ  4   10   37  45  

และ  55 องศาเซลเซียส และตรวจสอบการเจริญ ไดผลการเจริญแสดงดังตารางที่ 4.14 
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ตารางที่ 4.14  ความสามารถในการเจริญของแอกติโนมัยซทีีสสายพันธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2  

          ที่อุณภูมิตาง ๆ  

 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) สายพนัธุ Nan 2.4 สายพนัธุ Nan 6.2 

4 - - 

10 - - 

37 + + 

45 - + 

55 - - 

หมายเหตุ + : เจริญ - : ไมเจริญ 

 

 4.12.8 การตรวจสอบการเจริญทีพ่ีเอชตาง ๆ  

  จากการนาํแอกติโนมยัซีทีสสายพนัธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2 มาเพาะเล้ียงบน

อาหารเล้ียงเชือ้  Modified Bennett Agar  ที่ปรับพีเอชเทากับ  4   4.5   5   5.5   6   8   8.5  และ 

9  ผลการเจริญแสดงดังตารางที ่4.15 

 

ตารางที่ 4.15  แสดงความสามารถในการเจริญของแอกติโนมยัซีทีสสายพนัธุ Nan 2.4 และ 

Nan 6.2  ที่พีเอชตาง ๆ 

 

พีเอช 

สายพนัธุ 
4 4.5 5 5.5 6 8 8.5 9 

Nan 2.4 + + + + + + + + 

Nan 6.2 + + + + + + + + 

หมายเหตุ + : เจริญ - : ไมเจริญ 

 

 4.12.9 การตรวจสอบการใชแหลงไนโตรเจน 

  จากการนาํแอกติโนมยัซีทีสสายพนัธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2 มาเพาะเล้ียงบน

อาหารเล้ียงเชือ้  Basal Medium Agar  ที่เติมแหลงไนโตรเจนแตละชนิดลงไปเพื่อตรวจสอบการ

ใชไนโตรเจน โดยเปรียบเทยีบการเจริญกับชุดควบคุมลบคืออาหารเล้ียงเช้ือ Basal Medium Agar  

ที่ไมเติมแหลงไนโตรเจน  และชุดควบคุมบวกคืออาหารเล้ียงเชื้อ Basal Medium Agar  ทีเ่ติม

แอสปาราจีน   ผลแสดงดังตารางที่ 4.16 
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ตารางที่ 4.16 แสดงความสามารถในการใชแหลงไนโตรเจนของแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ  

Nan 2.4 และ Nan 6.2 

 

การเจริญของแอกติโนมัยซทีีส 
แหลงไนโตรเจน 

สายพนัธุ Nan 2.4 สายพนัธุ Nan 6.2 

L-arginine + + 

L-histidine + + 

L-methionine + + 

Potassium nitrate - + 

L-theonine + + 

L-valine + + 

L-alanine - + 

L-glutamine + + 

หมายเหตุ + : เจริญมากกวาชุดควบคุมลบหรือเทากบัชุดควบคุมบวก 

  - : เจริญเทากบัหรือนอยกวาชุดควบคุมลบ 

         (ชุดควบคุมบวกเติม L- asparagines  เปนแหลงไนโตรเจน) 

         (ชุดควบคุมลบไมเติมแหลงไนโตรเจน) 

 

 4.12.10  การตรวจสอบการใชแหลงคารบอน 

   จากการนําแอกติโนมยัซีทสีสายพนัธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2  มาเพาะเล้ียงบน

อาหารเล้ียงเชือ้  Carbon Utilization Agar  ที่เติมแหลงคารบอนแตละชนิดลงไปเพื่อตรวจสอบ

การใชคารบอน  โดยเปรียบเทยีบการเจริญกับชุดควบคุมลบ คือ อาหารเล้ียงเช้ือ  Carbon 

Utilization Agar  ที่ไมไดเติมแหลงคารบอน  และชุดควบคุมบวก คือ อาหารเล้ียงเชื้อ  Carbon 

Utilization Agar  ทีเ่ติมกลูโคสเปนแหลงคารบอน  ผลแสดงดังตารางที ่4.17 
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ตารางที่ 4.17  แสดงความสามารถในการใชแหลงคารบอนของแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ   

Nan 2.4 และ Nan 6.2 

 

การเจริญของแอกติโนมัยซทีีส 
แหลงคารบอน 

สายพนัธุ Nan 2.4 สายพนัธุ Nan 6.2 

L-arabinose - + 

Dextran + + 

D-fructose - + 

D-galactose + + 

meso-inositol + + 

D-lactose + + 

D-manital + + 

D-manose + + 

L-rhamnose + + 

Sucrose + + 

Threhalose + + 

Xylose - + 

Sodium acetate - - 

Sodiumcitrate - - 

หมายเหตุ + : เจริญมากกวาชุดควบคุมลบหรือเทากบัชุดควบคุมบวก 

  - : เจริญเทากบัหรือนอยกวาชุดควบคุมลบ 

         (ชุดควบคุมบวกเติมกลูโคสเปนแหลงคารบอน) 

         (ชุดควบคุมลบไมเติมแหลงคารบอน) 
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4.13 การจัดจําแนกแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2  โดยวเิคราะห
ลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัสของ 16S rRNA   

 
 จากการจําแนกสกุลของแอกติโนมยัซีทีสสายพนัธุ Nan2.4 และ Nan6.2 ตามหลักการ

จําแนกอางอิงตาม Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology Volume 9..(Williams และ

คณะ, 1994)  พบวาแอกติโนมยัซีทสีสายพนัธุ Nan2.4 และ Nan6.2  จัดอยูในสกุล  

Streptomyces   จากผลที่ไดยังไมสามารถจําแนกสปชสีที่แนชัดได 

เพื่อศึกษาถึงความสัมพนัธในระดับชีวโมเลกุลของแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 2.4 และ 

Nan 6.2 กับแอกติโนมยัซีทีสที่มีอยูใน GenBank จึงไดทําการวิเคราะหลําดับเบสของยีนที่

ประมวลรหัส 16S rRNA โดยใหผลการวิเคราะหแสดงดังรูปที่  4.29  และ  รูปที ่ 4.30  ตามลําดับ 

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

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

Nan 6.2  จํานวน 1,097  เบส 

 

 จากการนาํลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหสัของ 16S rRNA ของแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ 

Nan 2.4 และ Nan 6.2 มาเปรียบเทียบกับลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส 16S rRNA ที่บันทึก

และรวบรวมไวใน GenBank DNA database พบวาลาํดับเบสของยีน 16S rRNA  ของแอกติโน

มัยซีทีสสายพนัธุ Nan 2.4 คลายกับลําดับเบสของยีน 16S rRNA  ของ  Streptomyces มากกวา

หนึง่สายพันธุ ที่ระดับความเหมือนเทากับ 99 เปอรเซ็นต และสายพนัธุ Nan 6.2 มีลําดับเบส 16S 

rRNA คลายกับลําดับเบส 16S rRNA ของ Streptomyces มากกวาหนึ่งสายพันธุที่ระดับความ

เหมือนที่ 99 เปอรเซ็นตเชนเดียวกัน ดังนั้นจงึนําเอาขอมูลลําดับเบสของยีนที่ประมวลรหัส 16S 

rRNA ที่ไดมาทําการศึกษาความสัมพันธและจัดกลุมของแอกติโนมยัซีทีสที่ไดจาก GenBank กบั

แอกติโนมัยซทีีสที่ไดศึกษาคร้ังนี้โดยการทํา Phylogenetic tree ใหผลแสดงดังรูปที ่4.31 
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รูปท่ี 4.31  Phylogenetic tree แสดงการจัดความสัมพันธและจัดกลุมของแอกติโนมัยซทีีสที่ได

จาก GenBank กับแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 2.4 และ Nan 6.2 ตัวเลขบนกิ่ง

แสดงคา bootstrap ที่ 1000 ซ้ํา 
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จากรูปที ่4.31 การทํา  phylogenetic  tree  สามารถจัดแอกติโนมัยซีทีสทัง้สองสายพนัธุ 

เขากับกลุมของ Streptomyces ทีม่ีความคลายคลึงกนัมากที่สุดได โดยแอกติโนมัยซีทีสสายพันธุ 

Nan 2.4 มีความคลายคลึงกับ Streptomyces olivogriseus มากที่สุด และแอกติโนมัยซทีีสสาย

พันธุ Nan 6.2 มีความคลายคลึงกับ Streptomyces platensis มากที่สุด เมือ่นําขอมูลทาง

สัณฐานวิทยา และสรีรวิทยามาพิจารณารวมกนักบัขอมูลทางอณูพนัธุศาสตรในการจําแนกระดับ

สายพนัธุของแอกติโนมัยซีทีส การเปรียบเทียบลักษณะตาง ๆ ดังกลาวระหวางแอกติโนมัยซทีีส

สายพนัธุ  Nan 6.2  กับ  Streptomyces platensis แสดงในตารางท่ี 4.18 

 

ตารางที ่4.18  แสดงลักษณะทางสัณฐานวทิยา และสรีระวิทยาของแอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ  

Nan 6.2  เปรียบเทยีบกับ  Streptomyces platensis 

 
สายพันธุแอกติโนมัยซีทีส 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา 
Nan 6.2 Streptomyces platensis 

สีของสายใยอาหาร ครีม,เหลือง เหลือง,เทา 

สีของสายใยอากาศ ขาว ขาว,เหลือง,เทา 

รูปรางสปอร รูปวงรี รูปวงรี (elliptical) 

ลักษณะผิวสปอร เปนริ้วลายไมเรียบ ไมเรียบ (ridge) 

ลักษณะสายสปอร เกลียว เกลียว 

การสรางรงควัตถุเมลานิน - - 

การสรางรงควัตถุ - - 

การยอยสลาย 

ไทโรซีน + + 

แซนทีน  + + 

แปง + + 

การใชแหลงคารบอน 

L-อะราบิโนส + + 

L-แรมโนส + - 

D-ฟรุกโตส + + 

D-กาแลคโตส + + 

ซูโครส + + 

ไซโลส + + 

เดกซแทรน + + 
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ตารางที ่4.18  (ตอ) 

 
สายพันธุแอกติโนมัยซีทีส 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา 
Nan 6.2 Streptomyces platensis 

D-แมนนิทอล + + 

Na acetate - - 

Na citrate - + 

ลักษณะบนอาหาร ISP 

ISP1 

 

สีขาว 

 

สีขาว 

ISP2 สีครีม สีเหลือง,เทาครีม 

ISP3 สีเทา สีเทาขาว 

ISP4 สีขาว สีเหลืองเทา 

ISP5 สีครีม สีขาวเหลือง 

ISP6 สีขาว สีขาว 

 

หมายเหตุ + : ผลทดสอบบวก - : ผลทดสอบลบ 

  ที่มา : United States Patent (DeBoer และคณะ, 1975) 

 

สวนขอมูลการศึกษาเกีย่วกับลักษณะตาง ๆ ของ Streptomyces olivogriseus ยังมี

รายงานออกมานอยมาก มเีพียงการอางอิงในสิทธิบัตรถึงความสามารถในการสรางสาร SS-70A 

และ B แตไมมีการตีพิมพรายงานออกมา และยังไมเคยมีรายงานถึงความสามารถในการสรางสาร

ยับยั้งเซลลมะเร็งออกมาอีกดวย 

 



บทที่ 5 
 

วิจารณและสรุปผลการทดลอง 
 

 จากการแยกแอกติโนมัยซีทสีจากตัวอยางดินในพืน้ที่ 7 อําเภอของจังหวัดนาน จาํนวน 15 

ตัวอยาง สามารถแยกแอกติโนมัยซีทีสได 61 สายพนัธุ  เมื่อนําแอกติโนมัยซทีีสที่แยกไดมาเล้ียงใน

อาหารเล้ียงเชือ้ MEB สกัดน้ําเล้ียงเช้ือดวยเอททิลแอซิเตต และนําสารสกัดมาทดสอบการสราง

สารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียโดยทดสอบดวยวิธ ี Agar well  พบวามแีอกติโนมัยซทีีสจํานวน 75.41 

เปอรเซ็นต สามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยั้งจุลินทรียทดสอบได  และจํานวน 24.59% เปอรเซน็ต 

ไมสามารถสรางสารปฏิชีวนะยับยัง้จุลินทรียทดสอบได โดยกลุมแอกติโนมัยซทีีสทีส่ามารถยับยัง้จุ

ลินทรียทดสอบไดแบงเปน กลุมยับยัง้แบคทีเรียและรา 6.56 เปอรเซ็นต และกลุมยับยัง้แบคทเีรีย

อยางเดียว 68.85 เปอรเซ็นต ทําใหทราบวาประชากรสวนใหญของแอกติโนมยัซทีีสที่แยกไดมี

ความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรีย โดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก  

แอกติโนมัยซทีีสสายพนัธุ Nan 6.2 ซึ่งแยกไดจากตัวอยางดินจากโรงเรียนแมจริม อําเภอ

แมจริม จงัหวัดนาน เปนสายพนัธุที่มีขอบเขตการยั้บยั้งกลุมจุลินทรียทดสอบไดมากที่สุดถึง 6 

ชนิด ไดแก B. cereus ATCC 6633 S. aureus ATCC 25923 E. coli ATCC 25922 C. albicans 

ATCC 10231 S. cerevisiae ATCC 5169  และออกฤทธ์ิยับย้ังอยางออนกับ A. niger ATCC   

6275   และยังออกฤทธิย์ับยั้งจุลินทรียทดสอบแตละชนิดไดในระดับสูงสุดเม่ือเทียบกับสายพนัธุ

อ่ืน ๆ เมื่อทาํการทดสอบความสามารถในการยับยัง้ราทดสอบเพิ่มเติมโดยวิธ ี Dual culture โดย

ทําการทดสอบกับราทดสอบชนิดใหมอีก 6 ชนิด ซึ่งเปนราทีก่อใหเกดิโรคในพืช และทดสอบกับรา

ชนิดเดิม คือ A. niger เพิ่มเติม ปรากฏผลการยับยัง้ราทดสอบทั้ง 7 ชนิดเหน็ผลไดอยางชัดเจน คือ

ราทดสอบไมสามารถเจริญไดบริเวณรอบ ๆ โคโลนีของแอกติโนมยัซทีีส และเม่ือนําไปตรวจสอบ

ภายใตกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด เปรียบเทียบระหวางลักษณะราทดสอบในชุด

ควบคุมกับราทดสอบที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ Nan 6.2 มีความแตกตางกนัอยาง

ชัดเจน โดยลักษณะเสนใยสวนปลายของโคโลนีราทดสอบที่เล้ียงรวมกับแอกติโนมัยซีทีสสายพนัธุ 

Nan 6.2 มกีารเจริญในลักษณะที่เสนใยแผออกไมเต็มที ่เสนใยมีลักษณะหงิกงอเปนกระจุกรวมกนั 

เนื่องจากถูกจาํกัดพืน้ที่ในการเจริญ เพราะแอกติโนมยัซทีีสสายพนัธุ Nan 6.2 สรางสารปฏิชีวนะที่

มีฤทธิ์ยับยัง้ราทดสอบแพรผานอาหารเล้ียงเช้ือแข็งออกมา ทาํใหราทดสอบไมสามารถเจริญใน

บริเวณนี้ได เหตุผลที่การทดสอบดวยวิธนีี้เหน็ผลการยบัยั้งไดอยางชัดเจนเนื่องจาก การทดสอบ

ดวยวิธนีี้เปนการเพาะเล้ียงแอกติโนมยัซีทสีสายพนัธุ Nan 6.2 รวมกับราทดสอบโดยตรง ทาํให

สารทุกชนิดทีแ่อกติโนมัยซทีีสผลิตออกมาสามารถแพรไปในวุนของอาหารเล้ียงเช้ือไดทั้งหมดซ่ึง
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 จากการแยกสารปฏิชีวนะเบ้ืองตนดวยวิธทีินเลเยอรโครมาโทกราฟ ปรากฏตําแหนงของ

สารออกมา 4 ตําแหนง มีคา Rf เทากับ 0.38 0.43 0.51 และ 0.82 เมือ่นําแผน TLC ที่แยกสารได

ไปทดสอบหาตําแหนงของสารที่มีฤทธิย์ับยั้งจุลินทรียโดยวิธีไบโอออโตกราฟ พบวาบริเวณของ Rf  

3 ตําแหนง เทานัน้ คือ  0.38 0.43 0.51  ที่มีฤทธิ์ยับยัง้จุลินทรียทดสอบได โดยยบัยั้ง B. cereus 

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

S. cerevisiae ATCC 5169  และ A. niger ATCC 6275 จากการทดลองนีส้ารที่แยกไดยงัไม

สามารถแยกออกจากกันไดอยางชัดเจน เนื่องจาก การใช TLC ในการแยกสาร ยงัมีขอจํากัดอีก

หลายประการ เชน ถาสารสกัดที่ไดมีสารหลายชนิดทีม่ีสมบัติใกลเคียงกนัมาก ๆ เชน มีข้ัว

ใกลเคียงกนัมาก การใชวิธนีี้จะไมสามารถแยกสารแตละชนิดออกจากกันไดอยางชดัเจน ดังนัน้

การแยกสารสกัดในข้ันตอนนี้เปนเพยีงการแยกสารข้ันตนเทานั้น ตองการแยกสารในสวนที่เปนสาร

ปฏิชีวนะออกฤทธ์ิยับยัง้จุลินทรียทดสอบ ออกจากสารอ่ืน ๆ ที่ไมมีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียทดสอบ ดัง

จะเหน็ไดจากผลคือ สามารถแยกสารที่ตําแหนง Rf เทากับ 0.82 ซึ่งไมมีฤทธิย์ับยั้งจุลินทรีย

ทดสอบออกไปได จากการแยกสารในระบบนี้ใชตัวทําละลายผสมระหวางเอททิลแอซิเตตและเมท

ทานอลในอัตราสวน 3:2 จึงสามารถดึงสารสวนทีม่ีฤทธิ์ยับยัง้จลิุนทรียข้ึนมาจากจุดเร่ิมตนได 

แสดงใหเหน็วาสารปฏิชีวนะในสวนนี้เปนสารที่มีข้ัวคอนขางสูง เพราะตองใหเมทานอลถงึ 40 

เปอรเซ็นต จึงจะสามารถแยกพาสารข้ึนมากับตัวชะได ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองขางตน คือ 

เมทานอลเปนตัวทําละลายท่ีสกัดสารปฏิชีวนะออกมาไดมากที่สุด และเอททิลแอซิเตตใหผล

รองลงมา ในขณะที่เฮกเซน ซึ่งเปนสารข้ัวตํ่าไมสามารถสกัดสารทีม่ฤีทธิย์ับยัง้จุลินทรียออกมาได

เลย ดังนัน้การจะแยกสารใหไดผลชัดเจนกวานี้ จําเปนตองอาศัยวธิีการแยกอ่ืน ๆ รวมดวย เชน 

การแยกสารโดยใชคอลัมภที่บรรจุดวย ซลิิกาเจล และทําการแปรผันอัตราสวนของตัวชะ จะทาํให

ประสิทธิภาพการแยกสารสกัดไดดีข้ึน อาจทําใหไดสารสกัดที่บริสุทธิเ์ลยก็เปนได 

 จากการทดสอบการสรางสารยับยั้งเซลลไลนมะเร็งมนษุยของแอกติโนมัยซีทีสทั้งหมด 61 

สายพนัธุ มีสายพนัธุที่สามารถสรางสารยับยั้งทําใหเซลลมะเร็งมีเปอรเซ็นตการมชีีวิตนอยกวาหรือ

เทากับ 40 เปอรเซ็นต ซึ่งถือวาใหการยับยัง้ระดับสูง อยู 13 สายพนัธุ โดยในจํานวนนี้แอกติโนมัยซี

ทีสสายพนัธุ Nan 2.8 มีฤทธิ์ในการยับยัง้เซลลมะเร็งทดสอบไดทั้ง 6 ชนิด และใหผลการยับยัง้ใน

ระดับสูงมาก ซึ่งเปนไปไดวา สารสกัดจากสายพันธุนีม้ีความเปนพษิตอเซลล คุณสมบัติของการ

เปนสารออกฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งที่ดีนัน้ ควรที่จะมฤีทธิ์ยับยัง้เซลลมะเร็งไดแบบจําเพาะกับเซลล

ใดเซลลหนึง่และสามารถกระตุนใหเซลลมะเร็งตายแบบอะพอพโทซิส จากการทดสอบสามารถ

คัดเลือกไดแอกติโนมยัซีทีสสายพนัธุ Nan 2.4  ซึ่งแยกไดจากตัวอยางดินจากปาชุมชน อําเภอ

สันติสุข จังหวดันาน โดยสายพนัธุนี้สามารถสรางสารออกฤทธิ์ยับยัง้เซลลมะเร็งไดในระดับสูง และ

จําเพาะตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (Jurkat ATCCno.CRL-2063) โดยทําใหเซลลมะเร็งเม็ดเลือด
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tl11 LU') LFll1:;'\t1~I"'lJ LlJ(q'Utl..:JtJt.IYlu1:;~')ftrn(q 16S rRNA Uft:; L~tlUI~I"'lJ LlJ~'Utl'ltJ'WYl 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ 
 

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

 ไดโพเทสเซยีมไฮโดรเจนฟอตเฟต  (K2HPO4)  0.5 กรัม 

 แมกนีเซยีมซัลเฟต  (MgSO4.7H2O)   0.2 กรัม 

 เฟอรัสคลอไรด  (FeCl3)     0.01 กรัม 

 วุนผง       18.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเปน 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 เติม cycloheximide 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  และ  nystatin  50 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร  สารปฏิชีวนะทาํใหปลอดเช้ือโดยการกรองผานกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร  

และเติมในอาหารเล้ียงเช้ือทีผ่านการนึง่ฆาเชื้อแบบมาตรฐานที่อุณหภูมิ 50 °C 

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

 ไดโพเทสเซยีมไฮโดรเจนฟอตเฟต  (K2HPO4)  0.5 กรัม 

 แมกนีเซยีมซัลเฟต  (MgSO4.7H2O)   0.2 กรัม 

 เฟอรัสคลอไรด  (FeCl3)     0.01 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเปน 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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3.  นิวเทรียนท อการ  (Nutrient Agar) 
 สารสกัดจากเนื้อ  (Beef extract) 3.0 กรัม 

 แบคโตเปปโตน  (Bacto peptone) 5.0 กรัม 

 วุนผง       18.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

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

 แบคโตเปปโตน  (Bacto peptone) 5.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

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

 น้ําตาลแมนนทิอล  (D-mannitol) 20.0 กรัม 

 วุนผง 18.0 กรัม 

 น้ําประปา 500.0 มิลลิลิตร 

 น้ํากล่ัน 500.0 มิลลิลิตร 

 ตมถั่วเขียวบดกับน้าํประปาจนเดือด  กรองเอาถัว่เขียวออก  นําน้ําตมถั่วเขียวที่ไดมาเติม

น้ําตาลแมนนทิอล  และน้ํากล่ัน  ปรับพีเอชเทากับ 7.0  เติมวุนผง  แลวนําไปตมจนเดือดอีกคร้ัง  

นึ่งฆาเชื้อดวยอุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
6.  โซลูเบิล สตารช บอรท  (Soluble Starch Broth) 

แปง  (Soluble Starch)     10.0 กรัม 

กลีเซอรอล  (Glycerol)     10.0 กรัม 

สารสกัดจากยสีต  (Yeast extract)   2.0 กรัม 

แอมโมเนยีมซัลเฟต  ((NH4)2SO4)    3.0 กรัม 

แมกนีเซยีมซัลเฟต  (MgSO4)    1.0 กรัม 

น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

ปรับ pH เปน 6.8 – 7.0 นึ่งฆาเชื้อเช้ือที่อุณหภูมิ และความดันมาตรฐาน 
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7.  โซเดียม เคซิเนต ยีสต เอกซแทรก บรอท  (Sodium Caseinate Yeast Extract Broth) 
 โซเดียมเคซิเนต  (Sodium caseinate)   2.0 กรัม 

 ไดโพเทสเซยีมไฮโดรเจนฟอตเฟต  (K2HPO4)  0.5 กรัม 

 แมกนีเซยีมซัลเฟต  (MgSO4.7H2O)   0.2 กรัม 

 เฟอรัสคลอไรด  (FeCl3)     0.01 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต  (Yeast extract)   10 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

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

 แบคโต ทริปโตน  (Bacto tryptone) 17.0 กรัม 

 แบคโต ซอยโทน  (Bacto soy tone) 3.0 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด  (NaCl) 5.0 กรัม 

 ไดโพเทสเซยีมไฮโดรเจนฟอตเฟต  (K2HPO4) 2.5 กรัม 

 วุนผง 15.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน 1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

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

 แบคโต ซอยโทน  (Bacto soy tone) 3.0 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด  (NaCl) 5.0 กรัม 

 ไดโพเทสเซยีมไฮโดรเจนฟอตเฟต  (K2HPO4) 2.5 กรัม 

 น้ํากล่ัน 1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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10.  แซบบรอท อการ  (Sabouraud Agar) 
 แบคโตเปปโทน  (Bacto peptone) 10.0 กรัม 

 เดกซโตรส  (Dextrose)   40.0 กรัม 

 วุนผง 20.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน 1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 5.6 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
11.  โปเตโต เดกซโตรส อการ  (Potato Dextrose Agar) 
 มันฝร่ัง 200.0 กรัม 

 เดกซโตรส  (Dextrose)   20.0 กรัม 

 วุนผง 20.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน 1,000 มิลลิลิตร 

 ตมมันฝร่ังในน้ําจนเดือดประมาณ 20 นาที  กรองเอาสวนน้ําใสมาใช 

 ปรับพีเอชเทากับ 5.6 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

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

 เคซีน  (Acid Hydrolysate of Cascin) 17.5 กรัม 

 แปง  (starch) 1.5 กรัม 

 วุนผง 17.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน 1,000 มิลลิลิตร 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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13.  กลูโคส ยีสต มอลท เอกซแทรก อการ  (Glucose Yeast Malt Extract agar)  
 กลูโคส 4.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต 4.0 กรัม 

 สารสกัดจากมอลท 10.0 กรัม 

 แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) 2.0 กรัม 

 วุนผง 17.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน 1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับ pH เทากบั 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

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

 ไดโพเทสเซยีมไฮโดรเจนฟอตเฟต  (K2HPO4)  0.5 กรัม 

 แมกนีเซยีมซัลเฟต  (MgSO4.7H2O)   0.2 กรัม 

 เฟอรัสคลอไรด  (FeCl3)     0.01 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต  (Yeast extract)   10 กรัม 

 วุนผง 18.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
15.  ISP1  ทริปโตน ยสีต เอกซแทรก อการ  (Trypton-Yeast Extract Agar) 
 ทริปโตน  (Trypton) 5.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต  (Yeast extract) 3.0 กรัม 

 วุนผง 18.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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16.  ISP2  ยสีต มอลท เอกซแทรก อการ  (Yeast-Malt Extract Agar) 
 สารสกัดจากมอลท  (Malt extract) 10.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต  (Yeast extract) 4.0 กรัม 

 กลูโคส 4.0 กรัม 

 วุนผง 18.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
17.  ISP3  โอต มีล อการ  (Oat Meal Agar) 
 ขาวโอต  (Oat meal) 20.0 กรัม 

 *สารละลายเทรซ ซอลท (Trace salt solution) 1.0 มิลลิลิตร 

 วุนผง 18.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ตมขาวโอตในน้ํากล่ันโดยตมใหเดือดประมาณ 10-15 นาท ี  นาํมากรองผานผาขาวบาง  

เติมน้ํากล่ันลงไปในอาหารจนครบ 1,000 มิลลิลิตร  เติม  Trace salt solution  ปรับพีเอชเทากบั 

7.0  นึ่งฆาเชื้อดวยอุณหภูมแิละความดันมาตรฐาน  (*ภาคผนวก ก หมายเลข 26) 

 
18.  ISP4  อินออแกนิก ซอลล สตารช (Inorganic Salts Starch Agar) 
 แปง  (Soluble starh) 10.0 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส  (K2HPO4) 1.0 กรัม 

 แมกนีเซยีมซัลเฟต  (MgSO4.7H2O)   1.0 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด  (NaCl) 1.0 กรัม 

 แอมโมเนยีมซัลเฟต  ((NH4)2SO4) 2.0 กรัม 

 แคมเซียมคารบอเนต  (CaCO3) 2.0 กรัม 

 *สารละลาย เทรช ซอลล  (Trace salt solution) 1.0 มิลลิลิตร 

 วุนผง 20.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 *ภาคผนวก ก. หมายเลข 26 
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19.  ISP5  กลีเซอรอล  แอสปาราจีน อการ  (Glycerol Asparagines Agar) 
 กลีเซอรอล  (Glycerol) 10.0 กรัม 

 แอล แอสปาราจีน  (L-asparagine) 1.0 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส  (K2HPO4) 1.0 กรัม 

 *สารละลาย เทรช ซอลล  (Trace salt solution) 1.0 มิลลิลิตร 

 วุนผง 20.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 ซํ  และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว  เปนเวลา 10 นาท ี

 *ภาคผนวก ก. หมายเลข 26 

 
20.  ISP6  เปปโตน ยสีต เอกซแทรก ไอรออน อการ  (Peptone Yeast Extract Iron Agar) 
 แบคโต เปปโตน  (Bacto peptone) 15.0 กรัม 

 โปรติโอส เปปโตน  (Proteose peptone) 5.0 กรัม 

 เฟอริก แอมโมเนียม ซิเตรต  (Ferric ammonium citrate) 0.5 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส  (K2HPO4) 1.0 กรัม 

 โซเดียมซัลเฟต  (Na2SO4) 0.08 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต  (Yeast extract) 1.0 กรัม 

 วุนผง 18.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 
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21.  ไทโรซีน อการ  (Tyrosine Agar) 
 กลีเซอรอล  (Glycerol) 15.0 กรัม 

 แอล-ไทโรซีน  (L-tyrosine) 0.5 กรัม 

 แอล-เอสปาราจีน  (L-asparagine) 1.0 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส  (K2HPO4) 0.5 กรัม 

 แมกนีเซยีมซัลเฟต  (MgSO4.7H2O)   1.0 กรัม 

 เฟอรัสซัลเฟต  (FeSO4.7H2O) 0.1 กรัม 

 *สารละลาย เทรช ซอลล  (Trace salt solution) 1.0 มิลลิลิตร 

 วุนผง 20.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.2-7.4 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 °C  และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิว้  เปนเวลา 10 นาท ี

 *ภาคผนวก ก. หมายเลข 26 

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

 แบคโตเปปโตน  (Bacto peptone) 5.0 กรัม 

 โปแทสเซียมไนเตรท  (KNO3) 2.0 กรัม 

 วุนผง 5.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

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

 กลีเซอรอล  (Glycerol) 10.0 กรัม 

 แบคโต เปปโทน  (Bacto peptone) 2.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต  (Yeast extract) 1.0 กรัม 

 วุนผง 15.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 พีเอช 7.3 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 °C ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว เวลา 10 นาท ี
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24.  เบซอล มีเดียม  (Basal Medium Agar) 
 กลูโคส 10 กรัม 

 แมกนีเซยีมซัลเฟต  (MgSO4.7H2O)   0.5 กรัม 

 โซเดียมคลอไรด  (NaCl) 0.5 กรัม 

 เฟอรัสซัลเฟต  (FeSO4.7H2O) 0.01 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส  (K2HPO4) 1.0 กรัม 

 วุนผง 12.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 °C  และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิว้  เปนเวลา 10 นาท ี

 
25.  คารบอน ยูทิไลเซชัน่ อการ  (Carbon Utillization Agar) 
 แอมโมเนยีมซัลเฟต  (NH4)2SO4 2.64 กรัม 

 โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอตเฟต  (KH2PO4) 2.38 กรัม 

 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส  (K2HPO4) 1.0 กรัม 

 แมกนีเซยีมซัลเฟต  (MgSO4.7H2O)   0.5 กรัม 

 *สารละลายเทรซซอลของ Pridham และ Gottlieb 1.0 มิลลิลิตร 

 วุนผง 12.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 °C  และความดัน 10 ปอนดตอตารางนิว้  เปนเวลา 10 นาท ี

 *ภาคผนวก ก หมายเลข 27  

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

 แมงกานีสคลอไรด  (MnCl2) 0.1 กรัม 

 ซิงคซัลเฟต  (ZnSO4.7H2O) 0.1 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ฆาเช้ือโดยการกรองดวยกระดาษกรองขนาด  0.45  μm  และเติมลงในอาหารที่ฆาเชื้อ

แลวที่อุณหภูมิ  45-50 °C 
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27.  สารละลายเทรซ ซอลลของ  Pridham  และ  Gottlieb 
 (Pridham and Gottlieb trace salt solution) 

 คอปเปอรซัลเฟต  (CuSO4.7H2O) 0.64 กรัม 

 เฟอรัสซัลเฟต  (FeSO4.7H2O) 0.11 กรัม 

 แมงกานีสคลอไรด  (MnCl2) 0.79 กรัม 

 ซิงคซัลเฟต  (ZnSO4.7H2O) 0.15 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ฆาเช้ือโดยการกรองดวยกระดาษกรองขนาด  0.45  μm  และเติมลงในอาหารที่ฆาเชื้อ

แลวที่อุณหภูมิ  45-50 °C 

 
28.  กลูโคส ยีสต มอลท เอกซแทรก บรอท  (Glucose Yeast Malt Extract Broth)  
 กลูโคส 4.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต 4.0 กรัม 

 สารสกัดจากมอลท 10.0 กรัม 

 วุนผง 17.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน 1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับ pH เทากบั 7.2 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

 
29.  มอลท เอกซแทรก บรอท (Malt Extract Broth) 

สารสกัดจากมอลท (Malt extract)   2.0 กรัม 

แบคโต เปปโทน  (Bacto peptone)   1.0 กรัม 

กลูโคส       20.0 กรัม 

น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับ pH เปน 6.8 – 7.0 นึ่งฆาเชื้อเช้ือที่อุณหภูมิ และความดันมาตรฐาน 
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30.  ยีสต มอลท เอกซแทรก อการ  (Yeast-Malt Extract Broth) 
 สารสกัดจากมอลท  (Malt extract) 10.0 กรัม 

 สารสกัดจากยสีต  (Yeast extract) 4.0 กรัม 

 กลูโคส 4.0 กรัม 

 น้ํากล่ัน       1,000 มิลลิลิตร 

 ปรับพีเอชเทากับ 7.0 

 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิและความดันมาตรฐาน 

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

 โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต 2 กรัม 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุ  ปริมาตร 800 มิลลิลิตร  กวนใหเปนเนื้อ

เดียวกนัปรับคาความเปนกรด-ดาง  ใหมีคาประมาณ  6.9-7.4  ดวย HCL ความเขมขน 1N ปรับ

ปริมาตรใหได 1 ลิตร  ทาํใหปราศจากเช้ือโดยการกรองผานหวักรองอาหารเลี้ยงเซลลปราศจาก

เชื้อขนาด 0.22 ไมโครเมตร  ลงในขวดใสอาหารเล้ียงเซลลปราศจากเช้ือขวดละ 90 มิลลิลิตร  ปด

ฝาและพนัพาราฟลม  เก็บในตูเยน็ที่อุณหภูมิ 4  °C  

 
32.  อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 ทีม่ี Fetal Bovine Serum ความเขมขน 10%  

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

 ซีรัม (inactivated fetal bovine serum) 10 มิลลิลิตร 

 Gentamycin (100 mg/ml)   100 ไมโครลิตร 

 
33.  อาหารเลี้ยงเซลล RPMI-1640 สาํหรับเก็บเซลลแชแข็ง 
 อาหารเล้ียงเซลล RPMI-1640  (working reagent) 9 มิลลิลิตร 

 DMSO 1 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีที่ใชในการทดลอง 
 

1. 0.5 McFarland Standard 
 BaCl3.2H2O      1.175 กรัม 

 น้ํากล่ัน       100 มิลลิลตร 

 ละลาย BaCl3.2H2O  1.175 กรัมในน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร  ปเปตตสารละลาย 

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

จะไดสารแขวนลอยที่มีลักษณะขุน  เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิหองไดนาน 6 เดือน  

 

2. บัฟเฟอร Phosphate buffer saline (PBS, Ca2+ , Mg2+ free)  ความเปนกรด-ดาง 7.4 

 NaCl 8.0 กรัม 

 KCl 0.2 กรัม 

 NaHPO4 1.44 กรัม 

 KH2PO4 0.24 กรัม 

 นําแตละสวนละลายในนํ้าปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร  ปรับคาความเปนกรด-ดางเทากับ 

7.4 ดวย HCL เขมขน 1N หรือ NaOH เขมขน 1N ปรับปริมาตรดวยกระบวกตวงจนครบ 1000 

มิลลิลิตร  นึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 °C  ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 20 นาท ี

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

 PBS 10 มิลลิลิตร 

 ละลาย MTT ใน PBS  กรองผานกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร  แบงใสหลอด    

ไมโครทิวปปลอดเช้ือขนาด 1.5 มิลลิลิตร  หลอดละ 1 มลิลิลิตร หุมแผนฟอยดเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 

4 °C  

 
4. สารละลาย 0.04 N HCl  ใน isopropanol   
 เติม HCl  0.331 มิลลิลิตร  ลงใน 80 มิลลิลิตร isopropanol  ปรับปริมาตรใหได 100 

มิลลิลิตรดวย isopropanol  เก็บที่อุณหภูมหิอง 
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5. Tris-HCl   pH 8 
Tris base      121 กรัม 

 น้ํากล่ัน       800 มิลลิลิตร 

 ละลาย Tris base ใหเขากัน ปรับ pH ดวย HCl ใหเทากับ 8 จากนัน้เติมน้ํากล่ันจน

ปริมาตรเปน 1 ลิตร นําไปฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 121 °C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 

นาที เก็บไวทีอุ่ณหภูมิ  4 °C 

 
6. Washing buffer 
 PVP (Polyvinylpyrrolidone)    2 กรัม 

 Ascorbic acid      1.76 กรัม 

 1 M Tris-HCl (pH 8.0)     20 มิลลิลิตร  

 2-mercaptoethanol     4 มิลลิลิตร 

เติมน้ํากล่ันทีฆ่าเชื้อแลว (Autoclaved water) จนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมให

เขากัน เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 °C 

 
7. 2X CTAB lysis buffer 
 CTAB       4 กรัม 

 1 M Tris-HCl (pH 8.0)     20 มิลลิลิตร  

0.5 M EDTA (pH 8.0)     8 มิลลิลิตร  

 NaCl       16.36 กรัม 

 2-mercaptoethanol     1 มิลลิลิตร 

เติมน้ํากล่ันทีฆ่าเชื้อแลวจนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัเก็บไวที่

อุณหภูมิหอง 

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

Choloroform      192 มิลลิลิตร 

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

 NaCl       14.61 กรัม 

เติมน้ํากล่ันทีฆ่าเชื้อแลวจนไดปริมาตรเปน 200 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัเก็บไวที่

อุณหภูมิหอง 

 
10. Tris-EDTA buffer (TE buffer) 

1 M Tris-HCl; pH 7.4, 7.5 หรือ 8   10 มิลลิลิตร 

 0.5 M EDTA; pH 8.0     2 มิลลิลิตร 

เติมน้ํากล่ันจนไดปริมาตรเปน 1 ลิตร แลวผสมใหเขากัน นําไปฆาเชื้อ ที่อุณหภูม1ิ21 °C  

ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที เกบ็ไวที่อุณหภูมหิอง  

 
11. 0.5 M EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid) 

EDTA       86.10 กรัม 

น้ํากล่ัน       800 มิลลิลิตร 

ละลาย EDTA ใหเขากัน ปรับ pH ดวย NaOH ใหเทากับ 8 จากนัน้เติมน้าํกล่ันจน

ปริมาตรเปน 1 ลิตร นําไปฆาเชื้อโดยความรอนชืน้ ทีอุ่ณหภูมิ 121°C ความดัน 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ีเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 °C 
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ภาคผนวก ค 
 

วิธีการทดลอง 
 

1.  การวัดคาความเปนกรด-ดาง  (pH)  ของตัวอยางดิน 
 

 ชั่งตัวอยางดินตัวอยาง  5 กรัม  เติมน้ํากล่ัน  10 มิลลิลิตร  (1:2)  นําไปเขยาดวย rotary 

shaker 200 rpm  เปนเวลา 30 นาท ี  ต้ังทิง้ไวใหตกตะกอน  จากนั้นนําไปวัดคาความเปนกรด-

ดาง   ดวย pH meter 

 
2.  เทคนิค Slide Culture 
 
 ขีดแอกติโนมัยซีทีสบนอาหารเล้ียงเชื้อ  นําแผนปดสไลดที่ฆาเช้ือแลว  มาเสียบเปนมุม

เอียงลงบนรอยขีด  บมจานอาหารเล้ียงเชื้อ  หลังจากนัน้ดึงแผนปดสไลดมาวางบนแผนสไลดที่

หยดสี  lacto phenol cotton blue  ไว  นาํมาสองดูดวยกลองจุลทรรศน 

 

 

 
 

 

ที่มา  Holt, J.G., Krieg, N. R., Sheath, P.H.A., Staley, J.T., and William, S.T. (1994) 

Bergey’ s Manual of Determinative Bacteriology. 9thed., U.S.A.:Williams & Wilkins. 
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3.  การหานํ้าหนักแหงของเสนใย (Dry cell weight) 
 
 3.1 นํากระดาษกรอง Whatman No.1  อบที่ 80 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 1 คืน  ทิ้งให

เย็นในโถอบแหง (desicator)  แลวนาํมาชั่งน้าํหนักที่แนนอน 

 3.2 นาํกระดาษกรองมากรองเสนใยออกจากน้าํเล้ียงเช้ือ   

 3.3 นาํกระดาษกรองทีม่ีเสนใยติดอยูเขาตูอบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส  24 ชั่งโมง 

 3.4 นาํออกมาใสในโถอบแหง  ทิง้ไวใหเย็นแลวช่ังน้ําหนกั 

 3.5 นาํคาน้าํหนักของกระดาษกรองมาหกัออกผลที่ไดจะเปนน้ําหนกัแหงของเซลลใน

อาหารเล้ียงเชือ้ 100 มิลลิลิตร 

 
4.  การเตรียมตัวอยางเพือ่การศกึษาดวยกลองจลุทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  
(Scanning electron microscope, SEM)  
  
 4.1 ตัดช้ินวุนที่มีโคโลนีของแอติโนมัยซีสเจริญอยูเปนชิน้ส่ีเหล่ียม  มีพื้นที่ประมาณ 5x5 

mm2  นําช้ินวุนไปอบดวยไอของ 1% ออสเมียมเตตระออกไซด  (Osmium tetaoxide, OsO4)  ใน 

0.1 โมลาร ฟอสเฟสบัฟเฟอร pH 7.4  ทิง้ไวที่อุณหภูมิ  20 ซํ  เปนเวลา 1-2 ชั่วโมง  ภายใตตูควัน   

 4.2 ขจัดน้ําออก (dehydration)  จุมตัวอยางในเอทานอลความเขมขน  30  50  70  90  

และ 100%  ข้ันตอนละ 10-20  นาทีตามลําดับ 

 4.3 การทาํตัวอยางใหแหง  โดยการทําใหแหง ณ จุดวกิฤต (critical point drying)  โดย

การใชเคร่ืองทาํใหแหง (critical dryer model SAMDRI-780) 

 4.4 นาํตัวอยางไปติดบนแทนทองเหลืองดวยการติดตัวอยางทีน่ําไฟฟาได 

(electroconductive adhesive) 

 4.5 นําตัวอยางไปเคลือบผิวดวยทอง  ความหนาประมาณ 20 ไมโครเมตร  โดยใชเคร่ือง 

Ion sputter coater, model JSC-110 

 4.6 นําตัวอยางไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด  (Scanning 

electron microscope, IEOL รุน JSM-5410LV) 

 

 ที่มา : ศูนยเคร่ืองมือวิจัยวิทยาศาสตร  และเทคโนโลยี  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นายวรปรัชญ  ศรีสุขคํา  เกิดเม่ือวนัที ่ 17 สิงหาคม พ.ศ. 2524  ที่จังหวัดนาน  สําเร็จ

การศึกษาระดับมัธยมศึกษาจากโรงเรียนศรีสวัสด์ิวิทยาคาร จังหวัดนาน  สําเร็จการศึกษาระดับ

วิทยาศาสตรบัณฑิต  ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ  มหาวิทยาลัยมหิดล  เมื่อปการศึกษา 2546  

และเขาศึกษาตอในระดับวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต  หลักสูตร    จุลชีววทิยาทางอุตสาหกรรม  

ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร  จฬุาลงกรณมหาวทิยาลัย  เมือ่ปการศึกษา 2547 
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