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บทคัดย่อ 
 

  แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์จ านวน 59 ไอโซเลท ที่คัดแยกได้จากพืชวงศ์ Rutaceae จัด
อยู่ในสกุล Actinomycetospora, Amycolatopsis, Marmoricola, Micromonospora, Nocardia 
และ Streptomyces จากการวิเคราะห์ล าดับเบสและความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของยีน 16S rRNA 
พบว่า มีแอคติโนแบคทีเรียจ านวน 4 ไอโซเลท ที่น่าจะเป็นแอคติโนแบคทีเรียสปีชีส์ใหม่ในสกุล 
Nocardia ได้แก่ ไอโซเลท R6R-6, R7R-8, R15R-2 และ R16R-3 การคัดกรองหาแอคติโนแบคทีเรีย
เอนโดไฟท์ที่ผลิตสารปฏิชีวนะในการยับยั้งเชื้อก่อโรคที่ เป็นสาเหตุของการติดเชื้อในผู้ป่วย
โรคเบาหวานพบว่า Streptomyces sp. R3R-6 ซึ่งแยกได้จากรากของมะกรูดเป็นสายพันธุ์ที่มี
ประสิทธิภาพมากที่สุดในการผลิตสารปฏิชีวนะที่มีฤทธิ์ในการต้านแบคทีเรียแกรมบวก B. subtilis 
ATCC 6633, M. luteus ATCC 9341 และ S. aureus ATCC 25923 สารปฏิชีวนะที่ผลิตจาก 
Streptomyces sp.  R3R-6 คือ actinomycin D สารมีประสิทธิภาพสูงในการต้านแบคทีเรีย         
แกรมบวกเทียบเท่ายาปฏิชีวนะ chloramphenicol ดังนั้นแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกได้
จากพืชวงศ์ Rutaceae จึงเป็นแหล่งของจุลินทรีย์ที่มีศักยภาพในการผลิตสารปฏิชีวนะที่มีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งเชื้อก่อโรคที่เป็นสาเหตุของการติดเชื้อในผู้ป่วยโรคเบาหวาน นอกจากนี้ยังได้ศึกษาปัจจัยที่ส่งผล
ต่อการผลิตสารสารปฏิชีวนะจาก Streptomyces sp. R3R-6 พบว่า ระยะเวลาและปริมาณหัวเชื้อ
เริ่มต้นที่เหมาะสมในการผลิตสารปฏิชีวนะ คือ 7 วัน และร้อยละ 1 โดยปริมาตร ตามล าดับ และ
องค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม คือ น้ าตาลซูโครส (10 กรัมต่อลิตร) และสารสกัดมอลต์ 
(20 กรัมต่อลิตร)  
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ABSTRACT 
 

Fifty- nine isolates of endophytic actinobacteria isolated from Rutaceae 
plants were classified in genera Actinomycetospora, Amycolatopsis, Marmoricola, 
Micromonospora, Nocardia, and Streptomyces. Based on the 16S rRNA gene sequencing 
and evolutionary analysis, four actinobacterial isolates, R6R- 6 , R7R- 8 , R15R- 2 , and 
R16R-3, were be promising new species in the genus Nocardia. Screening for endophytic 
actinobacteria producing antibiotic agents against pathogenic microorganisms causing 
diabetes mellitus patient’s infection, it was found that Streptomyces sp. R3R-6, isolated 
from the Citrus hystrix root, was the most effective stain in antibiotic production against 
Gram-positive bacteria, including B. subtilis ATCC 6633 , M. luteus ATCC 9341 , and S. 
aureus ATCC 25923. The antibiotic produced by Streptomyces sp. R3R-6 is actinomycin 
D, which showed highly effective activity against Gram-positive bacteria equivalent to 
chloramphenicol.  Therefore, endophytic actinobacteria from Rutaceae plants are a 
potential source of microorganisms to produce antibiotics against pathogenic 
microorganisms causing diabetes mellitus patient’s infection. In addition, the study of 
the factors affecting the production of antibiotic from Streptomyces sp. R3R-6 revealed 
that the optimum time and the inoculum size for antibiotic production were seven 
days and 1% v/v, respectively. The optimum composition of the culture medium was 
sucrose (10 g/l) and malt extract (20 g/l). 
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1. บทน า (Introduction) 
 
1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหา 

โรคเบาหวาน (diabetes mellitus) เป็นโรคหนึ่งที่พบผู้ป่วยเป็นจ านวนมากในศตวรรษท่ี 21 
ซึ่งได้มีการคาดการณ์ว่าในปี 2025 จะมีผู้ป่วยโรคเบาหวานในโลกมากถึง 380 ล้านคน โดย
โรคเบาหวานนั้นเป็นภาวะที่ร่างกายมีระดับน้ าตาลในเลือดสูงกว่าปกติ ซึ่งเกิดจากการขาดฮอร์โมน
อินซูลิน หรือประสิทธิภาพของอินซูลินลดลง เนื่องจากภาวะดื้อต่ออินซูลิน ท าให้ระดับน้ าตาลใน
กระแสเลือดสูง ซึ่งส่งผลให้ผู้ป่วยเบาหวานจ านวนมากมีภาวะของโรคแทรกซ้อนที่เกิดจากระดับ
น้ าตาลในเลือดผิดปกตินี้ เช่น โรคหลอดเลือดสมองและหลอดเลือดหัวใจ ภาวะควานดันโลหิตสูง และ
โรคหลอดเลือดส่วนปลายอุดตัน เป็นต้น นอกจากนี้ร่างกายของผู้ป่วยโรคเบาหวานจะมีอัตราการ
ตอบสนองต่อการท างานของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันลดลง ท าให้ผู้ป่วยโรคเบาหวานมีความไวต่อการ
ติดเชื้อจุลชีพสูง ซึ่งการติดเชื้อในผู้ป่วยเบาหวานส่วนใหญ่นั้นเกิดจากเชื้อแบคทีเรียและยีสต์ก่อโรค 
โดยบริเวณท่ีมักพบการติดเชื้อ ได้แก่ ผิวหนัง ตับ ปอดและระบบทางเดินปัสสาวะ เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค
ที่เป็นสาเหตุของการติดเชื้อที่พบบ่อยในผู้ป่วยโรคเบาหวาน ได้แก่ Staphylococcus aureus ซึ่งจะ
พบบ่อยในแผลติดเชื้อเรื้อรังที่บริเวณเท้า (chronic leg ulcer) Klebsiella pneumonia ท าให้เกิดฝี
ที่ตับ (liver abscess) Burkholderia pseudomallei ท าให้เกิดโรคเมลิออยด์ Escherichia coli, 
Enterobacter sp., Proteus sp. และ Candida albicans ซึ่งท าให้เกิดการติดเชื้อที่ระบบทางเดิน
ปัสสาวะ และ Mycobacterium tuberculosis ท าให้เกิดวัณโรค เป็นต้น (Casqueiro และคณะ, 
2012; Gan, 2013) ปัจจุบันการรักษาโรคติดเชื้อในผู้ป่วยโรคเบาหวานสามารถท าได้ด้วยการให้ยา
ปฏิชีวนะแก่ผู้ป่วย อย่างไรก็ตามการใช้ยาปฏิชีวนะเป็นเวลานานในผู้ป่วยเบาหวาน ส่งผลให้เกิด
ปัญหาเชื้อดื้อยา ซึ่งเป็นปัญหาที่ส าคัญของระบบสาธารณสุขและเศรษฐกิจโดยรวมของประเทศ ดังนั้น
จึงมีความจ าเป็นที่ต้องมีการค้นหาสารปฏิชีวนะชนิดใหม่ ๆ เพ่ือน ามาใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อดื้อยา
ที่จะมีจ านวนเพิ่มมากขึ้นในอนาคต 

ปัจจุบันผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจากจุลินทรีย์ยังคงเป็นแหล่งของยาปฏิชีวนะที่มีความส าคัญซึ่ง
ถูกน ามาใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อ โดยเฉพาะยาปฏิชีวนะที่ผลิตจากแอคติโนแบคทีเรีย จากการ
รวบรวมข้อมูลงานวิจัยเกี่ยวกับสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพจากจุลินทรีย์พบว่า สาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ค้นพบทั้งหมดประมาณ 23,000 ชนิด ผลิตมาจากแอคติโนแบคทีเรีย จ านวน 
10,000 ชนิด ซึ่งคิดเป็น 45% ของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพทั้งหมด (Berdy, 2012) แสดงให้เห็นว่า
แอคติโนแบคทีเรียมีบทบาทส าคัญในการสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ และจากข้อมูลดังกล่าวท าให้
แอคติโนแบคทีเรียยังคงได้รับความสนใจจากนักวิจัยทั่วโลกในการค้นหาสารต้านจุลชีพหรือสาร
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ปฏิชีวนะชนิดใหม่ ๆ ที่มีประสิทธิภาพเพ่ือน ามาใช้ในการรักษาเชื้อดื้อยา อย่างไรก็ตามโอกาสที่จะ
ค้นพบแอคติโนแบคทีเรียสายพันธุ์ที่ผลิตสารปฏิชีวนะชนิดใหม่ นั้นเกิดขึ้นได้ยาก เนื่องจากแอคติโน
แบคทีเรียที่คัดแยกได้ส่วนใหญ่ก็มักจะเป็นสายพันธุ์เดิมๆ ซึ่งได้มีการค้นพบมาแล้ว ซึ่งส่งผลให้สาร
ปฏิชีวนะที่ผลิตได้ก็จะเป็นสารชนิดเดิมๆ เช่นเดียวกัน ดังนั้นวิธีการหนึ่งที่จะแก้ปัญหาดังกล่าวก็คือ 
การคัดแยกแอคติโนแบคทีเรียด้วยวิธีการที่แตกต่างกัน หรือคัดแยกจากแหล่งที่แตกต่างกัน และข้อมูล
งานวิจัยที่ผ่านมาก็พบว่า การคัดแยกแอคติโนแบคทีเรียจากแหล่งใหม่ ๆ ที่แตกต่างกันเป็นวิธีการที่ มี
ประสิทธิภาพในการค้นพบแอคติโนแบคทีเรียสายพันธุ์ใหม่ที่น าไปสู่การค้นพบสารปฏิชีวนะชนิดใหม่  

ในปัจจุบันนักวิจัยได้ให้ความสนใจในการคัดแยกแอคติโนแบคทีเรียที่เจริญและอาศัยอยู่
ภายในเนื้อเยื่อพืชโดยไม่ก่อให้เกิดโรคหรือผลกระทบในแง่ลบแก่พืช ซึ่งเรียกว่า แอคติโนแบคทีเรียเอน
โดไฟท์ (endophytic actinobacteria) เพ่ิมมากขึ้น เนื่องจากได้มีรายงานค้นพบแอคติโนแบคทีเรีย
ทั้งในสกุลและสายพันธุ์ใหม่เป็นจ านวนมาก ได้แก่ Allonocardiopsis ซึ่งคัดแยกได้จากพืชสมุนไพร 
Actinophytocola คัดแยกได้ต้นข้าวเหนียวของไทย และ Plantactinospora ซึ่งแยกได้จากราก
ของพืชสมุนไพร เป็นต้น (Matsumoto และ Takahashi, 2017) เนื่องจากประเทศไทยเป็นประเทศที่
มีความหลากหลายทางธรรมชาติและมีความอุดมสมบูรณ์ของพืชพรรณไม้นานาชนิด ดังนั้นในงานวิจัย
นี้ ผู้วิจัยมีความสนใจที่จะคัดแยกแอคติโนแบคทีเรียจากพืชสมุนไพรวงศ์ Rutaceae ซึ่งพืชวงศ์นี้มี
หลายชนิดและยังไม่เคยมีรายงานวิจัยเกี่ยวกับการคัดแยกแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ในพืชดังกล่าว
มาก่อน ดังนั้นผู้วิจัยคาดว่าจะสามารถค้นพบแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์สายพันธุ์ใหม่ที่มี
ประสิทธิภาพในการผลิตสารปฏิชีวนะยับยั้งเชื้อก่อโรคที่เป็ นสาเหตุของการติดเชื้อในผู้ป่วย
โรคเบาหวาน ซึ่งจะน าไปสู่การค้นพบสารปฏิชีวนะชนิดใหม่ที่จะน าไปพัฒนาเป็นยาปฏิชีวนะที่ใช้ใน
การรักษาอาการติดเชื้อในผู้ป่วยโรคเบาหวานต่อไป 

  
1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1.2.1 เพ่ือคัดแยกแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์จากพืชวงศ์ Rutaceae ที่มีประสิทธิภาพใน
การผลิตสารปฏิชีวนะยับยั้งเชื้อก่อโรคที่เป็นสาเหตุของการติดเชื้อในผู้ป่วยโรคเบาหวาน 

1.2.2 เพ่ือทดสอบฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ของสารปฏิชีวนะที่ผลิตจากแอคติโนแบคทีเรียเอนโด
ไฟท์ในการยับยั้งเชื้อก่อโรคที่เป็นสาเหตุของการติดเชื้อในผู้ป่วยโรคเบาหวาน 

1.2.3 เพ่ือศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของสารปฏิชีวนะที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อก่อ
โรคที่เป็นสาเหตุของการติดเชื้อในผู้ป่วยโรคเบาหวาน 
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1.3 ทฤษฎี สมมุติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  
การคัดแยกแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์จากพืชวงศ์ Rutaceae ซึ่งไม่เคยมีการศึกษามาก่อน 

จะน าไปสู่การค้นพบแอคติโนแบคทีเรียสายพันธุ์ใหม่ หรือสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตสาร
ปฏิชีวนะยับยั้งเชื้อก่อโรคที่เป็นสาเหตุของการติดเชื้อในผู้ป่วยโรคเบาหวาน และสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพต่างๆ ที่สามารถน าไปพัฒนาต่อยอดในการผลิตเป็นยาปฏิชีวนะที่ใช้ในทางการแพทย์ เภสัช
กรรม และการเกษตรต่อไป   
 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1.4.1 ได้ฐานข้อมูลความหลากหลายทางชีวภาพของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยก
ได้พืชวงศ์ Rutaceae ซึ่งเป็นองค์ความรู้พ้ืนฐานทางด้านจุลชีววิทยาที่สามารถน าไปต่อยอดในงานวิจัย
ด้านต่างๆ ทั้งด้านการแพทย์ เภสัชกรรมกรรม และการเกษตรได้ 

1.4.2 ได้แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์สายพันธุ์ใหม่ หรือสายพันธุ์มีประสิทธิภาพในการผลิต
สารปฏิชีวนะต้านเชื้อก่อโรคที่เป็นสาเหตุของการติดเชื้อในผู้ป่วยโรคเบาหวาน 

1.4.3 ได้สารปฏิชีวนะหรือสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม่ ที่สามารถน าไปพัฒนาเป็นยา
รักษาภาวะติดเชื้อในผู้ป่วยโรคเบาหวาน และโรคต่างๆ 

1.4.4 สร้างโอกาสให้แก่นิสิตช่วยงานที่ศึกษาในระดับปริญญาตรีได้ฝึกฝนทักษะและ
กระบวนการคิดในการท างานวิจัย เพ่ือให้นิสิตเกิดกระบวนการเรียนรู้ตลอดชีวิต  
 
1.5 การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ที่เกี่ยวข้อง 
  1.5.1 โรคเบาหวาน (Diabetes mellitus) 
 โรคเบาหวานเป็นภาวะที่ร่างกายมีระดับน้ าตาลในเลือดสูงกว่าปกติ ซึ่งเกิดจากการขาด
ฮอร์โมนอินซูลิน หรือประสิทธิภาพของอินซูลินลดลง เนื่องจากภาวะดื้อต่ออินซูลินท าให้ระดับน้ าตาล
ในกระแสเลือดสูง โรคนี้นับเป็นหนึ่งในโรคที่พบผู้ป่วยเป็นจ านวนมากในศตวรรษท่ี 21 โดยคาดการณ์
ว่าในปี 2025 จะมีผู้ป่วยโรคเบาหวานในโลกมากถึง 380 ล้านคน จากข้อมูลของส านักโรคไม่ติดต่อ 
กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข ได้แบ่งชนิดของโรคเบาหวานตามสาเหตุของการเกิดโรค
ออกเป็น 4 ประเภท คือ เบาหวานชนิดที่ 1 เบาหวานชนิดที่ 2 เบาหวานขณะตั้งครรภ์ และเบาหวาน
ชนิดอืน่ๆ โรคเบาหวานชนิดที่ 1 เกิดจากขาดอินซูลินโดยชิ้นเชิง คือตับอ่อนไม่สามารถสร้างอินซูลินได้ 
ต้องรักษาด้วยการฉีดอินซูลินเข้าไปทดแทน มักเกิดในคนอายุน้อยและผอม เบาหวานชนิดนี้พบน้อย 
โรคเบาหวานชนิดที่ 2 เกิดจากขาดอินซูลินบางส่วนหรืออินซูลินท าหน้าที่บกพร่อง (ดื้อต่อฤทธิ์
อินซูลิน) มักเกิดในผู้ใหญ่และผู้มีน้ าหนักเกินหรืออ้วน ปัจจุบันพบมากในเด็กท่ีมีน้ าหนักเกิน การรักษา
เบาหวานชนิดนี้ อาจเริ่มด้วยการควบคุมอาหาร ออกก าลังกาย และให้ยาลดระดับน้ าตาลในเลือดชนิด
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รับประทาน ส่วนโรคเบาหวานขณะตั้งครรภ์ เป็นเบาหวานที่ตรวจพบครั้งแรกในหญิงตั้งครรภ์ และ
โรคเบาหวานชนิดอื่นๆ นั้น เป็นเบาหวานที่เกิดจากการใช้ยาบางชนิด หรือเกิดจากตับอักเสบ หรือเกิด
จากการติดเชื้อไวรัสบางชนิด โรคเบาหวานที่พบมากที่สุดในประเทศไทยคือ โรคเบาหวานชนิดที่ 2 
ปัจจัยเสี่ยงของการเกิดโรคเบาหวาน ได้แก่ กรรมพันธุ์ (family history of diabetes) น้ าหนักเกิน 
(overweight) กินอาหารไม่มีดีต่อสุขภาพ (unhealthy diet) และขาดการเคลื่อนไหวและออกก าลัง
กาย (physical inactivity) 

ผู้ป่วยที่เป็นโรคเบาหวานที่มีระดับน้ าตาลในเลือดสูงอย่างต่อเนื่อง มักเสี่ยงต่อการเกิดภาวะ
หรือโรคแทรกซ้อนต่างๆ เช่น ภาวะความดันโลหิตสูง โรคหลอดเลือดหัวใจตีบที่ท าให้เกิดอาการ
กล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด โรคหลอดเลือดสมองที่ท าให้เกิดอัมพฤกษ์และอัมพาต โรคแทรกซ้อนทางตา
ที่ท าให้จอประสาทตาเสื่อม ตามัว ต้อกระจก และต้อหิน โรคเบาหวานลงไตที่ท าให้ไตเสื่อม และโรค
แทรกซ้อนทางระบบประสาทที่ส่งผลให้มีอาการชาที่เท้า และเกิดแผลได้โดยไม่รู้ตัว นอกจากนี้
โรคเบาหวานยังเป็นสาเหตุที่ท าให้เกิดการลดลงของอัตราการตอบสนองต่อการท างานของเซลล์ใน
ระบบภูมิคุ้มกัน ส่งผลให้ผู้ป่วยโรคเบาหวานมีความไวต่อการติดเชื้อก่อโรค ด้วยเหตุนี้จึงท าให้ผู้ป่วย
เบาหวานมีโอกาสติดเชื้อได้ง่าย การติดเชื้อที่พบบ่อยในผู้ป่วยโรคเบาหวาน ได้แก่ การติดเชื้อในปอด 
(วัณโรคปอด) การติดเชื้อระบบทางเดินปัสสาวะ และการติดเชื้อที่ผิวหนัง โดยเชื้อก่อโรคที่พบได้บ่อย
ในผู้ป่วยโรคเบาหวานนั้นมีทั้งเชื้อแบคทีเรียและยีสต์ ได้แก่ เชื้อ Staphylococcus aureus ซ่ึงจะพบ
บ่อยในแผลติดเชื้อเรื้อรังที่บริเวณเท้า (chronic leg ulcer) เชื้อ Klebsiella pneumonia ท าให้เกิด
ฝี ที่ ตั บ  ( liver abscess)  เ ชื้ อ  Burkholderia pseudomallei ท า ให้ เ กิ ด โ รค เมลิ ออยด์  เ ชื้ อ 
Escherichia coli, Enterobacter sp., Proteus sp. และ Candida albicans ซึ่งท าให้เกิดการติด
เชื้อที่ระบบทางเดินปัสสาวะ และเชื้อ Mycobacterium tuberculosis ท าให้เกิดวัณโรค เป็นต้น 
(Casqueiro และคณะ, 2012; Gan, 2013) ปัจจุบันการรักษาโรคติดเชื้อในผู้ป่วยโรคเบาหวานนั้น
สามารถท าได้ด้วยการให้ยาปฏิชีวนะ แต่อย่างไรก็ตามการใช้ยาปฏิชีวนะเป็นเวลานานส่งผลให้เกิด
ปัญหาเชื้อดื้อยาในผู้ป่วย ซึ่งเป็นปัญหาที่ส าคัญอย่างหนึ่งของระบบสาธารณสุขและเศรษฐกิจโดยรวม
ของประเทศ ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นที่ต้องมีการค้นหาสารปฏิชีวนะชนิดใหม่ ๆ เพ่ือน ามาใช้ในการ
รักษาเชื้อดื้อยาที่จะมีจ านวนเพิ่มมากขึ้นในอนาคต 

  1.5.2 แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ (endophytic actinobacteria)  
แอคติโนแบคทีเรีย (actinobacteria) เป็นแบคทีเรียแกรมบวกที่มีเบสกวานีน (guanine) 

และไซโตซีน (cytosine) เป็นองค์ประกอบในจีโนมมากกว่า 50 mol% แอคติโนแบคทีเรียจัดอยู่ใน
ไฟลัม Actinobacteria ซึ่งเป็นไฟลัมที่มีจ านวนสายพันธุ์ของแบคทีเรียที่พบมากที่สุดในโดเมน 
Bacteria (Ludwig & Klenk, 2005) บางกลุ่มมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาคล้ายเชื้อรา คือ สามารถ
สร้างเส้นใย (hyphae) ได้ แต่เส้นใยจะมีขนาดเล็กกว่าเชื้อรา แอคติโนแบคทีเรียส่วนใหญ่สามารถ
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สร้างเส้นใยได้ทั้งเส้นใยเหนือผิวอาหาร (aerial mycelium) และเส้นใยใต้ผิวอาหาร (substrate 
mycelium) และบางสายพันธุ์อาจมีรูปร่างแบบกลม (coccus) หรือแบบท่อน (rod) การสืบพันธุ์ของ  
แอคติโนแบคทีเรียเป็นการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศโดยการสร้างสปอร์ แอคติโนแบคทีเรียเป็น
สิ่งมีชีวิตที่มีการด ารงชีพอย่างอิสระ และมีบทบาทส าคัญในการย่อยสลายซากสิ่งมีชีวิตที่มีโครงสร้าง
ซับซ้อน เช่น ซากพืช ซากสัตว์ สาหร่าย และเชื้อราที่ตายในระบบนิเวศ แล้วท าให้เกิดการสะสม
สารอินทรีย์ในดินที่ส่งผลให้เกิดการหมุนเวียนน าสารอาหารประเภทสารอินทรีย์กลับมาใช้ในระบบ
นิเวศอย่างต่อเนื่อง แอคติโนแบคทีเรียสามารถพบได้ทั่วไปในสิ่งแวดล้อมทั้งในระบบนิเวศที่เป็นแหล่ง
น้ า (น้ าจืด และน้ าทะเล) และพ้ืนดิน ซึ่งส่วนใหญ่จะพบมากในดิน นอกจากนี้แอคติโนแบคทีเรีย
สามารถสร้างสารทุติยภูมิที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพได้หลายชนิดทั้งยาปฏิชีวนะ สารต้านเชื้อรา สารต้าน
ไวรัส สารต้านมะเร็ง และสารต้านปริสิต เป็นต้น ดังนั้นในปัจจุบันแอคติโนแบคทีเรียจึงได้รับความ
สนใจเป็นอย่างมากในการน ามาประยุกต์ใช้ในทางการแพทย์ เภสัชกรรม อุตสาหกรรม และการเกษตร 
(Anandan และคณะ, 2016; Barka และคณะ, 2016; Goodfellow และ Williams, 1983; Sharma, 
2014) 

ค าว่า เอนโดไฟท์ (endophyte) หมายถึง จุลินทรีย์ที่อาศัยอยู่ในอวัยวะหรือเนื้อเยื่อของพืช 
แต่ไม่ก่อให้เกิดโรคหรือผลในแง่ลบแก่พืชที่จุลินทรีย์ดังกล่าวได้อาศัยอยู่ รูปแบบในการด ารงชีวิต
ระหว่างเอนโดไฟท์และพืชเป็นความสัมพันธ์แบบการอยู่ร่วมกัน (symbiotic relationship) แบบ
ภาวะพ่ึงพา (mutualism) โดยพืชจะท าหน้าที่ปกป้องและให้อาหารแก่เอนโดไฟท์ ในขณะเดียวกัน
เอนโดไฟท์ก็จะสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในการป้องกันพืชจากสัตว์กินพืชและเชื้อก่อโรคพืช และ
สร้างสารกระตุ้นการเจริญเติบโตของพืชได้อีกด้วย (Gunatilaka, 2006; Hardoim และคณะ, 2015) 
ดังนั้น แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ (endophytic actinobacteria) ก็คือ แอคติโนแบคทีเรียที่เจริญ
และอาศัยอยู่ภายในเนื้อเยื่อพืช โดยไม่ก่อให้เกิดโรคและผลในแง่ลบแก่พืช  

Janso และ Carter (2010) ได้คัดแยกแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์จากตัวอย่างเนื้อเยื่อพืช 
(ใบ ราก และล าต้น) จ านวน 253 ตัวอย่าง จากพืชทั้งหมด 113 ชนิด พบว่าสามารถคัดแยกแอคติโน
แบคทีเรียเอนโดไฟท์ได้ทั้งหมด 123 สายพันธุ์ และจากการวิเคราะห์ล าดับเบสของ DNA บริเวณ 16S 
RNA gene ของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ทั้งหมดเพ่ือจัดจ าแนกชนิด พบว่าเป็นแอคติโน  
แบคทีเรียเอนโดไฟท์ในแฟมิลี่  Streptosporangiaceae (40%), Streptomycetaceae (27%), 
Thermomonosporaceae (16%), Micromonosporaceae (8%), Pseudonocardiaceae (8%) 
และ Actinosynnemataceae (2%) และจากการรวบรวมข้อมูลงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่า แอคติโน
แบคทีเรียเอนโดไฟท์ในสกุล Streptomyces มีเพียง 26% ส่วนที่เหลืออีก 74% เป็นแอคติโน
แบคทีเรียสายพันธุ์หายาก (rare actinobacteria หรือ non-Streptomyces) งานวิจัยนี้แสดงให้เห็น
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ว่า ถ้าต้องการคัดแยกแอคติโนแบคทีเรียสายพันธุ์หายากควรคัดแยกจากพืช (Qin และคณะ, 2009;  
Zhao และคณะ 2011; Li และคณะ, 2012) 

โดยปกติแอคติโนแบคทีเรียส่วนใหญ่ที่คัดแยกได้จะอยู่ในสกุล Streptomyces ซึ่งจากข้อมูล
ใน List of prokaryotic names with standing in nomenclature พบว่าในปัจจุบันมีแอคติโน
แบคทีเรียในสกุล Streptomyces มากกว่า 800 สปีชีส์ (http://www.bacterio.net/streptomyces. 
html) ส่งผลให้แอคติโนแบคทีเรียที่คัดแยกได้ในปัจจุบันส่วนใหญ่ก็จะเป็น Streptomyces สายพันธุ์
เดิม ๆ และสารปฏิชีวนะที่ผลิตจาก Streptomyces ก็จะเป็นสารปฏิชีวนะชนิดเดิม ๆ ที่ได้มีการ
ค้นพบมาแล้ว ดังนั้นแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์จึงเป็นเป้าหมายหนึ่งที่ส าคัญในการค้นหาแอคติโน
แบคทีเรียสายพันธุ์ใหม่ หรือสายพันธุ์ที่มีความสามารถในการผลิตสารปฏิชีวนะชนิดใหม่ 

งานวิจัยของ Matsumoto & Takahashi (2017) ได้ศึกษาเปรียบเทียบความหลากหลายของ
สายพันธุ์แอคติโนแบคทีเรียที่คัดแยกจากรากพืช ดินบริเวณรากพืช และดินทั่วไป พบว่าแอคติโน
แบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่แยกได้จากรากพืชมีความหลากหลายของสายพันธุ์แอคติโนแบคทีเรียในสกุล
ต่างๆ มากกว่าที่คัดแยกได้จากดินบริเวณรอบรากพืช และดินทั่วไป (ภาพที ่1-1) ซึ่งสายพันธุ์แอคติโน
แบคทีเรียเอนโดไฟท์ในสกุล Streptomyces ที่คัดแยกได้จากรากพืชมีเพียง 23% ในขณะที่มีสาย
พันธุ์แอคติโนแบคทีเรียในสกุล Streptomyces คัดแยกได้จากดินบริเวณรอบรากพืชและดินทั่วไป
มากถึง 84% จากการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่ารากพืชเป็นแหล่งของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์สาย
พันธุ์หายากที่มีประสิทธิภาพมากส าหรับใช้ในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม่ 

 

 

ภาพที่ 1-1 แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกได้จากพืช 
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จากการศึกษาข้อมูลงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่า มีการค้นพบแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์สกุล
ใหม่และสายพันธุ์ใหม่จ านวนมาก เช่น Nonomuraea syzygii, Phytohabitans kaempferiaec, 
Sphaerisporangium rufum และสายพันธุ์อื่นๆ ดังแสดงในตารางที่ 1-1 

ตารางที่  1-1 ตั วอย่ างแอคติ โนแบคที เรียเอนโดไฟท์สายพันธุ์ ใหม่ที่ มีการค้นพบในช่ วงปี               
                   2012 - 2017 

Actinobecteria species Plant host Plant family Reference 
Actinomadura syzygii Syzygium cumini Myrtaceae Rachniyom et al., 2015a 
Asanoa endophytica Boesenbergia rotunda Zingiberaceae Niemhom et al., 2016a 
Glycomyces artemisiae Artemisia argyi Asteraceae Zhang et al., 2014 
Micromonospora  
     parathelypteridis 

Parathelypteris beddomei  Thelypteridaceae Zhao et al., 2017 

Nonomuraea syzygii Syzygium cumini Myrtaceae Rachniyom et al., 2015b 
Phytohabitans kaempferiae Kaempferia larsenii Zingiberaceae Niemhom et al., 2016b 
Plantactinospora soyae Glycine max Fabaceae Gao et al., 2016 
Pseudonocardia    
     antimicrobica 

Artemisia annua  Asteraceae Zhao et al., 2012 

Sphaerisporangium rufum Oryza sativa Poaceae Mingma et al., 2014 
Streptomyces oryzae Oryza sativa Poaceae Mingma et al., 2015 

 
 1.5.3 สารปฏิชีวนะจากแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ (endophytic actinobacteria) 

เนื่องจากปัจจุบันมีปัญหาการดื้อยาของเชื้อก่อโรคเพ่ิมขึ้นเรื่อย ๆ ส่งผลให้ต้องมีการค้นหายา
ปฏิชีวนะชนิดใหม่ที่มีประสิทธิภาพอยู่ตลอดเวลาเพ่ือน ามาใช้ในการรักษาเชื้อดื้อยา ซึ่งเป็นที่ทราบกัน
ดีอยู่ว่ายาปฏิชีวนะที่ใช้ในทางการแพทย์ส่วนใหญ่ผลิตมาจากแอคติโนแบคทีเรีย  ดังนั้นจึงส่งผลให้
นักวิจัยพยายามท่ีจะค้นหาสารปฏิชีวนะชนิดใหม่จากแอคติโนแบคทีเรีย  

Matsumoto และ Takahashi (2017) ได้ศึกษาเปรียบเทียบความหลากหลายของสายพันธุ์
แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่แยกจากรากพืชกับแอคติโนแบคทีเรียที่แยกจากดินบริเวณรากพืชใน
การผลิตสารปฏิชีวนะ ผลการทดลองพบว่า สายพันธุ์แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่สามารถผลิตสาร
ปฏิชีวนะมีความหลากหลายมากกว่าแอคติโนแบคทีเรียเอนที่คัดแยกจากดินบริเวณรากพืช (ตารางที่ 
2) แสดงให้เห็นว่า แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์น่าจะเป็นแหล่งหนึ่งที่มีประสิทธิภาพในการผลิตสาร
ปฏิชีวนะ 
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ตารางที่ 1-2 ฤทธิ์ต้านจุลชีพของสารทุติยภูมิที่ผลิตจากแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่แยกจากราก
พืชและแคติโนแบคทีเรียที่แยกจากดินบริเวณรากพืช (Matsumoto & Takahashi, 
2017) 

 
 

  1.5.4 พืชสมุนวงศ์ Rutaceae 
  เป็นที่ทราบกันดีอยู่ว่าพืชสมุนไพรเป็นแหล่งของสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจ านวนมากที่
น ามาใช้ในการรักษาโรคหรือเป็นองค์ประกอบในต ารับยาต่างๆ และจากงานวิจัยที่ผ่านมาก็พบว่า แอ
คติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่อาศัยอยู่ในเนื้อเยื่อของพืชสมุนไพรก็สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพได้เช่นเดียวกับพืชสมุนไพรชนิดนั้น เช่น Kitasatospora sp. ที่คัดแยกได้จากพืชสมุนไพร 
Taxus baccata มีความสามารถในการผลิตสาร paclitaxel ที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพเหมือนกับที่แยก
ได้ต้น Taxus baccata (Caruso และคณะ, 2000) ซึ่งอาจกล่าวได้ว่าแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์มี
ส่วนร่วมในวิธีเมทาบอลิซึมของพืชในการสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของพืช หรือแอคติโนแบคทีเรีย
เอนโดไฟท์อาจจะมีการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบของสารพันธุกรรมเพ่ือให้สามารถผลิตสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพเช่นเดียวกับพืชสมุน ดังนั้นการมีปฏิสัมพันธ์ดังกล่าวระหว่างแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์
กับพืชสมุนไพรจึงเป็นสิ่งที่น่าสนใจเป็นอย่างยิ่ง (Mitchell และคณะ, 2015; Golinska และคณะ, 
2015)  

พืชวงศ์ Rutaceae เป็นของพืชใบเลี้ยงคู่ในที่จะอยู่ในอันดับ Sapindales หรือ Rutales มี
สมาชิกของพืชในกลุ่มนี้ทั่วโลกประมาณ 155 สกุล 1600 สายพันธุ์ ซึ่งมักจะพบอยู่ในเขตร้อนหรือเขต
กึ่งร้อน พืชวงศ์นี้มีตั้งแต่ไม้พุ่ม ไม้ล้มลุก จนถึงไม้ต้นขนาดเล็ก พืชในกลุ่มนี้สามารถผลิตน้ ามันหอม
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ระเหยที่มีกลิ่นหอมจากต่อมใบ พืชในกลุ่มนี้หลายชนิดมีความส าคัญในการขับเคลื่อนทางเศรษฐกิจ 
เช่น สกุล Citrus ซึ่งเป็นสกุลของส้มชนิดต่างๆ และ มะนาว สกุล Pilocarpus เป็นแหล่งของสารอัล
คาลอยด์ในกลุ่ม pilocarpine ที่ใช้เป็นยารักษาโรคต้อหิน และอาการปากแห้งของผู้ป่วยมะเร็ง เป็น
ต้น นอกจากนี้ในบางสกุลยังสามารถใช้ในการผลิตน้ าหอมอีกด้วย (Chase และคณะ, 1999) ประเทศ
ไทยเป็นประเทศเขตร้อนและมีการกระจายของพืชวงศ์ Rutaceae หลายชนิด ดังแสดงในตารางที่ 3 
ซึ่งส่วนใหญ่ที่พบจะมีคุณสมบัติเป็นพืชสมุนไพรที่สามารถน าใช้ในการรักษาโรคต่างๆ ได้ นอกจากนี้ยัง
ไม่เคยมีรายงานวิจัยเกี่ยวกับการคัดแยกแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ในพืชดังกล่าวมาก่อน ดังนั้นพืช
สมุนไพรวงศ์ Rutaceae น่าจะเป็นแหล่งของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์สายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพ
ในการผลิตสารปฏิชีวนะยับยั้งเชื้อก่อโรคที่เป็นสาเหตุของการติดเชื้อในผู้ป่วยโรคเบาหวานได้ใน
อนาคต  

 
ตารางท่ี 1-3 ตัวอย่างพืชวงศ์ส้มท่ีสามารถพบในประเทศไทย 

ชื่อวิทยาศาสตร์ ชื่อสามัญ 
Acronychia pedunculata (L.) Miq. กะอวม 
Aegl marmelos (Linn.) Corr. มะตูม 
Casimiroa edulis ละมุดขาว 
Citrus aurantifolia มะนาว 
Citrus hystrix มะกรูด 
Citrus medica L. var. sarcodactylis (Hoola van Nooten) Swingle ส้มโอมือ 
Citrus medica Linn. var. sarcodactylis Swing. ส้มมือ 
Clausena excavate Burm.f. สมัดใหญ่ 
Clausena lansium (Lour.) Skeels มะไฟจีน 
Feroniella lucida (Scheff.) Swingle มะสัง 
Feronia limonia มะขวิด 
Glycosmis pentaphylla (Retz.) DC. เขยตาย 
Micromelum minutum (G. Forst.) Wight & Arn. หัสคุณ 
Murraya paniculata (Linn.) Jack แก้ว 
Toddalia asiatica (L.) Lam. เครืองูเห่า 
Zanthoxylum rhetsa (Roxb.) DC. มะแขว่น 



 

2. วิธีด าเนินการวิจัย (Material & Method) 
 

2.1 อุปกรณ์และสารเคมี 
  2.1.1 เครื่องมือ 

1) Autoclave   
2) Hot air oven  
3) Incubating shaker  
4) Laminar flow  
5) pH meter 
6) Vortex mixer 

  2.1.2 อุปกรณ์ 
1) Autopipette  
2) Beaker  
3) Basket 
4) Cylinder  
5) Dropper  
6) pH meter 
7) Glass funnel 
8) Glass rod 
9) Laboratory bottle 
10) Label 
11) Loop 
12) Microtube 
13) Needle 
14) Parafilm 
15) Pestle and Mortar 
16) Plastic bag 
17) Screw cap tube 
18) Spoon 
19) Spreader 
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20) Test tube 
21) Test tube rack 
22) Autopipette Beaker  
23) Basket 
24) Cylinder  
25) Dropper  
26) pH meter 
27) Glass funnel 
28) Glass rod 
29) Laboratory bottle 
30) Loop 
31) Micro tube 
32) Needle 
33) Parafilm 
34) Pestle and Mortar 
35) Plastic bag 
36) Screw cap tube 
37) Spoon 
38) Spreader 
39) Test tube 
40) Test tube rack 

 2.1.3 สารเคมี 
1) Acetonitrile 
2) Agarose 
3) Calcium carbonate (CaCO3) 
4) Casein 
5) Cycloheximide 
6) Dimethyl sulfoxide (DMSO) 
7) Dipotassium phosphate (K2HPO4) 
8) Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) 
9) Distilled water 
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10)   DNTP 
11)   Ethanol (C2H5OH) 
12)   Ethyl acetate 
13) Ferrous sulfate heptahydrate (FeSo4.7H2O) 
14) Glucose  
15) Hexane 
16) Humic acid 
17) Malt extract 
18) Magnesium sulphate heptahydrate (MgSo4.7H2O) 
19) Nalidixic acid 
20) L-Poline 
21) Potassium chloride (KCl) 
22) Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4)  
23) Potassium nitrate (KNO3)  
24) Sodium chloride (NaCl) 
25) Sodium hydroxide (NaOH) 
26) Taq DNA polymerase 
27) Universal primer 
28) Yeast extract 

  2.1.4 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
1) Humic vitamin agar (HV) 
2) Inorganic salts starch agar (ISP4),  
3) Mueller Hinton agar (MHA) 
4) Starch casein nitrate agar (SCN) 
5) Yeast extract-malt extract agar (ISP2 agar) 
6) Yeast extract-malt extract broth (ISP2 broth) 
7) Yeast mold agar (YM) 
8) Tap water yeast extract agar (TWYE) 
9) Water proline agar (WP) 
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2.1.5 เชื้อจุลินทรีย์ทดสอบ 
1) Bacillus subtilis ATCC 6633 
2) Candida albicans ATCC 10231 
3) Escherichia coli ATCC 25922 
4) Micrococcus luteus ATCC 9341 
5) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
6) Staphylococcus aureus ATCC25923 

       
2.2 การเตรียมตัวอย่างพืชวงศ์ Rutaceae และการคัดแยกแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ 

การคัดแยกแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ท าการทดลองโดยดัดแปลงจากวิธีการของ 
Inahashi และคณะ (2010) น าตัวอย่างพืชวงศ์ Rutaceae จ านวน 16 ตัวอย่าง ประกอบด้วย มะนาว 
(R1, R2 และ R16) มะกรูด (R3 และ R4) โปร่งฟ้า (R5) เขยตาย (R6) มะตูมไข่ (R7 และ R15) ส้มจี๊ด 
(R8 และ R11) มะสัง (R9) ส้มเช้ง (R10) ส้มเขียวหวาน (R12) มะขวิด (R13) และส้มจุก (R14) ล้าง
ด้วยน าประปาให้สะอาด เพ่ือก าจัดเศษฝุ่นและตะกอนดินออกจากตัวอย่าง จากนั้นน าตัวอย่างพืชมา
แยกเป็นส่วนของราก ล าต้น และใบ (ภาพที่ 2-1 และตารางที่ 3) จะได้ตัวอย่างทั้งหมด 64 ตัวอย่าง 
ส าหรับน ามาใช้ในการแยกแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ 

 

ภาพที่ 2-1 ตัวอย่างต้นมะนาวและมะกรูดที่ใช้ในการคัดแยกเชื้อแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ 

น าชิ้นส่วนตัวอย่างพืชทั้งหมด 64 ตัวอย่าง ๆ ละ 1 กรัม มาฟอกฆ่าเชื้อเพ่ือก าจัดเชื้อจุลินทรีย์
ปนเปื้อนที่อยู่บริเวณผิวก่อนการคัดแยกแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ โดยการแช่ชิ้นส่วนตัวอย่างพืช
ในเอทานอล (70% v/v) เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าไปแช่ต่อใน sodium hypochlorite (1% v/v) 
ที่มี Tween 80 (0.1% v/v) ผสมอยู่ โดยส่วนรากจะแช่เป็นเวลา 15 นาที ส่วนล าต้นและใบแช่เป็น
เวลา 10 นาที หลังจากนั้นน าไปล้างด้วยน้ ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง เป็นเวลาครั้งละ 1 นาที (น้ า
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กลั่นที่ผ่านการล้างตัวอย่างครั้งสุดท้ายจะน าไปเป็นชุดควบคุมส าหรับการคัดแยกแอคติโนแบคทีเรีย
เอนโดไฟท์) และน าชิ้นส่วนตัวพืชที่ผ่านการฆ่าเชื้อไปตัดให้เป็นชิ้นเล็ก ๆ แล้วน าไปบดให้ละเอียดด้วย
โกร่งท่ีผ่านการฆ่าเชื้อ และเติม extraction buffer ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ลงในตัวอย่างพืชบดละเอียด 
และท าการเจือจางแบบ serial dilution จากนั้นน าตัวอย่างที่เจือจางที่ความเข้มข้น 10-1, 10-2 และ 
10-3 และตัวอย่างน้ ากลั่นที่ผ่านจากการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนพืชทั้ง 64 ตัวอย่าง (ชุดควบคุม) ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร เกลี่ยลงบนอาหารจ าเพาะ (selective media) ซึ่งประกอบด้วย cellobiose 
asparagine agar (CA), humic acid-vitamin agar (HV), starch casein nitrate agar (SCN) และ 
water proline agar (WP) ที่มีการเติมยาปฏิชีวนะ cycloheximide (50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
ส าหรับยับยั้งการเจริญของเชื้อรา และ nalidixic acid (25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ส าหรับยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรียแกรมลบ จากนั้นน าจานอาหารคัดแยกเชื้อบ่มที่อุณภูมิห้องเป็นเวลา 14-30 วัน 
จากนั้นน าแอคติโนแบคทีเรียที่คัดแยกได้มาท าให้บริสุทธ์โดยการ streak บนอาหารแข็ง ISP2 จากนั้น
น าไปบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7-14 วัน น าแอคติโนแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่แยกได้ไปเลี้ยงต่อในอาหาร
วุ้นเอียง ISP2 เพ่ือใช้เป็น stock culture ส าหรับการทดลองต่อไป 

 
ตารางท่ี 2-1 ตัวอย่างพืช และชิ้นส่วนของพืชตัวอย่างที่ใช้ส าหรับการทดลอง 

 ตัวอย่างพืช 
 ชิ้นส่วนตัวอย่างพืชที่ใช ้

 ราก (root) ล าต้น (stem) ใบ (leaf) 
มะนาว (R1) R1R R1S R1L 
มะนาว (R2) R2R R2S R2L 
มะกรูด (R3) R3R R3S R3L 
มะกรูด (R4) R4R R4S R4L 
โปร่งฟ้า (R5) R5R R5S R5L 
เขยตาย (R6) R6R R6S R6L 
มะตูมไข่ (R7) R7R R7S R7L 
ส้มจี๊ด (R8) R8R R8S R8L 
มะสัง (R9) R9R R9S R9L 

ส้มเช้ง (R10) R10R R10S R10L 
ส้มจี๊ด (R11) R11R R11S R11L 

ส้มเขียวหวาน (R12)  R12R R12S R12L 
มะขวิด (R13)  R13R R13S R13L 
ส้มจุก (R14) R14R R14S R14L 

มะตูมไข่ (R15) R15R R15S R15L 
มะนาว (R16) R16R R16S R16L 
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2.3 การระบุสกุลของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ท่ีมีฤทธิ์ต้านเชื้อก่อโรคที่เป็นสาเหตุของการติด  
     เชื้อในผู้ป่วยโรคเบาหวานเบื้องต้น 

การจัดจ าแนกแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ในระดับสกุลโดยการการศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา และการวิเคราะห์ล าดับเบสบริเวณยีน 16S rRNA 

การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบื้องต้นโดยการเพาะเลี้ยงแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์
บนอาหารแข็ง ISP2 โดยวิธี streak plate method และบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลานาน 14 วัน 
หลังจากเชื้อเจริญบนอาหารแข็งน าไปศึกษาลักษณะการเจริญบนอาหารแข็ง โดยการบันทึกสีของ
โคโลนีด้านบนอาหาร (upper colony) และด้านล่างอาหาร (reversed colony) และการผลิตสีรงค
วัตถุ (soluble pigment) ในอาหาร เทียบกับแผ่นสีมาตรฐาน (The NBS/IBCC color System) 
รวมถึงศึกษาลักษณะของเส้นใยอากาศภายใต้กล้องจุลทรรศน์  

การวิเคราะห์ล าดับเบสบริเวณยีน 16S rRNA โดยเพาะเลี้ยงแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ใน
อาหารเหลว ISP2 เป็นเวลานาน 3-5 วัน จากนั้นน าเซลล์แบคทีเรียที่ได้ไปปั่นเหวี่ยงแยกเซลล์แล้ว
น ามาสกัด DNA โดยการใช้คลื่นเสียงความถี่สูง (sonication) หลังจากนั้นน า DNA ที่เตรียมได้ไปท า
ปฏิกิริยา PCR ด้วยเครื่อง Thermal cycler ตามวิธีการของ Suriyachadkun และคณะ (2009) เพ่ือ
เพ่ิมปริมาณยีนบริเวณ 16S rRNA โดยใช้ universal primers คือ 27F และ 1392R น าผลิตภัณฑ์ 
PCR ที่ได้ไปตรวจสอบ โดยวิธี gel electrophoresis เพ่ือดูแถบของยีน 16S rRNA จากนั้นน า
ผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้ไปวิเคราะห์ล าดับเบสที่บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี และน าข้อมูลล าดับ
เบสบริเวณ 16S rRNA ของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่วิเคราะห์ได้ของแต่ละไอโซเลทเทียบกับ
ล าดับเบสบริเวณ 16S rRNA ที่มีในฐานข้อมูลออนไลน์ EzBiocould (http://www.ezbiocloud.net; 
Yoon และคณะ, 2017)  เพื่อระบุสกุลของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกได้ 

นอกจากนี้มีการศึกษาความสัมพันธุ์ทางสายวิวัฒนาการของยีน 16S rRNA (16S rRNA gene 
phylogenetic tree) ส าหรับเชื้อที่คาดว่าจะเป็นแอคติโนแบคทีเรียสายพันธุ์ใหม่ซึ่งมีร้อยละความ
เหมือนของยีน 16S rRNA เทียบกับเชื้อสายพันธุ์ใกล้เคียง (type strains) ต่ ากว่า 99 โดยการสร้าง  
phylogenetic tree ของยีน 16S rRNA ด้วยซอร์ฟแวร์ MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016) 
 
2.4 การคัดกรองแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์สายพันธุ์ที่มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรคที่  
     เป็นสาเหตุของการติดเชื้อในผู้ป่วยโรคเบาหวาน  

น าแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์สายพันธุ์บริสุทธิ์ที่คัดแยกได้หมด 59 ไอโซเลท เพาะเลี้ยงใน
อาหารเหลว ISP2 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปเขย่าด้วยบนเครื่อง rotary shaker ที่ความเร็ว 
150 รอบต่อนาที เป็นเวลานาน 9 วัน และน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลานาน 10 นาที น าส่วนใสที่ได้ไปทดสอบฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ด้วยวิธี agar well diffusion โดย
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เชื้อจุลินทรีย์ทดสอบที่ใช้ประกอบด้วย Bacillus subtilis ATCC 6633, Candida albicans ATCC 
10231,  Escherichia coli ATCC 25922, Micrococcus luteus ATCC 9341, Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 27853 และ Staphylococcus aureus ATCC 25923 การเตรียมเชื้อจุลินทรีย์
ทดสอบท าได้โดยน าเชื้อทดสอบเพาะเลี้ยงในอาหารแข็ง MHA และ YM ส าหรับแบคทีเรียและยีสต์ 
ตามล าดับ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (ส าหรับแบคทีเรีย) และ 30 องศาเซลเซียส (ส าหรับยีสต์) 
เป็นเวลานาน 24 ชั่วโมง จากนั้นน าเชื้อทดสอบที่เตรียมได้มาละลายในน้ าเกลือและปรับให้มีความขุ่น
ประมาณ 0.5 และ 2.0 McFarland ส าหรับเชื้อแบคทีเรียและยีสต์ ตามล าดับ และน ามาเกลี่ยบน
อาหาร MHA (ส าหรับแบคทีเรีย) และ YM (ส าหรับยีสต์) โดยใช้ไม้พันส าลีปราศจากเชื้อ (stiriled 
cotton swab) จากนั้นใช้ cork borer ที่มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 8 มิลลิเมตรเจาะอาหารบนแข็ง MHA 
และ YM ที่ได้เกลี่ยเชื้อไว้ให้เป็นหลุม แล้วหยดอาหารเลี้ยงเชื้อของสารทุติยภูมิปริมา ตร 180 
ไมโครลิตร ลงในหลุมโดยใช้ยาปฏิชีวนะ chloramphenicol และ amphotericin B เป็นชุดควบคุม
เชิงบวก (positive control) และอาหารเหลว ISP2 เป็นชุดควบคุมเชิงลบ (negative control) 
จากนั้นน าไปบ่มในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง อ่านผลการทดสอบโดยการ
วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้ง (inhibition zone) 

 
2.5 การผลิตและการสกัดแยกสารต้านจุลินทรียจ์ากแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ 

เพาะเลี้ยงแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์สายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อก่อโรคใน
อาหารเหลว ISP2 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในสภาวะเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3-5 
วัน ส าหรับใช้เป็นหัวเชื้อเริ่มต้น จากนั้นถ่ายเชื้อปริมาตร  5 มิลลิลิตร (5% v/v) ลงในอาหารเหลว 
ISP2 ใหม่ ปริมาตรรวม 1 ลิตร บนเครื่องเขย่า 150 รอบต่อนาท ีเป็นเวลานาน 7 วัน เมื่อครบก าหนด
น ามาสกัดด้วยตัวท าละลายอินทรีย์เอทิลอะซิเตท (EtOAc) แยกส่วนของสารละลายชั้นน้ าเลี้ยงเชื้อ 
(W) และสารละลายชั้น EtOAC ออกจากกัน ท าการสกัดซ้ า 3 รอบน าสารละลายชั้น EtOAc และชั้น 
W ไประเหยตัวท าละลายด้วยเครื่องระเหยแบบหมุน (rotary evaporator) ที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส จะได้เป็นสารสกัดหยาบชั้น EtOAc (EtOAc-crude extract) และชั้นน้ า (water-crude 
extract) จากนั้นทดสอบฤทธิ์ในการต้านจุลินทรีย์ของสารสกัดหยาบโดยวิธี agar disc diffusion 
โดยเชื้อทดสอบที่ใช้ประกอบด้วย B. subtilis ATCC 6633, C. albicans ATCC 10231, E. coli 
ATCC 25922, M.  luteus ATCC 9341, P.  aeruginosa ATCC 27853 และ  S.  aureus ATCC 
25923 การเตรียมเชื้อทดสอบท าเช่นเดียวกับการทดลองที่ 2.4 การเตรียมตัวอย่างสกัดท าได้โดยน า
สารสกัดหยาบชั้น EtOAc และชั้นน้ าไปเจือจางที่ความเข้มข้นต่างๆ ด้วยสารละลาย DMSO (10% 
โดยปริมาตร) แล้วหยดลงบนแผ่นแผ่นดิสก์ (disc) ขนาด 6 มิลลิเมตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และ
น าแผ่นดิสก์มาวางบนผิวหน้าอาหารที่มีเชื้อทดสอบ โดยใช้ยาปฏิชีวนะ  chloramphenicol (C30) 
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และ amphotericin B (AB20) เป็นชุดควบคุมเชิงบวก และสารละลาย DMSO (10% โดยปริมาตร) 
เป็นชุดควบคุมเชิงลบ (ภาพที่ 2-2)จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (ส าหรับยีสต์) และ 
37 องศาเซลเซียส (ส าหรับแบคทีเรีย) เป็นเวลานาน 24 ชั่วโมง และวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง
บริเวณยับยั้ง 

 

รูปที ่2-2  การทดสอบฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ด้วยวิธี agar disc diffusion  
 
2.6 การศึกษาปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิตสารปฏิชีวนะจาก Streptomyces sp. R3R-6 

2.6.1 การเตรียมหัวเชื้อ Streptomyces sp. R3R-6  
เพาะเลี้ยง Streptomyces sp. R3R-6 ในอาหารเหลว ISP2 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวด

รูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร น าไปเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่าแบบหมุนที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 วัน น าหัวเชื้อที่ได้ไปใช้ในการทดลองต่อไป 

2.6.2 ระยะเวลาที่เหมาะสมในการผลิตสารปฏิชีวนะ 
น าหัวเชื้อ Streptomyces sp. R3R-6 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร (2% โดยปริมาตร) เพาะเลี้ยงใน

อาหารเหลว ISP2 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร น าไปเพาะเลี้ยงบน
เครื่องเขย่า ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลานาน 13 วัน โดยเก็บตัวอย่างทุกๆ 24 
ชั่วโมง ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วสกัดด้วยเอทานอลในอัตราส่วน 1: 1 และน าตัวอย่างที่เตรียมได้ไป
วิเคราะห์ปริมาณสาร actinomycin D ด้วยเทคนิค HPLC 

2.6.3 ชนิดของน้ าตาลที่เหมาะสมในการผลิตสารปฏิชีวนะ 
น าหัวเชื้อ Streptomyces sp. R3R-6 ร้อยละ 2 โดยปริมาตร (4 มิลลิลิตร) เพาะเลี้ยงใน

อาหารเหลว 3 สูตร ที่มีองค์ประกอบของแหล่งคาร์บอนแตกต่างกัน ได้แก่ กลูโคส น้ าตาลทรายและ
กากน้ าตาล ดังตารางที่ 3-1 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร และน าไป
เพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่าแบบหมุนที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลานาน 7 วัน 
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แล้วสกัดด้วยเอทานอลในอัตราส่วน 1: 1 และน าตัวอย่างที่เตรียมได้ไปวิเคราะห์ปริมาณสาร 
actinomycin D ด้วยเทคนิค HPLC    

ตารางท่ี 2-2 องค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อในสูตรต่างๆ ที่มีแหล่งคาร์บอนแตกต่างกัน 

องค์ประกอบ  สูตรที่ 1 (ISP2) สูตรที่ 2 สูตรที่ 3 

Yeast extract (g/L) 4 4 4 
Glucose (g/L) 4 - - 
Sucrose (g/L) - 4 - 
Molasses (g/L) - - 4 
Malt extract (g/L) 10 10 10 
pH 7.2 7.2 7.2 

 

2.6.4 ความเข้มข้นของน้ าตาลทรายท่ีเหมาะสมในการผลิตสารปฏิชีวนะ 
น าหัวเชื้อ Streptomyces sp. R3R-6 ร้อยละ 2 โดยปริมาตร (4 มิลลิลิตร) เพาะเลี้ยงใน

อาหารเหลว 5 สูตร ที่มีการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของน้ าตาลทราย ดังตารางที่ 3-2 ปริมาตร 200 
มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร และน าไปเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่าแบบหมุนที่ความเร็ว 
150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลานาน 7 วัน แล้วสกัดด้วยเอทานอลในอัตราส่วน 1: 1 และ
น าตัวอย่างที่เตรียมได้ไปวิเคราะห์ปริมาณสาร actinomycin D ด้วยเทคนิค HPLC    

ตารางท่ี 2-3 องค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อในสูตรต่างๆ ที่มีการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของ 
น้ าตาลซูโครส 

องค์ประกอบ  สูตรที่ 1 สูตรที่ 2 สูตรที่ 3 สูตรที่ 4 สูตรที่ 5 

Yeast extract (g/L) 4 4 4 4 4 
Sucrose (g/L) 0 4 10 20 50 
Malt extract (g/L) 10 10 10 10 10 
 

2.6.5 ความเข้มข้นของสารสกัดมอลต์ที่เหมาะสมในการผลิตสารปฏิชีวนะ 
น าหัวเชื้อ Streptomyces sp. R3R-6 ร้อยละ 2 โดยปริมาตร (4 มิลลิลิตร) เพาะเลี้ยงใน

อาหารเหลว 6 สูตรที่มีการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของสารสกัดมอลต์ ดังตารางที่ 3-3 ปริมาตร 200 
มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร น าไปเพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่าแบบหมุนที่ความเร็ว 150 
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รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลานาน 7 วัน แล้วสกัดด้วยเอทานอลในอัตราส่วน 1: 1 และน า
ตัวอย่างที่เตรียมได้ไปวิเคราะห์ปริมาณสาร actinomycin D ด้วยเทคนิค HPLC   

ตารางท่ี 2-4 องค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อในสูตรต่างๆ ที่มีการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของสาร
สกัดมอลต์ 

องค์ประกอบ สูตรที่ 1 สูตรที่ 2 สูตรที่ 3 สูตรที่ 4 สูตรที่ 5 สูตรที่ 6 
Yeast extract (g/L) 4 4 4 4 4 4 
Sucrose (g/L) 4 4 4 4 4 4 
Malt extract (g/L) 5 7.5 10 12.5 15 20 

 

2.6.6 ปริมาณหัวเชื้อเริ่มต้นทีเ่หมาะสมในการผลิตสารปฏิชีวนะ  
น าหัวเชื้อ Streptomyces sp. R3R-6 ที่ความเข้มข้นร้อยละ 1, 2, 3, 4 และ 5 โดยปริมาตร 

เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีองค์ประกอบของสารสกัดยีสต์ 4 กรัมต่อลิตร น้ าตาลทราย 4 กรัมต่อ
ลิตร และสารสกัดมอลต์ 10 กรัมต่อลิตร (pH≈7.2) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 
มิลลิลิตร และน าไปเลี้ยงบนเครื่องเขย่าแบบหมุนที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลานาน 7 วัน แล้วสกัดด้วยเอทานอลในอัตราส่วน 1: 1 และน าตัวอย่างที่เตรียมได้ไปวิเคราะห์
ปริมาณสาร actinomycin D ด้วยเทคนิค HPLC    

2.6.7 การวิเคราะห์ปริมาณสาร actinomycin D ด้วยเทคนิค HPLC 
น าสารตัวอย่างที่สกัดด้วยเอทานอลในอัตราส่วน 1: 1 มาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ

ต่อนาที เป็นเวลานาน 10 นาที และสารละลายส่วนใสที่ได้ไปวิเคราะห์ปริมาณสาร actinomycin D 
ด้วยเทคนิค HPLC (ตารางที่ 3-4) ค านวณหาปริมาณสาร actinomycin D ในสารตัวอย่างโดยเทียบ
กับกราฟมาตรฐานของสาร actinomycin D  

ตารางท่ี 2-5 สภาวะที่ใช้ในการตรวจสอบปริมาณสาร actinomycin D ด้วยเทคนิค HPLC 

Parameter Condition 
HPLC Agilent 1260 infinity II 
Column C18 (150 mm*4.6 mm 5 um) 
Mobile phase Isocratic (Acetonitrile : Water, 65 : 35) 
Injection volume 10 uL 

Detecter/ Runtime DAD λ =436 nm/ 15 min 
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3. ผลการทดลองและอภปิรายผล (Results & Discussion) 
 

3.1 การคัดแยกแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์จากพืชวงศ์ Rutaceae  
จากการคัดแยกแอคติโนแบคทีเรียจากตัวอย่างพืชวงศ์ Rutaceae จ านวน 16 ตัวอย่าง 

(ตารางที่ 2-1) ด้วยวิธี spread plate technique ลงบนอาหารคัดเลือกทั้ง 5 ชนิด ซึ่งประกอบด้วย 
humic acid vitamin agar (HV), inorganic salts starch agar (ISP4), starch casein nitrate agar 
(SCN) , tap  water yeast extract medium (TWYE)  และ water proline agar (WP)  ผลการ
ทดลองพบว่า สามารถคัดแยกเชื้อแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ได้ทั้งหมด 59 ไอโซเลท ประกอบด้วย 
แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่แยกได้จากมะนาว (R1) มีจ านวน 1 ไอโซเลท  (R1S-3) แอคติโน
แบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่แยกได้จากมะนาว (R2) มีจ านวน 7 ไอโซเลท (R2R-1, R2R-2, R2R-3, R2R-4, 
R2R-5, R2R-6 และ R2R-7) แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่แยกได้จากมะกรูด (R3) มีจ านวน 5 ไอโซ
เลท (R3L-1, R3R-1, R3R-4, R3R-5 และ R3R-6) แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่แยกได้จากมะกรูด 
(R4) มีจ านวน 3 ไอโซเลท (R4R-1, R4R-2 และ R4R-3) แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่แยกได้จาก
โปร่งฟ้า (R5) มีจ านวน 6 ไอโซเลท (R5S-1, R5S-3, R5S-6, R5R-1, R5R-3 และ R5R-4) แอคติโน
แบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่แยกได้จากเขยตาย (R6) มีจ านวน 4 ไอโซเลท (R6R-1, R6R-2, R6R-4 และ 
R6R-6) แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่แยกได้จากมะตูมไข่ (R7) มีจ านวน 8 ไอโซเลท (R7R-1, R7R-
2, R7R-5, R7R-6, R7R-7, R7R-8, R7R-9 และ R7R-11) แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่แยกได้จาก
ส้มจี๊ด (R8) มีจ านวน 1 ไอโซเลท (R8S-3) แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่แยกได้จากส้มเช้ง (R10) มี
จ านวน 3 ไอโซเลท (R10R-1, R10R-2 และ R10R-4) แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่แยกได้จาก 
(R11) มีจ านวน 3 ไอโซเลท (R11R-1, R11R-2 และ R11R-3) แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่แยกได้
จากส้มเขียวหวาน (R12) มีจ านวน 1 ไอโซเลท (R12L-1) แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่แยกได้จาก
มะขวิด (R13) มีจ านวน 1 ไอโซเลท (R13R-3) แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่แยกได้จากส้มจุก (R14) 
มีจ านวน 5 ไอโซเลท (R14R-1, R14R-2, R14R-3, R14R-4 และ R14R-5) แอคติโนแบคทีเรียเอนโด
ไฟท์ที่แยกได้จากมะตูมไข่ (R15) มีจ านวน 7 ไอโซเลท (R15L-3, R15L-4, R15S-1, R15R-1, R15R-
2, R15R-3, R15R-5, R15R-6, และ R15R-8) และแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่แยกได้จากมะนาว 
(R16) มีจ านวน 2 ไอโซเลท (R16R-1 และ R16R-3) ส าหรับการทดลองนี้ไม่สามารถคัดแยกแอคติโน
แบคทีเรียเอนโดไฟท์ได้จากมะสัง (R9) (ตารางที่ 3-1) จากการน าน้ ากลั่นที่ผ่านการล้างตัวอย่าง
ชิ้นส่วนพืชครั้งสุดท้ายหลังจากการฟอกฆ่าเชื้อบริเวณผิว ซึ่งใช้เป็นชุดควบคุมส าหรับการคัดแยกเชื้อ
แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์มาเกลื่อเชื้อบนอาหารทั้ง 5 ชนิด พบว่าไม่มีการเจริญการของ
เชื้อจุลินทรีย์และแอคติโนแบคทีเรียบนอาหารดังกล่าว ซึ่งแสดงให้เห็นว่าแอคติโนแบคทีเรียที่คัดแยก
ได้ทั้งหมดจ านวน 59 ไอโซเลท เป็นแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่แท้จริง เมื่อพิจารณาถึงชิ้นส่วน
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ของพืชวงศ์ Rutaceae ที่น ามาใช้ในการแยกเชื้อ พบว่าแอคแบคทีเรียเอนโดไฟท์เกือบทั้งหมดคัดแยก
ได้จากส่วนของรากซึ่งมีจ านวน 48 ไอโซเลท (81%) นอกจากนีย้ังคัดแยกได้จากส่วนของต้นจ านวน 7
ไอโซเลท (12%) และใบจ านวน 4 ไอโซเลท (7%) 

ตารางท่ี 3-1 แอคติโนแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากตัวอย่างชิ้นส่วนพืชวงศ์ Rutaceae  
พืช    ชิ้นส่วนของพืช ไอโซเลท 

มะนาว (R1) 
    ใบ (R1L) - 
    ล าต้น (R1S) R1S-3 
    ราก (R1R) - 

มะนาว (R2) 

    ใบ (R2L) - 
    ล าต้น (R2S) - 

    ราก (R2R) R2R-1, R2R-2, R2R-3, R2R-4, R2R-5, R2R-6, R2R-7 

มะกรูด (R3) 
    ใบ (R3L) R3L-1 
    ล าต้น (R3S) - 
    ราก (R3R) R3R-1, R3R-4, R3R-5, R3R-6 

มะกรูด (R4) 
    ใบ (R4L) - 
    ล าต้น (R4S) - 
    ราก (R4R) R4R-1, R4R-2, R4R-3 

โปร่งฟ้า (R5) 
    ใบ (R5L) - 
    ล าต้น (R5S) R5S-1, R5S-3, R5S-6 
    ราก (R5R) R5R-1, R5R-3, R5R-4 

เขยตาย (R6) 
    ใบ (R6L) - 
    ล าต้น (R6S) - 
    ราก (R6R) R6R-1, R6R-2, R6R-4, R6R-6 

มะตูมไข ่(R7) 

    ใบ (R7L) - 
    ล าต้น (R7S) - 

    ราก (R7R) 
R7R-1, R7R-2, R7R-5, R7R-6, R7R-7, R7R-8, R7R-9, 
R7R-11 

ส้มจี๊ด (R8) 
    ใบ (R8L) - 
    ล าต้น (R8S) R8S-3 
    ราก (R8R) - 
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ตารางท่ี 3-1 (ต่อ) 

มะสัง (R9) 
    ใบ (R9L) - 
    ล าต้น (R9S) - 
    ราก (R9R) - 

ส้มเช้ง (R10) 
    ใบ (R10L) - 
    ล าต้น (R10S) - 
    ราก (R10R) R10R-1, R10R-2, R10R-4 

ส้มจี๊ด (R11) 
    ใบ (R11L) - 
    ล าต้น (R11S) - 
    ราก (R11R) R11R-1, R11R-2, R11R-3 

ส้มเขียวหวาน 
(R12) 

    ใบ (R12L) R12L-1 
    ล าต้น (R12S) - 
    ราก (R12R) - 

มะขวิด (R13) 
    ใบ (R13L) - 
    ล าต้น (R13S) - 
    ราก (R13R) R13R-3 

ส้มจุก (R14) 
    ใบ (R14L) - 
    ล าต้น (R14S) - 
    ราก (R14R) R14R-1, R14R-2, R14R-3, R14R-4, R14R-5 

มะตูมไข่ (R15) 
    ใบ (R15L) R15L-3, R15L-4 
    ล าต้น (R15S) R15S-1 
    ราก (R15R) R15R-1, R15R-2, R15R-3, R15R-5, R15R-6, R15R-8 

มะนาว (R16) 
    ใบ (R16L) - 
    ล าต้น (R16S) - 
    ราก (R16R) R16R-1, R16R-3 
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3.2 การระบุสกุลของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ท่ีคัดแยกได้จากพืชวงศ์ Rutaceae 
การจัดจ าแนกแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ในระดับสกุลโดยการการศึกษาลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาและการวิเคราะห์ล าดับเบสบริเวณยีน 16S rRNA 
การศึกษาลักษณะทางจีโนไทป์โดยการวิเคราะห์ล าดับเบสบริเวณยีน 16S rRNA ของแอคติ

โนแบคทีเรียเอนโดไฟท์จ านวน 59 ไอโซเลท พบว่า แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกได้แบ่งออก
ได้เป็น 6 สกุล (ตารางที่ 3-1) ซึ่งประกอบด้วย แอคติโนแบคทีเรียในสกุล Actinomycetospora, 
Amycolatopsis, Marmoricola, Micromonospora, Nocardia และ Streptomyces (ภาพที่ 3-1) 
 กลุ่มที่ 1 แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ในสกุล Actinomycetospora มีจ านวน 2 ไอโซเลท 
คิดเป็น 3% ของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกได้ ประกอบด้วย ไอโซเลท R5R-4 และ R5R-
6 ซ่ึงเชื้อในสกุลนี้คัดแยกได้จากรากโปร่งฟ้า (R5) เท่านั้น  
 กลุ่มที่ 2 แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ในสกุล Amycolatopsis มีจ านวน 6 ไอโซเลท คิด
เป็น 10% ของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ทั้งหมดที่คัดแยกได้ ประกอบด้วย ไอโซเลท R10R-1, 
R10R-2, R10R-4, R13R-3, R14R-4 และ R14R-5 ซึ่งเชื้อในสกุลนี้คัดแยกได้จากรากส้มเช้ง (R10) 
รากมะขวิด (R13) และรากส้มจุก (R14)  

กลุ่มที่ 3 แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ในสกุล Marmoricola มีจ านวน 2 ไอโซเลท คิดเป็น 
3% ของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ทั้งหมดที่คัดแยกได้ ประกอบด้วย ไอโซเลท R1S-3 และ R8S-3 
ซึ่งเชื้อในสกุลนี้คัดแยกได้จากล าต้นของมะนาว (R1) และส้มจี๊ด (R8)   

กลุ่มที่ 4 แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ในสกุล Micromonospora มีจ านวน 7 ไอโซเลท คิด
เป็น 12% ของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ทั้งหมดที่คัดแยกได้ ประกอบด้วย ไอโซเลท R7R-9, 
R14R-1, R14R-2, R14R-3, R15L-3, R15L-4 และ R16R-1 ซึ่งเชื้อในสกุลนี้คัดแยกได้จากรากมะตูม
ไข ่(R7) รากส้มจุก (R14) ใบมะตูมไข่ (R15) และรากมะนาว (R16) 

กลุ่มที่ 5 แอคติโนแบคทีเรียแบคทีเรียเอนโดไฟท์ในสกุล Nocardia มีจ านวน 22 ไอโซเลท 
คิดเป็น 37% ของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกได้ ประกอบด้วย ไอโซเลท R4R-1, R4R-2, 
R4R-3, R5R-1, R5R-3, R6R-6, R7R-1, R7R-2, R7R-5, R7R-6, R7R-7, R7R-8, R7R-11, R12L-1, 
R15S-1, R15R-1, R15R-2, R15R-3, R15R-5, R15R-6, R15R-8 และ R16R-3 ซึ่งเชื้อในสกุลนี้คัด
แยกได้จากรากของมะกรูด (R4) โปร่งฟ้า (R5) เขยตาย (R6) มะตูมไข่ (R7) มะตูมไข่ (R15) และ
มะนาว (R16) นอกจากนี้ยังคัดแยกได้จากใบส้มเขียวหวาน (R12) และล าต้นมะตูมไข่ (R15) อีกด้วย  

กลุ่มที่ 6 แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ในสกุล Streptomyces มีจ านวน 20 ไอโซเลท คิด
เป็น 34% ของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ทั้งหมดที่คัดแยกได้ ประกอบด้วยไอโซเลท R2R-1, R2R-
2, R2R-3, R2R-4, R2R-5, R2R-6, R2R-7, R3L-1, R3R-1, R3R-4, R3R-5, R3R-6, R5S-1, R5S-3, 
R6R-1, R6R-2, R6R-4, R11R-1, R11R-2 และ R11R-3 ซึ่งเชื้อในสกุลนี้คัดแยกได้จากรากของมะนาว 
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(R2) มะกรูด (R3) เขยตาย (R6) และส้มจี๊ด (R11) นอกจากนี้ยังคัดแยกได้จากใบมะกรูด (R3) และล า
ต้นโปร่งฟ้า (R5) อีกด้วย 

 

ภาพที่ 3-1 สกุลของแอคติโนแบคทีเรียไฟท์ที่คัดแยกได้จากพืชวงศ ์Rutaceae 

เมื่อพิจารณาถึงความหลากหลายทางชีวภาพของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกจาก

พืชวงศ์ Rutaceae แต่ละชนิด พบว่าแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกได้จากโปร่งฟ้า (R5) มี

ความหลากหลายของเชื้อมากที่สุด ซึ่งพบแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์จ านวน 3 สกุล คือ 

Actinomycetospora, Nocardia และ Streptomyces (ภาพที่ 3-2) 

 

    ภาพที่ 3-2 กราฟแสดงความหลากหลายของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกจากพืชวงศ์      

    Rutaceae 
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การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบื้องต้นของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ทั้งหมดจ านวน 
59 ไอโซเลท โดยน าเชื้อเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง ISP2 ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลานาน 14 วัน และ
ศึกษาการสร้างเส้นใยอากาศ ลักษณะของโคโลนี สีของโคโลนีด้านบน (upper colony) และด้านล่าง 
(reversed cology) และการสร้างรงควัตถุ (soluble pigment) ผลการทดลองพบว่าแอคติโน
แบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกได้ทั้งหมด 59 ไอโซเลท สามารถเจริญได้ดีบนอาหารแข็ง ISP 2 
ลักษณะโคโลนีมีทั้งแบบขอบเรียบและหยัก ตรงกลางโคโลนียุบตัวลงเล็กน้อย ผิวหน้าโคโลนีคล้าย
ก ามะหยี่หรือมีลักษณะเป็นผง สีโคโลนีที่ปรากฏมีทั้งสีขาว ครีม เหลือง ส้ม น้ าตาล เทา จนถึงสีด า 
และเมื่อน าโคโลนีไปส่องภายใต้กล้องจุลทรรศพบว่า แอคติโนแบทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกได้ส่วนใหญ่
สามารถสร้างเส้นใยอากาศได้ ซึ่งลักษณะของเส้นใยอากาศที่พบมีทั้งแบบเกลียว (spiral) เส้นตรง 
(straight) และแบบสายสั้น (short) (ตารางที่ 3-2 และภาพที่ 3-3 ถึง 3-17) นอกจากนี้แอคติโน
แบคทีเรียที่คัดแยกได้ไอโซเลทที่สามารถสร้างรงควัตถุที่มีสีเหลืองอ่อน สีเหลืองเข้ม และสีน้ าตาล 
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ตารางท่ี 3-2 ลักษณะสัณฐานวิทยาของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกจากพืชวงศ์ Rutaceae เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง ISP2 และการจัดจ าแนก
แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ในระดับสกุลโดยการวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน 16S rRNA  

ไอโซเลท ลักษณะเส้นใยอากาศ สีโคโลน ี สีเส้นใยอาหาร สีรงควัตถุที่ผลิต การจัดจ าแนกในระดับสกุล 

R1S-3 None Vivid yellow  Deep yellow  Moderate yellow Marmoricola 
R2R-1 Abundant, spiral White-light bluish gray  Dark grayish yellow Dark yellow Streptomyces 
R2R-2 Moderate, spiral White-pale blue-grayish yellow  Light olive brown  Dark yellow Streptomyces 
R2R-3 Moderate, spiral White -light greenish gray  Dark yellow Dark orange yellow Streptomyces 
R2R-4 Abundant, spiral Light bluish gray  Deep yellow  Dark yellow Streptomyces 
R2R-5 Abundant, spiral Light bluish gray  Deep yellow  Dark yellow Streptomyces 
R2R-6 Abundant, spiral White - light bluish  Dark yellow Dark grayish yellow Streptomyces 
R2R-7 Abundant, straight Bluish white - light bluish gray  Light yellow  None Streptomyces 
R3L-1 Abundant, straight Bluish white - light bluish gray Moderate greenish yellow None Streptomyces 
R3R-1 Abundant, spiral Pinkish gray - light brownish 

gray  
Deep greenish yellow Light yellow  Streptomyces 

R3R-4 Abundant, spiral Greenish gray - bluish white  Moderate olive brown Dark grayish yellow  Streptomyces 
R3R-5 Abundant, spiral Light gray - medium gray 

Purplish white  
Moderate greenish yellow  Brilliant yellow  Streptomyces 

R3R-6 Moderate, straight Light yellow - pale yellow  Deep yellow  Vivid  yellow  Streptomyces 
R4R-1 Moderate, short Bluish white - light orange  Deep orange yellow  None Nocardia 
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     ตารางท่ี 3-2 (ต่อ) 

ไอโซเลท ลักษณะเส้นใยอากาศ สีโคโลน ี สีเส้นใยอาหาร สีรงควัตถุที่ผลิต การจัดจ าแนกในระดับสกุล 

R4R-2 Moderate, short Bluish white - light orange  Deep orange yellow  None  Nocardia 
R4R-3 Moderate, short Bluish white - light orange  Deep orange yellow  None  Nocardia 
R5S-1 Abundant, spiral Medium gray  Light grayish olive  None Streptomyces 
R5S-3 Abundant, short Grayish yellowish brown  Grayish yellowish brown  None Streptomyces 
R5S-6 Moderate, short Greenish white  Pale greenish yellow  None Actinomycetospora 
R5R-1 Abundant, hook Pale yellow  Pale yellow  None Nocardia 
R5R-3 Moderate, short Greenish white  Pale greenish yellow None Nocardia 
R5R-4 Moderate, short Greenish white  Pale greenish yellow None Actinomycetospora 
R6R-1 Abundant, spiral Bluish gray Moderate yellowish brown None Streptomyces 
R6R-2 Abundant, spiral Bluish gray Moderate yellowish brown None Streptomyces 
R6R-4 Abundant, spiral Bluish gray Moderate yellowish brown None Streptomyces 
R6R-6 Moderate, short Yellowish white Grayish yellow None Nocardia 
R7R-1 Moderate, short White Pale yellow  None Nocardia 
R7R-2 Moderate, short Pale yellowish green  Pale yellowish green  None Nocardia 
R7R-5 Rare, short Pale yellow  Pale yellow  None Nocardia 
R7R-6 Moderate, short Pale yellowish green  Pale yellowish green  None Nocardia 
R7R-7 Moderate, long Greenish white  Pale yellowish green None Nocardia 



 
 

28 
 

ตารางท่ี 3-2 (ต่อ) 

ไอโซเลท ลักษณะเส้นใยอากาศ สีโคโลน ี สีเส้นใยอาหาร สีรงควัตถุที่ผลิต การจัดจ าแนกในระดับสกุล 

R7R-8 Moderate, short Pale yellowish green - greenish 
white  

Pale yellowish green None Nocardia 

R7R-9 None Moderate olive brown Moderate olive brown  None Micromonospora 
R7R-11 Moderate, short Pale yellow  Pale yellow  None Nocardia 
R8S-3 None  Vivid yellow Vivid yellow None Marmoricola 
R10R-1 Abundant, straight White - greenish white  Light yellow None Amycolatopsis 
R10R-2 Abundant, spiral White Light yellow None Amycolatopsis 
R10R-4 Abundant, straight Pinkish white  Moderate yellow None Amycolatopsis 
R11R-1 Abundant, spiral Medium gray  Strong yellowish Brown  Light olive brown  Streptomyces 
R11R-2 Abundant, straight Light yellow Light greenish yellow  None Streptomyces 
R11R-3 Abundant, spiral Light olive gray Strong yellowish Brown Olive brown Streptomyces 
R12L-1 Abundant, short Greenish white  Pale yellowish green  None Nocardia 
R13R-3 Abundant, straight Light yellow Light yellow None Amycolatopsis 
R14R-1 None Strong orange yellow  Strong orange yellow  None Micromonospora 
R14R-2 None Strong orange yellow  Strong orange yellow  None Micromonospora 
R14R-3 None Dark brown Deep brown None Micromonospora 
R14R-4 Abundant, straight Brownish pink Strong yellow None Amycolatopsis 
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ตารางท่ี 3-2 (ต่อ) 

ไอโซเลท ลักษณะเส้นใยอากาศ สีโคโลน ี สีเส้นใยอาหาร สีรงควัตถุที่ผลิต การจัดจ าแนกในระดับสกุล 

R14R-5 Abundant, straight White Light yellow None Amycolatopsis 
R15L-3 None Moderate olive brown  Moderate olive brown  None Micromonospora 
R15L-4 None Moderate olive brown Moderate olive brown  None Micromonospora 
R15S-1 Moderate, short Greenish white  Pale yellowish green None Nocardia 
R15R-1 Moderate, long Greenish white Pale greenish yellow  None Nocardia 
R15R-2 Moderate, short Greenish white Pale yellowish green None Nocardia 
R15R-3 Moderate, short Strong orange yellow Strong orange yellow  None Nocardia 
R15R-5 Moderate, short Pale yellowish green greenish 

white 
Pale yellowish green  None Nocardia 

R15R-6 Abundant, short Pale yellowish green Pale yellowish green  None Nocardia 
R15R-8 Moderate, short Moderate pink Moderate pink None Nocardia 
R16R-1 None Moderate olive brown  Moderate olive brown  None Micromonospora 
R16R-3 Abundant, short White Pale yellow None Nocardia 
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ภาพที่ 3-3 ลักษณะโคโลนีของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกจากมะนาว (R1) เมื่อเพาะเลี้ยง
บนอาหารแข็ง ISP2 เป็นเวลานาน 14 วัน 

 

ภาพที่ 3-4 ลักษณะโคโลนีและเส้นใยอากาศของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกจากมะนาว 
(R2) เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง ISP2 เป็นเวลานาน 14 วัน 
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ภาพที่ 3-4 (ต่อ) 

 

ภาพที่ 3-5 ลักษณะโคโลนีและเส้นใยอากาศของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกจากมะกรูด
(R3) เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง ISP2 เป็นเวลานาน 14 วัน 
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ภาพที่ 3-6 ลักษณะโคโลนีและเส้นใยอากาศของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกจากมะกรูด
(R4) เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง ISP2 เป็นเวลานาน 14 วัน 
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ภาพที่ 3-7 ลักษณะโคโลนีและเส้นใยอากาศของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกจากโปร่งฟ้า
(R5) เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง ISP2 เป็นเวลานาน 14 วัน 
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ภาพที่ 3-8 ลักษณะโคโลนีและเส้นใยอากาศของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกจากเขยตาย
(R6) เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง ISP2 เป็นเวลานาน 14 วัน 
 

 

ภาพที่ 3-9 ลักษณะโคโลนีและเส้นใยอากาศของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกจากมะตูมไข่ 
(R7) เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง ISP2 เป็นเวลานาน 14 วัน 
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ภาพที่ 3-9 (ต่อ) 
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ภาพที่ 3-10 ลักษณะโคโลนีและเส้นใยอากาศของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกจากส้มจี๊ด 
(R8) เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง ISP2 เป็นเวลานาน 14 วัน 

 

 

ภาพที่ 3-11 ลักษณะโคโลนีและเส้นใยอากาศของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกจากส้มเช้ง 
(R10) เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง ISP2 เป็นเวลานาน 14 วัน 
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ภาพที่ 3-12 ลักษณะโคโลนีและเส้นใยอากาศของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกจากส้มจี๊ด 
(R11) เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง ISP2 เป็นเวลานาน 14 วัน 

 

 

ภาพที่ 3-13 ลักษณะโคโลนีและเส้นใยอากาศของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกจาก
ส้มเขียวหวาน (R12) เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง ISP2 เป็นเวลานาน 14 วัน 

 

 

ภาพที่ 3-14 ลักษณะโคโลนีและเส้นใยอากาศของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกจากมะขวิด 
(R13) เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง ISP2 เป็นเวลานาน 14 วัน 
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ภาพที่ 3-15 ลักษณะโคโลนีและเส้นใยอากาศของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกจากส้มจุก 
(R14) เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง ISP2 เป็นเวลานาน 14 วัน 
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ภาพที่ 3-16 ลักษณะโคโลนีและเส้นใยอากาศของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกจากมะตูมไข่ 
(R15) เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง ISP2 เป็นเวลานาน 14 วัน 
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ภาพที่ 3-16 (ต่อ) 
 

 

ภาพที่ 3-17 ลักษณะโคโลนีและเส้นใยอากาศของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกจากมะนาว 
(R16) เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง ISP2 เป็นเวลานาน 14 วัน 

 

จากการวิเคราะห์ความเหมือนของยีน 16S rRNA ของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ พบว่า มี
แอคติโนแบคทีเรียจ านวน 7 ไอโซเลท ที่มีความเป็นไปได้ที่จะเป็นแอคติโนแบคทีเรียสปีชีส์ใหม่ใน 
สกุล Nocardia ได้แก่ ไอโซเลท KK12-4 และ KK12-5 และ Streptomyces ได้แก่ ไอโซเลท R6R-6, 
R7R-8, R15R และ R16R-3 เนื่องจากมีความเหมือนของยีน 16S rRNA เทียบกับสายพันธุ์อ้างอิงที่มี
ความใกล้เคียงกันที่สุดน้อยกว่า 99% ซึ่งเป็นไปตามผลการวิจัยของ Stackebrandt และ Eber ในปี 
2006 ที่กล่าวไว้ว่า การน าจีโนมของแบคทีเรียมาเข้าคู่กับจีโนมของแบคทีเรียสายพันธุ์อ้างอิง (DNA-
DNA hybridization) ที่มีความเหมือนของยีนบริเวณ 16S rRNA น้อยกว่า 99% จะมีความเข้ากันได้
ของจีโนมต่ ากว่า 70% และการที่จีโนมของแบคทีเรียทั้งสองสายพันธุ์เข้าคู่กันได้น้อย 70% นั้น แสดง
ว่าแบคทีเรียสายพันธุ์ดังกล่าวเป็นแบคทีเรียสายพันธุ์ใหม่หรือสปีชีส์ใหม่ (Wayne et al., 1987) 
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แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ ไอโซเลท R6R-6 และ R7R-8  มีความเหมือนของยีน 16S 
rRNA คล้ายกับ Nocardia xestospongiae ST01-07T (98.8%) เมื่อน ายีนดังกล่าวของแอคติโน
แบคทีเรียเอนโดไฟท์ทั้ง 2 ไอโซเลท มาวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการโดยการสร้าง 
phylogenetic tree ยีน 16S rRNA เทียบกับแอคติโนแบคทีเรียสายพันธุ์ที่มีความคล้ายกันในสกุล 
Nocardia พบว่า ไอโซเลท R6R-6 และ R7R-8 มีความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการแยกออกจากสายพันธุ์ 
Nocardia xestospongiae ST01-07T และสายพันธุ์ อ่ืนๆ (ภาพที่ 3-18) แสดงให้เห็นว่า แอคติโน
แบคทีเรีย ไอโซเลท R6R-6 และ R7R-8 น่าจะเป็นแอคติโนแบคทีเรียสปีชีส์ใหม่ในสกุล Nocardia 

แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ ไอโซเลท R15R-2 และ R16R-3 มีความเหมือนของยีน 16S 
rRNA คล้ายกับ Nocardia anaemiae NBRC 100462T (98.5%) เมื่อน ายีนดังกล่าวของแอคติโน
แบคทีเรียเอนโดไฟท์ทั้ง 2 ไอโซเลท มาวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการโดยการสร้าง 
phylogenetic tree ยีน 16S rRNA เทียบกับแอคติโนแบคทีเรียสายพันธุ์ที่มีความคล้ายกันในสกุล 
Nocardia พบว่า ไอโซเลท R15R-2 และ R16R-3 มีความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการแยกออกจากสาย
พันธุ์ Nocardia anaemiae NBRC 100462T  และสายพันธุ์อ่ืนๆ (ภาพที่ 3-19) แสดงให้เห็นว่า แอคติ
โนแบคทีเรีย ไอโซเลท R15R-2 และ R16R-3 น่าจะเป็นแอคติโนแบคทีเรียสปีชีส์ใหม่ในสกุล 
Nocardia และเมื่อพิจารณาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของไอโซเลท R15R-2 และ R16R-3 พบว่า 
เชื้อทั้งสองไอโซเลทนี้น่าจะเป็นเชื้อสปีชีส์เดียวกัน 
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ภาพที่ 3-18 Phylogenetic tree แสดงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของยีนบริเวณ 16S rRNA ของ

แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ ไอโซเลท R6R-6 และ R7R-8 กับแอคติโนแบคทีเรียสาย

พันธุ์ที่มีความคล้ายกันในสกุล Nocardia  

 

 

 Nocardia araoensis NBRC 100135T (BAFR01000042) 

 Nocardia arthritidis NBRC 100137T (BDBB01000084) 

 Nocardia beijingensis NBRC 16342T (BDBC01000022) 

 Nocardia amikacinitolerans NBRC 108937T (BDAU01000082) 

 Nocardia niwae NBRC 108934T (BDCK01000073) 

 Nocardia bhagyanarayanae VRC07T (JX076851) 

 Nocardia pneumoniae NBRC 100136T (BAGF01000021) 

 Nocardia amamiensis TT 00-78T (AB275164) 

 Nocardia xestospongiae ST01-07T (AB973878) 

 R6R-6 

 R7R-8 

 Nocardia exalbida NBRC 100660T (BAFZ01000028) 

 Nocardia abscessus IMMIB D-1592T (AF218292) 

 Nocardia brevicatena NBRC 12119T (BAFU01000024) 

 Nocardia donostiensis X1654T (MUKP01000110) 

 Nocardia endophytica KLBMP 1256T (HM153801) 

 Nocardia harenae WS-26T (DQ282122) 

 Nocardia takedensis NBRC 100417T (BAGG01000024) 

 Nocardia arizonensis NBRC 108935T (BDCT01000069) 

 Nocardia asiatica NBRC 100129T (BAFS01000062) 

 Nocardia farcinica NCTC 11134T (LN868938) 

 Nocardia kroppenstedtii N1286T (DQ157924) 

 Rhodococcus rhodochrous DSM 43241T (X79288) 

 Smaragdicoccus niigatensis MBIC 06267T (AB243007) 

 Williamsia murale DSM 44343T (Y17384) 

 Skermania piniformis IFO 15059T (Z35435) 

 Gordonia bronchialis DSM 43247T (X79287) 

 Millisia brevis J81T (AY534742) 
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ภาพที่ 3-19 Phylogenetic tree แสดงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของยีนบริเวณ 16S rRNA ของ

แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ ไอโซเลท R15R-2 และ R16R-3 กับแอคติโนแบคทีเรีย

สายพันธุ์ที่มีความคล้ายกันในสกุล Nocardia  

 

 

 
 

 Nocardia anaemiae NBRC 100462T (BDAZ01000092) 

 Nocardia pseudovaccinii DSM 43406T (AF430046) 

 Nocardia vinacea NBRC 16497T (BAGN01000059) 

 R16R-3 

 R15R-2 

 Nocardia asteroides NBRC 15531T (BAFO01000006) 

 Nocardia rhizosphaerae KLBMP S0043T (KP972639) 

 Nocardia sungurluensis CR3272T (JN989289) 

 Nocardia caishijiensis NBRC 108228T (BDBE01000059) 

 Nocardia goodfellowii A2012T (HQ157183) 

 Nocardia nova NBRC 15556T (BDBN01000167) 

 Nocardia rayongensis RY45-3T (AB889540) 

 Nocardia pseudobrasiliensis NBRC 108224T (BDBS01000093) 

 Nocardia brevicatena NBRC 12119T (BAFU01000024) 

 Nocardia paucivorans NBRC 100373T (BAGE01000021) 

 Nocardia exalbida NBRC 100600T (BAFZ01000028) 

 Nocardia lijiangensis NBRC 108240T (BDBP01000185) 

 Nocardia xishanensis NBRC 101358T (BDCF01000101) 

 Nocardia vermiculata NBRC 100427T (BDCA01000059) 

 Nocardia vaccinii DSM 43285T (AF430045) 

 Nocardia aciditolerans CSCA68T (JX484797) 

 Nocardia veterata NBRC 100344T (BAGM01000031) 

 Williamsia murale DSM 44343T (Y1738) 

 Rhodococcus rhodochrous DSM 43241T (X79288) 

 Smaragdicoccus niigatensis MBIC 06267T (AB243007) 

 Skermania piniformis IFO 15059T (Z35435) 

 Gordonia bronchialis DSM 43247T (X79287) 

 Millisia brevis J81T (AY534742) 
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3.3 การคัดกรองแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์สายพันธุ์ที่มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรคที่  
     เป็นสาเหตุของการติดเชื้อในผู้ป่วยโรคเบาหวาน  

จากการทดสอบความสามารถของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกได้จากพืชวงศ์ 
Rutaceae จ านวน 59 ไอโซเลท ในการยับยั้งเชื้อก่อโรคที่เป็นสาเหตุของการติดเชื้อในผู้ป่วย
โรคเบาหวาน การทดลองนี้ใช้เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค 6 สายพันธุ์ ส าหรับเป็นตัวแทนของเชื้อจุลินทรีย์ที่
เป็นสามารถท าให้เกิดการติดเชื้อในผู้ป่วยโรคเบาหวานได้ ซึ่งประกอบด้วยแบคทีเรีย B. subtilis 
ATCC 6633,  E. coli ATCC 25922, M. luteus ATCC 9341, P. aeruginosa ATCC 27853 และ 
S. aureus ATCC 25923 และยีสต์ C. albicans ATCC 10231 ผลการทดลองพบว่า มีแอคติโน
แบคทีเรียจ านวน 10 ไอโซเลท ที่สามารถผลิตสารต้านจุลินทรีย์ทดสอบ คือ ไอโซเลท R2R-2, R2R-6, 
R3R-6, R6R-1, R6R-2 และ R6R-4 ซึ่งจัดอยู่ในสกุล Streptomyces และไอโซเลท R10R-1, R10R-
2, R10R-4 และ R14R-4 ซึ่งจัดอยู่ในสกุล Amycolatopsis (ตารางที่ 3-3 และภาพที่ 3-20) โดยไอ
โซเลท R3R-6 ซึ่งแยกได้จากรากของมะกรูดสามารถผลิตสารต้านจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพมากที่สุด
ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก B. subtilis ATCC 6633, M. luteus ATCC 9341 
และ S. aureus ATCC 25923 ส่วนไอโซเลท R10R-1, R10R-2 และ R10R-4 ซึ่งแยกได้จากรากส้ม
เช้ง นอกจากสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกได้แล้ว ยังสามารถยับยั้งการเจริญของ
เชื้อยีสต์ C. albicans ATCC 10231 ได้อีกด้วย 
 

ตารางที่ 3-3 ฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์ของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟทท์ี่คัดแยกได้จากพืชวงศ์ Rutaceae 

ไอโซเลท 
 ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางของบริเวณยับย้ังเชื้อจุลินทรีย์ทดสอบ (มิลลิเมตร) 
B. subtilis M. luteus S. aureus E. coli P. aeruginosa C. albicans 

R2R-2 - 16.0±0.00 - - - - 
R2R-6 - 13±0.00 - - - - 
R3R-6 33.3±0.58 40±0.00 35.0±0.00 - - - 
R6R-1 10±0.00 10±0.00 11±0.00 - - - 
R6R-2 15±0.00 20±0.00 16±0.10 - - - 
R6R-4 14 ±0.10 13±0.00 11.7±0.06 - - - 
R10R-1 18.2±0.03 18.2±0.03 23.3±0.12 - - 15.5±0.09 
R10R-2 18±0.09 28.5±0.00 24.0±0.00   15.7±0.12 
R10R-4 17.2±0.03 27.5±0.00 22.2±0.10 - - 10±0.17 
R14R-4 14±0.00 22±0.00 18.5±0.09 - - - 
Chloram-phenicol      
      (C30) 

24.3±0.58 37.3±0.58 28.7±0.58 - 13±0.58 - 

Amphotericin B - - - - - 15 
* - ; ไม่มีฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์ทดสอบ 
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ภาพที่ 3-20 ฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ATCC 6633, M. luteus ATCC 9341 และ         
S. aureus ATCC 25923 ของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ ไอโซเลท R3R-6  

 

3.4 การผลิตและการสกัดแยกสารต้านจุลินทรียจ์ากแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ 
จากผลการคัดกรองแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์สายพันธุ์ที่มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อ

ก่อโรคที่เป็นสาเหตุของการติดเชื้อในผู้ป่วยโรคเบาหวานพบว่า แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ ไอโซ
เลท R3R-6 เป็นสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดในการผลิตสารต้านแบคทีเรียบวกที่สามารถน าไป
พัฒนาเป็นยาปฏิชีวะส าหรับใช้เป็นยาในทางการแพทย์ได้ ดังนั้น ไอโซเลท R3R-6 จึงถูกคัดเลือก
ส าหรับมาใช้ในการผลิตและการสกัดแยกสารต้านจุลินทรีย์จากแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ 

จากการเพาะเลี้ยงแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ ไอโซเลท R3R-6 ในอาหารเหลว ISP 2 
ปริมาตร 1 ลิตร ในสภาวะเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลานาน 7 วัน และน ามาสกัดแยก
ด้วยเอทิลอะซิเตทจะได้ผลิตภัณฑ์สารสกัดหยาบ 2 ส่วน คือ สารสกัดหยาบชั้นเอทิลอะซิเตท และสาร
สกัดหยาบชั้นน้ า ซึ่งสารสกัดหยาบชั้นเอทิลอะซิเตทที่ได้จะมีลักษณะเป็นของแข็งสีส้ม เมื่อท าให้อยู่ใน
รูปของสารละลายจะมีสีเหลืองเข้ม ส่วนสารสกัดหยาบชั้นน้ าที่ได้มีลักษณะเป็นของเหลวหนืดสีน้ าตาล
เข้ม  
 จากการน าสารสกัดหยาบชั้นเอทิลอะซิเตทและชั้นน้ าที่ผลิตจากแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ 
ไอโซเลท R3R-6 ที่ความเข้มข้น 0.1875, 0.375, 0.75, 1.5, 3.0 และ 6.0 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร มาทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียแกรมบวก B. subtilis ATCC 6633, M. luteus 
ATCC 9341 และ S. aureus ATCC 25923 ด้วยวิธี agar disc diffusion พบว่า สารสกัดหยาบชั้น
เอทิลอะซิเตท สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก B. subtilis ATCC 6633, M. 
luteus ATCC 9341 และ S. aureus ATCC 25923 ได้ทุกความเข้มข้นของสารที่น ามาทดสอบ 
(ตารางที่ 3-4 และภาพที่ 3-21) และไม่พบฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ทดสอบส าหรับสารสกัดหยาบในชั้นน้ า 
จากการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าสารสกัดหยาบชั้นเอทิลอะซิเตทมีสารต้านแบคทีเรีย (antibacterial 
compound) เป็นองค์ประกอบ เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียแกรมบวกของสารสกัดหยาบชั้น
เอทิลอะซิเตทที่ผลิตจากเชื้อไอโซเลท R3R-6 (ความเข้มข้น 1.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 
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ไมโครลิตร) กับยาปฏิชีวนะมาตรฐาน chloramphenicol (C30) ที่ปริมาณสารเท่ากันคือ 30 
ไมโครกรัม พบว่า สารสกัดหยาบชั้นเอทิลอะซิเตทที่ผลิตจากเชื้อไอโซเลท R3R-6 มีประสิทธิภาพใน
การต้านแบคทีเรียแกรมบวก B. subtilis ATCC 6633, M. luteus ATCC 9341 และ S. aureus 
ATCC 25923 เทียบเท่ายามาตรฐาน chloramphenicol ที่ใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อ ซึ่งหากมีการ
น าสารสกัดหยาบชั้นเอทิลอะซิเตทไปท าให้บริสุทธิ์ต่อไปก็อาจจะส่งผลให้มีฤทธิ์ในการต้านแบคทีเรีย
แกรมบวกได้ดีกว่ายามาตรฐาน 
 
ตารางท่ี 3-4 ฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ของสารสกัดหยาบที่ผลิตจากแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ R3R-6 

ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบ
ชั้นเอทิลอะซิเตท 

 (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ทดสอบ 
(มิลลิเมตร) 

B. subtilis 
ATCC 6633 

M. luteus 
ATCC9341 

S. aureus 
ATCC25923 

0.1875 19.0±0.00 22.3±0.58 23.0±0.00 
0.375 20.0±0.00 24.0±1.00 25.0±0.00 
0.75 21.7±1.15 25.3±0.58 26.7±0.58 
1.5 23.7± 0.58 25.0±0.00 28.7± 0.58 
3.0 24.3±0.58 25.3±0.58 29.7± 0.58 
6.0 25.0±0.00 26.7±0.58 31.0± 0.00 

Chloramphenicol (C30) 14.7±0.58 25.3±0.58 30.7±0.58 
10% DMSO - - - 

* ทดสอบฤทธิ์โดยวิธี agar disc diffusion ปริมาตรสารสกัดหยาบที่ใช้ทดสอบ 20 ไมโครลิตร     

  -; ไม่มีฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ทดสอบ    
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ภาพที่ 3-21 ฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียทดสอบของสารสกัดหยาบชั้นเอทิลอะซิเตทที่ผลิตจากแอคติโน
แบคทีเรียเอนโดไฟท์ Streptomyces sp. R3R-6 
 

3.5 การศึกษาปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิตสารปฏิชีวนะจาก Streptomyces sp. R3R-6 
 จากการวิ เคราะห์ชนิดของสารปฏิชี วนะที่ ผลิตจากแอคติ โนแบคที เรียเอนโดไฟท์  
Streptomyces sp. R3R-6 ด้วยเทคนิค HPLC เทียบกับฐานข้อมูลและสารมาตรฐานพบว่า สารปฏิชีวนะ
ที่ผลิตจาก Streptomyces sp. R3R-6 คือ actinomycin D ซึ่งนอกจะมีฤทธิ์ในการต้านแบคทีเรียแกรม
บวกแล้วยังมีฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็งอีกด้วย 

3.5.1 ระยะเวลาที่เหมาะสมในการผลิตสารปฏิชีวนะ 
จากการเพาะเลี้ยง Streptomyces ในอาหารเหลว ISP2 เป็นเวลานาน 13 วัน โดยเก็บ

ตัวอย่างทุกๆ 24 ชั่วโมง แล้วสกัดด้วยตัวท าละลายเอทานอลในอัตราส่วน 1: 1 และน าตัวอย่างที่
เตรียมได้ไปวิเคราะห์ปริมาณสาร actinomycin D ด้วยเทคนิค HPLC พบว่า Streptomyces sp. 
R3R-6 สามารถผลิตสาร actinomycin D ได้ความเข้มข้นสูงสุดเท่ากับ 154.9±25.18 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว ISP2 เป็นเวลานาน 10 วัน (ภาพที่ 3-22A) แต่เมื่อเปรียบเทียบ
ความเข้มข้นของสาร actinomycin D ที่ผลิตเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 7, 8, 9 และ 10 วัน พบว่า 
ปริมาณของสาร actinomycin D ที่เชื้อผลิตไม่แตกต่างกัน จากการทดลองแสดงให้เห็นว่า ระยะเวลา
ที่เหมาะสมในการผลิตสาร actinomycin D คือ 7 วัน เนื่องจากช่วยให้สามารถลดระยะเวลาและ
ต้นทุนด้านพลังงานในการผลิตได้  
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3.5.2 ชนิดของน้ าตาลที่เหมาะสมในการผลิตสารปฏิชีวนะ 
จากการศึกษาชนิดของน้ าตาลซึ่งเป็นองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ  ได้แก่ glucose, 

sucrose และ molasses (ภาพที่  3-22B) พบว่า ที่ระยะเวลาการเพาะเลี้ยงเชื้อนาน 7 วัน 
Streptomyces sp. R3R-6 สามารถผลิตสาร actinomycin D ได้สูงสุดเท่ากับ 248.9±4.36 มิลลิกรัม
ต่อลิตร เมื่อใช้ sucrose เป็นแหล่งคาร์บอน ซึ่งให้ปริมาณสาร actinomycin D เพ่ิมขึ้นมากกว่าร้อย
ละ 30 โดยปริมาณ ผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่า ชนิดของน้ าตาลที่เหมาะสมในการใช้เป็นแหล่ง
คาร์บอนในการผลิตสาร actinomycin D จาก Streptomyces คือ sucrose เมื่อเปรียบเทียบ
ปริมาณ actinomycin D ที่ผลิตได้กับผลการทดลองของ Praveen & Tripathi (2009) ซึ่งได้ศึกษา
การศึกษาการผลิต actinomycin-D จาก Streptomyces griseoruber Py ซ่ึงคัดแยกไดจ้ากตัวอย่าง
ดินบริเวณรากพืชสมุนไพร Azadirachta indica โดยเพาะเลี้ยง S. griseoruber PY ในอาหารเหลว 
X-medium ที่มีองค์ประกอบ (กรัมต่อลิตร) ของ K2HPO4 1, (NH4)2HPO4 0.5, MgSO4 0.5, NaCl 3, 
CaCO3 2, soybean meal 10 และ glycerol 15 บนเครื่องเขย่าแบบหมุน 200 rpm เป็นเวลานาน 
6 วัน พบว่า S. griseoruber PY สามารถผลิตสาร actinomycin D สูงสุดเท่ากับ 210 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร แสดงให้เห็นว่า แอคติโนแบคทีเรียนเอนโดไฟท์ Streptomyces sp. R3R-6 มีประสิทธิภาพใน
การผลิตสาร actinomycin D สูงกว่า S. griseoruber PY ดังนั้น Streptomyces sp. R3R-6 เป็น
สายพันธุ์จุลินทรีย์แหล่งใหม่ที่มีศักยภาพในการน าไปใช้ส าหรับผลิตสารปฏิชีวนะเพ่ือพัฒนาเป็นยาที่ใช้
ในทางการแพทย์ต่อไป 

3.5.3 ความเข้มข้นของน้ าตาลซูโครสที่เหมาะสมในการผลิตสารปฏิชีวนะ 
จากการเพาะเลี้ยง Streptomyces sp. R3R-6 ในอาหารเลี้ยงเหลว ISP2 ที่มีการเปลี่ยน 

แปลงความเข้มข้นของ sucrose เป็น 0, 4, 10, 20 และ 50 กรัมต่อลิตร (ภาพที่ 3-22C) พบว่า การ
เพาะเลี้ยง Streptomyces sp. R3R-6 ในอาหารเลี้ยงเหลว ISP2 ที่มีความเข้มข้นของ sucrose 
เท่ากับ 10 กรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลานาน 7 วัน เชื้อสามารถผลิตสาร actinomycin D ได้ความ
เข้มข้นสูงสุดเท่ากับ 176.4±2.8 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งให้ปริมาณสาร actinomycin D เพ่ิมข้ึนประมาณ
ร้อยละ 30 เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้ sucrose ที่ความเข้มข้น 4 กรัมต่อลิตร ดังนั้นความเข้มข้นของ 
sucrose เหมาะสมในการผลิตสาร actinomycin D จาก Streptomyces sp. R3R-6 คือ 10 กรัมต่อ
ลิตร  

3.5.4 ความเข้มข้นของสารสกัดมอลต์ที่เหมาะสมในการผลิตสารปฏิชีวนะ 
จากการเพาะเลี้ยง Streptomyces sp. R3R-6 ในอาหารเลี้ยงเหลวที่มีองค์กอบของน้ าตาล

ทราย (4 กรัมต่อลิตร) และยีสต์สกัด (4 กรัมต่อลิตร) ที่มีการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของสารสกัด
มอลต์ทีค่วามเข้มข้น 5, 7.5, 10, 12.5, 15 และ 20 กรัมต่อลิตร (ภาพที่ 3-22D) พบว่า การเพาะเลี้ยง 
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Streptomyces sp. R3R-6 ในอาหารเลี้ยงเหลว ISP2 ที่มคีวามเข้มข้นของสารสกัดมอลต์ 20 กรัมต่อ
ลิตร เป็นระยะเวลานาน 7 วัน เชื้อสามารถผลิตสาร actinomycin D ได้ความเข้มข้นสูงสุดเท่ากับ 
225.5±16.76 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งให้ปริมาณสาร actinomycin D เพ่ิมขึ้นประมาณร้อยละ 40 เมื่อ
เปรียบเทียบกับการใช้สารสกัดมอลต์ที่ความเข้มข้น 1 กรัมต่อลิตร ดังนั้น ความเข้มข้นของสารสกัด
มอลต์ที่เหมาะสมในการผลิตสาร actinomycin D จาก Streptomyces sp. R3R-6 คือ 20 กรัมต่อลิตร  

3.5.5 ปริมาณหัวเชื้อเริ่มต้นที่เหมาะสมในการผลิตสารปฏิชีวนะ  
จากการเพาะเลี้ยง Streptomyces sp. R3R-6 ในอาหารเหลวที่มีองคป์ระกอบของ sucrose 

(4 กรัมต่อลิตร) สารสกัดยีสต์ (4 กรัมต่อลิตร) และสารสกัดมอลต์ (10 กรัมต่อลิตร) ที่มีการ
เปลี่ยนแปลงปริมาณหัวเชื้อเริ่มต้นเป็นร้อยละ 1, 2, 3, 4 และ 5 โดยปริมาตร (ภาพที่ 3-22E) ผลการ
ทดลองพบว่า การใช้หัวเชื้อ Streptomyces sp. R3R-6 ปริมาณร้อยละ 2 โดยปริมาตร สามารถผลิต
สาร actinomycin D ได้ความเข้มข้นสูงสุด ซึ่งเท่ากับ 196.6±5.8 มิลลิกรัมต่อลิตร เมื่อพิจารณาการ
เพาะเลี้ยงเชื้อ Streptomyces sp. R3R-6 ในอาหารเลี้ยงเหลว ISP2 ที่ความเข้มข้นของหัวเชื้อร้อย
ละ 1 และ 2 โดยปริมาตร พบว่า มีความเข้มข้นของสาร actinomycin D ไม่แตกต่างกัน จากการ
ทดลองนี้จึงสามารถสรุปได้ว่า ปริมาณหัวเชื้อที่เหมาะสมในการผลิตสาร actinomycin D คือ 1% 
โดยปริมาตร  
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รูปที่ 3-22 ผลของระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง ชนิดของน้ าตาล ความเข้มข้นของน้ าตาลและสารสกัด

มอลต์ และปริมาณหัวเชื้อต่อการผลิตสาร actinomycin D จาก Streptomyces sp. 

R3R-6  

  

 

 

 



 

 

4. สรุปผลการทดลอง (Conclusion) 
 

 การคัดแยกแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์จากตัวอย่างพืชวงศ์ Rutaceae จ านวน 16 ตัวอย่าง 
ประกอบด้วย มะนาว (R1, R2 และ R16) มะกรูด (R3 และ R4) โปร่งฟ้า (R5) เขยตาย (R6) มะตูมไข่ 
(R7 และ R15) ส้มจี๊ด (R8 และ R11) มะสัง (R9) ส้มเช้ง (R10) ส้มเขียวหวาน (R12) มะขวิด (R13) 
และส้มจุก (R14) สามารถคัดแยกแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ได้ทั้งหมด 59 ไอโซเลท โดยเชื้อส่วน
ใหญ่คัดแยกได้จากชิ้นส่วนของรากพืช   

การระบุสกุลของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกได้จากพืชวงศ์ Rutaceae โดย
การศึกษาลักษณะทางจีโนไทป์โดยการวิเคราะห์ล าดับเบสบริเวณยีน 16S rRNA เพ่ือศึกษาความ
หลากหลายทางชีวภาพของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่พบในเนื้อเยื่อพืชวงศ์ Rutaceae พบว่า 
แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกได้ทั้งหมดจ านวน 59 ไอโซเลท แบ่งออกได้เป็น 6 สกุล ซึ่ง
ประกอบด้วย แอคติโนแบคทีเรียในสกุล Actinomycetospora จ านวน 2 ไอโซเลท (3%) , 
Amycolatopsis จ า น วน  6 ไ อ โ ซ เ ลท  (10%) , Marmoricola จ า น วน  2 ไ อ โ ซ เ ลท  (3%) , 
Micromonospora จ านวน 7 ไอโซเลท (12%) , Nocardia จ านวน 22 ไอโซเลท (37%) และ 
Streptomyces จ านวน 20 ไอโซเลท (34%) นอกจากนี้พบว่า มีแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์จ านวน 
4 ไอโซเลท ที่น่าจะเป็นแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์สปีชีส์ใหม่ที่จัดอยู่ในสกุล Nocardia ได้แก่     
ไอโซเลท R6R-6, R7R-8, R15R-2 และ R16R-3  

แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์จ านวน 10 ไอโซเลท (17%) ที่คัดแยกได้จากพืชวงศ์ Rutaceae มี
ฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ทดสอบ ได้แก่ ไอโซเลท R2R-2, R2R-6, R3R-6, R6R-1, 
R6R-2 และ R6R-4 ซึ่งจัดอยู่ในสกุล Streptomyces และไอโซเลท R10R-1, R10R-2, R10R-4 และ 
R14R-4 ซึ่งจัดอยู่ในสกุล Amycolatopsis มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก B. 
subtilis ATCC 6633, M. luteus ATCC 9341 และ S. aureus ATCC 25923 นอกจากนี้ ไอโซเลท
เลท R10R-1, R10R-2 และ R10R-4 ซึ่งแยกได้จากรากส้มเช้ง สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อยีสต์        
C. albicans ATCC 10231 ได้อีกด้วย จากการทดสอบฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ พบว่าแอคติโนแบคทีเรีย
เอนโดไฟท์ Streptomyces sp. R3R-6 ซึ่งแยกได้จากรากของมะกรูดเป็นสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพ
มากที่สุดในการผลิตสารปฏิชีวนะที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก B. subtilis 
ATCC 6633, M. luteus ATCC 9341 และ S. aureus ATCC 25923 ทีส่ามารถน าไปพัฒนาต่อยอด
เพ่ือใช้เป็นแหล่งในการผลิตยาปฏิชีวนะที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อก่อโรคที่เป็นสาเหตุของการติดเชื้อใน
ผู้ป่วยโรคเบาหวานได ้

สารสกัดหยาบที่ผลิตจากแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ Streptomyces sp. R3R-6 และสกัด
แยกด้วยตัวท าละลายเอทิลอะซิเตทมีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรค B. subtilis 
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ATCC 6633, M. luteus ATCC 9341 และ S. aureus ATCC 25923 เทียบเท่ายาปฏิชีวนะมาตรฐาน 
chloramphenicol ที่ใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อ เมื่อใช้ปริมาณของยาเท่ากันคือ 30 ไมโครกรัม และ
สารปฏิชีวนะที่เป็นองค์ประกอบทางเคมีของสารสารสกัดหยาบที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อก่อ
โรคที่ผลิตจาก Streptomyces sp. R3R-6 คือ สาร actinomycin D  

การศึกษาปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิตสารปฏิชีวนะจาก Streptomyces sp. R3R-6 เพ่ือให้เชื้อ
สามารถผลิตสาร  actinomycin D ได้ปริมาณสูง ได้แก่  ระยเวลา ในการผลิตสารปฏิชีวนะ 
องค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งชนิดและความเข้มข้นของน้ าตาลที่ใช้เป็นแหล่งคาร์บอน ปริมาณ
สารสกัดมอลต์  และปริมาณหัวเชื้อเริ่มต้น ซึ่งปัจจัยเหล่านี้ส่งผลการผลิตการผลิตสาร actinomycin 
D โดยระยะเวลาที่เหมาะสมในการผลิตสารปฏิชีวนะ คือ 7 วัน องค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่
เหมาะสม คือ น้ าตาลซูโครสที่ความเข้มข้น 10 กรัมต่อลิตร และสารสกัดมอลต์ที่ความเข้มข้น 20 กรัม
ต่อลิตร และความเข้มข้นของหัวเชื้อที่เหมาะสม คือ ร้อยละ 1 โดยปริมาตร 

จากงานวิจัยนี้สามารถสรุปได้ว่า แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกได้จากพืชวงศ์ 
Rutaceae เป็นแหล่งของจุลินทรีย์ที่มีศักยภาพในการน ามาผลิตสารปฏิชีวนะที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อ
ก่อโรคที่เป็นสาเหตุของการติดเชื้อในผู้ป่วยโรคเบาหวาน 

 
ข้อเสนอแนะ การท าวิจัยในขั้นตอนต่อไป ตลอดจนประโยชน์ในทางประยุกต์ของผลงานวิจัยที่ได้ 

- งานวิจัยเสร็จล่าช้าเกินกว่าระยะเวลาที่ก าหนดมีสาเหตุมาจากหลายปัจจัย โดยมีปัจัยส าคัญคือ 
แอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์เป็นแบคทีเรียต้องคัดแยกจากเนื้อเยื่อพืชซึ่งท าได้ยากและเจริญ
ได้ช้าบนอาหารเพาะเลี้ยงเชื้อ ท าให้ต้องใช้ระยะเวลานานในการวิจัย และหลายครั้งมักจะ
ปนเปื้อนด้วยเชื้อจุลินทรีย์อื่นที่เจริญได้อย่างรวดเร็ว  

- ในการท า PCR เพ่ือเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วน DNA บริเวณยีน 16S rRNA ไม่ประสบผลส าเร็จ ท าให้
ไม่สามารถวิเคราะห์ล าเบสเพ่ือจ าแนกชนิดของแอคติโนแบคทีเรียได้ ส่งผลให้ต้องมีการสกัด 
DNA และท า PCR ใหม่ซ้ าหลายๆ รอบ ท าให้ระยะเวลาในการท าวิจัยเพ่ิมขึ้นส่งผลให้เกิดความ
ล่าช้าในการท าวิจัย  
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ผลผลิต 
 

- ผลงานวิจัยที่ตีพิมพ์ในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ (อยู่ระหว่างด าเนินการ) จ านวน 1 เรื่อง 
- ได้แอคติโนแบคทีเรียสายพันธุ์ใหม่หรือสายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตสารปฏิชีวนะที่

ยับยั้งเชื้อก่อโรคที่เป็นสาเหตุของการติดเชื้อในผู้ป่วยโรคเบาหวาน ที่สามารถน าไปศึกษาต่อ
เพ่ือประยุกต์ใช้ในทางการแพทย์และเภสัชกรรมได้ 

- ได้กระบวนการคดัแยกสายพันธ์ุแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ และกระบวนการผลติสารปฏิชีวนะจากแอคติ
โนแบคทีเรีย 

- ได้ฐานข้อมลูความหลากหลายทางชีวภาพของแอคติโนแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่คัดแยกได้พืชวงศ์ Rutaceae 
ซึ่งเป็นองค์ความรู้พื้นฐานทางด้านจุลชีววิทยาท่ีสามารถน าไปต่อยอดในงานวิจัยด้านต่างๆ ทั้งด้านการแพทย์ 
เภสัชกรรมกรรม และการเกษตรได้ 

- ผลิตนักวจิัยในระดับปรญิญาตรีทีม่ีความรู้ความเช่ียวชาญในการท าวิจัยทางด้านแอคติโนแบคทเีรียจ านวน 1 
คน 
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