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Abstract 
 

Project Code :  RMU54_005 
Project Title : Isolation of Antimicrobial compounds from endophytic actinomycetes in  
 Medicinal plants 
Investigator : Asst. Prof. Dr. Thongchai  Taechowisan, Silpakorn University 
E-mail Address :  tewson84@hotmail.com, tthongch@su.ac.th 
Project Period : June 15, 2011 - June 14, 2014    
 The isolation of endophytic actinomycetes from surface-sterilized tissues of 11 plant 
species was made using humic acid-vitamin (HV) agar as a selection medium. Of the 530 
isolates recovered, 299 were from roots, 118 from stems and 113 from leaves with a 
prevalence of 3.02, 1.19 and 1.14%, respectively. Twenty isolates strong inhibited tested 
microorganisms and were classified as Streptomyces sp. based on their morphology and 
the amino acid composition of the whole-cell extract. Thirteen isolates were selected and 
cultured for secondary metabolite extraction. 
 Strain LJK109 was isolated from the root tissues of Alpinia galangal (L.) Willd. It 
was an antagonist of phytopathogenic fungi; Alternaria porri, Colletotrichum gloeosporioides, 
Colletotrichum musae, Curvularia sp., Drechslera sp., Exserohilum sp., Fusarium 
oxysporum, Verticillium sp. and Sclerotium rolfsii. The major active ingredients from the 
crude extract were purified by silica gel column chromatography, thin-layer chromatography 
and identified to be 3-methylcarbazole and 1-methoxy-3-methylcarbazole by NMR and 
mass spectral data, respectively. Bioassay studies showed that these compounds had 
antifungal activities against tested fungi, and its minimum inhibitory concentrations were 
found to be within the range of 30 to 240 µg/ml. Conidia germination was also inhibited by 
these compounds as determined by microscopy.  
 The immunomodulatory activity of 3-methylcarbazole and 1-methoxy-3-
methylcarbazole in toll like receptor (TLR)-activated RAW 264.7 macrophages induced by 
lipopolysaccharide (LPS), Poly (I:C), and pam3CSK was investigated by assessing nitric 
oxide (NO) and pro-inflammatory cytokines. These 3-methylcarbazoles dose-dependently 
suppressed the release of NO, PGE2, TNF-α, IL-1β, IL-6 and IL-10 in LPS- and 
pam3CSK-activated macrophages but not in Poly (I:C)-activated macrophages. Our results 
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suggest that 3-methylcarbazoles can be further developed as a promising anti-inflammatory 
remedy. 
 Strain BRM10 was isolated from the root tissues of Alpinia galanga Swartz. It was 
an antagonist of some bacteria, Staphylococcus aureus ATCC25932, Bacillus cereus 
ATCC6633, Escherichia coli ATCC10536 and Pseudomonas aeruginosa ATCC27853. The 
major active ingredients from the crude extract were purified by silica gel column 
chromatography, thin-layer chromatography and identified to be 1-methyl ester-nigericin and 
nigericin by NMR and mass spectral data, respectively. Bioassay studies showed that 1-
methyl ester-nigericin had antibacterial activity against Gram positive bacteria lower than 
nigericin, and its minimum inhibitory concentrations against S. aureus and B. cereus were 
0.5 µg/ml and 1.0 µg/ml, respectively and no inhibitory activity was observed against E. 
coli and P. aeruginosa, at a concentration of 64 µg/ml. 
 Strain GMT-8 was isolated from the root tissue of Zingiber officinale Rosc. It was an 
antagonist of Gram positive bacteria; Staphylococcus aureus ATCC25932, Bacillus cereus 
ATCC7064 and Bacillus subtilis ATCC6633. The major active ingredient from the crude 
extract was purified by silica gel column chromatography, thin-layer chromatography and 
identified to be decursin by NMR and mass spectral data, respectively. Bioassay studies 
showed that decursin had antibacterial activities against Gram positive bacteria with the 
minimum inhibitory concentrations within the range of 32 to 256 µg/ml. 
 Strain BT01 was isolated from the root tissue of Boesenbergia rotunda (L.) Mansf. It 
was an antagonist of Gram positive bacteria; Staphylococcus aureus ATCC25932, Bacillus 
cereus ATCC7064 and Bacillus subtilis ATCC6633. The major active ingredients from the 
crude extract were purified by silica gel column chromatography, thin-layer chromatography 
and identified to be two new flavonoids, 7-methoxy-3, 3',4',6-tetrahydroxyflavone and 2',7-
dihydroxy-4',5'-dimethoxyisoflavone, together with four known compounds, fisetin, 
naringenin, 3'-hydroxydaidzein and xenognosin B. Bioassay studies showed that these 
compounds had antibacterial activity with the minimum inhibitory concentrations within the 
range of 32 to 256 µg/ml. 
 The new flavonoids, 7-methoxy-3,3’,4’,6-tetrahydroxyflavone and 2’,7-dihydroxy-4’5’-
dimethoxyisoflavone isolated from Streptomyces sp. BT01 inhibited the pro-inflammatory 
mediators including cytokines by blocking nuclear factor-kappa B (NF-κB) signalling in 
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lipopolysaccharide (LPS)-stimulated RAW 264.7 cells. These flavonoids suppressed mRNA 
and protein expression of inducible nitric oxide synthase (iNOS) and cyclooxygenase-2 
(COX-2) in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. These results suggest that these flavonoids 
have anti-inflammatory effects. 
 Strain HK17 was isolated from the root tissue of Curcuma longa Linn. The major 
active ingredients from the crude extract of this strain were purified by silica gel column 
chromatography, thin-layer chromatography. Extraction of the culture medium of this strain 
was purified and identified as flavonoids; 2(S)-5,7-dihydroxy-8,2'-dimethoxyflavanone, 2(S)-
5,7,2'-trihydroxy-8-methoxyflavanone, 2(S)-5,2',5'-trihydroxy-7,8-dimethoxy flavanone and 
2(S)-7,2'-Dihydroxy-5,8-dimethoxyflavanone which displayed strong antibacterial and 
anticandidal properties. The crude extract showed the highest activity against S. aureus and 
C. albicans, with MIC values of 32 µg/ml. The purified 2(S)-5,2',5'-trihydroxy-7,8-dimethoxy 
flavanone showed the lowest MIC (32 µg/ml) and MMC (128 µg/ml) against S. aureus and 
C. albicans with corresponding large diameter of the zone of inhibitions (25.5 and 25.2 mm 
respectively). This study has shown that the new flavonoids which were isolated from 
Streptomyces sp. HK17 have potential in antibacterial and anticandidal activities. 
 
Keywords : Antimicrobial compounds, Anti-inflammatory activity, Endophytic actinomycetes,  
 Streptomyces sp.  
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บทคัดยอ 
 

รหัสโครงการ :  RMU54_005 
ชื่อโครงการ : การแยกสารตานจุลินทรียจากเชื้อแอคติโนมัยซีสในพืชสมุนไพร 
ชื่อนักวิจัย : ผศ.ดร.ธงชัย  เตโชวิศาล 
E-mail Address :  tewson84@hotmail.com, tthongch@su.ac.th 
ระยะเวลาโครงการ : 15 มิถุนายน 2554 - 14 มิถุนายน 2557    
 การแยกเชื้อแอคติโนมัยซีสจากเนื้อเยื่อพืช 11 สปชีส ดวยการฆาเชื้อที่พ้ืนผิวแลวบมลงใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ humic acid-vitamin (HV) agar สามารถแยกเชื้อได 530 สายพันธุ ซ่ึงแบงเปนแยก
จากราก 299 สายพันธุ แยกจากลําตน 118 สายพันธุ และแยกจากใบ 113 สายพนัธุ คิดเปนความ
ชุก 3.02, 1.19 และ 1.14%, ตามลําดับ พบวา 20 สายพันธุสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบ
ได และถูกจําแนกเปน Streptomyces sp. โดยสัณฐานวิทยาและองคประกอบของกรดอะมิโนจาก
สารสกัดเซลล ไดคัดเลือกเชื้อ 13 สายพันธุมาเลี้ยงเช้ือเพ่ือสกัดสารเมแทบอลิสมทุติยภูมิ 
 สายพันธุ LJK109 แยกไดจากรากขา (Alpinia galanga (L.) Willd) สามารถยับยัง้การเจริญ
ของเชื้อรากอโรคพืชหลายชนิด เชน Alternaria porri, Colletotrichum gloeosporioides, 
Colletotrichum musae, Curvularia sp., Drechslera sp., Exserohilum sp., Fusarium 
oxysporum, Verticillium sp. และ Sclerotium rolfsii จากการแยกสารที่เปนองคประกอบหลักในสาร
สกัดหยาบโดยวิธี silica gel column chromatography และ thin-layer chromatography พบวาเปน
สาร 3-methylcarbazole และ 1-methoxy-3-methylcarbazole ซ่ึงมีคุณสมบัตยิับยั้งการเจรญิของ
เชื้อราทดสอบตาง ๆ โดยใหคาความเขมขนต่ําสุดที่ยบัยั้งการเจริญ (MIC) 30-240 µg/ml และ
สามารถยับยัง้การงอกของสปอรเม่ือศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนดวย 
 คุณสมบัติปรบัภูมิคุมกันของสาร 3-methylcarbazole และ 1-methoxy-3-methylcarbazole 
โดยผานทาง toll like receptor (TLR) ในเซลล RAW 264.7 ที่ถูกกระตุนดวย lipopolysaccharide 
(LPS), Poly (I:C), และ pam3CSK โดยการวัด nitric oxide (NO) และไซโตไคนหลายชนิด พบวา
สารเหลานี้สามารถยับยั้งการหลั่ง NO, PGE2, TNF-α, IL-1β, IL-6 และ IL-10 ในเซลล RAW 
264.7 ที่ถูกกระตุนดวย LPS และ pam3CSK ขณะทีก่ารกระตุนดวย Poly (I:C) ไมสามารถยบัยั้ง 
ดังน้ันสาร 3-methylcarbazoles จึงนาจะสามารถพัฒนาเปนสารยับยั้งการอักเสบไดในอนาคต 
 สายพันธุ BRM10 แยกจากรากขา (Alpinia galanga Swartz) สามารถยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรยีทดสอบหลายชนดิ เชน Staphylococcus aureus ATCC25932, Bacillus cereus 
ATCC6633, Escherichia coli ATCC10536 และ Pseudomonas aeruginosa ATCC27853  จาก
การแยกสารทีเ่ปนองคประกอบหลักในสารสกัดหยาบโดยวิธี silica gel column chromatography 
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และ thin-layer chromatography พบวาเปนสาร 1-methyl ester-nigericin และ nigericin ซ่ึงพบวา 
1-methyl ester-nigericin มีคุณสมบัติยบัยั้งแบคทีเรยีแกรมบวกไดต่ํากวา nigericin และใหคาความ
เขมขนต่ําสุดที่ยับยั้งการเจริญ (MIC) ตอ S. aureus และ B. cereus เปน 0.5 และ 1.0 µg/ml 
ตามลําดับ และพบวาไมสามารถยับยั้ง E. coli และ P. aeruginosa ที่ระดับความเขมขน 64 µg/ml 
 สายพันธุ GMT-8 แยกจากรากขิง (Zingiber officinale Rosc) สามารถยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรยีแกรมบวกหลายชนิด เชน Staphylococcus aureus ATCC25932, Bacillus cereus 
ATCC7064 และ Bacillus subtilis ATCC6633  จากการแยกสารทีเ่ปนองคประกอบหลักในสารสกัด
หยาบโดยวธิี silica gel column chromatography และ thin-layer chromatography พบวาเปนสาร
decursin ซ่ึงมีคุณสมบัติยบัยั้งการเจริญของแบคทีเรยีแกรมบวกได และใหคาความเขมขนต่ําสุดที่
ยับยั้งการเจรญิ (MIC) ในชวง 32-256 µg/ml 
 สายพันธุ BT01 แยกจากรากกระชาย (Boesenbergia rotunda (L.) Mansf)  สามารถยับยั้ง
การเจริญของแบคทีเรยีแกรมบวกหลายชนิด เชน Staphylococcus aureus ATCC25932, Bacillus 
cereus ATCC7064 และ Bacillus subtilis ATCC6633 จากการแยกสารที่เปนองคประกอบหลักใน
สารสกัดหยาบโดยวธิี silica gel column chromatography และ thin-layer chromatography พบวา
เปนสารฟลาโวนอยดชนิดใหม 2 สาร คือ 7-methoxy-3, 3',4',6-tetrahydroxyflavone และ 2',7-
dihydroxy-4',5'-dimethoxyisoflavone และเปนสารฟลาโวนอยดที่รูจักแลว 4 สาร คือ fisetin, 
naringenin, 3'-hydroxydaidzein และ xenognosin B  พบวาเปนสารเหลานี้มีคณุสมบัติยบัยัง้การ
เจริญของแบคทีเรียแกรมบวกได และใหคาความเขมขนต่ําสุดทีย่ับยั้งการเจริญ (MIC) ในชวง 32-
256 µg/ml 
  สารฟลาโวนอยดชนิดใหม 2 สาร คือ 7-methoxy-3, 3',4',6-tetrahydroxyflavone และ 2',7-
dihydroxy-4',5'-dimethoxyisoflavone ที่แยกไดจาก Streptomyces sp. BT01 สามารถยับยั้งการ
หลั่งไซโตไคนที่เกี่ยวของกบัการอักเสบในเซลล RAW 264.7 ที่ถูกกระตุนดวย LPS โดยมีกลไกการ
ยับยั้งการกระตุน nuclear factor-kappa B (NF-κB) ซ่ึงพบวาสารฟลาโวนอยดน้ียับยั้งการ
แสดงออกระดับ mRNA และโปรตีนของ inducible nitric oxide synthase (iNOS) และ 
cyclooxygenase-2 (COX-2) สารฟลาโวนอยดน้ีจึงมีคุณสมบัตติานการอักเสบได 
 สายพันธุ HK17 แยกจากรากขมิ้น (Curcuma longa Linn) จากการแยกสารที่เปน
องคประกอบหลักในสารสกัดหยาบโดยวิธี silica gel column chromatography และ thin-layer 
chromatography พบวาเปนสารฟลาโวนอยดชนิดใหม 4 สาร คือ 2(S)-5,7-dihydroxy-8,2'-
dimethoxyflavanone, 2(S)-5,7,2'-trihydroxy-8-methoxyflavanone, 2(S)-5,2',5'-trihydroxy-7,8-
dimethoxy flavanone และ 2(S)-7,2'-Dihydroxy-5,8-dimethoxyflavanone ซ่ึงมีฤทธิ์ยบัยั้งการ
เจริญของแบคทีเรียและยีสต พบวาสารสกัดหยาบยับยัง้การเจริญของ S. aureus และ C. albicans 
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ที่ระดับคา MIC 32 µg/ml และพบวาสาร 2(S)-5,2',5'-trihydroxy-7,8-dimethoxy flavanone ใหคา 
MIC (32 µg/ml) และ MMC (128 µg/ml) ตอ S. aureus และ C. albicans ซ่ึงสอดคลองกับคาแนว
การยับยั้งการเจริญ (25.5 และ 25.2 mm ตามลําดับ) การศึกษานีแ้สดงใหเห็นวาสารฟลาโวนอยด
ชนิดใหมจาก Streptomyces sp. HK17 มีคุณสมบัตติานการเจริญของแบคทีเรียและยีสตได 
 
คําหลัก : สารตานจุลินทรีย, คุณสมบัตติานการอักเสบ, แอคติโนมัยซีสในพืช, สเตร็ปโตมัยซีส  
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
จุลินทรียทีส่ามารถสรางสารปฏิชวีนะไดน้ันมีหลายชนดิทั้งแบคทีเรยี รา และแอคติโนมัยซีส

แอคติโนมัยซีสเปนกลุมที่มีความสําคัญมากที่สุด เพราะสามารถสรางสารที่ตอตานจุลินทรียได
มากมายและมีโครงสรางทางเคมีแตกตางกัน กลไกการทํางานแตกตางกัน และมีผลตอจุลินทรียใน
ระดับตาง ๆ กันดวย  แหลงที่พบแอคติโนมัยซีสสวนใหญพบในดิน โดยเฉพาะดินรวนที่มี
สารอินทรียมาก สวนดินเหนียวและดินทรายพบนอย แหลงนํ้าตามธรรมชาตสิามารถตรวจพบแอคติ
โนมัยซีสได เชน นํ้าตามค ูคลอง หนอง บึง รวมไปจนถึงแหลงนํ้าในมหาสมุทร แอคติโนมัยซีสใน
ธรรมชาติมีบทบาทในการยอยสลายอินทรียสารและเกี่ยวของกับการหมุนเวียนวฏัจักรคารบอนและ
ไนโตรเจน เน่ืองจากสามารถสรางเอ็นไซมยอยสลายและเปลีย่นแปลงสารไดมากมายหลายชนิด 
รวมไปจนถึงคุณสมบัติการสรางสารปฏิชวีนะตานการเจริญของจุลินทรียชนิดอ่ืน ๆ ดวย นอกจาก
แหลงดินและน้ําที่สามารถแยกเชื้อแอคติโนมัยซีสได เน้ือเยื่อพืชเปนอีกแหลงหน่ึงที่สามารถแยกแอ
คติโนมัยซีสไดดวย และเรยีกแอคติโนมัยซีสที่สามารถอาศัยอยูในเนื้อเยื่อพืชไดวา แอคติโนมัยซีส
ในพืช (endophytic actinomycetes) นับวาเปนจุลินทรยีแหลงใหมทีมี่ผูสนใจศึกษาสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพมากขึน้ นอกเหนือจากสมุนไพร เชื้อรา และแอคติโนมัยซีสทีแ่ยกไดจากดิน     เน่ืองจากแอ
คติโนมัยซีสในพืชเปนแหลงใหมที่นิยมศกึษามากขึ้น นอกจากจะมีโอกาสคนพบแอคติโนมัยซีสชนิด
ใหมแลว แอคติโนมัยซีสเหลานั้นยังสามารถสรางสารที่มีโครงสรางที่แตกตางจากสารเดิมที่ไดจาก
แอคติโนมัยซีสที่แยกไดจากแหลงดินและแหลงนํ้า หรือเชื้อรา หรือพืช หรือสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืน ๆ  
ดังน้ันโอกาสในการคนพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใหม ๆ จึงนาพบไดในแอคติโนมัยซีสในพืชสูง 
ซ่ึงสารออกฤทธิ์ทางชวีภาพบางชนิดอาจมีประสิทธิภาพดีกวาสารที่ใชกันอยูในปจจุบัน   

สารออกฤทธิท์างชีวภาพทีไ่ดจากแอคติโนมัยซีสในพืช จัดเปนสารเคมีปลอดภยัชนิดใหม 
(Novel Green Chemistry) สามารถนํามาใชประโยชนหลายทาง เชน นํามาใชตานการเจริญจุลนิท
รียกอโรคที่ด้ือยาตอสารปฏิชีวนะที่ใชอยูในปจจุบันมากขึ้นทุกวัน หรือนําโครงสรางสารที่แยกไดน้ีมา
เปนขอมูลพ้ืนฐานในการสังเคราะหใหมใหมีฤทธิเ์พ่ิมมากขึ้น และสามารถผลติในปริมาณมากเชิง
พาณิชยได  
 การแยกเชื้อแอคติโนมัยซีสในพืช จําเปนตองคัดเลือกพืชที่มีโอกาสแยกเชื้อไดสงู และพืช
น้ันควรมีสารเมแทบอลิสมทตุิยภูมิที่นาสนใจ ซ่ึงพืชที่นิยมนําใชในการแยกเชื้อในงานวิจัยน้ี เปนพืช
สมุนไพรที่มีคณุสมบัติยบัยัง้การเจริญของจุลินทรีย หรือเคยมีรายงานการพบสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพที่นาสนใจจากพืชชนิดนั้น ๆ สวนของพืชตวัอยางที่นิยมใชในการแยกเชื้อ ไดแก ใบ ลาํตน 
และราก ที่เก็บใสไวในถุงพลาสติกที่สะอาด หลังจากผานการทําความสะอาดดวยน้ํากอก เพ่ือนํา
เศษดินและเศษขยะออก ห่ันตัวอยางเปนชิ้นเล็ก ๆ นําไปฆาเชื้อทีผ่ิวนอกดวย 70% แอลกอฮอล 
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แลวผึ่งใหแหงในสภาพไรเชือ้ เปนการกําจัดเชื้อจุลินทรียที่อยูพ้ืนผิวพืช (epiphytes) ที่มีอยูกับ
ตัวอยาง หากชิ้นตวัอยางยงัมีขนาดใหญใหใชมีดหรือกรรไกรปลอดเชื้อตัดเปนชิน้เล็ก ๆ แลวนําไป
วางลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ ซ่ึงอาจใช water agar หรือ selective medium เชน Humic acid - 
Vitamin agar เปนตน เม่ือเชื้อมีการเจริญแลว ก็จะทําการแยกเชื้อใหบริสุทธิอี์กครั้ง จากน้ันจะ
ทําการศึกษาทางอนุกรมวิธาน (taxonomy) ทั้งทางสณัฐานวทิยา สรีรวิทยา องคประกอบทางเคม ี
ตลอดจนลําดบักรดนิวคลีอิกของ 16SrDNA จากนั้นจะทําการตรวจกรองหาคุณสมบัติการสรางสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ และหาสภาวะที่เหมาะสมในการสรางสารนั้น ๆ เพ่ือผลิตสารและแยกบรสิุทธิ์
สาร รวบถึงการหาโครงสรางทางเคมีของสารนั้น ๆ และทดสอบยนืยันคุณสมบตัทิางชีวภาพของสาร
ที่แยกไดตอไป ซ่ึงทั้งหมดนี้จะไดกลาวอยางละเอียดในบทตอ ๆ ไป  
 
วัตถุประสงคของงานวิจยั 
 1. สามารถแยกเชื้อแอคติโนมัยซีสในพืชได 
 2. ตรวจกรองคุณสมบัตติานการเจริญจุลนิทรียทดสอบของเชื้อแอคตโินมัยซีสที่แยกได 
 3. จําแนกเชื้อแอคติโนมัยซีสที่สนใจได 
 4. เลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยซีสที่สนใจเพื่อสกัดสารสกัดหยาบที่เชื้อสรางขึ้นได 
 5. แยกสารองคประกอบหลกัในสารสกัดหยาบได 
 6. ทดสอบคุณสมบัตติานการเจริญจุลินทรียทดสอบของสารสกัดหยาบและสารทีแ่ยกได 
 7. ทดสอบคุณสมบัติทางชวีภาพอื่น ๆ ของสารสกัดหยาบและสารทีแ่ยกไดตามโครงสรางสาร 
 
 
ผลที่คาดวาจะไดรับ 
 1. ไดเชื้อแอคติโนมัยซีสในพืชที่ใชแยกเชื้อ และ/หรืออาจเปนเชื้อชนิดใหม และ/หรือมีคุณสมบัติ

ตานการเจริญจุลินทรียทดสอบ 
 2. แยกสารองคประกอบหลักจากสารสกัดหยาบจากเชื้อแอคติโนมัยซีสที่นาสนใจ และทราบ

คุณสมบัตติานการเจริญจุลนิทรียของสารที่แยกได 
 3. ทราบโครงสรางทางเคมขีองสารที่แยกได และคุณสมบัติทางชีวภาพของสารนั้น ๆ 
 4. เปนขอมูลพ้ืนฐานในการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชวีภาพจากเชื้อแอคติโนมัยซีสในพืช 
 5. ไดองคความรูใหมและสามารถตีพิมพในวารสารระดบันานาชาต ิ
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บทที่ 2 
บทตรวจสอบเอกสาร 

 
ลักษณะทั่วไปของแอคติโนมัยซีส 
  แอคติโนมัยซีสเปนแบคทีเรยีแกรมบวกจดัอยูในอันดับ (order) Actinomycetales สวนใหญ 
เปนพวกที่ตองการออกซิเจนในการเจริญเติบโต ยกเวนบางชนิดที่ไมตองการหรือตองการออกซิเจน
เพียงเล็กนอยในการเจริญเติบโต แอคติโนมัยซีสเปนแบคทีเรียที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่มี
ความหลากหลาย มีตั้งแตกลุมที่มีลักษณะเปนทรงกลม ทอนและเปนเสนสายคลายเชื้อรา ทีมี่การ
แตกแขนงและมีการแตกหกัของเสนใยเพื่อสรางสปอรแบบไมมีเพศ หรือการสรางสปอรบนเสนใย
อากาศ (aerial mycelium) ซ่ึงเปนลักษณะที่พบในแอคติโนมัยซีสสวนใหญ มีทั้งแบบทีเ่ปนสปอรที่
ไมมีถุงหุม (conidia) เปนเม็ดเดี่ยว ๆ และเรียงตอกันเปนสาย นอกจากนี้ยังมีแบบที่สรางสปอรอยู
ในอับสปอร (sporangium) สําหรับลักษณะที่บงชีช้ัดวาแอคติโนมัยซีสไมใชเชื้อรา คือ ไมมีเยื่อหุม
นิวเคลียส และไมมีไมโตคอนเดรยี และทีส่าํคัญแอคติโนมัยซีสถูกยับยัง้การเจริญไดดวยสาร
ปฏิชีวนะที่ยบัยั้งการเจริญของแบคทีเรีย แตไมถูกยังยั้งการเจริญโดยสารปฏิชวีนะที่ยังยั้งการเจริญ
เชื้อรา โดยมากพบในดินซ่ึงแอคติโนมัยซีสมีบทบาทในการยอยสลายอินทรียสารในดินและเกี่ยวของ
กับการหมุนเวียนวัฏจักรคารบอนและไนโตรเจน แอคติโนมัยซีสบางสายพันธุยังมีคุณสมบัติสราง
สารปฏิชวีนะตานการเจริญของจุลินทรียชนิดอ่ืนซึ่งมีประโยชนในการแพทย ดวยเหตุน้ี จึงทาํใหมี
การศึกษาและคนหาแอคตโินมัยซีสสายพันธุใหมเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ ซ่ึงสวนใหญยงัแยกแอคติโนมัยซีส
จากแหลงดิน จนกระทั่งในป ค.ศ. 1980 Baker และคณะ ไดแยกแอคตโินมัยซีสจากรากพืช 
(Elaeagnus umbellata) ไดเปนครั้งแรก (Baker et al., 1980) ทําใหการศึกษาและการแยกแอคติโน
มัยซีสจากแหลงใหมเพ่ิมขึน้เรื่อยๆ ตวัอยางเชน ในป ค.ศ. 1992 Sardi และคณะ ไดแยกแอคติโน
มัยซีสรากพืช จํานวน 28 สปชี่ส ซ่ึงบางสายพันธุของแอคติโนมัยซีสที่แยกไดมีคุณสมบัตติานการ
เจริญเชื้อราและเชื้อแบคทเีรียบางชนิดดวย  (Sardi et al., 1992) ตอมาในป ค.ศ. 1995 Okazaki 
และคณะ ไดเปรียบเทียบการแยกแอคติโนมัยซีสจากใบพืชชนิดตางๆ กับการแยกแอคติโนมัยซีส
จากดิน พบวาแอคติโนมัยซีสจากทั้งสองแหลงมีความแตกตางกันทั้งชนิดและคุณสมบตัิการสราง
สารเมตาบอไลท (Okazaki et al., 1995) จึงทําใหการศึกษาแอคติโนมัยซีสจากพืชมีความสําคัญ
มากขึ้น  ในป ค.ศ. 2000 Shimizu และคณะ ไดแยกแอคติโนมัยซีสจาก ใบ ลําตนและรากของ 
Rhododendron sp. และพบวาบางสายพันธุของแอคติโนมัยซีสทีแ่ยกไดมีคุณสมบัตติานการเจริญ
ของเชื้อรา Phytophthora cinnamomi และ Pestalotiopsis sydowiana ซ่ึงเปนเชื้อรากอโรคใน 
Rhododendron sp. ไดดวย (Shimizu et al., 2000) ในป ค.ศ. 2003 Coombs และคณะ ไดพิสูจน
การเขาอยูอาศัยของแอคตโินมัยซีสที่แยกไดจากธัญพืช (Triticum aestivum L.) และพบวาการอยู
อาศัยของแอคติโนมัยซีสชนิดนี้มีความสาํคัญตอพืชดวย (Coombs et al., 2003a, Coombs et al., 
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2003b) และในป ค.ศ. 2003 คณะผูวจัิยไดทําการแยกแอคติโนมัยซีสจากพืช 36 สปชีส จาก
ตัวอยางราก ลําตน และใบ จํานวนตวัอยางละ 5400 ตัวอยาง พบวา สามารถแยกเชื้อแอคติโนมัย
ซีสจากตัวอยางรากไดมากที่สุด คิดเปน 3.9% รองมาคือตัวอยางใบ คิดเปน 1.8% และนอยทีสุ่ดคือ
ตัวอยางลําตน คิดเปน 0.3% จากการแยกเชื้อในครั้งน้ี พบวาพืชในตระกลู Zingiberaceae สามารถ
แยกเชื้อแอคติโนมัยซีสไดมากที่สุด และรองลงมาคือพืชในตระกูล Cyperaceae จากการจัดกลุมแอ
คติโนมัยซีสทีแ่ยกเชื้อไดทั้งหมด 330 สายพันธุ พบวาเปน Streptomyces sp. 277 สายพันธุ, 
Microbispora sp. 14 สายพันธุ, Nocardia sp. 8 สายพันธุ, Micromonospora sp. 4 สายพันธุ, ไม
สามารถจําแนกได 4 สายพันธุ และมี 23 สายพันธุ ตายระหวางถายเชื้อ (subculture) นอกจากนี้
เม่ือนําเชื้อที่แยกไดมาทําการทดสอบความสามารถตานการเจริญเชือ้รากอโรคพืช 2 ชนิด คือ 
Colletotrichum musae และ Fusarium oxysporum พบวา มีเชือ้ 3 สายพันธุ คิดเปน 0.9% ที่
สามารถตานการเจริญ Colletotrichum musae และมีเชื้อ 5 สายพันธุ คิดเปน 1.5% ที่สามารถตาน
การเจริญ Fusarium oxysporum ในระดับที่ดีมาก (Taechowisan et al., 2003), ในป ค.ศ. 2005 
Cao และคณะ ไดแยกแอคติโนมัยซีสจากรากกลวยทั้งสิ้น 131 สายพันธุ ประกอบดวย 
Streptomyces 99 สายพันธุ Streptoverticillium 28 สายพันธุ Streptosporangium 2 สายพันธุ และ
ไมสามารถจําแนกได 2 สายพันธุ ในจํานวนนี้ 18.3% สามารถยับยั้งการเจริญของ Fusarium 
oxysporum f. sp. โดย Streptomyces sp. stain S96 ใหผลการยบัยั้งไดดีที่สุดสามารถนํามาใชเปน
ตัวควบคุมทางชีวภาพได (Cao et al., 2005) ดวยเหตุน้ีจึงทําใหมีผูสนใจในการคนหาสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพชนิดใหม ๆ จากแอคติโนมัยซีสเพิ่มมากขึน้ ตัวอยางเชน ในป 2003 Mellouli และคณะ 
ไดแยกเชื้อ Streptomyces sp. US24 จาก Tunisian soil จากการศึกษา 16S rRNA พบวาเชือ้น้ีมี
ความใกลเคียงกับ Streptomyces caelestis ซ่ึงสามารถสราง niddamycin และ celesticetin ได แต
จากการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชวีภาพที่แยกได พบวามีความแตกตางกัน (Mellouli et al., 2003) 
ในป ค.ศ. 2005 Fguira และคณะ ไดแยกสารออกฤทธิ์ทางชวีภาพ ไดแก irumamycin, X-14952B 
และ 17-hydroxy-venturicidin A จากเชือ้ Streptomyces sp. US80 ที่แยกจาก Tunisian soil จาก
การศึกษา 16S rRNA พบวาเชื้อน้ีมีความใกลเคยีงกับ Streptomyces roseoflavus (Fguira et al., 
2005) สําหรับการแยกสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากแอคติโนมัยซีสที่แยกไดจากพืช ไดมีการศึกษา
มากมาย ตัวอยางตอไปน้ี  
 ในป ค.ศ. 2002 Parshikov และคณะ ไดแยกสาร cyclopentenone ชนิดใหม 4 ชนิด ไดแก 
(5R) 3-amino-5-hydroxy-5-vinyl-2-cyclopenten-1-one, (5R) 5-hydroxy-3-
[9methoxycarbonyl)amino]-5-vinyl-2-cyclopenten-1-one, (5R) 5-hydroxy-3-[[2-(4-
hydroxyphenyl)ethyl]amino-5-vinyl-2-cyclopenten-1-one และ 3-isobutylpropanamide-2-
cyclopenten-1-one จาก Streptomyces sp. GT20026114 ที่แยกไดจากพืชปาชายเลนชนิด 
Aegiceras corniculatum (Parshikov et al., 2002) และในป ค.ศ. 2002 เชนกัน Castillo และคณะ 
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ไดแยกสารออกฤทธิ์ทางชวีภาพและใหชือ่วา Munumbicins จาก Streptomyces NRRL 30562 ที่
แยกไดจากพืชไมเลื้อย (Kennedia nigriscans) ซ่ึงมีฤทธิย์ับยั้งการเจริญของเชื้อรากอโรคพืชและ
แบคทีเรยีไดหลายชนิด รวมถึง Plasmodium sp. ดวย (Castillo et al., 2002),  
 ในปตอมา (2003) Castillo และคณะ ยังไดแยกสารออกฤทธิ์ทางชวีภาพชนิดใหมและใหชื่อ
วา Kakadumycins จาก Streptomyces NRRL 30566 ที่แยกไดจากพืชไมยืนตน (Grevillea 
pteridifolia) ซ่ึงมีฤทธิย์ับยัง้การเจริญของแบคทีเรยีไดหลายชนิด (Castillo et al., 2003), ในป ค.ศ. 
2003 Gil และ Campelo-Diez ไดแยกสาร p-aminoacetophenonic acids 2 ชนิดที่มีโครงสราง
คลายกับ candicidin จาก Streptomyces griseus ซ่ึง polyketide chain ที่แตกตางกัน (Gil and 
Campelo-Diez, 2003), และในป ค.ศ. 2003 เชนกัน Aremu และคณะ ไดแยกสาร Fistupyrone 
จาก Streptomyces sp. TP-A0569 ซ่ึงมีฤทธิต์านการเจริญเชื้อรา (Aremu et al., 2003),  
 ในป ค.ศ. 2004 Ezra และคณะ ไดแยกสารออกฤทธิ์ทางชวีภาพและใหชื่อวา 
Coronamycins จาก Streptomyces sp. (MSU-2110) ที่แยกไดจากพืชไมเลื้อย (Monstera sp.) ซ่ึง
มีฤทธิย์ับยั้งการเจริญของเชื้อรากอโรคพืชและเชื้อรากอโรคคนไดหลายชนิด (Ezra et al., 2004),  
 ในป ค.ศ. 2005  Guan และคณะ ไดแยกสารกลุม sesquiterpenes ชนิดใหม 3 ชนิดจาก 
Streptomyces griseus ที่แยกไดจากพืช Kandelia candel ซ่ึงมีฤทธิต์านการเจริญจุลินทรียได 
(Guan et al., 2005),  
 ในป ค.ศ. 2006 Yasuhiro และคณะ ไดแยกสาร pterocidin ชนิดใหมจาก Streptomyces 
hygroscopicus TP-A0451 ซ่ึงมีฤทธิ์ยบัยั้ง human cancer cell lines ที่ความเขมขน IC50 2.9 - 
7.1 µM (Yasuhiro et al., 2006), และในป ค.ศ. 2006 เชนเดียวกนั Kim และคณะ ไดแยกสาร 6-
alkylsalicylic acids ชนิด โดยใหชื่อวา salaceyins A และ B จาก Streptomyces laceyi MS53 ซ่ึง
มีฤทธิฆ์าเซลล human breast cancer cells (Kim et al., 2006), 
 ในป ค.ศ. 2009 Vollmar และคณะ ไดแยกสารประเภท alkaloid ชนิด 4-methyl-2-
quinazolinamines จาก Streptomyces sp. GS DV232 ที่แยกไดจาก Traditional Chinese 
Medicinal plants ซ่ึงมีฤทธิ์ยับยั้งการเพิม่จํานวนเซลล (anti-proliferative bioactivity) (Vollmar et 
al., 2009),   
 ในป ค.ศ. 2010 Yan และคณะ ไดแยก Antimycin A18 จาก Streptomyces albidoflavus 
ซ่ึงแยกไดจากพืชปาชายเลน (mangrove plants)ซ่ึงมีคุณสมบัตยิับยั้งการเจรญิจุลินทรียกอโรคได
อยางกวางขวาง (Yan et al., 2010), และในป ค.ศ. 2010 เชนกัน Fangfang และคณะ ไดแยกสาร 
p-aminoacetophenonic acid ชนิดใหม 4 ชนิด ไดแก (2E)-11-(4-aminophenyl)-5,9-dihydroxy-
4,6,8-trimethyl-11-oxo-undec-2-enoic acid, 9-(4-aminophenyl)-3,7-dihydroxy-,4,6-trimethyl-9-
oxo-nonoic acid, (2E)-11-(4-aminophenyl)-5,9-O-cyclo-4,6,8-trimethyl-11-oxo-undec-2-enoic 
acid และ 9-(4-aminophenyl)-3,7-O-cyclo-2,4,6-trimethyl-9-oxo-nonoic acid ซ่ึงแยกไดจาก 
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Streptomyces sp. HK10552 ซ่ึงเปนแอคติโนมัยซีสในพืช Aegiceras corniculatum (Fangfang et 
al., 2010)  
 สําหรับในประเทศไทย คณะผูวิจัยไดทําการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่แยกไดจากแอ
คติโนมัยซีสในพืชชนิดตาง ๆ พบวาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่แยกไดมีฤทธิต์าง ๆ มากมาย เชน 
ตานการเจริญของเชื้อราและแบคทเีรีย ตานการอักเสบ ตานภูมิแพ และตานการเจริญของเนื้อราย 
(Taechowisan et al., 2005a, 2005b, 2006a, 2006b, 2007a, 2007b, 2007c, 2008a, 2008b, 
2008c และ 2008d) ดังน้ันแอคติโนมัยซีสที่แยกไดจากพืชจึงเปนอีกแหลงหน่ึงที่สมควรศึกษาสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม ๆ  
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บทที่ 3 
วิธีการทดลอง 

 
การแยกเชื้อแอคติโนมัยซีสในพืชสมนุไพร 

1. เก็บตวัอยางพืชสมุนไพรที่ไมเปนโรคพืช โดยเลือกจากตนที่มีการเจริญดีสวยงามและมี
สุขภาพดีไดแก ขา (Alpinia galanga Swartz.), ขิง (Zingiber officinale Rosc.), กระชาย 
(Boesenbergia pandurata), ไพล (Zingiber cassumunar), ขม้ินชัน (Curcuma longa), 
พูล (Piper betle), เหงือกปลาหมอ (Acanthus ebracteatus Wall.), ฟาทะลายโจร 
(Andrographis paniculata (Burm.f.) Wall.), พญายอ (Clinacanthus nutans (Burm.f.) 
Lindau.), รางจืด (Thunbergia laurifolia Linn.), และยานาง (Tiliacora triandra Diels.) 
ชนิดละ 300 ตัวอยาง 

 2. นําตัวอยางพืชสมุนไพรในสวน ใบ ลําตน และรากมาลางในน้ําประปาไหล นาน 10 นาที  
 แลวตัดเปนชิน้เล็ก ๆ ขนาด 1x1 cm2  
 3. นํามาแชใน 0.1% Tween 20 นาน 30 วินาท ี
 4. นํามาแชใน 1% sodium hypochlorite นาน 5 นาที  
 5. นํามาลางในน้ํากลั่น นาน 5 นาที 
 6. นํามาแชใน 70% ethanol นาน 5 นาที 
 7. ทิ้งใหแหงใน laminar flow chamber 

8. นํามาวางบน humic acid-vitamin (HV) agar ที่มี nystatin และ cycloheximide 100 
µg/ml 

 9. บมไวที่ 30 oC นาน 1 เดือน สังเกตโคโลนีของแอคตโินมัยซีสที่ขึ้น 
 10. แยกเชื้อแอคติโนมัยซีสใหบริสุทธิ์ ในอาหารเลี้ยงเชือ้ International Streptomyces  
 Project medium 2 (ISP-2) 
 
การตรวจกรองหาเชื้อแอคติโนมัยซีสที่สรางสารตานการเจริญเชื้อทดสอบ* 
สําหรับเชื้อยีสตและแบคทีเรยี 

1. เลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยซีสบนอาหาร ISP-2 ที่ 30 oC นาน 7 วัน  
2. เจาะโคโลนีทีข่ึ้นใหไดเปน agar disk แลวนําไปวางลงบน nutrient agar (NA) 
3. เท top agar 5 ml ที่มีเชื้อทดสอบจํานวน 105 cells/ml ให top agar คลุมผิวหนา NA 
4. บมที่ 37 oC นาน 24 ชั่วโมง 
5. เก็บขอมูลและบันทึกความสามารถในการสรางสารยับยัง้การเจริญของเชื้อทดสอบ 
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สําหรับเชื้อราเสนใย 
1. เลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยซีสบนอาหาร ISP-2 ที่ 30 oC นาน 7 วัน  
2. เจาะโคโลนีทีข่ึ้นใหไดเปน agar disk แลวนําไปวางลงบน potato dextrose agar (PDA) 
3. เจาะโคโลนีเสนใยเชื้อราทีเ่จริญบน PDA แลวนําไปวางลงบน potato dextrose agar (PDA) 

ใหหางจาก agar disk ของเชื้อแอคติโนมัยซีส 6 cm 
4. บมที่ 30 oC นาน 5 วัน 
5. เก็บขอมูลและบันทึกความสามารถในการสรางสารยับยัง้การเจริญของเชื้อทดสอบ 

 
หมายเหตุ * เชื้อทดสอบไดแก Staphylococcus aureus ATCC 25932, Escherichia coli ATCC 
10536, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Bacillus subtilis ATCC 6633, Streptococcus 
mutans ATCC25175, Candida albicans ATCC 90028, Alternaria porri, Colletotrichum 
gloeosporiodes, Collectotrichum musae, Curvularia sp., Drechslera sp., Exserohilum sp. 
Fusarium oxysporum, Verticullium sp. และ Sclerotium rolfsii. 
 
การเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยซีสเพื่อสกัดสารสกัดหยาบ 

1. เลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยซีสในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่เหมาะสม เชน ISP-2, ISP-3, ISP-4, ISP-5 
หรือ ISP-7 จํานวน 3 L (ประมาณ 150 – 200 plates) ที่ 30 oC นาน 10 วัน  

2. ตัดอาหารเลี้ยงเช้ือเปนชิ้นเล็ก ๆ แลวสกดัดวย ethyl acetate ประมาณ 5 ครั้ง 
3. แตละครั้งที่สกัดนําไประเหยดวยเครื่อง rotary evaporator แลวชั่งนํ้าหนักสารสกัดหยาบที่

ได 
 
การทดสอบคุณสมบัตติานการเจริญของเชื้อทดสอบของสารสกัดหยาบและสารทีแ่ยกได 
1.1 การทดสอบเบื้องตนโดยวิธี disk diffusion assay 
1. นํามาละลายในตวัทําละลายที่เหมาะสม (สวนใหญใช methanol) ใหไดความเขมขน 1 mg/ml 
2. นํามาเจือจางแบบเทาตวั แลวใชสารละลายปริมาตร 50 µl load ลงบน paper disk ขนาด
เสนผาศูนยกลาง 6 mm 
3. วางลงบน Sabouraud agar (สําหรับยสีต) หรือ nutrient agar (สําหรับแบคทีเรยี) ที่ spread 
plate ดวยเชือ้ทดสอบแลว หรือ PDA (สําหรับเชื้อราเสนใย) แลววาง mycelium disk หางจาก 
paper disk 2.2 cm  
4. บมที่ 37 oC นาน 24 ชั่วโมง (สําหรับยีสตและแบคทีเรีย) และบมที่ 30 oC นาน 4 วัน (สําหรับ
เชื้อราเสนใย) 
5. เก็บขอมูลและบันทึกความสามารถในการสรางสารยับยั้งการเจรญิของเชื้อทดสอบ 
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1.2 การทดสอบดวยวิธี growth inhibition method (สําหรับเชื้อราเสนใย) 
1. เจือจางสารสกัดหยาบหรือสารบริสุทธิใ์น melt PDA ใหไดความเขมขน 480 – 15 µg/ml (480, 
240, 120, 60, 30 และ 15 µg/ml) เท plate แลวทิ้งใหอาหารแข็งตวั 
2. เจาะโคโลนเีสนใยเชื้อราที่เจริญบน PDA แลวนําไปวางลงบน PDA ที่มีสารสกัดหยาบหรือสาร
บริสุทธิ์ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ 
3. อานผลหาคา minimum inhibitory concentrations (MICs) คือระดับความเขมขนต่ําทีสุ่ดที่
สามารถยับยัง้การเจริญของเสนใยเชื้อรา 
 
1.3 การทดสอบดวยวิธี microbroth dilution method (สําหรับยีสตและแบคทีเรีย) 
1. เจือจางสารสกัดหยาบหรือสารบริสุทธิใ์น nutrient broth ที่เติม 10% glucose (สําหรับแบคทเีรีย) 
หรือ Sabouraud broth (สําหรับยีสต) ใหไดความเขมขน 256 – 0.50 µg/ml ใน 96-well microplate 
2. เติมเชื้อทดสอบใหได final concentration 1 x 105 cells/ml นําไปบมที่ 37 oC นาน 48 ชั่วโมง 
3. อานผลหาคา minimum inhibitory concentrations (MICs) และหาคา minimum microbicidal 
concentrations (MMCs) โดยนําหลุมที่ไมขุนมาทําการ spread plate เพ่ือหาความเขมขนของสารที่
ทําใหเชื้อทดสอบตาย 
 
การแยกสารองคประกอบหลักจากสารสกัดหยาบ 

1. นําสารสกัดหยาบมาแยกกลุมสารเบื้องตนดวยวธิี flash column chromatography โดยใช 
silica gel 60 (Merck, 0.015 – 0.040 mm), ขนาด column 4.4 x 3.5 cm (diameter x 
height) ดวยการ elute ดวย hexane, hexane/ethyl acetate, ethyl acetate และ 
dichloromethane/methanol/H2O (ในสัดสวน 50:3:1, 30:3:1, 20:3:1, 10:3:1, 7:3:1 และ 
6:4:1) 

2. นํา fraction ตาง ๆ มาแยกใหบริสุทธิ์ดวย siliga gel 60 (Merck, 0.063 – 0.200 mm) โดย
ใชตวัทําละลายที่เหมาะสมในการ elute  

3. ตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยวิธี thin layer chromatography  
4. รวบรวมสารทีแ่ยกบริสุทธิ์ แลวชั่วนํ้าหนักที่ได 

 
การทดสอบคุณสมบัตทิางเคมแีละโครงสรางทางเคมีของสารองคประกอบหลักที่แยกได 

1. หา melting points 
2. หา optical rotations ดวยเครื่อง Jasco digital polarimeter 
3. UV spectra ดวยเครื่อง Shimadzu UV-240 spectrophotometer 
4. IR spectra ดวยเครื่อง Jasco A-302 spectrophotometer 
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5. 1H และ 13C-NMR spectra ดวยเครื่อง Bruker 300 (300 MHz สําหรับ 1H และ 75 MHz 
สําหรับ 13C) 

6. วิเคราะหโครงสรางทางเคมี ตามขอมูลทีว่เิคราะหได 
 
การทดสอบความสามารถตานการอักเสบ 

RAW 264.7 murine  macrophage  cell  line   ไดถูกนํามาใชในการทดสอบคุณสมบัติการ 
ตานการอักเสบ โดยเลี้ยง RAW 264.7 murine macrophage cell line ในอาหาร DMEM ที่เติม 
10% FBS เลีย้งในสภาวะ 5% CO2 อุณหภูมิ 37 oC  RAW 264.7 cells ไดถูกขดูโดยใช scraped 
rubber แลวเจือจางในอาหาร DMEM ที่เติม 10% FBS และใสลงไปใน 96-well plate โดยใสหลุมละ 
2 x 105 cells ในอาหาร DMEM ที่เตมิ 10% FBS 100 ไมโครลิตร เลี้ยงในสภาวะ 5% CO2 
อุณหภูมิ 37 oC นาน 24 ชั่วโมง เตรยีม สารสกัดหยาบหรือสารบริสุทธิ์ที่แยกไดในตวัทําละลายที่
เหมาะสม (DMSO หรือ methanol) ใหไดความเขมขน 2 มิลลิกรัม/มิลลิลติร (stock solution) แลว
นํามาเจือจางใน DMEM ที่ไมมี FBS ใหไดความเขมขนที่เหมาะสม (0.5, 1, 1.5, 2 ไมโครกรัม/
มิลลิลติร) เตมิ สารสกัดหยาบหรือสารบริสุทธิ ์ หรือ DMEM (negative control) ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ลงไปใน RAW 264.7 cells (ดูดอาหาร DMEM เกาทิ้ง) เลี้ยงในสภาวะ 5% CO2 
อุณหภูมิ 37 oC นาน 24 ชั่วโมง แลวทาํการกระตุนดวย LPS (1 µg/ml), Poly (I:C) (1 µg/ml), 

and pam3CSK (10 µg/ml) เลี้ยงในสภาวะ 5% CO2 อุณหภูมิ 37 oC นาน 24 ชั่วโมง แลวเกบ็ 
supernatant ที่เลี้ยงเซลลไวเพ่ือรอการทดสอบตอไป ไดแก Nitrite assay, proinflammatory 

cytokine ไดแก PGE2, TNF-α, IL-1β, IL-6 และ IL-10  

การตรวจวิเคราะห Nitric Oxide (total) Detection Kit (Stressgen, USA) 
1. เตรียม Nitrate Standard ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ โดย ดูด 1X Reaction buffer 

ปริมาตร 900 ไมโครลิตร ลงในหลอดที่ 1 และดูด 1X Reaction buffer ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร ลงในหลอดที่ 2 – 6 เติม Nitrate Standard solution ความเขมขน 1,000 
µmole/L ลงในหลอดที่ 1 ผสมใหเขากันดี แลวดูดสารละลายจากหลอดที่ 1 ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร เจือจางลงในหลอดที่ 2 แลวทําการเจือจางเชนน้ีในหลอดที่ 3 – 6 จะไดความ
เขมขนของ Nitrate Standard solution หลอดที่ 1 – 6 ดังน้ี 100, 50, 25, 12.5, 6.25 และ 
3.125 µmole/L 

2. เติม 1X Reaction buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงใน Microtiter plate หลุม A1 (Blank 
well) 
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3. เติม Nitrate Standard solution หลอดที่ 1 – 6 ลงในหลุม B1, C1, D1, E1, F1 และ G1 
หลุมละ 50 ไมโครลิตร (Standards # 1 - # 6) 

4. เติม 1X Reaction buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในหลุม H1 (Zero Standard) 
5. เติม Samples ลงไปในแตละหลุม ตั้งแตหลุม A2 เปนตนไป หลุมละ 50 ไมโครลิตร 
6. เติม Final NADH dilution (ละลาย NADH ใน vial ดวย deionized water ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร เก็บไว -20 oC, เตรียม Final NADH dilution โดยผสม NADH solution ปริมาตร 
0.9 มิลลิลิตร กับ deionized water ปริมาตร 1.8 มิลลิลิตร แชในน้ําแข็ง) ปริมาตร 25
ไมโครลิตร ในหลุม Standards, Zero Standard และ Samples 

7. เติม Nitrate Reductase Final Enzyme dilution (ละลาย Nitrate Reductase ใน vial ดวย 
Nitrate Reductase Storage Buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 15 นาที 
เก็บไว -20 oC (เรียกสารละลายนี้วา Enzyme Dilution I), เตรียม Final Enzyme dilution 
โดยผสม Enzyme Dilution I ปริมาตร X ไมโครลิตร กับ Reaction Buffer ปริมาตร 1.5X 
ไมโครลิตร แชในน้ําแข็ง) ปริมาตร 25ไมโครลิตร ในหลุม Standards, Zero Standard และ 
Samples ผสมใหเขากันดีโดยเขยาเบา ๆ บมไวที่อุณหภูมิ 37 oC นาน 30 นาที 

8. เติม Griess Reagent I ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ในแตละหลุม ยกเวนหลุมBank (A1) 
9. เติม Griess Reagent II ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ในแตละหลุม ยกเวนหลุมBank (A1) 
10. ผสมใหเขากันดีโดยเขยาเบา ๆ บมไวที่อุณหภูมิหอง นาน 10 นาที 
11. นําไปอานคา optical density ในแตละหลุม ที่ความยาวคลื่น 540 nm ดวยเครื่อง ELISA 

reader เขียนกราฟ Nitrate Standard แลวเปรียบเทียบ Samples กับกราฟมาตรฐาน 
 
การตรวจวิเคราะห PGE2 EIA Kit (Stressgen, USA) 
ชุดตรวจ Assay Designs’ Correlate-EIATM Prostaglandin E2 (PGE2) kit อาศัยหลักการ 
Competitive immunoassay ซ่ึงมีวิธีการ ดังตอไปน้ี 

1. เตรียม PGE2 standards ดูด standard diluent หรือ tissue culture media ลงในหลอด
ทดลอง หลอดที่ 1 ปริมาตร 950 ไมโครลิตร และดูดstandard diluent หรือ tissue culture 
media ลงในหลอดทดลอง หลอดที่ 2 – 7 หลอดละ 500 ไมโครลิตร ดูด PGE2 standard 
solution เขมขน 50,000 พิโคกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในหลอดที่ 1 ผสม
ใหเขากันดี ดูดสารละลายจากหลอดที่ 1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เจือจางลงในหลอดที่ 2 
และเจือจางเชนเดียวกัน ลงในหลอดที่ 3 – 7 จะได PGE2 standards ที่มีความเขมขน 
2,500, 1,250, 625, 313, 156, 78.1, และ 39.1  พิโคกรัม/มิลลิลิตร ในหลอดที่ 1 – 7 
ตามลําดับ 



 12

2. นํา microtiter plate ที่ coated ดวย goat anti-mouse IgG ไวแลว มาเติม standard 
diluent หรือ tissue culture media ในหลุม NSB (หลุม A1) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  

3. เติม PGE2 standards ที่เตรียมไวในหลอดที่ 1 – 7 ลงในหลุม B1 – H1 ตามลําดับ หลุมละ 
100 ไมโครลิตร  

4. เติม Samples ลงไปในแตละหลุม ตั้งแตหลุม A2 เปนตนไป หลุมละ 100 ไมโครลิตร 
5. เติม Assay Buffer ลงในหลุม NSB (หลุม A1) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
6. เติม blue Conjugate (alkaline phosphatase conjugated with PGE2) ลงในหลุม PGE2 

standards และ samples หลุมละ 50 ไมโครลิตร 
7. เติม yellow Antibody (monoclonal antibody to PGE2) ลงในทุกหลุม (หลุม NSB, PGE2 

standards และ samples) หลุมละ 50 ไมโครลิตร 
8. บม microtiter plate ไวที่อุณหภูมิหอง เขยาเบา ๆ นาน 2 ชั่วโมง 
9. นํา microtiter plate มาลางดวย 1X wash solution ครั้งละ 400 ไมโครลิตร 3 ครั้ง 
10. ดูด pNpp (p-nitrophenyl phosphatase) substrate solution ลงในทุกหลุม ๆ ละ 200 

ไมโครลิตร บม microtiter plate ไวที่อุณหภูมิหอง นาน 45 นาที ไมตองเขยา 
11. ดูด Stop solution (trisodium phosphate solution) ลงในทุกหลุม ๆ ละ 50 ไมโครลิตร 
12. นํา microtiter plate ไปอานคา optical density ที่ความยาวคลื่น 405 nm 
13. คํานวณหา Net OD โดยนําคา OD ของแตละหลุม – จาก OD ของหลุม NSB (A1) นําคา 

Net OD ของ PGE2 standards มาสรางกราฟ แลวนําคา Net OD ของ samples มา
คํานวณหาปริมาณ PGE2 

 
การตรวจวิเคราะห mouse TNF-α  EIA Kit (Stressgen, USA) 

1. เตรียม TNF-α standards ดูด Assay buffer 16 ลงในหลอดทดลอง หลอดที่ 1 ปริมาตร 
450 ไมโครลิตร และดูด Assay buffer 16 ลงในหลอดทดลอง หลอดที่ 2 – 8 หลอดละ 250 
ไมโครลิตร ดูด mouse TNF-α standard เขมขน 20,000 พิโคกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ลงในหลอดที่ 1 ผสมใหเขากันดี ดูดสารละลายจากหลอดที่ 1 ปริมาตร 250 
ไมโครลิตร เจือจางลงในหลอดที่ 2 และเจือจางเชนเดียวกัน ลงในหลอดที่ 3 – 8 จะได 
TNF-α standards ที่มีความเขมขน 2,000, 1,000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, และ 
15.63  พิโคกรัม/มิลลิลิตร ในหลอดที่ 1 – 8 ตามลําดับ 

2. นํา microtiter plate ที่ coated ดวย monoclonal antibody ที่จําเพาะตอ mouse TNF-α 
ไวแลว มาเติม TNF-α standards ที่เตรียมไวในหลอดที่ 1 – 8 ลงในหลุม A1 – H1 
ตามลําดับ หลุมละ 50 ไมโครลิตร  
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3. ดูด standard diluent (Assay buffer 16 หรือ tissue culture media) ลงในหลุม A2  
(Blank) หลุมละ 50 ไมโครลิตร  

4. ดูด Samples ลงไปในแตละหลุม ตั้งแตหลุม B2 เปนตนไป หลุมละ 50 ไมโครลิตร 
5. บม microtiter plate ไวที่อุณหภูมิหอง เขยาเบา ๆ นาน 2 ชั่วโมง 
6. นํา microtiter plate มาลางดวย 1X wash solution ครั้งละ 400 ไมโครลิตร 4 ครั้ง 
7. ดูด yellow antibody (rabbit polyclonal antibody ตอ mouse TNF-α) ลงในทุกหลุม ๆ ละ 

50 ไมโครลิตร  บม microtiter plate ไวที่อุณหภูมิหอง เขยาเบา ๆ นาน 2 ชั่วโมง 
8. นํา microtiter plate มาลางดวย 1X wash solution ครั้งละ 400 ไมโครลิตร 4 ครั้ง 
9. ดูด blue conjugate (donkey anti-rabbit antibody conjugated to Horseradish 

peroxidase) ลงในทุกหลุม ๆ ละ 50 ไมโครลิตร บม microtiter plate ไวที่อุณหภูมิหอง 
เขยาเบา ๆ นาน 30 นาที 

10. นํา microtiter plate มาลางดวย 1X wash solution ครั้งละ 400 ไมโครลิตร 4 ครั้ง 
11. ดูด TMB (3,3’,5,5’ tetramethylbenzidine and hydrogen peroxide) substrate solution 

ลงในทุกหลุม ๆ ละ 50 ไมโครลิตร บม microtiter plate ไวที่อุณหภูมิหอง นาน 30 นาที ไม
ตองเขยา 

12. ดูด Stop solution (1 N hydrochloric acid) ลงในทุกหลุม ๆ ละ 50 ไมโครลิตร 
13. นํา microtiter plate ไปอานคา optical density ที่ความยาวคลื่น 450 nm 
14. คํานวณหา Net OD โดยนําคา OD ของแตละหลุม – จาก OD ของหลุม Blank (A2) นําคา 

Net OD ของ TNF-α standards มาสรางกราฟ แลวนําคา Net OD ของ samples มา
คํานวณหาปริมาณ TNF-α 

 
การตรวจวิเคราะห mouse IL-1β EIA Kit (Stressgen, USA) 

1. เตรียม IL-1β standards ดูด standard diluent หรือ tissue culture media ลงในหลอด
ทดลอง หลอดที่ 1 – 4 หลอดละ 300 ไมโครลิตร ดูด mouse IL-1β standard 
(recombinantmouse IL-1β) เขมขน 4,000 พิโคกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
ลงในหลอดที่ 1 ผสมใหเขากันดี ดูดสารละลายจากหลอดที่ 1 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เจือ
จางลงในหลอดที่ 2 และเจือจางเชนเดียวกัน ลงในหลอดที่ 3 – 4 จะได IL-1β standards ที่
มีความเขมขน 1,000, 250, 62.5 และ 15.63  พิโคกรัม/มิลลิลิตร ในหลอดที่ 1 – 4 
ตามลําดับ 
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2. นํา microtiter plate ที่ coated ดวย monoclonal antibody ที่จําเพาะตอ mouse IL-1β ไว
แลว มาเติม IL-1β standards ที่เตรียมไวในหลอดที่ 1 – 4 ลงในหลุม A1 – D1 ตามลําดับ 
หลุมละ 50 ไมโครลิตร  

3. ดูด standard diluent หรือ tissue culture media ลงในหลุม E1  (Blank) หลุมละ 50 
ไมโครลิตร  

4. ดูด Samples ลงไปในแตละหลุม ตั้งแตหลุม F1 เปนตนไป หลุมละ 50 ไมโครลิตร 
5. ดูด Antibody (biotinylated antibody ตอ mouse IL-1β) ลงในทุกหลุม ๆ ละ 50 

ไมโครลิตร  
6. บม microtiter plate ไวที่อุณหภูมิหอง เขยาเบา ๆ นาน 2 ชั่วโมง 
7. นํา microtiter plate มาลางดวย 1X wash solution ครั้งละ 400 ไมโครลิตร 3 ครั้ง 
8. ดูด Streptavidin-HRP Conjugate (เตรียมใหมทุกครั้ง, ดูด Streptavidin-HRP Conjugate 

ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร ผสมลงใน Streptavidin-HRP Dilution Buffer ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร) ลงในทุกหลุม ๆ ละ 50 ไมโครลิตร  บม microtiter plate ไวที่อุณหภูมิหอง เขยา
เบา ๆ นาน 30 นาที 

9. นํา microtiter plate มาลางดวย 1X wash solution ครั้งละ 400 ไมโครลิตร 3 ครั้ง 
10. ดูด TMB (3,3’,5,5’ tetramethylbenzidine and hydrogen peroxide) substrate solution 

ลงในทุกหลุม ๆ ละ 50 ไมโครลิตร บม microtiter plate ไวที่อุณหภูมิหอง นาน 30 นาที ไม
ตองเขยา 

11. ดูด Stop solution (0.18 M sulfuric acid) ลงในทุกหลุม ๆ ละ 50 ไมโครลิตร 
12. นํา microtiter plate ไปอานคา optical density ที่ความยาวคลื่น 450 nm 
13. คํานวณหา Net OD โดยนําคา OD ของแตละหลุม – จาก OD ของหลุม Blank (E1) นําคา 

Net OD ของ  IL-1β standards มาสรางกราฟ แลวนําคา Net OD ของ samples มา
คํานวณหาปริมาณ IL-1β 

 
การตรวจวิเคราะห mouse IL-6 EIA Kit (Stressgen, USA) 

1. เตรียม IL-6 standards ดูด standard diluent (Assay Buffer 13 หรือ tissue culture 
media) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงใน mouse IL-6 (2000 พิโคกรัม) ใน vial จะได IL-6 
เขมขน 1000 พิโคกรัม/มิลลิลิตร ดูด standard diluent (Assay Buffer 13 หรือ tissue 
culture media) ลงในหลอดที่ 2 – 8 หลอดละ 500 ไมโครลิตร ดูด mouse IL-6 standard 
ที่เตรียมไว ความเขมขน 1000 พิโคกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงในหลอดที ่2 
ผสมใหเขากันดี ดูดสารละลายจากหลอดที่ 2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เจือจางลงในหลอด
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ที่ 3 และเจือจางเชนเดียวกัน ลงในหลอดที่ 4 – 8 จะได IL-6 standards ที่มีความเขมขน 
1,000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63 และ 7.81  พิโคกรัม/มิลลิลิตร ในหลอดที่ 1 – 
8 ตามลําดับ 

2. นํา microtiter plate ที่ coated ดวย monoclonal antibody ที่จําเพาะตอ mouse IL-6 ไว
แลว มาเติม IL-6 standards ที่เตรียมไวในหลอดที่ 1 – 8 ลงในหลุม A1 – H1 ตามลําดับ 
หลุมละ 50 ไมโครลิตร  

3. ดูด standard diluent (Assay Buffer 13 หรือ tissue culture media) ลงในหลุม A2  
(Blank) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  

4. ดูด Samples ลงไปในแตละหลุม ตั้งแตหลุม B2 เปนตนไป หลุมละ 50 ไมโครลิตร 
5. บม microtiter plate ไวที่อุณหภูมิหอง เขยาเบา ๆ นาน 1 ชั่วโมง 
6. นํา microtiter plate มาลางดวย 1X wash solution ครั้งละ 400 ไมโครลิตร 4 ครั้ง 
7. ดูด yellow Antibody (biotinylated rat monoclonal antibody ตอ mouse IL-6) ลงในทุก

หลุม ๆ ละ 50 ไมโครลิตร  
8. บม microtiter plate ไวที่อุณหภูมิหอง เขยาเบา ๆ นาน 1 ชั่วโมง 
9. นํา microtiter plate มาลางดวย 1X wash solution ครั้งละ 400 ไมโครลิตร 4 ครั้ง 
10. ดูด blue Conjugate (Streptavidin Conjugated กับ Horseradish peroxidase ) ลงในทุก

หลุม ๆ ละ 50 ไมโครลิตร  บม microtiter plate ไวที่อุณหภูมิหอง เขยาเบา ๆ นาน 30 
นาที 

11. นํา microtiter plate มาลางดวย 1X wash solution ครั้งละ 400 ไมโครลิตร 4 ครั้ง 
12. ดูด TMB (3,3’,5,5’ tetramethylbenzidine and hydrogen peroxide) substrate solution 

ลงในทุกหลุม ๆ ละ 50 ไมโครลิตร บม microtiter plate ไวที่อุณหภูมิหอง นาน 15 นาที ไม
ตองเขยา 

13. ดูด Stop solution (1 N hydrochloric acid) ลงในทุกหลุม ๆ ละ 50 ไมโครลิตร 
14. นํา microtiter plate ไปอานคา optical density ที่ความยาวคลื่น 450 nm 
15. คํานวณหา Net OD โดยนําคา OD ของแตละหลุม – จาก OD ของหลุม Blank (A2) นําคา 

Net OD ของ  IL-6 standards มาสรางกราฟ แลวนําคา Net OD ของ samples มา
คํานวณหาปริมาณ IL-6 

 
การตรวจวิเคราะห mouse IL-10 EIA Kit (Stressgen, USA) 

1. เตรียม IL-10 standards ดูด standard diluent (Assay Buffer 13 หรือ tissue culture 
media) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงใน mouse IL-6 (2000 พิโคกรัม) ใน vial จะได IL-10 
เขมขน 1000 พิโคกรัม/มิลลิลิตร ดูด standard diluent (Assay Buffer 13 หรือ tissue 
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culture media) ลงในหลอดที่ 2 – 8 หลอดละ 500 ไมโครลิตร ดูด mouse IL-10 standard 
ที่เตรียมไว ความเขมขน 1000 พิโคกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงในหลอดที ่2 
ผสมใหเขากันดี ดูดสารละลายจากหลอดที่ 2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เจือจางลงในหลอด
ที่ 3 และเจือจางเชนเดียวกัน ลงในหลอดที่ 4 – 8 จะได IL-6 standards ที่มีความเขมขน 
1,000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63 และ 7.81  พิโคกรัม/มิลลิลิตร ในหลอดที่ 1 – 
8 ตามลําดับ 

2. นํา microtiter plate ที่ coated ดวย monoclonal antibody ที่จําเพาะตอ mouse IL-10 ไว
แลว มาเติม IL-10 standards ที่เตรียมไวในหลอดที่ 1 – 8 ลงในหลุม A1 – H1 ตามลําดับ 
หลุมละ 50 ไมโครลิตร  

3. ดูด standard diluent (Assay Buffer 13 หรือ tissue culture media) ลงในหลุม A2  
(Blank) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  

4. ดูด Samples ลงไปในแตละหลุม ตั้งแตหลุม B2 เปนตนไป หลุมละ 50 ไมโครลิตร 
5. บม microtiter plate ไวที่อุณหภูมิหอง เขยาเบา ๆ นาน 1 ชั่วโมง 
6. นํา microtiter plate มาลางดวย 1X wash solution ครั้งละ 400 ไมโครลิตร 4 ครั้ง 
7. ดูด yellow Antibody (biotinylated rat monoclonal antibody ตอ mouse IL-10) ลงในทุก

หลุม ๆ ละ 50 ไมโครลิตร  
8. บม microtiter plate ไวที่อุณหภูมิหอง เขยาเบา ๆ นาน 1 ชั่วโมง 
9. นํา microtiter plate มาลางดวย 1X wash solution ครั้งละ 400 ไมโครลิตร 4 ครั้ง 
10. ดูด blue Conjugate (Streptavidin Conjugated กับ Horseradish peroxidase ) ลงในทุก

หลุม ๆ ละ 50 ไมโครลิตร  บม microtiter plate ไวที่อุณหภูมิหอง เขยาเบา ๆ นาน 30 
นาที 

11. นํา microtiter plate มาลางดวย 1X wash solution ครั้งละ 400 ไมโครลิตร 4 ครั้ง 
12. ดูด TMB (3,3’,5,5’ tetramethylbenzidine and hydrogen peroxide) substrate solution 

ลงในทุกหลุม ๆ ละ 50 ไมโครลิตร บม microtiter plate ไวที่อุณหภูมิหอง นาน 15 นาที ไม
ตองเขยา 

13. ดูด Stop solution (1 N hydrochloric acid) ลงในทุกหลุม ๆ ละ 50 ไมโครลิตร 
14. นํา microtiter plate ไปอานคา optical density ที่ความยาวคลื่น 450 nm 
15. คํานวณหา Net OD โดยนําคา OD ของแตละหลุม – จาก OD ของหลุม Blank (A2) นําคา 

Net OD ของ  IL-10 standards มาสรางกราฟ แลวนําคา Net OD ของ samples มา
คํานวณหาปริมาณ IL-10 
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 คาตาง ๆ ที่วัดไดจากการทดลอง 3 ซํ้า จะถูกนําคํานวณหาคาเฉลี่ย และรายงานเปน
คาเฉลี่ย สวนการวิเคราะหหาความแตกตางระหวางกลุมทดลองอยางมีนัยสําคัญทางสถิติดวย One 
way ANOVA ดวยโปรแกรม SPSS for Windows 11.01 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
การแยกเชื้อแอคติโนมัยซีสในพืช 
 จากการแยกเชื้อแอคติโนมัยซีสในพืชสมุนไพรบางชนดิ จํานวน 11 ชนิด โดยใชตวัอยาง
เน้ือเยื่อสวน ใบ ลําตน และราก ตวัอยางละ 900 ตวัอยาง ทําความสะอาดผิวหนาดวยน้ํากอก เพ่ือ
ลางเศษดินและเศษขยะออก แลวทําการฆาเชื้อที่ผิวหนาดวย 1% sodium hypochlorite เปนเวลา 5 
นาที และ 70% ethanol เปนเวลา 5 นาที ผึ่งใหแหงในตูปลอดเชื้อ แลวบมลงบนอาหาร Humic 
acid-vitamin agar ที่มี nystatin และ cycloheximide 100 µg/ml ที่ 30 oC เปนเวลา 1 เดือน สงัเกต
ชิ้นเนื้อเยื่อทีมี่การเจริยของเชื้อแอคติโนมัยซีส แลวทาํการ sub-culture ใหไดเชื้อบริสุทธิ์ บนอาหาร 
ISP-2 ซ่ึงจากงานวิจัยในครั้งน้ี สามารถแยกเชื้อแอคติโนมัยซีสไดจํานวนทั้งสิ้น 530 สายพันธุ ดัง
ตารางที่ 1  
  
ตารางที่ 1 การแยกเชื้อแอคติโนมัยซีสในพืช 

จํานวนเชื้อแอคติโนมัยซีสทีแ่ยกไดจากสวนตาง ๆ พืช 
ใบ ลําตน ราก 

รวม 

Alpinia galanga Swartz. 
Zingiber officinale Rosc. 
Boesenbergia pandurata 
Zingiber cassumunar 
Curcuma longa 
Piper betle 
Acanthus ebracteatus Wall. 
Andrographis paniculata Wall.  
Clinacanthus nutans Lindau.  
Thunbergia laurifolia Linn. 
Tiliacora triandra Diels. 

15 
19 
20 
14 
11 
9 
5 
3  
4 
6 
7    

9 
24 
13 
26 
11 
13 
4 
3 
5 
4 
6 

34 
39 
36 
46 
26 
22 
14 
17 
25 
19 
21 

58 
82 
69 
86 
48 
44 
23 
23 
34 
29 
34 

รวม 113 118 299 530 
 
 จากผลการทดลองนี้ พบวาตัวอยางจากเนื้อเยื่อสวนรากมีโอกาสการแยกเชื้อไดมากที่สุด 
สามารถแยกเชื้อแอคติโนมัยซีสได 299 สายพันธุ จากตัวอยางทัง้สิ้น 9,900 ตัวอยาง คิดเปน 
3.02% ขณะที่ตวัอยางใบและลําตน สามารถแยกเชื้อได 113 และ 118 สายพันธุ หรือคิดเปน 
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1.14% และ 1.19% ตามลําดับ จากการแยกเชื้อในครั้งน้ี พบวาพชืทีส่ามารถแยกเชื้อแอคติโนมัยซีส
ไดมากที่สุด คือ Zingiber cassumunar และ Zingiber officinale Rosc. ซ่ึงเปนพืชที่จัดอยูในตระกูล 
Zingiberaceae  
 
การตรวจกรองคุณสมบัตติานการเจรญิจุลินทรียของแอคติโนมัยซีส 
 จากการตรวจกรองเชื้อแอคติโนมัยซีสที่แยกเชื้อไดจํานวนทั้งสิ้น 530 สายพันธุ เพ่ือหา
คุณสมบัตติานการเจริญจุลนิทรียทดสอบทั้งแบคทเีรีย ยีสต และเชื้อรา เพ่ือจําแนกกลุมแอคติโนมัย
ซีสที่มีศักยภาพในการสรางสารตานจุลินทรียตาง ๆ ไดผลดังตารางที่ 2 และตารางที่ 3 
 
ตารางที่ 2 การตรวจกรองหาเชื้อแอคติโนมัยซีสที่สรางสารตานการเจริญเชื้อแบคทีเรียและยีสต 

เชื้อทดสอบ* ระดับตาน
การเจริญ Sa Ec Pa Bs Sm Ca 

4+** 
3+ 
2+ 
1+ 
± 
0 

30 
47 
64 
98 
114 
177 

20 
45 
77 
89 
94 
205 

17 
31 
60 
98 
103 
221 

29 
51 
69 
82 
99 
200 

28 
52 
58 
78 
88 
226 

32 
58 
64 
72 
88 
216 

*Sa: Staphylococcus aureus ATCC 25932, Ec: Escherichia coli ATCC 10536, Pa: 
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Bs: Bacillus subtilis ATCC 6633, Sm: Streptococcus 
mutans ATCC25175, และ Ca: Candida albicans ATCC 90028 
**4+: inhibition zone > 2 cm, 3+: inhibition zone 1.5 – 2 cm, 2+: inhibition zone 1 – 1.5 cm, 
1+: inhibition zone 0.5 – 1 cm, ±: inhibition zone < 0.5 cm, 0: ไมเกิด inhibition zone 
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ตารางที่ 3 การตรวจกรองหาเชื้อแอคติโนมัยซีสที่สรางสารตานการเจริญเชื้อราทดสอบ 
เชื้อทดสอบ* ระดับตาน

การเจริญ Ap Cg Cm Cu Dr Ex Fu Ve Sr 
4+** 
3+ 
2+ 
1+ 
± 
0 

17 
34 
48 
68 
85 
278 

19 
37 
67 
76 
81 
250 

18 
38 
49 
71 
93 
261 

26 
49 
46 
81 
89 
293 

24 
45 
52 
68 
98 
243 

27 
39 
44 
72 
88 
260 

21 
47 
50 
64 
89 
259 

25 
48 
47 
78 
88 
244 

25 
40 
42 
72 
92 
259 

*Ap: Alternaria porri, Cg: Colletotrichum gloeosporiodes, Cm: Collectotrichum musae, Cu: 
Curvularia sp., Dr: Drechslera sp., Ex: Exserohilum sp., Fu: Fusarium oxysporum, Ve: 
Verticullium sp. และ Sr: Sclerotium rolfsii. 
**4+: inhibition zone > 2 cm, 3+: inhibition zone 1.5 – 2 cm, 2+: inhibition zone 1 – 1.5 cm, 
1+: inhibition zone 0.5 – 1 cm, ±: inhibition zone < 0.5 cm, 0: ไมเกิด inhibition zone 
 
 จากการตรวจกรองคุณสมบัติตานการเจรญิเชื้อจุลินทรยี ของเชื้อแอคติโนมัยซีสที่แยกได
จากพืชในครั้งน้ี พบวามีเพียง 20 สายพันธุ จากทั้งหมด 530 สายพันธุ ที่สามารถสรางสารตานการ
เจริญของจุลินทรียไดดี คิดเปน 3.77% จึงคัดเลือกมา 13 สายพันธุ ไดแก LJK109, BRM10, TL-
19, GMT-8, WP-100, WP-107, BT01, TG-02, TG-03, TG-04, TG-05, TG-06R และ ZR-01R 
มาทําการเลี้ยงเช้ือเพ่ือสกัดสารสกัดหยาบ จากการทดลองพบวา ISP-2 เปนอาหารเลี้ยงเชื้อทีดี่ที่สุด
ในการเลีย้งเชือ้แอคติโนมัยซีสเพื่อสกัดสารสกัดหยาบ ซ่ึงจาการสกัดสารสกัดหยาบของจากการ
เลี้ยงเชื้อน้ี พบวาเชื้อแตละสายพันธุใหปริมาณสารสกัดหยาบแตกตางกัน ดังตารางที่ 4 
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ตารางที่ 4 เชือ้แอคติโนมัยซีสสายพันธุทีค่ัดเลือกมาสกัดสารสกัดหยาบ 
เชื้อแอคติโนมัยซีส นํ้าหนักสารสกัดหยาบ (g/L) 

LJK109 
BRM10 
TL-19 
GMT-8 
WP-100 
WP-107 
BT01 
BT11 
HK17 
HK35 
TG-02 
TG-03 
TG-04 
TG-05 

TG-06R  
ZR-01R 

5.72 
2.54 
3.56 
2.38 
3.72 
4.37 
4.63 
3.82 
2.71 
2.65 
2.66 
2.84 
3.24 
3.72 
2.63 
2.31 

ผลการแยกสารสกัดหยาบใหบริสุทธิ ์
1. LJK109 ดําเนินการเสร็จสิน้แลว 
2. BRM10 ดําเนินการเสร็จสิ้นแลว 
3. TL-19 ดําเนินการเสร็จสิ้นแลว 
4. GMT-8 ดําเนินการเสร็จสิ้นแลว 
5. WP-100 ดําเนินการเสร็จสิน้แลว 
6. WP-107 ดําเนินการเสร็จสิน้แลว 
7. BT01 ดําเนินการเสร็จสิ้นแลว 
8. BT11 ดําเนินการเสร็จสิ้นแลว 
9. HK17 ดําเนินการเสร็จสิ้นแลว 
10. HK 35 ดําเนินการเสร็จสิ้นแลว 
11. TG-02 ดําเนินการเสร็จสิ้นแลว 
12. TG-03 ดําเนินการเสร็จสิ้นแลว 
13. TG-04 ดําเนินการเสร็จสิ้นแลว 
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14. TG-05 ดําเนินการเสร็จสิ้นแลว 
15. TG-06R ดําเนินการเสร็จสิน้แลว 
16. ZR-01R ดําเนินการเสร็จสิน้แลว 

 
การแยกสารจาก LJK109 
 LJK109 แยกสารที่เปนองคประกอบหลักได 2 ชนิด คือ 3-methylcarbazole (compound 
1)  และ 1-methoxy-3-methylcarbazole (compound 2) ซ่ึงเปนสารที่เคยมีผูรายงานมากอนแลว 
โดยมีขอมูลทาง spectral data ดังน้ี 

Compound 1, identified by NMR and mass spectral data as 3-methylcarbazole 

(C13H11N), was a colorless prisms having: mp 207-208 oC (from acetone). UV λmaxnm: 

216 sh, 230 sh, 236, 246 sh, 260, 290 sh, 296, 328, 342. IR νmax cm-1: 3380, 1600, 1490, 

1450. MS m/z: 181 (M+, 100%), 180, 152. 1H-NMR (acetone-d6) δ: 2.45 (3H, s, aryl CH3), 

6.96-7.50 (5H, m, 1-, 2-, 6-, 7-, 8-H), 7.82 (1H, s, 4-H), 7.99 (1H, d, J=8 Hz, 5-H), 10.10 

(1H, br s, NH). 

Compound 2, identified by NMR and mass spectral data as 1-methoxy-3-

methylcarbazole (C14H13NO), was a colorless plates having: mp 53-55 oC (from hexane). 

Picrate: browm needles, mp 189-191 oC (from benzene). UV λmaxnm (log ε): 225 (4.47), 

243 (4.58), 251 sh (4.44), 283 sh (3.83), 292 (4.01), 330 (3.53), 344inf (3.49). IR νmax cm-

1: 3480, 1640, 1610, 1590, 1505. MS m/z : 211 (M+, 100%), 196 (89), 180 (10), 168 (54), 

167 (33). 13C-NMR δ: 145.2 (s), 139.5 (s), 129.2 (s), 128.0 (s), 125.4 (d), 124.3 (s), 120.3 

(d), 119.1 (d), 112.5 (d), 110.9 (d), 107.7 (d), 55.1 (q), 21.8 (q). 

 
 การทดสอบการตานเชื้อจุลนิทรีย พบวา 3-methylcarbazole และ 1-methoxy-3-
methylcarbazole มีคุณสมบัติยบัยั้งการเจริญของเชื้อราไดดี เม่ือเปรียบเทียบกับสารสกัดหยาบ 
ดังตารางที่ 5  
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ตารางที่ 5 คาความเขมขนต่ําสุดที่ยบัยั้งการเจริญเชื้อราทดสอบของสารสกัดหยาบและสารที่แยกได  
MIC against tested fungi (µg/ml) สารทดสอบ 

Ap. Cg. Cm. Cu. Dr. Ex. Fo. Ve. Sr. 
Crude extract 120 120 >480 120 240 480 >480 480 240 
Compound 1 60 30 120 60 60 120 240 60 120 
Compound 2 60 60 120 60 60 120 240 60 60 
Ap.; Alternaria porri, Cg.; Colletotrichum gloeosporioides, Cm.; Colletotrichum musae, Cu.; 
Curvularia sp., Dr.; Drechslera sp., Ex.; Exserohilum sp., Fo.; Fusarium oxysporum, Ve.; 
Verticillium sp. and Sr.; Sclerotium rolfsii. 
 
 เน่ืองจากสารในกลุม carbazoles มีรายงานเปนสารตานการอักเสบดวย ดังน้ันจึงทําใหมี
ความสนใจนํา  3-methylcarbazole และ 1-methoxy-3-methylcarbazole มาทดสอบการตานการ
อักเสบแบบ in vitro โดยใช murine macrophage RAW 264.7 cells ที่ถูกกระตุนดวย LPS (1 
µg/ml), Poly (I:C) (1 µg/ml), and pam3CSK (10 µg/ml) ซ่ึงการกระตุนดวยสารตาง ๆ ดังกลาว
มีกลไกกระตุนผานทาง toll like receptor ที่แตกตางกัน เชน LPS กระตุนผานทาง TLR4 ligand,  
polyinosinic-polycytidylic acid (Poly(I:C)) กระตุนผานทาง TLR3 ligand และ N-palmitoyl-S-[2,3-
bis(palmitoloxy)-(2RS)-propyl]-Cys-Ser-Lys4 (pam3CSK) กระตุนผานทาง TLR2 ligand โดยการ
วัด nitric oxide (NO), prostaglandin E2 (PGE2), tumor necrosis factor (TNF)-α, interleukin 
(IL)-1β, IL-6 และ IL-10 หาก 3-methylcarbazole และ 1-methoxy-3-methylcarbazole สามารถ
ยับยั้งการกระตุน RAW 264.7 cells ได การวัดปริมาณสารดังกลาวก็จะลดลง ซ่ึงจากการทดลอง
พบวา 3-methylcarbazole และ 1-methoxy-3-methylcarbazole สามารถยับยัง้การกระตุน RAW 
264.7 cells ดวย LPS และ pam3CSK แต 3-methylcarbazole และ 1-methoxy-3-
methylcarbazole ไมสามารถยับยั้งการกระตุน RAW264.7 cells ดวย Poly (I:C) ได ดังตารางที่ 6 
– 9 
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ตารางที่ 6 ระดับ nitrile ที่ 3-methylcarbazole และ 1-methoxy-3-methylcarbazole ยับยั้ง จากการ
กระตุน RAW 264.7 cells ดวยตวักระตุนตาง ๆ   

ระดับ nitrile (µM) ที่ถูกสารยับย้ัง* 
3-methylcarbazole (µg/ml) 1-methoxy-3-methylcarbazole  (µg/ml) control 

สาร
กระตุน 

2.5 5 10 20 2.5 5 10 20 - 
LPS 46.67 37.86 19.13 12.32 48.74 39.67 17.87 14.26 52.64 
Poly (I:C) 16.67 15.86 19.13 14.32 18.74 14.67 17.87 14.26 14.64 
pam3CSK 38.67 32.86 22.13 12.32 36.47 29.67 19.87 11.26 42.64 
*คาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซํ้า 
 
 
ตารางที่ 7 ระดับ prostaglandin E2 ที่ 3-methylcarbazole และ 1-methoxy-3-methylcarbazole 
ยับยั้ง จากการกระตุน RAW 264.7 cells ดวยตวักระตุนตาง ๆ   

ระดับ prostaglandin E2 (ng/ml) ที่ถูกสารยับย้ัง* 
3-methylcarbazole (µg/ml) 1-methoxy-3-methylcarbazole  (µg/ml) control 

สาร
กระตุน 

2.5 5 10 20 2.5 5 10 20 - 
LPS 34.15 24.65 12.82 10.62 33.36 22.24 11.86 9.86 30.66 
Poly (I:C) - - - - - - - - - 
pam3CSK 34.15 24.65 12.82 10.62 33.36 22.24 11.86 9.86 30.66 
*คาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซํ้า 
 
 
ตารางที่ 8 ระดับ tumor necrosis factor-α ที่ 3-methylcarbazole และ 1-methoxy-3-
methylcarbazole ยับยั้ง จากการกระตุน RAW 264.7 cells ดวยตวักระตุนตาง ๆ   

ระดับ tumor necrosis factor-α, (ng/ml) ที่ถูกสารยับย้ัง* 
3-methylcarbazole (µg/ml) 1-methoxy-3-methylcarbazole  (µg/ml) control 

สาร
กระตุน 

2.5 5 10 20 2.5 5 10 20 - 
LPS 31.75 22.09 9.85 7.65 32.56 25.87 11.97 8.67 35.73 
Poly (I:C) - - - - - - - - - 
pam3CSK 31.75 22.09 9.85 7.65 32.56 25.87 11.97 8.67 35.73 
*คาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซํ้า 
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ตารางที่ 9 ระดับ interleukin (IL)-1β, IL-6 และ IL-10 ที่ 3-methylcarbazole และ 1-methoxy-3-
methylcarbazole ยับยั้ง จากการกระตุน RAW 264.7 cells ดวย LPS (1µg/ml) 

ระดับ Pro-inflammatory cytokine (ng/ml) ที่ถูกสารยับย้ัง* 
3-methylcarbazole (µg/ml) 1-methoxy-3-methylcarbazole  

(µg/ml) 
control 

Pro-
inflammatory 
cytokine 

2.5 5 10 20 2.5 5 10 20 - 
IL-1β 28.03 22.60 13.58 9.35 26.58 20.86 11.56 8.05 32.39 
IL-6 26.01 16.61 8.86 6.01 24.68 18.01 10.42 5.22 29.77 
IL-10 18.01 11.61 7.86 5.46 16.81 10.61 6.32 4.25 19.77 
*คาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซํ้า 
 
 
การแยกสารจาก BRM10 
 จากการแยกสารจาก BRM10 ซ่ึงพบวาสามารถแยกสารที่เปนองคประกอบหลักได 2 ชนิด 
คือ compound 1 (fraction 5) และ compound 2 (fraction 6)  ตามรูปแบบที่แตกตางกันบน thin-
layer chromatography ดังรูปที่ 1 และจากการทดสอบเบื้องตนเกี่ยวกับคุณสมบตัิตานการเจรญิของ
แบคทีเรยีบางชนิดโดยวิธี disk diffusion assay ของ compound 1 และ compound 2 ที่แยกได 
พบวาสารทั้ง 2 มีคุณสมบัตติานการเจริญของแบคทีเรียทดสอบได ดังรูปที่ 2 และจากการ
เปรียบเทียบ 1H NMR and 13C NMR Spectra กับรายงานที่มีผูศกึษาไวแลว Wu et al. (2009) 
พบวา  compound 1 คือ 1-methoxy-nigericin และ compound 2 คือ nigericin ดังตารางที่ 10 และ
มีโครงสราง ดังรูปที่ 3  
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รูปที่ 1 รูปแบบที่แตกตางกนับน thin-layer chromatography ดวยระบบ hexane/EtOAc (2:1) 
  ของ crude extract (C) และ fractions ตาง ๆ (F4, F5 and F6) ทดสอบดวย vanillin reagent. 
 
 

 
 
รูปที่ 2 การทดสอบเบื้องตนเกี่ยวกับคุณสมบัตติานการเจริญของแบคทีเรยีบางชนิดโดยวิธ ี disk 
diffusion assay ของ compound 1 และ compound 2 ตอ B. cereus ATCC6633 ที่ปริมาณ 30 
mg/disc. 
 

C   F4   F5   F6 

C 

F6 F4 

F5 
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ตารางที ่10. การเปรียบเทียบ 1H NMR and 13C NMR Spectra ของ nigericin, 1,29-O-dimethyl-30-acetyl nigericin และ 1-
methoxy-nigericin ใน CDCl3 (mult, J/Hz). 

nigericina 1,29-O-dimethyl-30-acetyl nigericina 1-methoxy-nigericin C atom 
position 

C atom 
group δC (125 MHz) δH (500 MHz) δC (125 MHz) δH (500 MHz) δC (75 MHz) δH (300 MHz) 

1 C=O 177.5 s - 176.4 s – 176.5 - 
MeO-1 OCH3 - - 51.7 q 3.74 (s) 51.7 3.71 (s) 
2 CH 44.2 d 2.22 (m) 43.1 d 2.65 (m) 43.0 2.53 (m) 
2a CH3 13.06 q 1.24 (m) 12.7 q 1.05 (m) 12.9 1.04 (m) 
3 CH 73.0 d 3.63 (m) 73.6 d 3.77 (m) 73.7 3.76 (m) 
4 CH 27.5 d 1.49 (m) 27.7 d 1.81 (m) 27.6 1.78 (m) 
4a CH3 10.8 q  1.05 (m) 10.9 d 0.97 (d, J = 8.40) 10.5 0.93 (m) 
5 CH2 25.7 t 1.42 (m) 25.0 t 1.66 (m) 25.8 1.50 (m) 
   1.49 (m)  1.96 (m)  1.90 (m) 
6 CH2 23.1 t 1.74 (m) 21.5 t 2.06 (m) 21.9 2.04 (m) 
7 CH 69.0 d  3.84 (m) 69.6 d 4.10 (m) 69.5 4.12 (m) 
8 CH2 35.2 t 1.13 (m) 36.6 t 0.97 (m) 36.5 0.96 (m) 
   2.50 (m)  2.50 (m)  2.53 (m) 
9 CH 60.3 d 4.03 (m) 60.4 d 4.19 (m) 60.4 4.14 (m) 
10 CH2 31.7 t 1.90 (m) 36.4 t 2.31 (m) 33.0 2.24 (m) 
11 CH 78.0 d 3.27 (m) 78.8 d 3.40 (m) 78.6 3.29 (m) 
MeO-11 OCH3 57.4 q 3.34 (s) 58.2 q 3.31 (s) 57.8 3.34 (s) 
12 CH 37.1 d 1.49 (m) 36.5 d 1.81 (m) 36.9 1.73 (m) 
12a CH3 13.13 q 1.12 (m) 12.93 q 1.03 (m) 13.10 1.02 (m) 
13 C 108.2 s - 107.3 s – 107.9 - 
14 CH 39.0 d 1.74 (m) 39.5 d 2.07 (m) 39.5 2.11 (m) 
14a CH3 13.3 q 0.88 (m) 12.99 q 0.90 (d, J = 8.54) 13.13 0.95 (m) 
15 CH2 43.2 t 1.49 (m) 43.2 t 1.60 (m) 41.4 1.55 (m) 
   1.42 (m)  1.78 (m)  1.85 (m) 
16 C 81.5 s - 83.6 s – 82.6 - 
16a CH3 28.0 q 2.18 (s) 23.9 q 1.25 (s) 26.2 1.23 (s) 
17 CH 82.4 d 3.36 (m) 80.0 d 3.40 (m) 82.1 3.59 (m) 
18 CH2 26.1 t 1.49 (m) 27.6 t 1.49 (m) 26.6 1.51 (m) 
   1.42 (m)  1.81 (m)  1.79 (m) 
19 CH2 31.0 t 1.35 (m) 33.0 t 1.37 (m) 32.1 1.37 (m) 
   1.75 (m)  2.20 (m)  2.17 (m) 
20 C 83.5 s - 83.7 s – 83.8 - 
20a CH3 22.7 q 2.11 (s) 23.0 q 1.15 (s) 22.9 1.12 (s) 
21 CH 85.8 q 3.76 (m) 86.1 d 3.87 (m) 86.2 3.90 (m) 
22 CH 35.1 d 1.80 (m) 35.7 d 2.20 (m) 34.6 1.81 (m) 
22a CH3 15.6 q 0.87 (m) 15.8 q 0.87 (d, J = 7.12) 15.6 0.91 (m) 
23 CH2 32.3 t 1.35 (m) 36.4 t 1.35 (m) 33.9 1.31 (m) 
   1.80 (m)  2.20 (m)  1.82 (m) 

         a รายงานโดย Wu et al. (2009). 
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ตารางที ่10. การเปรียบเทียบ 1H NMR and 13C NMR Spectra ของ nigericin, 1,29-O-dimethyl-30-acetyl nigericin และ  
1-methoxy-nigericin ใน CDCl3 (mult, J/Hz) (ตอ). 

nigericina 1,29-O-dimethyl-30-acetyl nigericina 1-methoxy-nigericin C atom 
position 

C atom 
group δC (125 MHz) δH (500 MHz) δC (125 MHz) δH (500 MHz) δC (75 MHz) δH (300 MHz) 

24 CH 76.7 d 4.20 (m) 77.3 d 4.25 (m) 76.9 4.29 (m) 
25 CH 74.4 d 3.74 (m) 76.8 d 4.07 (m) 75.8 3.80 (m) 
26 CH 32.5 d 1.35 (m) 32.6 d 1.37 (m) 32.7 1.37 (m) 
26a CH3 17.3 q 0.86 (m) 17.5 q 0.84 (d, J = 8.34) 17.3 0.88 (m) 
27 CH2 37.2 t 1.35 (m) 39.6 t 1.46 (m) 37.1 1.37 (m) 
28 CH 35.7 d 1.42 (m) 35.8 d 1.40 (m) 35.4 1.70 (m) 
28a CH3 16.3 q 0.92 (m) 16.0 q 1.66 (m) 16.1 0.91 (m) 
29 C 97.0 s - 98.1 s - 97.2 - 
MeO-29 OCH3 - - 48.3 q 3.27 (s) - - 
30 CH2 68.3 t 3.73 (m) 64.9 t 3.27 (s) 67.7 3.58 (m) 
   4.25 (m) 21.0 q 4.25 (m)  4.30 (m) 
AcO-30  CH3COO   171.1 s -   
 CH3COO   48.3 q 2.09 (s)   

         a รายงานโดย Wu et al. (2009). 
 
 

 

 
 

รูปที่ 3 โครงสรางโมเลกุลของ nigericins 
nigericin : R1 = R2 = R3 = OH 

1,29-O-dimethyl-30-acetyl nigericin : R1 = OCH3, R2 = R3 = OH 
1-methoxy-nigericin : R1 = OCH3, R2 = OH, R3 = CH3COO 

 
 

การศึกษาคุณสมบัติการตานการเจริญของแบคทีเรยีบางชนิดของ 1-methoxy-nigericin 
พบวา  1-methoxy-nigericin สามารถยับยั้งการเจริญ Staphylococcus aureus ATCC25932 และ 
Bacillus cereus ATCC6633 โดยใหคา MIC 0.5 µg/ml และ 1.0 µg/ml ตามลําดับ อยางไรก็ตาม  



 29

1-methoxy-nigericin ไมยับยั้งการเจริญ Escherichia coli ATCC10536 และ Pseudomonas 
aeruginosa ATCC27853 ที่ระดับความเขมขน 64 µg/ml นอกจากนี้  1-methoxy-nigericin ยังให
คาความเขมขนต่ําสุดในการฆาแบคทีเรีย (Minimum Bactericidal Concentration: MBC) ตอ S. 
aureus ATCC25932 และ B. cereus ATCC6633 ที่ระดับความเขมขน 32 µg/ml และ 64 µg/ml 
ตามลําดับ ดังตารางที่ 11   
 

ตารางที ่11. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) และ Minimum Bactericidal  
   Concentration (MBC) ของ 1-methoxy-nigericin ตอแบคทีเรียบางชนิด 

แบคทีเรยีทดสอบ 
MIC 

(µg/ml) 
MBC 

(µg/ml) 
Staphylococcus aureus ATCC25932 0.5 32 
Bacillus cereus ATCC6633 1.0 64 
Escherichia coli ATCC10536 >64   ND* 
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 >64  ND 

      *Not done 
 
 จากการศึกษาเทียบเคียงเชื้อแอคติโนมัยซีส พบวา สายพันธุ BRM10 มีสัณฐานวิทยา ดังน้ี  
สายของสปอรมีลักษณะเปนเกลียว สปอรมีผิวเรียบ ดังรูปที่ 4 และ รูปที่ 5 สีของสปอรบนโคโลนีมีสี
เทาและเปลยีนเปนสีดําเมื่อเจริญเต็มที ่สขีองดานหลังโคโลนีเปนสเีหลืองแกและเปลี่ยนเปนสีนํ้าตาล
เม่ือเจริญเต็มที่ ไมสรางเมลานิน ไมสราง soluble pigments สามารถใช carbohydrates เปนแหลง
คารบอนในการเจริญหลายชนิด ไดแก D-fructose, D-glucose, D-mannitol, D-xylose, L-
arabinose, i-inositol และ rhamnose แตไมสามารถใช raffinose และ sucrose เปนแหลงคารบอน
ในการเจริญได  จากการศึกษา chemotaxonomy พบวา มี LL-type diaminopimelic acid ใน 
whole-cell extracts นอกจากนี้ จากการศึกษา 16SrDNA sequence ของ endophytic 
actinomycetes BRM10 และเปรยีบเทียบความคลายในฐานขอมูล GenBank และสราง 
phylogenetic tree ดวยโปรแกรม MEGA4.0 พบวา มีความคลายกับ Streptomyces 
hygroscopicus subsp. hygroscopicus (accession number: AB045864) ดังรูปที่ 6 พบวา 16S 
rDNA sequence ของ BRM10 ใกลเคียงกับ Streptomyces hygroscopicus ถึง 99% (99% 
sequence similarity) และรายงานลําดับ 16SrDNA sequence ของ endophytic actinomycetes 
BRM10 ในฐานขอมูล GenBank, EMBL และ DDBJ ภายใต accession number AB723804. 
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รูปที่ 4 ลักษณะโคโลนีของ BRM10 ที่เจริญบนอาหาร ISP-2 medium บมที่ 30 oC เปนเวลา 14 วัน 
 
 

 
 
รูปที่ 5 ภาพจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดแสดงลักษณะสายสปอรและรูปรางสปอร
ของ BRM10 ที่เจริญบนอาหาร ISP-2 medium บมที่ 30 oC เปนเวลา 14 วัน 
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รูปที่ 6 Neighbor-joining phylogenetic tree ของ BRM10 กับเชื้อ Streptomyces spp. ที่เกี่ยวของ 
จากฐานขอมูล GenBank สรางดวยโปรแกรม MEGA 4.0. 
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 จากการทดสอบความสามารถสรางสารตานการอักเสบของ 1-methoxy-nigericin ชนิด in 
vitro anti-inflammatory โดยใช RAW 264.7 murine  macrophage  cell  line   พบวา 1-
methoxy-nigericin ที่ระดับความเขมขน 1, 5 และ 10 µg/ml ไมสามารถยับยั้งการสราง Nitric 
Oxide (NO) (วัดในรูป Nitrile) หลังจากกระตุนดวย LPS (1 µg/ml) ดังตารางที่ 12 และรูปที่ 7 ใน
กรณีที่ 1-methoxy-nigericin ที่ระดับความเขมขนสูงสดุ (10 µg/ml) ไมสามารถยับยั้งการสราง NO 

หลังจากกระตุนดวย LPS  ดังน้ัน pro-inflammatory cytokine ไดแก PGE2, TNF-α, IL-1β, IL-6 
และ IL-10 จึงไมจําเปนตองวิเคราะห  

 ตารางที่ 12 ระดับ nitrile ที่ RAW 264.7 cells สรางขึ้นหลังจากถูกกระตุนดวย LPS ที่
ทดสอบดวย 1-methoxy-nigericin ในระดับความเขมขนตาง ๆ  

ระดับ nitrile (µM) ที่วัดได (mean ± SD)* 
กระตุนดวย LPS (1 µg/ml) 

1-methoxy-nigericin (µg/ml) 
1 5 10 

- 
Blank 

 
42.67 ± 6.04 

 
42.33 ± 8.02 

 
38.84  ± 6.26 

 
40.24 ± 5.43 

 
0.40 ± 0.05 

 *คาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซํ้า 
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รูปที่ 7 ระดับ Nitrile ที่ RAW 264.7 cells สรางขึ้น หลังจากถูกกระตุนดวย LPS ในสภาวะที่มีและ 
ไมมี 1-methoxy-nigericin ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ 

1-methoxy-nigericin (µg/ml) 

LPS (1 µg/ml) 
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การแยกสารจาก GMT-8 
 จากการแยกสารจาก GMT-8 พบวาสามารถแยกสารที่เปนองคประกอบหลักได 1 ชนิด 
และจากการเปรียบเทียบ 1H NMR and 13C NMR Spectra กับรายงานที่มีผูศึกษาไวแลว Hata, K. 
และ Sano, K. (1966) พบวา สารที่แยกไดมีโครงสรางคลาย decursin ดังรูปที่ 8 ดังน้ี เปนผลึก
ขนาดเล็กสขีาว จุดหลอมเหลว 111-112 oC; UV λmax(MeOH)(nm): 220, 328; IR υmax(KBr)(cm-

1): 2960 (CH), 1725 (C=O), 1630, 1653, 1495 (aromatic ring), 1390, 1380 ((CH3)2C=); MS: 
m/e (%) = 328 (M+, 0.7), 228 (21.4), 213 (100.0), 83 (24.7), 55 (20.1); 1H-NMR (300 MHz, 
CDCl3): δ (ppm) = 1.36 (3H, s, Me-2'), 1.39 (3H,s, Me-2'), 1.88 (3H, d, J = 1.2 Hz, Me-4''), 
2.15 (3H, d, J = 1.2 Hz, Me-3''), 2.87 (2H, dd, J = 17.6, 4.8 Hz, H-4'), 3.20 (2H, dd, J = 
17.6, 4.8 Hz, H-4'), 5.09 (1H, t, J = 4.8 Hz, H-3'), 5.67 (1H, m, H-2''), 6.23 (1H, d, J = 9.5 
Hz, H-3), 6.80 (1H, s, H-5), 7.16 (1H,s, H-8), 7.59 (1H, d, J = 9.5 Hz, H-4); 13C-NMR (75.5 
MHz, CDCl3): δ (ppm) = 20.3 (3''-Me), 23.2 (2'-Me), 25.0 (2'-Me), 27.5 (C-4''), 27.6 (C-2'), 
69.0 (C-4'), 76.6 (C-3'); 104.6 (C-8), 112.8 (C-10), 113.2 (C-3), 115.5 (C-2''), 115.9 (C-6), 
128.7 (C-5), 143.2 (C-4), 154.1 (C-9), 156.4 (C-7), 158.5 (C-3''), 161.3 (C-2), 165.7 (C-1'').  
  
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 8 โครงสราง decursin 

 
การศึกษาคุณสมบัติการตานการเจริญของแบคทีเรยีบางชนิดของ decursin พบวาสามารถ

ยับยั้งการเจรญิของแบคทเีรียแกรมบวกได เชน Staphylococcus aureus ATCC25932, Bacillus 
cereus ATCC7064 และ Bacillus subtilis ATCC6633 โดยใหคา MIC ในชวง 32 - 256 µg/ml 
นอกจากนี้ decursin ยังใหคาความเขมขนต่ําสุดในการฆาแบคทีเรีย (Minimum Bactericidal 
Concentration: MBC) ตอ S. aureus ATCC25932 และ B. subtilis ATCC6633 ที่ระดับความ
เขมขน 128 µg/ml และ 256 µg/ml ตามลําดับ แตไมสามารถฆา Bacillus cereus ATCC7064 ที่
ความเขมขนสูงสุดที่ 512 µg/ml อยางไรก็ตามจากการทดลองพบวา decursin ไมสามารถยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรียแกรมลบ เชน Escherichia coli ATCC10536 และ Pseudomonas aeruginosa 
ATCC27853 ดังตารางที่ 13   
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ตารางที ่13. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) และ Minimum Bactericidal  
   Concentration (MBC) ของ decursin ตอแบคทเีรียบางชนิด 

แบคทีเรยีทดสอบ 
MIC 

(µg/ml) 
MBC 

(µg/ml) 
Staphylococcus aureus ATCC25932 32 128 
Bacillus cereus ATCC7064 256 >512 
Bacillus subtilis ATCC6633 64 256 
Escherichia coli ATCC10536 >512 ND* 
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 >512 ND* 

      *Not done 
 
 จากการศึกษาเทียบเคียงเชื้อแอคติโนมัยซีส พบวา สายพันธุ GMT-8 มีสัณฐานวิทยา ดังน้ี  
สายของสปอรมีลักษณะเปนเกลียว   สปอรมีผิวเรียบ   ดังรูปที่ 9   สีของสปอรบนโคโลนีมีสีสม และ 
เปลียนเปนสนํ้ีาตาลเมื่อเจริญเต็มที่ สขีองดานหลังโคโลนีเปนสเีหลืองและเปลี่ยนเปนสีนํ้าตาลออน
เม่ือเจริญเต็มที่ ไมสรางเมลานิน สราง soluble pigments สีเหลืองออน จากการศึกษา 
chemotaxonomy พบวา มี LL-type diaminopimelic acid ใน whole-cell extracts นอกจากนี้ จาก
การศึกษา 16SrDNA sequence ของ endophytic actinomycetes GMT-8 และเปรียบเทียบความ
คลายในฐานขอมูล GenBank และสราง phylogenetic tree ดวยโปรแกรม MEGA4.0 พบวา มี
ความคลายกบั Streptomyces nodosus ATCC14899 (accession number: AF114035) ดังรูปที่ 
10 พบวา 16S rDNA sequence ของ GMT-8 ใกลเคียงกบั Streptomyces nodosus ถึง 98% 
(98% sequence similarity) และรายงานลําดับ 16SrDNA sequence ของ endophytic 
actinomycetes GMT-8 ในฐานขอมูล GenBank, EMBL และ DDBJ ภายใต accession number 
AB723804. 
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รูปที่ 9 ภาพจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดแสดงลักษณะสายสปอรและรูปรางสปอร
ของ GMT-8 ที่เจริญบนอาหาร ISP-2 medium บมที่ 30 oC เปนเวลา 14 วัน, Bar = 4 µm 
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รูปที่ 10 Neighbor-joining phylogenetic tree ของ GMT-8 กับเชื้อ Streptomyces spp. ที่
เกี่ยวของ จากฐานขอมูล GenBank สรางดวยโปรแกรม MEGA 4.0. 
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 จากการทดสอบความสามารถสรางสารตานการอักเสบของ decursin ชนิด in vitro anti-
inflammatory โดยใช RAW 264.7 murine  macrophage  cell  line   พบวา decursin ที่ระดับ
ความเขมขน 1, 5 และ 10 µg/ml ไมสามารถยับยั้งการสราง Nitric Oxide (NO) (วัดในรูป Nitrile) 
หลังจากกระตุนดวย LPS (1 µg/ml) ดังตารางที่ 14 และรูปที่ 11 ในกรณีที่ decursin ที่ระดับความ
เขมขนสูงสุด (10 µg/ml) ไมสามารถยับยั้งการสราง NO หลังจากกระตุนดวย LPS  ดังน้ัน pro-

inflammatory cytokine ไดแก PGE2, TNF-α, IL-1β, IL-6 และ IL-10 จึงไมจําเปนตองวิเคราะห  

 ตารางที่ 14 ระดับ nitrile ที่ RAW 264.7 cells สรางขึ้นหลังจากถูกกระตุนดวย LPS ที่
ทดสอบดวย decurcin ในระดับความเขมขนตาง ๆ  
 

ระดับ nitrile (µM) ที่วัดได (mean ± SD)* 
กระตุนดวย LPS (1 µg/ml) 

decursin (µg/ml) 
1 5 10 

- 
Blank 

 
40.17 ± 5.25 

 
43.15 ± 7.02 

 
40.58  ± 5.64 

 
44.62 ± 7.32 

 
0.38 ± 0.17 

 *คาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซํ้า 
 
 

 
 
รูปที่ 11 ระดับ Nitrile ที ่RAW 264.7 cells สรางขึ้น หลังจากถูกกระตุนดวย LPS ในสภาวะที่มีและ 
ไมมี decursin ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ 

decursin (µg/ml) 

LPS (1 µg/ml) 
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การแยกสารจาก BT01 
 จากการแยกสารจาก BT01 ซ่ึงพบวาสามารถแยกสารที่เปนองคประกอบหลักได 6 ชนิด 
คือ สาร 1-6 และจากการเปรียบเทียบ 1H NMR and 13C NMR Spectra กับรายงานที่มีผูศึกษาไว
แลว พบวา สาร 2, 3, 5 และ 6 เปนสารที่เคยมีผูแยกไดไวแลว ดังน้ี Fisetin (2) (Forbes and 
Clement, 2010), Naringenin (3) (Olsen et al., 2008), 3'-hydroxydaidzein (5) (Shi et al., 2012) 
และ Xenognosin (6) (Du et al., 2006) สวนสาร 1 และ 4 เปนสารกลุมฟลาโวนอยดชนิดใหม ดังน้ี 
3,3',4',6-tetrahydroxy-7-methoxyflavone (1) และ 2',7-dihydroxy-4',5'-dimethoxyisoflavone 
(4) ดังรูปที่ 12 ซ่ึงสารทั้งสอง มี 1H NMR and 13C NMR Spectra ดังตอไปน้ี  
 
Compound 1, identified by NMR and mass spectral data as 3,3',4',6-tetrahydroxy-7-

methoxyflavone (C16H12O7), was yellow crystals having: mp 315-317 oC (from methanol), 

UV: λmax nm (log ε) = 239 (4.290), 257 sh (4.262), 349 (4.454). λmax nm (+ AlCl3) (log ε) = 

235 (4.586), 276 (4.179), 360 (3.93), 431 (4.394).  λmax nm (+ AlCl3/HCl) (log ε) = 228 sh 

(4.269), 267 (4.257), 357 sh (3.973), 419 (4.454). IR νmax cm-1: 3596, 3511, 3333, 3117, 

1636, 1609, 1551, 1508, 1497, 1435, 1393, 1289, 1223, 1169, 1123, 1038. EI-MS m/z: 

316 (M+, 100%), 301 (22), 273 (35), 167 (13), 150 (16), 149 (24), 137 (39), 135 (21), 128 

(14), 123 (16), 120 (13), 95 (18), 69 (42), 63 (17), 53 (31), 51 (26). HR-MS: C16H12O7, 

found: 316.0580, calcd: 316.0588. 1H-NMR (DMSO-d6, 200 MHz) δ: 3.91 (3H, s, 7-

OCH3), 6.86 (1H, d, J=8.4 Hz, H-5'), 7.20 (1H, s, 8-H), 7.29 (1H, s, 5-H), 7.54 (1H, dd, 

J=8.4, 2.2Hz, 6'-H), 7.70 (1H, d, J=2.2 Hz, 2'-H), 9.00 (1H, s, 3-OH), 9.24 (1H, s, 3'-OH), 

9.53 (1H, s, 4'-OH), 9.72 (1H, s, 6-OH). 13C-NMR (DMSO-d6, 75.4 MHz) δ: 56.54 (7-

OCH3), 100.46 (C-8), 106.9 (C-5), 115.00 (C-10), 115.33 (C-2'), 115.86 (C-5'), 119.94 

(C-6'), 123.01 (C-1'), 137.39 (C-3), 145.04 (C-6), 145.36 (C-3'), 145.45 (C-2), 147.48 (C-

4'), 150.22 (C-9), 153.96 (C-7), 171.91 (C-4). 

Compound 4, identified by NMR and mass spectral data as 2',7-dihydroxy-4',5'-

dimethoxyisoflavone (C17H14O6), was yellow crystals having: mp 237-239 oC (from 
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methanol), UV: λmax nm (log ε) = 248 sh (4.312), 264 sh (4.211), 301 (4.256). IR νmax cm-

1: 3414, 2940, 1705, 1616, 1562, 1512, 1458, 1343, 1300, 1246, 1188, 1103. EI-MS m/z: 

314 (M+, 100%), 299 (85), 271 (19), 239 (22), 200 (20), 187 (28), 137 (30), 107 (24), 92 

(22), 69 (57), 63 (36), 53 (25), 51 (33). HR-MS: C17H14O6, found: 314.0799, calcd: 

314.0730. 1H-NMR (DMSO-d6, 200 MHz) δ: 3.66 (3H, s, 5'-OCH3), 3.72 (3H, s, 4'-OCH3), 

6.52 (1H, s, 3'-H), 6.81 (1H, s, 6'-H), 6.87 (1H, d, J=2.1 Hz, 8-H), 6.92 (1H, dd, J=8.7, 

2.1 Hz, 6-H), 7.94 (1H, d, J=8.7 Hz, 5-H), 8.22 (1H, s, 2-H), 8.99 (1H, s, 7-OH), 10.80 

(1H, br, 2'-OH).  13C-NMR (DMSO-d6, 50 MHz) δ: 55.65 (4'-OCH3), 56.66 (5'- OCH3), 

101.53 (C-3'), 102.27 (C-8), 110.08 (C-1'), 115.42 (C-6), 116.02 (C-6'), 116.70 (C-10), 

121.64 (C-3), 127.44 (C-5), 141.70 (C-5'), 149.81 (C-2'), 149.90 (C-4'), 155.24 (C-9), 

157.64 (C-9), 162.79 (C-7), 175.42 (C-4). 

 

 
 

รูปที่ 12 โครงสรางสารที่แยกไดจาก BT01: 7-methoxy-3, 3',4',6-tetrahydroxyflavone (1), 
3,3',4',7-tetrahydroxyflavone (fisetin 2), 4',5,7-trihydroxyflavanone (naringenin 3), 2',7-
dihydroxy-4',5'-dimethoxyisoflavone (4), 3'-hydroxydaidzein (5) และ xenognosin B (6). 
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การศึกษาคุณสมบัติการตานการเจริญของแบคทีเรยีบางชนิดของสารที่แยกไดทั้ง 6 ชนิด 
พบวาสารทั้ง 6 ชนิดนี้ สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรยีแกรมบวกไดดีกวาแบคทีเรยีแกรมลบ 
เชน Staphylococcus aureus ATCC25932, Bacillus cereus ATCC7064 และ Bacillus subtilis 
ATCC6633 โดยใหคา MIC ในชวง 32 - 128 µg/ml ขณะเดียวกันสารทั้ง 6 ชนิดนี้  สามารถยบัยั้ง
การเจริญของแบคทีเรยีแกรมลบ เชน Escherichia coli ATCC10536 และ Pseudomonas 
aeruginosa ATCC27853 โดยใหคา MIC ในชวง 1282 - >512 µg/ml ดังตารางที่ 15   
 
ตารางที ่ 15. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) ของสารสกัดหยาบและสารตาง ๆ ที่แยก
ไดจาก BT01 ตอแบคทีเรียบางชนิด  

Microorganisms Test agents 

S.a.a B.c. B.s. E.c. P.a. 

Crude extract 32 64 64 128 256 

Compound 1 32 64 64 128 256 

Compound 2 32 32 32 128 256 

Compound 3 32 64 64 256 512 

Compound 4 64 128 128 256 >512 

Compound 5 64 64 64 256 512 

Compound 6 128 128 128 512 >512 

aS.a.; Staphylococcus aureus ATCC25932, B.c.; Bacillus cereus ATCC7064, B.s., Bacillus 
subtilis ATCC6633, E.c., Escherichia coli ATCC10536 and P.a., Pseudomonas aeruginosa 
ATCC27853 
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 จากการศึกษาเทียบเคียงเชื้อแอคติโนมัยซีส พบวา สายพันธุ BT01 มีสัณฐานวิทยา ดังน้ี  
สายของสปอรมีลักษณะเปนเกลียว   สปอรมีผิวเปนหนามแหลม   ดังรูปที่ 13   สีของสปอรบน
โคโลนีมีสีขาวครีม และเปลียนเปนสีนํ้าตาลเมื่อเจริญเต็มที่ สีของดานหลังโคโลนีเปนสีเหลืองและ
เปลี่ยนเปนสนํ้ีาตาลออนเม่ือเจริญเต็มที ่ ไมสรางเมลานิน สราง soluble pigments สีเหลอืงออน 
จากการศึกษา chemotaxonomy พบวา มี LL-type diaminopimelic acid ใน whole-cell extracts 
นอกจากนี้ จากการศึกษา 16SrDNA sequence ของ endophytic actinomycetes BT01 และ
เปรียบเทียบความคลายในฐานขอมูล GenBank และสราง phylogenetic tree ดวยโปรแกรม 
MEGA4.0 พบวา มีความคลายกับ Streptomyces emeiensis DSM41884 (accession number: 
DQ462649) ดังรูปที่ 14 พบวา 16S rDNA sequence ของ BT01 ใกลเคยีงกับ Streptomyces 
emeiensis ถึง 98% (98% sequence similarity) และรายงานลาํดับ 16SrDNA sequence ของ 
endophytic actinomycetes BT01 ในฐานขอมูล GenBank, EMBL และ DDBJ ภายใต accession 
number AB898037. 

 

 
 
รูปที่ 13 ภาพจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดแสดงลักษณะสายสปอรและรูปรางสปอร
ของ BT01 ที่เจริญบนอาหาร ISP-2 medium บมที่ 30 oC เปนเวลา 14 วัน, Bar = 3 µm 
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รูปที่ 14 Neighbor-joining phylogenetic tree ของ BT01 กับเชื้อ Streptomyces spp. ที่เกี่ยวของ 
จากฐานขอมูล GenBank สรางดวยโปรแกรม MEGA 4.0. 



 43

 เน่ืองจากสารตาง ๆ ที่แยกไดจาก BT01 เปนสารกลุมฟลาโวนอยด ซ่ึงสารกลุมน้ีเคยมี
ผูรายงานวา นอกจากมีฤทธิ์ตานการเจริญของจุลินทรยีแลว ยังมีฤทธิต์านการอักเสบอีกดวย ซ่ึงใน
หองปฏิบัติการของพวกเราสามารถทดสอบได จึงทําการทดสอบฤทธิ์การตานการอักเสบของสาร
สกัดหยาบจาก BT01 จากการทดสอบความสามารถสรางสารตานการอักเสบของสารสกัดหยาบจาก 
BT01 ชนิด in vitro anti-inflammatory โดยใช RAW 264.7 murine  macrophage  cell  line   
พบวา สารสกัดหยาบที่ระดับความเขมขน 5, 10 และ 20 µg/ml สามารถยับยั้งการสราง Nitric 
Oxide (NO) (วัดในรูป Nitrile) หลังจากกระตุนดวย LPS (1 µg/ml) ดังตารางที่ 16 และรูปที่ 15 
ดังน้ันสารตาง ๆ ที่แยกไดจาก BT01 จึงควรนํามาศกึษาฤทธิต์านการอักเสบตอไป ไมเฉพาะแต
ความสามารถยับยั้งการสราง Nitric Oxide (NO) หลังจากกระตุนดวย LPS สารอื่นๆ เชน pro-

inflammatory cytokine ไดแก PGE2, TNF-α, IL-1β, IL-6 และ IL-10 และเอ็นไซมที่เกี่ยวของ เชน 
Cyclo-oxygenase-2 (COX-2) ก็จําเปนตองวิเคราะหตอไปดวย  

ตารางที่ 16 ระดับ nitrile ที่ RAW 264.7 cells สรางขึ้นหลังจากถูกกระตุนดวย LPS ที่ทดสอบดวย
สารสกัดหยาบจาก BT01 ในระดับความเขมขนตาง ๆ  
 

ระดับ nitrile (µM) ที่วัดได (mean ± SD)* 
กระตุนดวย LPS (1 µg/ml) 

สารสกัดหยาบจาก BT01 (µg/ml) 
5 10 20 

Control 
Blank 

 
33.17 ± 8.25 

 
28.18 ± 5.06 

 
14.68  ± 7.34 

 
44.62 ± 7.32 

 
8.32 ± 3.17 

 *คาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซํ้า 
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รูปที่ 15 ระดับ Nitrile ที ่RAW 264.7 cells สรางขึ้น หลังจากถูกกระตุนดวย LPS ในสภาวะที่มีและ 
ไมมีสารสกัดหยาบจาก BT01 ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ 
 
 จากการทดสอบกรอง (screening test) เพ่ือตรวจหาคุณสมบัตติานการอักเสบของสารสกัด
หยาบจาก BT01 ที่ระดับความเขมขน 5 - 20 µg/ml โดยทดสอบกับ RAW 264.7 cells ที่ถูก
กระตุนดวย LPS 1 µg/ml โดยวัดจาก Nitric Oxide (NO) (วัดในรปู Nitrile) พบวาสารสกัดหยาบ
จาก BT01 น้ี มีแนวโนมในการยับยั้งการอักเสบได โดยดูจากความสามารถในการยับยั้งการสราง 
NO ที่ลดลงตามความเขมขนของสารสกัดหยาบ หลังจากกระตุน RAW 264.7 cells ดวย LPS 1 
µg/ml ดังน้ันสารที่แยกไดจากสารสกัดหยาบนี้ จึงควรนํามาศึกษาคณุสมบัตติานการอักเสบตอไป 

 จากการแยกสารจาก BT01 พบวาเปนสารชนิดใหม 2 ชนิด คือ 3,3',4',6-tetrahydroxy-7-

methoxyflavone และ 2',7-dihydroxy-4',5'-dimethoxyisoflavone จากการศึกษาความเปนพิษ
ของสารทั้งสองชนิดใน RAW 264.7 cells ที่ระดับความเขมขน 5 - 40 µg/ml โดยทดสอบดวยวิธี 
MTT assay พบวาสารทัง้สองไมมีความเปนพิษตอเซลล ดังรูปที ่ 16 และเนื่องจากสารสกัดหยาบ
จาก BT01 น้ี มีคุณสมบัตติานการอักเสบดวย ดังน้ันจึงนําสารใหม 2 ชนิดนี้มาศกึษาคุณสมบตัิตาน
การอักเสบ ที่ระดับความเขมขน 5 - 20 µg/ml โดยทดสอบกับ RAW 264.7 cells ที่ถูกกระตุนดวย 
LPS 1 µg/ml โดยวัดจาก NO, PGE2, TNF-α, IL-1β และ IL-6 ซ่ึงพบวาสารทั้ง 2 ชนิดนี้ มี

สารสกัดหยาบจาก BT01 (µg/ml) 

LPS (1 µg/ml) 
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แนวโนมการลดการผลิตสาร NO, PGE2, TNF-α, IL-1β และ IL-6 ใน RAW 264.7 cells ที่ถูก
กระตุนดวย LPS 1 µg/ml ตามปริมาณความเขมขนของสารทั้ง 2 ดังรูปที่ 17  

 

 
 
รูปที่ 16 ผลการทดสอบความเปนพิษของสาร 3,3',4',6-tetrahydroxy-7-methoxyflavone (1) และ 
2',7-dihydroxy-4',5'-dimethoxyisoflavone (2) ใน RAW 264.7 cells  ที่ระดับความเขมขน 5-40 
µg/ml โดยวิธี MTT assay *P < 0.05  
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รูปที่ 17 ผลการยับยั้งการสราง inflammatory intermediate และ pro-inflammatory cytokine ของ
สาร 3,3',4',6-tetrahydroxy-7-methoxyflavone (1) และ 2',7-dihydroxy-4',5'-

dimethoxyisoflavone (2) ใน RAW 264.7 cells ที่ถกูกระตุนดวย LPS 1 µg/ml: NO (a), PGE2 
(b), TNF-α (c), IL-1β (d), และ IL-6 (e), *P < 0.05, **P < 0.01 
 

 เม่ือศึกษาการตานการอักเสบโดยทดสอบการยับยั้งการแสดงออกระดับ mRNA ของยีนสที่
เกี่ยวของกับการอักเสบ เชน เอ็นไซมที่เกี่ยวของกับการอักเสบ ไดแก iNOS และ COX-2 และ pro-
inflammatory cytokine ไดแก TNF-α, IL-1β และ IL-6 โดยการทํา RT-PCR ในระยะเวลาตาง ๆ 
0 - 24 ชั่วโมง พบวาการแสดงออกระดับ mRNA ของ TNF-α, IL-1β และ IL-6 สูงสุดที่ 6 ชั่วโมง 
ขณะที่การแสดงออกระดับ mRNA ของ iNOS และ COX-2 สูงสุดที่ 9 ชั่วโมง และพบวา 3,3',4',6-

tetrahydroxy-7-methoxyflavone (1) และ 2',7-dihydroxy-4',5'-dimethoxyisoflavone (2) ที่
ระดับความเขมขน 20 µg/ml สามารถยับยั้งการแสดงออกระดับ mRNA ของ TNF-α, IL-1β, IL-6, 
iNOS และ COX-2 ได ดังรูปที่ 18 และสารทั้งสองนี้ยังสามารถยบัยั้งการแสดงออกระดับ mRNA 
ตามความเขมขนของสารทั้งสองดวย ดังรูปที่ 19 ซ่ึงพบวาสาร 3,3',4',6-tetrahydroxy-7-

methoxyflavone (1) สามารถยับยั้งไดดีกวาสาร 2',7-dihydroxy-4',5'-dimethoxyisoflavone (2) 
และที่ระดับความเขมขน 5 µg/ml สารทั้งสองสามารถยับยั้งได 30 - 40 % ขณะที่ระดับความ
เขมขน 20 µg/ml สารทั้งสองสามารถยับยั้งได 80 - 90 %  
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รูปที่ 18 ผลการยับยั้งระดับ mRNA ของสาร 3,3',4',6-tetrahydroxy-7-methoxyflavone (1) และ 
2',7-dihydroxy-4',5'-dimethoxyisoflavone (2) ที่ระดับความเขมขน 20 µg/ml ใน RAW 264.7 
cells ที่ถูกกระตุนดวย LPS 1 µg/ml ทดสอบโดยวธิี RT-PCR ในชวงระยะเวลา 0 - 24 ชั่วโมง : 
TNF-α (a1), IL-1β (a2),IL-6 (a3), iNOS (a4), และ COX-2 (a5), *P < 0.05, **P < 0.01 
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รูปที่ 19 ผลการยับยั้งระดับ mRNA ของสาร 3,3',4',6-tetrahydroxy-7-methoxyflavone (1) และ 
2',7-dihydroxy-4',5'-dimethoxyisoflavone (2) ที่ระดับความเขมขน 5 - 20 µg/ml ใน RAW 
264.7 cells ที่ถูกกระตุนดวย LPS 1 µg/ml ในระยะเวลา 6 ชัว่โมง ทดสอบโดยวธิี RT-PCR: TNF-
α (b1), IL-1β (b2),IL-6 (b3), iNOS (b4), และ COX-2 (b5), *P < 0.05, **P < 0.01 
 
 จากการทดสอบการยับยั้งการแสดงออกระดับ mRNA ของยีนสที่เกี่ยวของกบัการอักเสบ
ของสาร 3,3',4',6-tetrahydroxy-7-methoxyflavone (1) และ 2',7-dihydroxy-4',5'-

dimethoxyisoflavone (2) ที่ระดับความเขมขน 5 - 20 µg/ml ใน RAW 264.7 cells ที่ถูกกระตุน
ดวย LPS 1 µg/ml ในระยะเวลา 6 ชัว่โมง ทดสอบโดยวิธี RT-PCR  ผลการทดสอบ ดังรูปที่ 20 
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รูปที่ 20 ผลการยับยั้งระดับ mRNA ของสาร 3,3',4',6-tetrahydroxy-7-methoxyflavone (1) และ 
2',7-dihydroxy-4',5'-dimethoxyisoflavone (2) ที่ระดับความเขมขน 5 - 20 µg/ml ใน RAW 
264.7 cells ที่ถูกกระตุนดวย LPS 1 µg/ml ในระยะเวลา 6 ชัว่โมง ทดสอบโดยวิธี RT-PCR ภาพ
แสดงเปน Grayscale ดวยโปรแกรม ImageJ 
 
 การตรวจหาเอ็นไซม iNOS และ COX-2 ใน RAW 264.7 cells ที่ถูกกระตุนดวย LPS 1 
µg/ml ดวยวธิี Western blot analysis จากการศึกษาผลการยับยั้งการสรางเอ็นไซมทั้งสองดวย 
สาร 3,3',4',6-tetrahydroxy-7-methoxyflavone (1) และ 2',7-dihydroxy-4',5'-

dimethoxyisoflavone (2) ที่ระดับความเขมขน 5 - 20 µg/ml พบวาสารทั้งสองนี้สามารถยับยั้ง
การสรางเอ็นไซม iNOS และ COX-2 ใน RAW 264.7 cells ที่ถูกกระตุนดวย LPS 1 µg/ml ได ดัง
รูปที่ 21 และผลการทดสอบดวยวิธี Western blot analysis แสดงดังรูปที่ 22 
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รูปที่ 21 ผลการยับยั้งการสรางเอ็นไซม iNOS และ COX-2 ของสาร 3,3',4',6-tetrahydroxy-7-

methoxyflavone (1) และ 2',7-dihydroxy-4',5'-dimethoxyisoflavone (2) ที่ระดับความเขมขน 5 
- 20 µg/ml ใน RAW 264.7 cells ที่ถูกกระตุนดวย LPS 1 µg/ml โดยวิธี Western blot analysis 

ผลการทดสอบแสดงเปน density ratio ดวยโปรแกรม ImageJ 
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รูปที่ 22 Western blot analysis แสดงผลการยับยั้งการสรางเอ็นไซม iNOS และ COX-2 ของสาร 
3,3',4',6-tetrahydroxy-7-methoxyflavone (1) ที่ระดับความเขมขน 5 - 20 µg/ml ใน RAW 
264.7 cells ที่ถูกกระตุนดวย LPS 1 µg/ml  

 
 จากการทดสอบกลไกการกระตุนการอักเสบใน RAW 264.7 cells ที่ถูกกระตุนดวย LPS 1 
µg/ml โดยผานทาง NF-κB pathway โดยวัดโปรตีนจําเพาะ p65 ดวยวธิี ELISA จากการทดลอง
พบวา ผลการกระตุนผานทาง NF-κB pathway โดยมีระยะเวลาในการกระตุนสูงสุดในชวง 0.5 
ชั่วโมง ดังรูปที่ 23 และสาร 3,3',4',6-tetrahydroxy-7-methoxyflavone (1) และ 2',7-dihydroxy-

4',5'-dimethoxyisoflavone (2) สามารถยับยั้งการกระตุนโดยผานทาง NF-κB pathway ดวย และ
นอกจากนี้ ยังพบวาสารทั้งสองชนิดนี้ ยังสามารถยับยั้งการกระตุนโดยผานทาง NF-κB pathway 
ตามปริมาณความเขมขนของสารดวย ดังรูปที่ 24 
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รูปที่ 23 ผลการยับยั้งการกระตุน p65 ของสาร 3,3',4',6-tetrahydroxy-7-methoxyflavone (1) 
และ 2',7-dihydroxy-4',5'-dimethoxyisoflavone (2) ที่ระดับความเขมขน 20 µg/ml ใน RAW 
264.7 cells ที่ถูกกระตุนดวย LPS 1 µg/ml ในชวงระยะเวลา 0.25 - 2 ชั่วโมง ทดสอบโดยวธิี 
ELISA  

 
รูปที่ 24 ผลการยับยั้งการกระตุน p65 ของสาร 3,3',4',6-tetrahydroxy-7-methoxyflavone (1) 
และ 2',7-dihydroxy-4',5'-dimethoxyisoflavone (2) ที่ระดับความเขมขน 5 - 20 µg/ml ใน RAW 
264.7 cells ที่ถูกกระตุนดวย LPS 1 µg/ml ทดสอบโดยวิธี ELISA 
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การแยกสารจาก HK17 
 Streptomyces sp. HK17 แยกไดจากรากขมิ้นชัน Curcuma longa Linn. จากการตรวจ
กรองคุณสมบัติตานการเจรญิของจุลินทรยี ดวยวธิี over-layer culture plate พบวา Streptomyces 
sp. HK17 มีคุณสมบัตติานการเจริญจุลินทรียหลายชนดิทั้งแบคทีเรยีและยีสต ดังรูปที่ 25  
 

 
 
รูปที่ 25 การตรวจกรองคณุสมบัตติานการเจริญของจุลินทรีย ดวยวิธี over-layer culture plate ของ 
Streptomyces sp. HK17 ตอแบคทเีรียทดสอบ Bacillus cereus ATCC7064 (A), Bacillus subtilis 
ATCC6633 (B) และ Staphylococcus aureus ATCC25932 (C), บนอาหารเลี้ยงเช้ือ ISP-2 บมที ่
37 oC เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
 
จากการศึกษาสัณฐานวทิยา เม่ือเจริญบนอาหาร ISP-2 อายุ 21 วัน พบวา HK17 มีการสรางสปอร
บนเสนใยอากาศที่มีการเรียงตัวเปนสายยาวตรงหรือโคงงอได สปอรมีขนาด 1x1.5 µm ผิวเรียบ 
ดังรูปที่ 26 HK17 สรางเสนใยอาหารที่ไมมีการแตกหักของเสนใย เสนใยอากาศมสีีขาวครีมและ
เปลี่ยนเปนสนํ้ีาตาลเมื่ออายุ 21 วัน และสามารถสรางรงควตัถุสีเหลอืงแพรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ  
 

A C B 
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รูปที่ 26 รูปรางสปอรที่เรยีงตัวเปนสายยาวตรงและโคงงอไดของ Streptomyces sp. HK17 เม่ือ
เจริญบนอาหาร ISP-2 อายุ 21 วัน  
 
จากการศึกษาอนุกรมวิธานทางเคมี (Chemotaxonomy) พบวา HK17 มี diaminopimelic acid 
ชนิด LL-diaminopimelic acid ใน whole-cell hydrolysates และจากการศึกษาลําดับกรดนิวคลีอิก
ของ 16SrDNA พบวา HK17 มีความคลายกับ Streptomyces beijiangensis DSM 41794T 
(accession number: AF385681) ถึง 97% ดังรูปที่ 27  จึงทําการฝากลาํดับกรดนิวคลีอิก 
16SrDNA ของ HK17 ใน Genbank, EMBL และ DDBJ ได accession number AB981191  
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รูปที่ 27 Neighbor-joining phylogenetic tree ของ HK17 กับเชื้อ Streptomyces spp. ที่เกี่ยวของ 
จากฐานขอมูล GenBank สรางดวยโปรแกรม MEGA 4.0. 
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จากการสกัดสารสารสกัดหยาบ HK17 และทําการตรวจยืนยันคุณสมบัติการตานการอักเสบโดยวิธี 
paper disc diffusion พบวาสารสกัดหยาบจาก HK17 ยังคงมีฤทธิ์ตานการเจริญของจุลินทรีย
เชนเดียวกับขัน้ตอนการตรวจกรอง นอกจากนี้ เม่ือนําสารสกัดหยาบมาศึกษาองคประกอบหลกัของ
สารออกฤทธิท์างชีวภาพโดยวิธี Thin-layer Chromatography และศึกษาฤทธิ์ทางชีวภาพของ
องคประกอบเหลานั้น โดยวธิี Bioautography พบวาองคประกอบหลกัของสารยังคงออกฤทธิ์ตาน
การเจริญเชื้อทดสอบ ดังรูปที่ 28  
 

  

 
 
รูปที่ 28 สารองคประกอบหลักในสารสกัดหยาบ จากการทดสอบโดยวิธี Thin-layer 
Chromatography (TLC) ดวย chloroform : ethyl acetate (3.5:1), TLC (A), UV-light (B) และ 
Vanillin-sulfuric acid (C) และผล Bioautography ตอเชื้อทดสอบ Bacillus cereus ATCC7064 (D) 
และ Bacillus subtilis ATCC6633 (E) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ ISP-2 บมที่ 37 oC เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

A C B 

D E 
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และจากการนาํสารสกัดหยาบมาทําการแยกสารโดยวิธ ีColumn Chromatography และ Thin-layer 
Chromatography ซ่ึงจากการแยกสารในครั้งน้ี ไดสารใหม 4 ชนิดในกลุมฟลาโวนอยด คือ 2(S)-
5,7-dihydroxy-8,2'-dimethoxyflavanone (1), 2(S)-5,7,2'-trihydroxy-8-methoxyflavanone (2), 
2(S)-5,2',5'-trihydroxy-7,8-dimethoxyflavanone (3) และ 2(S)-7,2'-Dihydroxy-5,8-
dimethoxyflavanone (4) ซ่ึงมีคา spectrum data ดังตอไปน้ี 
Compound 1; 2(S)-5,7-dihydroxy-8,2'-dimethoxyflavanone (1), pale yellowish white needle, 
[α]20

D –19.2 (c 0.022, MeOH). UV (MeOH): λmax (log ε) 210 (3.87), 302 (3.09) nm.; mp 
190-192 oC; IR (KBr): νmax 3287, 1625, 1598, 1518, 1461, 1419, 1372, 1273, 1102, 998, 
750 cm-1. 1H-NMR (DMSO) and 13C-NMR (DMSO) ดังตารางที่ 17 และ ตารางที่ 18 HRMS 
[(+)ESI]: m/z 317.1023 (calcd. 317.1025 for C17H17O6, [M + H+] ).  
Compound 2; 2(S)-5,7,2'-trihydroxy-8-methoxyflavanone (2), white needle, [α]20

D –19.0 (c 
0.020, MeOH). UV (MeOH): λmax (log ε) 210 (3.87), 302 (3.09) nm.; mp 190-192 oC; IR 
(KBr): νmax 3270, 1612, 1601, 1588, 1444, 1403, 1332, 1243, 1072, 976, 712 cm-1. 1H-
NMR (DMSO) and 13C-NMR (DMSO) ดังตารางที่ 17 และ ตารางที่ 18 HRMS [(+)ESI]: m/z 
302.0675 (calcd. 302.0677 for C16H14O6, [M + H+] ).  
Compound 3; 2(S)-5,2',5'-trihydroxy-7,8-dimethoxyflavanone (3), white needle; [α]20

D –19.7 
(c 0.026, MeOH). UV (MeOH): λmax (log ε) 209 (3.78), 295 (3.01) nm.; mp 194-196 oC; IR 
(KBr): νmax 3280, 1620, 1605, 1590, 1448, 1406, 1347, 1250, 1089, 982, 728 cm-1. 1H-
NMR (DMSO) and 13C-NMR (DMSO) ดังตารางที่ 17 และ ตารางที่ 18 HRMS [(+)ESI]: m/z 
332.0941 (calcd. 332.0942 for C17H16O7, [M + H+] ).  
Compound 4; 2(S)-7,2'-Dihydroxy-5,8-dimethoxyflavanone (4), white powder; [α]20

D –19.1 
(c 0.021, MeOH). UV (MeOH): λmax (log ε) 207 (3.76), 285 (3.02) nm.; mp 190-192 oC; IR 
(KBr): νmax 3266, 1614, 1583, 1510, 1458, 1416, 1367, 1270, 1099, 992, 748 cm-1. 1H-
NMR (DMSO) and 13C-NMR (DMSO) ดังตารางที่ 17 และ ตารางที่ 18 HRMS [(+)ESI]: m/z 
317.1024 (calcd. 317.1025 for C17H17O6, [M + H+] ). 
สารที่แยกไดทั้ง 4 ชนิด มีโครงสรางทางเคมี ดังรูปที่ 29 
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รูปที่ 29 โครงสรางทางเคมีของ 2(S)-5,7-dihydroxy-8,2'-dimethoxyflavanone (1), 2(S)-5,7,2'-
trihydroxy-8-methoxyflavanone (2), 2(S)-5,2',5'-trihydroxy-7,8-dimethoxy flavanone (3), และ 
2(S)-7,2'-Dihydroxy-5,8-dimethoxyflavanone (4). 
 
ตารางที่ 17 1H-NMR (400 MHz) spectroscopic data ของ compounds 1-3. 

H 1a 2a 3a 4a 

2 5.69 dd (2.8, 13.0) 5.65 dd (2.8, 13.0) 5.63 dd (2.8, 12.8) 5.61 dd (2.8, 12.8) 

3a 2.63 dd (2.8, 16.4) 2.60 dd (2.8, 16.4) 2.59 dd (2.8, 16.4) 2.58 dd (2.8, 16.4) 

3b 3.16 dd (13.0, 16.4) 3.18 dd (13.2, 16.4) 3.11 dd (12.8, 16.4) 2.92 dd (12.8, 16.4) 

6 6.13 s 6.13 s 6.15 s 6.13 s 

3' 6.85 d (7.6) 6.87 d (7.5) 6.88 d (7.4) 6.86 d (7.7) 

4' 7.34 td (1.2, 7.6) 7.18 td (1.2, 7.6) 6.57 dd (1.2, 8.4) 7.18 m 

5' 6.87 m 6.85 m  6.87 m 

6' 7.41 d (7.6) 7.43 d (7.6) 7.44 d (1.2) 7.43 d (7.0) 

3.67 s (C-8) 3.66 s (C-8) 3.68 s (C-8) 3.62 s (C-8) OCH3 

3.77 s (C-2')  3.82 s (C-7) 3.69 s (C-5) 

OH 10.43 s (C-7) 10.42 s (C-7) 9.98 s (C-5') 10.45 s (C-7) 

 10.26 s (C-5) 10.30 s (C-5) 10.28 s (C-5) 9.91 s (C-2') 

  9.94 s (C-2') 9.93 s (C-2')  

 aDMSO -d6. δ values in ppm and coupling constant (in parentheses) in Hz. 
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ตารางที่ 18 13C-NMR (100 MHz) spectroscopic data ของ compounds 1-3. 

H 1a 2a 3a 4a 

2 74.2 (-CH) 74.4 (-CH) 74.3 (-CH) 74.1 (-CH) 

3 43.7 (-CH2) 43.6 (-CH2) 43.9 (-CH2) 43.8 (-CH2) 

4 188.6 (-C-) 188.8 (-C-) 189.0 (-C-) 188.5 (-C-) 

4a 104.6 (-C-) 104.5 (-C-) 104.3 (-C-) 104.7 (-C-) 

5 157.2 (-C-) 157.3 (-C-) 157.6  (-C-) 157.3 (-C-) 

6 93.4 (-CH) 93.6 (-CH) 93.6 (-CH) 93.3 (-CH) 

7 156.8 (-C-) 157.0 (-C-) 157.4 (-C-) 157.1 (-C-) 

8 129.1 (-C-) 129.2 (-C-) 129.1 (-C-) 129.2 (-C-) 

8a 156.4 (-C-) 156.8 (-C-) 156.5 (-C-) 156.9 (-C-) 

1' 125.8 (-C-) 125.5 (-C-) 126.1 (-C-) 125.4 (-C-) 

2' 154.6 (-C-) 155.0 (-C-) 154.8 (-C-) 154.4 (-C-) 

3' 115.0 (-CH) 115.4 (-CH) 115.9 (-CH) 115.5 (-CH) 

4' 129.5 (-CH) 130.1 (-CH) 129.8 (-CH) 129.4 (-CH) 

5' 121.1 (-CH) 120.8 (-CH) 138.6 (-CH) 119.4 (-CH) 

6' 127.4 (-CH) 127.5 (-CH) 127.2 (-CH) 126.8 (-CH) 

56.3 (C-2')(-CH3) 61.0 (C-8) 57.0 (C-7)  55.8 (C-5)(-CH3) OCH3 

61.1 (C-8)(-CH3)   61.1 (C-8) 60.6 (C-8)(-CH3) 

 aDMSO -d6.  

 
การศึกษาเปรยีบเทียบคุณสมบัตติานจุลินทรียของสารสกัดหยาบและสารที่แยกได โดยวิธี paper 
disc diffusion โดยโหลดสารสกัดหยาบหรือสารที่แยกไดลงใน paper disc ปริมาณ 50 µg/disc 
พบวาสารสกดัหยาบสามารถยับยั้ง S. aureus และ C. albicans โดยให inhibition zone ขนาด 25.5 
mm ตามดวย B. cereus และ B. subtilis ขณะที่ใหผลการยับยั้ง E. coli และ P. aeruginosa นอย
กวาแบคทีเรียแกรมบวก โดยให inhibition zone ขนาด 18.4 mm  และ15.6 mm  ตามลําดับ สวน
สารที่แยกได พบวา 2(S)-5,2',5'-trihydroxy-7,8-dimethoxyflavanone (3) ใหผลการตานจลุนิทรีย
ไดดีที่สุด ซ่ึงใหผลตานแบคทีเรียแกรมบวกไดดีกวาแบคทีเรียแกรมลบ ดังตารางที ่19  
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ตารางที่ 19 Inhibition zones ของสารสกัดหยาบและสารที่แยกไดตอจุลินทรียทดสอบ (mm). 

Microorganisms Test agents 

S.a.a B.c. B.s. E.c. P.a. C.a. 

Crude extract 25.5 ± 0.58 24.0 ± 0.45 24.5 ± 0.53 18.4 ± 1.53 15.6 ± 1.00 25.5 ± 0.41 

Compound 1 18.5 ± 1.00 16.0 ± 0.53 16.5 ± 1.44 11.0 ± 1.04 8.5 ± 1.46 19.6 ± 1.30 

Compound 2 20.0 ± 1.55 18.4 ± 0.82 17.6 ± 1.58 14.8 ± 1.00 10.0 ± 1.24 20.6 ± 1.25 

Compound 3 25.5 ± 0.53 22.0 ± 1.53 23.5 ± 1.00 16.8 ± 0.48 14.6 ± 0.58 25.2 ± 0.84 

Compound 4 19.5 ± 0.56 20.0 ± 1.23 18.5 ± 1.35 13.8 ± 0.78 9.6 ± 1.12 20.2 ± 1.24 

Ampicillin 30.6 ± 0.42 27.6 ± 1.35 28.1 ± 1.14 24.4 ± 1.23 20.2 ± 1.56 - 

Ketoconazole - - - - - 30.8 ± 1.01 

aS.a.; Staphylococcus aureus ATCC25932, B.c.; Bacillus cereus ATCC7064, B.s., Bacillus subtilis 

ATCC6633, E.c., Escherichia coli ATCC10536, P.a., Pseudomonas aeruginosa ATCC27853,  

 and C.a., Candida albicans ATCC. - : no tested. 

 
 
การทดสอบความเขมขนต่ําสุดที่สามารถยับยั้งการเจรญิของจุลินทรยี (MIC) ของสารสกัดหยาบและ
สารที่แยกได พบวาสารสกดัหยาบและ 2(S)-5,2',5'-trihydroxy-7,8-dimethoxyflavanone (3) ใหผล 
MIC ที่มีคาต่าํที่สุด คือ 32 µg/ml ตอ S. aureus และ C. albicans ถัดมา คือ  2(S)-5,7,2'-
trihydroxy-8-methoxyflavanone (2) และ 2(S)-5,7-dihydroxy-8,2'-dimethoxyflavanone (1) ที่
ใหผลตานการเจริญ S. aureus, B. cereus, B. subtilis และ C. albicans อยางไรก็ตาม สาร 1, 2 
และ 4 ใหคา MIC ตอ P. aeruginosa คอนขางสูง คือ 512 µg/ml ดังตารางที่ 20 และจากการ
ทดสอบความเขมขนต่ําสุดที่สามารถฆาจุลินทรีย (MMC) ของสารสกัดหยาบและสารที่แยกได 
พบวา 2(S)-5,2',5'-trihydroxy-7,8-dimethoxyflavanone (3) ใหผล MMC ที่มีคาต่ําที่สุด คือ 128 
µg/ml ตอ S. aureus และ C. albicans ไปในทางเดียวกันกับคา MIC ดังตารางที ่21 
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ตารางที่ 20 Minimum inhibitory concentrations (µg/ml) ของสารสกัดหยาบและสารที่แยกได 

Microorganisms Test agents 

S.a.a B.c. B.s. E.c. P.a. C.a. 

Crude extract 32 64 64 128 256 32 

Compound 1 128 128 128 256 512 256 

Compound 2 64 64 128 256 512 256 

Compound 3 32 64 64 128 128 32 

Compound 4 64 64 128 256 512 256 

Ampicillin 4 4 4 4 4 - 

Ketoconazole - - - - - 2 

aS.a.; Staphylococcus aureus ATCC25932, B.c.; Bacillus cereus ATCC7064, B.s., Bacillus subtilis 

ATCC6633, E.c., Escherichia coli ATCC10536, P.a., Pseudomonas aeruginosa ATCC27853,  

and C.a., Candida albicans ATCC. - : no tested. 

  

  

ตารางที่ 21 Minimum microbicidal concentrations (µg/ml) ของสารสกัดหยาบและสารที่แยกได 

Microorganisms Test agents 

S.a.a B.c. B.s. E.c. P.a. C.a. 

Crude extract 256 512 512 >512 >512 512 

Compound 1 512 512 512 >512 >512 >512 

Compound 2 512 512 512 >512 >512 >512 

Compound 3 128 256 256 512 512 128 

Compound 4 512 512 512 >512 >512 >512 

Ampicillin 16 16 16 32 32 - 

Ketoconazole - - - - - 16 

aS.a.; Staphylococcus aureus ATCC25932, B.c.; Bacillus cereus ATCC7064, B.s., Bacillus subtilis 

ATCC6633, E.c., Escherichia coli ATCC10536, P.a., Pseudomonas aeruginosa ATCC27853,  

and C.a., Candida albicans ATCC. - : no tested. 

 



 68

บทที่ 5 
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 
 จากผลการทดลองการแยกเชื้อแอคติโนมัยซีสในพืชสมุนไพรบางชนดิ พบวาเนื้อเยื่อพืชที่มี
โอกาสพบมากที่สุดคือ ราก ซ่ึงเปนสวนที่สัมผัสกับดิน โอกาสที่ไดรับเชื้อจากดินหรือเชื้อปนเปอน
จากดินมีสูง อยางไรก็ตาม จากการทํา surface sterilization ของเนื้อเยื่อพืช โดยการทํา critical 
surface sterilization ทําใหทราบวา condition น้ี สามารถฆาเชื้อที่ปนเปอนที่ผวินอกไดถึง 95% 
ดังน้ัน การทํา surface sterilization ดวยวิธีน้ี จึงมีโอกาสแยกเชื้อที่เปน endophyte ได อยางไรก็
ตาม บางตัวอยางมี Bacillus sp. ขึ้น ซ่ึงอาจเปนไปไดวา การทํา surface sterilization ดวยวิธน้ีี ไม
สามารถฆาเชือ้ spore forming bacteria ได จากการแยกเชื้อจากพืชสมุนไพร 11 ชนิด ๆ ละ 900 
ตัวอยาง รวมทั้งสิ้น 9900 ตัวอยาง แยกเชื้อแอคติโนมัยซีสได 530 สายพันธุ ซ่ึงพบวาเนื้อเยื่อจาก
รากเปนเนื้อเยื่อที่แยกเชื้อไดมากที่สุด จํานวน 299 สายพันธุ คิดเปน 56.41% และจากการตรวจ
กรองคุณสมบัติการตานเชื้อจุลินทรียทดสอบ พบวา มีเพียง 20 สายพันธุที่สามารถสรางสารตาน
การเจริญของจุลินทรียไดดี คิดเปน 3.77% ไดแก พืชที่สามารถแยกเชื้อแอคติโนมัยซีสไดมากที่สุด 
คือ Zingiber cassumunar และ Zingiber officinale Rosc. ซ่ึงเปนพืชที่จัดอยูในตระกลู 
Zingiberaceae และจากการหาอาหารเลี้ยงเชื้อและสภาวะทีเ่หมาะสมในการเลี้ยงเชื้อ เพ่ือสรางสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ พบวาอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมคือ ISP-2 ในการบมที่ 30oC นาน 14 วัน 
เพ่ือสกัดสารสกัดหยาบดวย ethyl acetate ซ่ึงเปนตวัทําละลายทีนิ่ยมใชในการสกัดสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพจากจุลินทรีย และจากการแยกสารใหบริสทุธิ์จากการสกัดหยาบ พบวา LJK109 แยก
สารที่เปนองคประกอบหลักได 2 ชนิด ซ่ึงเปนสารที่เคยมกีารรายงานมากอน คือ 3-
methylcarbazole และ 1-methoxy-3-methylcarbazole (28-30) จากการทดสอบตานเชื้อจุลนิทรีย 
พบวาสารนี้ไมมีฤทธิ์หรือมีฤทธิ์ต่ําในการยับยั้งการเจรญิของแบคทเีรียและยสีต แตมีฤทธิ์ยบัยัง้การ
เจริญเชื้อรา ซ่ึงจากผลการทดลองสามารถยับยั้งเชื้อรากอโรคพืชได โดย 3-methylcarbazole ใหคา 
MIC กับเชื้อราทดสอบ 30-240 µg/ml สวน 1-methoxy-3-methylcarbazole ใหคา MIC กับเชื้อรา
ทดสอบ 60-240 µg/ml  เน่ืองจาก  carbazole และอนุพันธของ carbazoles มีฤทธิ์ยบัยัง้การ
อักเสบ (31) ซ่ึงสามารถทดสอบแบบ in vitro ได โดยใช murine macrophage RAW 264.7 cells ที่
ถูกกระตุนดวย LPS (1 µg/ml), Poly (I:C) (1 µg/ml), and pam3CSK (10 µg/ml) ซ่ึงการกระตุน
ดวยสารตาง ๆ ดังกลาวมีกลไกกระตุนผานทาง toll like receptor ที่แตกตางกัน เชน LPS กระตุน
ผานทาง TLR4 ligand,  polyinosinic-polycytidylic acid (Poly(I:C)) กระตุนผานทาง TLR3 ligand 
และ N-palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoloxy)-(2RS)-propyl]-Cys-Ser-Lys4 (pam3CSK) กระตุนผาน
ทาง TLR2 ligand โดยการวัด nitric oxide (วัดในรปู nitrite), prostaglandin E2 (PGE2), tumor 



 69

necrosis factor (TNF)-α, interleukin (IL)-1β, IL-6 และ IL-10 ซ่ึงจากผลการทดลองพบวา 3-
methylcarbazoles และ 1-methoxy-3-methylcarbazole ที่ระดับความเขมขน 2.5 – 20 µg/ml 
สามารถยับยัง้การสราง pro-inflammatory cytokine ใน RAW 264.7 cells ที่ถกูกระตุนดวย LPS 
และ pam3CSK ตามสัดสวนของ 3-methylcarbazoles และ 1-methoxy-3-methylcarbazole ขณะที ่
3-methylcarbazoles และ 1-methoxy-3-methylcarbazole ไมสามารถยับยั้งการสราง pro-
inflammatory cytokine ใน RAW 264.7 cells ที่ถูกกระตุนดวย Poly(I:C) จากการทดลองนี้สามารถ
สรุปไดวา  3-methylcarbazoles และ 1-methoxy-3-methylcarbazole ยับยั้งการกระตุน RAW 
264.7 cells ผาน TLR4 และ TLR2 ligands และไมเกี่ยวของกับ TLR3 ligand  
 การแยกสารใหบริสุทธิ์จากการสกัดหยาบจาก BRM10 สามารถแยกสารที่เปนองคประกอบ
หลักได 2 ชนิด ซ่ึงเปนสารที่เคยมีการรายงานมากอน คือ 1-methoxy-nigericin และ nigericin โดย
ที่ 1-methoxy-nigericin เปนสารใหม ขณะที ่nigericin เปนสารที่เคยมีรายงานไวแลว (Deboer and 
Dietz, 1976; Grabley, et. al., 1990; Heisey and Putnam, 1986) จากการทดสอบตาน
เชื้อจุลินทรีย พบวา สารนี้มีฤทธิ์ในการยบัยั้งการเจริญของแบคทีเรยีบางชนิด แตไมมีฤทธิ์ยบัยั้งการ
เจริญของเชื้อรา ซ่ึงจากผลการทดลอง พบวา 1-methoxy-nigericin สามารถสามารถยับยั้งการเจริญ 
Staphylococcus aureus ATCC25932 และ Bacillus cereus ATCC6633 โดยใหคา MIC 0.5 
µg/ml และ 1.0 µg/ml ตามลําดับ อยางไรก็ตาม  1-methoxy-nigericin ไมยับยั้งการเจริญ 
Escherichia coli ATCC10536 และ Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 ที่ระดับความเขมขน 
64 µg/ml นอกจากนี้  1-methoxy-nigericin ยงัใหคาความเขมขนต่ําสุดในการฆาแบคทีเรีย 
(Minimum Bactericidal Concentration: MBC) ตอ S. aureus ATCC25932 และ B. cereus 
ATCC6633 ที่ระดับความเขมขน 32 µg/ml และ 64 µg/ml ตามลาํดับ เน่ืองจาก  nigericin และ
อนุพันธของ nigericins จัดเปนยาปฏิชวีนะที่อยูในกลุม polyether ionophore ซ่ึงมีฤทธิท์างชวีภาพ
กวางขวาง เชน antibacterial, antifungal, antiparasitic, antiviral, antineoplastic activities และ 
anti-inflammatory (Kevin et al., 2009)  ดังน้ัน 1-methoxy-nigericin จึงควรนํามาศึกษาฤทธิ์ทาง
ชีวภาพอื่น ๆ ดวย โดยเฉพาะอยางยิ่ง anti-inflammatory ซ่ึงสามารถทดสอบแบบ in vitro ได โดย
ใช murine macrophage RAW 264.7 cells ที่ถูกกระตุนดวย LPS (1 µg/ml) แลววัด nitric oxide 
(วัดในรูป nitrite), prostaglandin E2 (PGE2), tumor necrosis factor (TNF)-α, interleukin (IL)-
1β, IL-6 และ IL-10 แตจากการตรวจกรองเบื้องตนจะตรวจหาเฉพาะ ฤทธิใ์นการยับยั้งการสราง 
nitric oxide กอน หากสารทดสอบสามารถยับยั้งการสราง nitric oxide จาก RAW 264.7 cells ที่ถูก
กระตุนดวย LPS ได จึงจะทดสอบการยบัยั้งการสราง pro-inflammatory cytokine ชนิดอ่ืน ๆ ตอไป 
และจากการทดลองพบวา 1-methoxy-nigericin ที่ระดับความเขมขน 1 – 10 µg/ml ไมสามารถ
ยับยั้งการสราง nitric oxide ใน RAW 264.7 cells ที่ถกูกระตุนดวย LPS ดังน้ัน จึงไมจําเปนตองวัด
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ปริมาณ pro-inflammatory cytokine ชนิดอ่ืน ๆ จากการทดลองนี้สามารถสรปุไดวา  1-methoxy-
nigericin สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรยีบางชนิดที่เปนแกรมบวก เชน S. aureus และ B. 
cereus แตไมสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบ เชน E. coli และ P. aeruginosa 
นอกจากนี้ยังพบวา 1-methoxy-nigericin ยังไมมีฤทธิ ์anti-inflammatory ดวย 
 การแยกสารองคประกอบหลักจากสกัดหยาบจาก GMT-8 สามารถแยกสารที่เปน
องคประกอบหลักได 1 ชนิด ซ่ึงเปนสารที่เคยมีการรายงานมากอน ซ่ึงเปนสารที่แยกไดจากสวนราก
ของ Angelica gigas Nakai (Umbelliferae) (Konoshima et al., 1968).  และจากการเปรียบเทียบ
ขอมูล 1H-NMR, 13C-NMR spectra และน้ําหนักโมเลกุล พบวา decursin ที่แยกไดจาก 
Streptomyces sp. GMT-8 คลายกบั decursin ที่เคยมีรายงานไวแลว และแยกไดจากพืช Angelica 
gigas Nakai (Hata and Sano, 1966, Ryu et al., 1990). จากการทดสอบตานเชื้อจุลินทรีย พบวา 
สารนี้มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรยีบางชนิด แตไมมีฤทธิ์ยบัยั้งการเจริญของเชื้อรา ซ่ึง
จากผลการทดลอง พบวา decursin สามารถสามารถยับยั้งการเจริญ Staphylococcus aureus 
ATCC25932, Bacillus cereus ATCC7064 และ Bacillus subtilis ATCC6633 โดยใหคา MIC 32 
µg/ml, 256 µg/ml และ 64 µg/ml ตามลําดับ อยางไรก็ตาม  decursin ไมยับยั้งการเจริญ 
Escherichia coli ATCC10536 และ Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 ที่ระดับความเขมขน 
512 µg/ml นอกจากนี้  decursin ยังใหคาความเขมขนต่ําสดุในการฆาแบคทีเรยี (Minimum 
Bactericidal Concentration: MBC) ตอ S. aureus ATCC25932 และ B. subtilis ATCC6633 ที่
ระดับความเขมขน 128 µg/ml และ 256 µg/ml  แตไมสามารถฆาเชื้อ B. cereus ATCC7064 ที่
ระดับความเขมขน 512 µg/ml เน่ืองจาก  decursin จัดอยูในกลุม pyranocoumarin เปนสารในกลุม 
coumarins ซ่ึงมีฤทธิท์างชีวภาพกวางขวาง เชน มีฤทธิป์องกันการทําลายของเซลลประสาท ( 
neuroprotection) (Kang and Kim, 2007), anticancer activity (Ahn et al., 1996, Lee et al., 
2003a, Jiang et al. 2007) และ anti-inflammatory properties (Kim et al., 2006). ดังน้ัน decursin 
จึงควรนํามาศกึษาฤทธิท์างชีวภาพอื่น ๆ ดวย โดยเฉพาะอยางยิ่ง anti-inflammatory ซ่ึงสามารถ
ทดสอบแบบ in vitro ได โดยใช murine macrophage RAW 264.7 cells ที่ถูกกระตุนดวย LPS (1 
µg/ml) แลววดั nitric oxide (วัดในรูป nitrite), prostaglandin E2 (PGE2), tumor necrosis factor 
(TNF)-α, interleukin (IL)-1β, IL-6 และ IL-10 แตจากการตรวจกรองเบื้องตนจะตรวจหาเฉพาะ 
ฤทธิ์ในการยบัยั้งการสราง nitric oxide กอน หากสารทดสอบสามารถยับยั้งการสราง nitric oxide 
จาก RAW 264.7 cells ที่ถูกกระตุนดวย LPS ได จึงจะทดสอบการยับยั้งการสราง pro-
inflammatory cytokine ชนิดอ่ืน ๆ ตอไป และจากการทดลองพบวา decursin ที่ระดับความเขมขน 
1 – 10 µg/ml ไมสามารถยับยั้งการสราง nitric oxide ใน RAW 264.7 cells ทีถู่กกระตุนดวย LPS 
ดังน้ัน จึงไมจําเปนตองวัดปริมาณ pro-inflammatory cytokine ชนิดอ่ืน ๆ จากการทดลองนี้
สามารถสรุปไดวา  decursin สามารถยับยั้งการเจรญิของแบคทเีรียบางชนิดที่เปนแกรมบวก เชน 
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S. aureus, B. cereus และ B. subtilis แตไมสามารถยบัยั้งการเจริญของแบคทีเรยีแกรมลบ เชน E. 
coli และ P. aeruginosa นอกจากนี้ยังพบวา decursin ยังไมมีฤทธิ์ anti-inflammatory ที่ระดับ
ความเขมขน 1 – 10 µg/ml ซ่ึงแตกตางจากการรายงานของ Kim และคณะ ในป ค.ศ. 2006 ที่
รายงานไววา decursin มีคณุสมบัติ anti-inflammatory โดยทดสอบใน murine macrophage RAW 
264.7 cells ที่ถูกกระตุนดวย LPS (1 µg/ml) ที่ระดับความเขมขนที่ 20 – 60 µM สามารถยับยั้ง
การหลั่ง pro-inflammatory cytokine ตาง ๆ ได ดังน้ันในงานวิจัยน้ี ตองมีการทดสอบอีกครั้ง โดย
เพ่ิมปริมาณ ความเขมขนของ decursin ใหมากขึ้น 
 การแยกสารองคประกอบหลักจาก BT01 ซ่ึงเปนเชื้อที่แยกไดจากเนื้อเยื่อสวนรากของ
กระชาย (Boesenbergia rotunda (L.) Mansf. และจากการแยกสารใหบริสุทธิ์จากการสกัดหยาบ
ของ BT01  พบวา สามารถแยกสารทีเ่ปนองคประกอบหลักได 6 ชนิด ซ่ึงเปนสารที่เคยมกีาร
รายงานมากอน 4 ชนิด คือ สาร 2, 3, 5 และ 6 ดังน้ี Fisetin (2) เปนสารกลุมฟลาโวนอยดที่แยกได
จากพืชหลายชนิด เชน  Quebracho Colorado และ Rhus cotinus (Family Anacardiaceae) 
(Gábor and Eperjessy, 1966), Dalbergia odorifera (Family Leguminosae) (Chan et al., 
1998), Tanacetum parthenium (Family Compositae) (Shafaghat and Salimi, 2008), Acacia 
greggii และ Acacia berlandieri (Family Fabaceae) (Forbes and Clement, 2010) จากการ
ทดสอบในครัง้น้ี Fisetin มีคุณสมบัตติานการเจริญแบคทีเรยีแกรมบวก ไดแก S. aureus, B. 
cereus และ B. subtilis โดยมีคา MIC 32 µg/ml ขณะที่คุณสมบตัิตานแบคทีเรยีแกรมลบ ไดแก E. 
coli และ P. aeruginosa มีนอยกวา โดยมีคา MIC 128 และ 256 µg/ml ตามลําดับ naringenin (3) 
เปนสารกลุมฟลาโวนอยดที่แยกไดจากพืชหลายชนิดเชนเดียวกัน ไดแก Tanacetum parthenium 
(Family Compositae) (Shafaghat and Salimi, 2008), Choerospondias axillaries (Family 
Anacardiaceae) (Lü et al., 1983), Citrus aurantium (Family Rutaceae) (Liu et al., 2008), 
Mentha aquatica (Family Limaceae) (Olsen et al., 2008) จากการทดสอบพบวา naringenin มี
คุณสมบัตติานการเจริญแบคทีเรยีไดนอยกวา fisetin อยางไรก็ตาม naringenin มีคุณสมบตัิตาน
การเจริญแบคทีเรียแกรมบวกไดดีกวาแบคทีเรียแกรมลบเชนเดียวกัน 3'-hydroxydaidzein (5) เปน
สารกลุมฟลาโวนอยดที่แยกไดจากพืชหลายชนิดเชนเดียวกัน ไดแก Pueraria lobata (Family 
Leguminosae) (Shi et al., 2012) นอกจากนี้ยังเคยมีรายงานวาเปนสารเมแทบอไลทของ daidzein 
ในปสสาวะมนุษย (Kulling et al., 2001, Heinonen et al., 2004) ใน microsome ตับของหนู rat ที่
ถูกกระตุนดวย Aroclor (Kulling et al., 2000) และยังสามารถแยกไดจาก dou-chi ซ่ึงเปน soybean 
food ที่ถูกหมักดวย Aspergillus oryzae (Chen et al., 2005) และยังเคยมีรายงานวาเปนสารที่มี
คุณสมบัตทิางชีวภาพมากมาย เชน antioxidant activity (Shi et al., 2012) และ anti-inflammatory 
activity (Jiang et al., 2005) เปนตน และจากการทดลองในครั้งน้ี พบวา 3'-hydroxydaidzein มี
คุณสมบัตติานการเจริญแบคทีเรยีแกรมบวก ไดแก S. aureus, B. cereus และ B. subtilis โดยมีคา 
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MIC 64 µg/ml และมีคุณสมบัตติานแบคทีเรียแกรมลบ ไดแก E. coli และ P. aeruginosa ที่นอย
กวา โดยมีคา MIC 256 และ 512 µg/ml ตามลําดับ Xenognosin (6) เปนสารกลุมฟลาโวนอยดที่
แยกไดจากพืชหลายชนิดเชนเดียวกัน ไดแก Astragalus membranaceus (Family Fabaceae) (Du 
et al., 2006) และ Dalbergia odorifera (Family Leguminosae) (Leung et al., 1991)  
Xenognosin มีคุณสมบัตติานการเจริญแบคทีเรยีไดนอยกวา 3'-hydroxydaidzein และมีคุณสมบัติ
ตานการเจริญแบคทีเรยีแกรมบวกไดดีกวาแบคทีเรยีแกรมลบเชนเดียวกัน สวนสารชนิดใหมที่แยก
ไดจาก Streptomyces sp. BT01 มี 2 ชนิด คือ สาร 1 และ 4 ดังน้ี 3,3',4',6-tetrahydroxy-7-
methoxyflavone (1) และ 2',7-dihydroxy-4',5'-dimethoxyisoflavone (4) สารที่แยกไดจาก 
Streptomyces sp. BT01 ทั้ง 6 ชนิดนี้ เม่ือนํามาทดสอบคุณสมบัตติานการเจริญของแบคทีเรีย 
พบวาสาร 1, 2 และ 3 มีคณุสมบัตติานการเจริญของแบคทีเรยีไดดีกวาสาร 4, 5 and 6 และจากการ
เปรียบเทียบโครงสรางและคุณสมบัตติานการเจริญของแบคทีเรยีของสาร 1, 2 และ 3 พบวา
คุณสมบัตติานการเจริญของแบคทีเรยีของสารสาร 2 > 1 > 3 ซ่ึงสอดคลองกับจํานวนหมู -OH ใน
หมู phenyl  อยางไรก็ตามสาร 4, 5 และ 6 แมวาจะมีหมู free phenolic OH group แตมีฤทธิ์ตาน
การเจริญแบคทีเรียปานกลาง อาจเนื่องมาจากมีการเติมหมู methyl เขาไปในหมู -OH ซ่ึงทําใหเกิด
หมู methoxy แทนที่หมู -OH unmethylated form ของสารเหลานี้จะทําใหมีคุณสมบัตติานการเจริญ
ของแบคทีเรยีไดดีกวา methylated form และจํานวนหมู -OH ในหมู phenyl ทําใหคุณสมบตัิตาน
การเจริญของแบคทีเรยีไดดีขึ้นดวย   
 จากการศึกษาการแยกสารชีวภาพจาก Streptomyces sp. BT01 ซ่ึงเปน endophyte ใน 
Boesenbergia rotunda (L.) Mansf. สารที่แยกไดที่เปนองคประกอบหลักเปนสารกลุม flavonoids 
ที่มีคุณสมบัตติานการเจริญของแบคทีเรยี จากรายงานที่มีผูศึกษามากอนพบวาสารกลุม flavonoids 
นอกจากจะออกฤทธิต์านการเจริญของแบคทีเรยีแลว ยังมีคุณสมบัติทางชวีภาพอ่ืน ๆ เชน 
คุณสมบัตติานการอักเสบ ตานอนุมูลอิสระ และตานการแข็งตวัของเลือด เปนตน (García-Lafuente 
et al., 2009, Jiang et al., 2005, Shi et al., 2012) ดังน้ันคุณสมบัติเหลานี้ของสารที่แยกไดน้ีจึง
ควรศึกษาตอไป โดยเฉพาะคุณสมบตัิตานการอักเสบ ซ่ึงสามารถทดสอบไดในหองปฏิบัติการของ
เรา อยางไรก็ตาม การศึกษาคุณสมบตัติานการอักเสบนี้ จําเปนตองเร่ิมจากการทดสอบเบื้องตนใน
สารสกัดหยาบกอน หากสารสกัดหยาบมีคุณสมบตัติานการอักเสบนี้ จึงสมควรศึกษาสารทีแ่ยกได
ตอไป เม่ือนําสารสกัดหยาบมาทดสอบคณุสมบัตติานการอักเสบ ดวยวิธี  in vitro โดยใช murine 
macrophage RAW 264.7 cells ที่ถูกกระตุนดวย LPS (1 µg/ml) แลววัด nitric oxide (วัดในรูป 
nitrite) , prostaglandin E2 (PGE2), tumor necrosis factor (TNF)-α, interleukin (IL)-1β, IL-6 
และ IL-10 แตจากการตรวจกรองเบื้องตนจะตรวจหาเฉพาะ ฤทธิใ์นการยับยั้งการสราง nitric oxide 
กอน หากสารทดสอบสามารถยับยั้งการสราง nitric oxide จาก RAW 264.7 cells ที่ถูกกระตุนดวย 
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LPS ได จึงจะทดสอบการยับยั้งการสราง pro-inflammatory cytokine ชนิดอ่ืน ๆ ตอไป และจาก
การทดลองพบวา สารสกัดหยาบที่ระดับความเขมขน 5 – 20 µg/ml สามารถยับยั้งการสราง nitric 
oxide ใน RAW 264.7 cells ที่ถูกกระตุนดวย LPS ตามระดับความเขมขนของสารสกัด แสดงให
เห็นวามีแนวโนมและมีคุณสมบัตติานการอักเสบดวย ดังน้ันสารที่เปนองคประกอบหลักแยกไดจาก
สารสกัดนี้ โดยเฉพาะ สารใหม 2 ชนิด คือ  3,3',4',6-tetrahydroxy-7-methoxyflavone (1) และ 
2',7-dihydroxy-4',5'-dimethoxyisoflavone (4) จึงควรนํามาศึกษาคุณสมบัตติานการอักเสบนี้อยาง
ละเอียดตอไป  
 เน่ืองจาก macrophage มีบทบาทสําคญัในระบบภูมิคุมกันและเกีย่วของกับกระบวนการ
อักเสบ โดย activated macrophages สามารถหลั่งสารตวักลางและไซโตไคนที่เกี่ยวของกับการ
อักเสบ เชน NO, PGE2, TNF-α, IL-1β และ IL-6 (Walsh, 2003) นอกจากการอักเสบแบบ
ฉับพลันแลส การอักเสบแบบเรื้อรังในโรคบางชนิด เชน multiple sclerosis, Parkinson's disease, 
Alzheimer's disease และ colon cancer (Heiss, 2001) ก็ยังมีการหลั่งสารตวักลางและไซโตไคน
เหลานี้ดวย NO เปนสารตวักลางหนึ่งที่สรางขึ้นในกระบวนการอักเสบสรางโดยเอ็นไซม nitric oxide 
synthetase (NOS) ซ่ึงตามธรรมชาติมี 3 ชนิด คือ neuronal NOS (nNOS), endothelial NOS 
(eNOS) และ inducible NOS (iNOS) แต iNOS สรางจาก macrophages ที่ถกูกระตุน ซ่ึงในการ
ทดลองนี้จะใช LPS เปนสารกระตุน macrophages (MacMicking, 1997) สวน Prostaglandins 
(PGs) ก็เปนสารตัวกลางอกีตัวหน่ึงในกระบวนการอักเสบสรางโดย cyclooxygenase (COX) ซ่ึงมี 
2 ชนิด คือ COX-1 และ COX-2 แต COX-2 สรางจาก macrophages ที่ถกูกระตุน ซ่ึงในการ
ทดลองนี้จะใช LPS เปนสารกระตุน macrophages (Herschman, 1996) จากการศึกษาทีเ่คยมกีาร
รายงานมากอน พบวาฟลาโวนอยดหลายชนิด เชน 4-methoxyhonokiol, poncirin genistein และ 
apigenin สามารถยับยั้งการแสดงออกของยีนส iNOS, COX-2 และไซโตไคนที่เกี่ยวของกบัการ
อักเสบหลายชนิด โดยยับยั้งการกระตุน NF-κB ใน RAW 264.7 cells ที่ถูกกระตุนดวย LPS ได 
(Zhou et al., 2008; Kim et al., 2007; Li, 2002; Davis, 1999; Rahman, 2004; Shuka, 2004) 
และในการทดลองนี้ก็ใหผลในทํายองเดียวกัน คือ 3,3',4',6-tetrahydroxy-7-methoxyflavone และ 
2',7-dihydroxy-4',5'-dimethoxyisoflavone สามารถยบัยั้งการแสดงออกของ iNOS และ COX-2 ทั้ง
ระดับ mRNA และระดบัโปรตีนได โดยยบัยั้งผานทางการกระตุน NF-κB นอกจากนี้สารทั้งสองนี้ยัง
ยับยั้งการสราง TNF-α, IL-1β และ IL-6 ดวยกลไกการยับยั้งการกระตุน NF-κB เชนกนัดวย 
ดังน้ันสารที่สามารถยับยั้งการกระตุน NF-κB เพ่ือยับยั้งการกระตุนโปรโมเตอรของยีนสเหลานี้ จึง
เปนแนวทางการใชรักษาการอักเสบทั้งแบบฉบัพลันและแบบเรื้อรังซ่ึงในธรรมชาติมีสารมากมายที่
สามารถยับยัง้ในกระบวนการเหลานี้ได เชน curcumin, green tea polyphenols, resveratrol และ 
lactones (Pan, 2000, Holmes-McNary, 2000) นอกจากนี้สารสกัดจากราก Panax notogingeng 
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ก็สามารถยับยั้งการสราง iNOS และ COX-2 โดบขัดขวางการยอยสลาย I-κB ในไซโตพลาสม และ
ยับยั้งการกระตุน p65 subunit ของ NF-κB ใน RAW 264.7 cells ที่ถูกกระตุนดวย LPS ดวย 
(Jung, 2009) ซ่ึงสอดคลองกับรายงานตาง ๆ ที่กลาวถึงการยบัยั้งการกระตุน NF-κB เปนกลไก
สําคัญในการยับยั้งการสราง TNF-α, IL-1β, IL-6, iNOS และ COX-2 (Cogswell et al., 1994; 
Guha, 2001; Lim, 2004)  นอกจากนี้ยังมีรายงานวาฟลาโวนอยดสามารถควบคุมเอ็นไซม protein 
kinases หลายชนิด เชน protein kinase C (PKC) และ mitogen-activated protein kinase 
(MAPK) ซ่ึงเอ็นไซมทั้งสองนี้เกี่ยวของกับ signal transduction ในการกระตุน NF-κB หรือ 
activator protein-1 (AP-1) เพ่ือใหสรางสารตัวกลางและไซโตไคนที่เกี่ยวของกับการอักเสบดวย 
(García-Lafuente, 2009) ดังน้ันบทบาทของ 7-methoxy-3,3’,4’,6-tetrahydroxyflavone และ 2’,7-
dihydroxy-4’5’-dimethoxyisoflavone ในการยับยั้งเอ็นไซม protein kinases เหลานี้จึงควรศึกษา
ตอไปในอนาคต   
 สายพันธุ HK17 แยกเชื้อไดจากรากขมิ้น (Curcuma longa Linn.) ซ่ึงโดยปรกติแลวราก
ขม้ินมีสารกลุม curcuminoids, anthraquinones, flavonoids และน้ํามันหอมระเหย แตในการ
ทดลองนี้  สามารถแยกสารองคประกอบหลักจากสกัดหยาบของ HK17  ไดสารใหม 4 ชนิดใน
กลุมฟลาโวนอยด คือ 2(S)-5,7-dihydroxy-8,2'-dimethoxyflavanone, 2(S)-5,7,2'-trihydroxy-8-
methoxyflavanone, 2(S)-5,2',5'-trihydroxy-7,8-dimethoxyflavanone และ 2(S)-7,2'-Dihydroxy-
5,8-dimethoxyflavanone ซ่ึงสารที่แยกไดน้ี มีคุณสมบัตติานการเจริญของจุลินทรียแตละชนิด
แตกตางกัน และเม่ือเปรียบเทียบกับสารสกัดหยาบก็มีความแตกตางกันดวย พบวาสารสกัดหยาบ
จาก HK17 ใหคา MIC ตอ S. aureus และ C. albicans ที่ระดับ 32 µg/ml และคา MIC ตอ B. 
cereus และ B. subtitis ทีร่ะดับ 64 µg/ml และคา MIC ตอ E. coli ที่ระดับ 128 µg/ml แตไมมี
ฤทธิ์ตานการเจริญตอ P. aeruginosa ขณะที่สารที่แยกได 2(S)-5,7-dihydroxy-8,2'-
dimethoxyflavanone, 2(S)-5,7,2'-trihydroxy-8-methoxyflavanone และ 2(S)-7,2'-Dihydroxy-5,8-
dimethoxyflavanone ใหคา MIC ตอเชือ้ทดสอบเหลานี้ที่ระดับที่สงูกวาสารสกัดหยาบ ยกเวน 2(S)-
5,2',5'-trihydroxy-7,8-dimethoxyflavanone ซ่ึงแสดงใหเห็นวาสารสกัดหยาบมีประสิทธิภาพในการ
ตานการเจริญของจุลินทรียทดสอบไดดีกวา น่ันหมายความวาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเหลานี้จะ
ออกฤทธิ์สงเสริมกันในการตานการเจริญของจุลินทรีย อยางไรก็ตาม ทั้งสารสกัดหยาบและสารที่
แยกไดมีความสามารถตานจุลินทรียไดต่ํากวา ampicillin และ ketoconazole  
 จากรายงานของ Bylka และคณะ ป ค.ศ. 2004 กลาวไววาสารกลุมฟลาโวนมีคุณสมบัตติาน
การเจริญแบคทีเรียแกรมลบไดดีกวาแบคทีเรียแกรมบวก ขณะที่สารกลุมฟลาโวนอยดมีคุณสมบัติ
ตานการเจริญแบคทีเรยีแกรมบวกไดดีกวาแบคทีเรยีแกรมลบ ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองนี้ สาร
กลุมฟลาโวนอยดน้ีมักจะมีหมู -OH 2-3 หมู บน ring A และ B ของฟลาโวนอยด เม่ือพิจารณาสาร 
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2(S)-5,7-dihydroxy-8,2'-dimethoxyflavanone ซ่ึงมีหมู -OH 2 หมู บน ring A แตไมมีหมู -OH บน 
ring B จึงทําใหสารนี้มีคุณสมบัตติานการเจริญของจุลินทรียไดนอยทีสุ่ด ดังน้ัน หมู -OH บน ring B 
จึงมีความสําคญัตอคุณสมบตัิตานการเจรญิของจุลินทรยี และจากการเปรียบเทียบโครงสรางที่
เกี่ยวของกับคณุสมบัตติานการเจริญของจุลินทรียของสารทั้งสี่ชนิดนี้ พบวา 2(S)-5,7,2'-trihydroxy-
8-methoxyflavanone, 2(S)-5,2',5'-trihydroxy-7,8-dimethoxyflavanone และ 2(S)-7,2'-Dihydroxy-
5,8-dimethoxyflavanone มีหมู -OH ที่ตําแหนง C2' ขณะที่สาร 2(S)-5,7-dihydroxy-8,2'-
dimethoxyflavanone ที่ตาํแหนง C2' จะเปนหมู -OCH3 แทนที่ ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ 
Tsuchiya และคณะ ในป ค.ศ. 1996 ที่วาหมู -OH ที่ตําแหนง C2' ของสารกลุมฟลาโวนอยดมี
ความสําคัญในการออกฤทธิ์ตานการเจริญของจุลินทรยี นอกจากนี้ยังพบวาสาร 2(S)-5,2',5'-
trihydroxy-7,8-dimethoxyflavanone มีหมู -OH ที่ตาํแหนง C5' ที่ทําใหสารนีใ้หคา MIC ระดับต่ํา
ที่สุด และใหแนวการยับยัง้กวางที่สุดดวย ดังน้ัน หมู -OH ที่ตําแหนง C5 จึงมีความสําคัญในการ
ออกฤทธิต์านการเจริญของจุลินทรียดวย อยางไรก็ตามตําแหนง C7 ของสารนี้เปนหมู -OCH3 
แทนที่หมู -OH ดังน้ัน หมู -OH ที่ตําแหนง C7 จึงไมมีความสําคญัตอการออกฤทธิ์ตานการเจริญ
ของจุลินทรียมากนัก ขณะที่ตําแหนง C5 สาร 2(S)-7,2'-Dihydroxy-5,8-dimethoxyflavanone เปน
หมู -OCH3 ซ่ึงทําใหคณุสมบัตติานการเจริญของจุลินทรียลดลง สอดคลองกับการทดลองของ 
Osawa และคณะ ในป ค.ศ. 1992 และเม่ือเปรียบเทียบสาร 2(S)-5,7,2'-trihydroxy-8-
methoxyflavanone และ 2(S)-7,2'-Dihydroxy-5,8-dimethoxyflavanone พบวามีโครงสราง ring B 
เหมือนกัน และมีคุณสมบตัิตานการเจรญิของจุลินทรยีที่ใกลเคียงกนั คลาดวานาจะมีกลไกการออก
ฤทธิ์ตานจลุินทรียที่เหมือนกันดวย Mori และคณะ ในป ค.ศ. 1987 ไดรายงานไววา ring B ของสาร
กลุมฟลาโวนอยดมีคุณสมบัติการยึดเหนี่ยวหรือสรางพันธะไฮโดรเจนกับกรดนิวคลีอิค ซ่ึงจะ
ขัดขวางกระบวนการสังเคราะห DNA และ RNA และยังขัดขวางการทํางานของ DNA gyrase 
(Ohemeng et al., 1993; Hilliard et al., 1995) อยางไรก็ตามกลไกที่แทจริงของสารเหลานี้ ยังคง
ตองศึกษาใหชัดเจนยิ่งขึ้นตอไปในอนาคต 
 จากการศึกษาการแยกเชื้อแอคติโนมัยซีสในพืชสมุนไพรในครั้งน้ี และคนหาเชื้อแอคติโนมัย
ซีสที่มีคุณสมบัติสรางสารตานการเจริญของจุลินทรีย และทําการแยกสารที่เปนองคประกอบหลักที่
สําคัญที่มีคุณสมบัตติานการเจริญของจุลนิทรีย คนพบวาสารที่แยกไดมีทั้งสารที่รูจักซึ่งเคยมี
รายงานไวแลวและสารชนิดใหม และนอกจากสารนี้ที่มีคุณสมบัตติานการเจริญของจุลินทรียแลวสาร
เหลานี้บางชนดิยังมีฤทธิต์านการอักเสบ และตานอนมูุลอิสระ (ไมไดแสดงผลการศึกษาไวในครั้งน้ี) 
สารเหลานี้บางชนิดมีคุณสมบัติความเปนพิษตอเซลลต่ํา จึงเปนความรูพ้ืนฐานและเปนแนวทางใน
การพัฒนาสารเหลานี้ใหมีคณุสมบัติที่ดีขึน้ สามารถนาํมาใชประโยชนไดในอนาคต อยางไรก็ตาม
การแสวงหาสารชนิดใหม ๆ ในธรรมชาต ิและที่มาของสารใหม ๆ ยงัคงเปนสิ่งทาทาย ที่มาของสาร
ใหมน้ีอาจจะมาจากจุลินทรยีจากแหลงใหมหรือจุลินทรียสายพันธุใหม ซ่ึงในการศกึษาครั้งน้ีไดเลือก
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ศึกษาจลุินทรยีในพืชสมุนไพร แตในธรรมชาติยังมีจุลินทรียอีกหลาย ๆ แหลงในสิ่งแวดลอมที่
นาสนใจและควรทําการศึกษา เชน จุลินทรียในน้ําหมักชีวภาพ จุลนิทรียในพืชและจุลินทียประจําถิ่น 
และจุลินทรียที่อยูในสภาวะแวดลอมอยางยิ่งยวด (extreme microorganisms)   ซ่ึงมีโอกาสคนพบ 
จุลินทรียชนิดใหม ๆ และหรือบางสายพันธุที่คนพบอาจจะสรางสารชนิดใหม ๆ ซ่ึงอาจจะมี
ประโยชนและมีคุณสมบัติการออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดดวย ดังน้ันแนวทางการศกึษานี้จึงควรมีตอไป 
และตองพัฒนาวิธีการและเทคนิคในการแยกเชื้อและการคนควาหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพตอไป 
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ภาคผนวก ก. 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
Humic acid vitamin agar (HV agar) 

Humic acid   1.0  g 
Na2HPO4   0.5  g 
KCl    1.71  g 
CaCO3    0.02  g 
FeSO4.7H2O   0.01  g 
MgSO4.7H2O   0.01  g 
Agar    15  g 
pH    7.2 

Resolved humic acid in 2.5 ml of 1N NaOH and sterilized 990 ml humic acid 
salt in the autoclave at 1210C for 15 minutes. Let it cool to 55-600C. Added 10 ml of 
100x vitamin sterile solution and mixed well. 
100x vitamins 

Thiamine hydrochlorid  0.5  g 
Riboflavin   0.5  g 
Niacin    0.5  g 
Pyridoxin   0.5  g 
Inositol    0.5  g 
Calcium Pantothenate  0.5  g 
P-Aminobenzoic acid  0.5  g 
Biotin    0.25  g 

Suspended the vitamins in 10 ml of distilled water and sterilized by 0.22 µm 
filtration and kept at 40C 
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สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
International Streptomyces Project-2 (ISP-2) 

Yeast extract   4 g 
Malt extract   10 g 
Glucose   4 g 
Agar    15 g 
Distilled water   1000 ml 
pH    7.0 
 

International Streptomyces Project-3 (ISP-3) 
  Oatmeal    20  g  
  Agar    15 g 

Distilled water    1000 ml 
pH    7.0 

 
International Streptomyces Project-4 (ISP-4) 
  Soluble starch    10  g  
  MgSO4.7H2O    1.0  g  
  NaCl     1.0  g  
  K2HPO4    1.0  g  
  (NH4)2SO4    2.0  g  
  CaCO3    2.0  g  
  Trace salts solution  1.0  ml 
  Agar    15 g 

Distilled water    1000 ml 
pH    7.0 
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Trace salts solution 
  FeSO4.7H2O    0.1  g  
  MnCl2.4H2O   0.1  g  
  ZnSO4.7H2O   0.1  g  

Distilled water    100 ml 
 
  

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 


	1
	2
	3
	4
	5
	6

