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โครงการ การค้นหาสารปฏชิีวนะต้านเชื้อเอ็มอาร์เอสเอจากสเตรปโตมัยซีสทางทะเล  
แอลที 3-21 โดยมุ่งเป้าหมาย FtsZ โปรตีนที่จ าเป็นในการแบ่งเซลล์ของแบคทีเรยี 

Discovery of anti-MRSA antibiotics from a marine Streptomyces LT3-21 
targeting essential bacterial cell division protein FtsZ 

 
บทคัดย่อ 

ปัจจุบันอุบัติการณ์การดื้อยาของเชื้อจุลชีพต่างๆ มีมากข้ึน และก าลังเป็นปัญหาส าคญัทาง
สาธารณสุข ทั้งนี้อาจเกิดจากการใช้ยาปฏิชีวนะทีไ่ม่ถูกต้องและมากเกินความจ าเป็น ตลอดจน
สภาพแวดล้อมของโลกที่เปลี่ยนแปลง เป็นสาเหตใุหเ้กิดการกลายพันธุ์ของเชื้อจุลชีพ ยังผลให้เกิดความ
เสียหายต่อชีวิต ทรัพย์สิน เศรษฐกิจและสังคม และโดยเฉพาะเชื้อ Staphylococcus aureus สายพันธุ์ที่
ด้ือยากลุ่ม penicillinase-resistant penicillin หรือที่เรียกว่า methicillin-resistant Staphylococcus 
aureus (MRSA) เป็นปัญหาใหญ่ทางด้านสาธารณสุข กอ่ให้เกิดโรคส าคัญในสถานพยาบาลทั่วโลกและมี
การเพิ่มจ านวนมากข้ึนเรื่อยๆ ดังนั้น แนวทางหนึง่ในการแก้ปัญหาการรักษาเชื้อด้ือยา คือ เร่งศึกษาหา
สารต้านจลุชีพชนิดใหม่ที่มีกลไกการออกฤทธิ์แตกต่างจากเดิมเพื่อเพิ่มประสิทธผิลในการรักษา ซึ่ง
กระบวนการแบ่งเซลล์ของแบคทเีรียเป็นเป้าหมายหนึง่ทีน่่าสนใจในการศึกษาพัฒนายาปฏิชีวนะกลุ่ม
ใหม่ๆ  เพราะเกี่ยวข้องกับโปรตีนบางชนิดที่มีความจ าเพาะ พบเฉพาะแบคทีเรียและไม่พบในมนษุย์ 

โครงการวิจัยนี้จงึมีจุดมุง่หมายทีจ่ะศึกษาสารส าคญัที่มฤีทธิ์ต้านจุลชีพและโดยเฉพาะฤทธิ์ต้าน
เชื้อด้ือยากลุ่ม MRSA โดยมุ่งเน้นสารต้านจุลชีพทีม่ีกลไกการออกฤทธิ์ต่อโปรตีน FtsZ ซึ่งเป็นโปรตีนที่
ส าคัญ เกี่ยวข้องกับกระบวนการแบ่งเซลล์ของแบคทีเรยี จากการวิจัยในเบ้ืองต้น ซึง่ได้ท าการคัดแยก
เชื้อแอคติโนมัยซสีทางทะเลทั้งหมด 14 ชนิด พบเชื้อแอคติโนมัยซีสที่น่าสนใจคือ ไอโซเลต LT3-21 จึง
ได้ท าการทดสอบฤทธิต์้านจุลชีพ สกัดแยกสารส าคญัที่ออกฤทธิ์ พร้อมทั้งศึกษาผลของสารส าคัญต่อการ
ยับย้ังการท างานของโปรตีน FtsZ 

ซึ่งผลสัมฤทธิท์ี่ได้ ทางผู้วิจัยคาดหวังว่าองค์ความรู้ที่เกิดข้ึนจะก่อให้เกิดประโยชนใ์นด้าน
การศึกษาเพื่อหาสารต้นแบบทีส่ามารถน ามาพัฒนาเป็นยาต้านจุลชีพชนิดใหม่ที่มีประสิทธิภาพ และมี
กลไกการออกฤทธิ์ที่แตกต่างจากยาที่ใช้ในปัจจุบัน เพื่อใช้ส าหรับแก้ไขปัญหาการดื้อยาซึ่งเป็นปัญหา
ทางสาธารณสุขทีส่ าคัญของประเทศต่อไป 
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Abstract 
The development of multi-drug resistance bacteria becomes one of the most important 

public health problems in Thailand.  The epidemic of methicillin-resistant Staphylococcus aureus 
(MRSA) is causing a major serious staphylococcal infection.  Therefore, the development of 
new anti-MRSA having novel mechanism of action with high efficiency is required.  Cell division 
has been identified as a potentially important target because it composes of a group of well 
conserved proteins that are all essential for the viability of bacteria, and their activities are 
completely different from those of the proteins involved in the division of mammalian cells.  

Our research project focuses on searching for compounds which exhibit anti-MRSA 
targeting on essential cell division protein (FtsZ protein).  Since this protein is involved the 
earliest known step in bacterial cytokinesis and found only in bacteria, its inhibitor has been 
attractive as a new challenge for many researchers to develop potential antimicrobial agents.  
To discover new FtsZ inhibitors, a marine Streptomyces LT3-21 exhibiting significant 
antimicrobial activity against MRSA was investigated.  Bioassay-guided fractionation was 
conducted to find the active components.  Subsequently, microbiological and biochemical 
techniques being rapid and accurate were used to confirm their FtsZ inhibitory activity.  We 
expect that our discovered compounds will lead to the generation of compounds with significant 
therapeutic value for MRSA treatment.   
 As the outcomes of this project, we expect to develop a platform technology in term of 
novel drug discovery for potential treatment of multi-drug resistant pathogenic bacteria.  The 
fruitful of our project can be economically and socially useful for Thai people. 
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Executive Summary 
 ปัจจุบันปัญหาโรคติดเชื้อยังคงเป็นปัญหาส าคญั ทั้งในแง่ของอุบัติการณ์การเกิดโรคและการเป็น
สาเหตุการเสียชีวิต โดยมีแนวโน้มเพิ่มสงูข้ึนโดยเฉพาะในประชากรกลุ่มเสี่ยง เช่น ผูสู้งอายุ ผู้ป่วยที่มี
ภูมิต้านทานต่ า ผู้ป่วยเรื้อรังที่มีอาการรุนแรงและรักษาตัวในโรงพยาบาลเป็นเวลานาน ในขณะเดียวกัน
การรักษาด้วยยาปฏิชีวนะที่มีอยู่ในปัจจุบันก็มีอัตราการประสบความส าเร็จที่ต่ าลง เพราะเกิดปัญหาการ
ด้ือยา ซึ่งการดื้อยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียเป็นปัญหาใหญ่ทีส่่งผลกระทบไปทั่วโลกจนกลายเป็นปัญหา
สาธารณสุขระดับโลก ส่งผลกระทบต่อทัง้สุขภาพ และเศรษฐกจิ โดยความรุนแรงและความชุกในแต่ละ
พื้นที่จะต่างกันไป ส าหรับในประเทศไทย จากข้อมูลของสถาบันระบบวิจัยสาธารณสุข รายงานว่า 
ประเทศไทยใช้ยาปฏิชีวนะมูลค่ามากกว่าปีละ 10,000 ล้านบาท และในช่วง 10 ปีที่ผ่านมา (พ.ศ.2543-
2554) พบเชื้อด้ือยาปฏิชีวนะมากข้ึน และดื้อยาหลายขนาน คนไทยติดเชื้อด้ือยามากกว่าปีละ 100,000 
คน และเสียชีวิตมากกว่าปีละ 30,000 ราย ก่อให้เกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจเป็นมูลค่ามหาศาล ซึง่
สาเหตทุี่ท าให้เกิดการดื้อยามีหลายสาเหตุ เช่น การใชก้ารใช้ยาปฏิชีวนะที่มากเกินไปและไม่เหมาะสม 
รวมถึงการเกิดการดื้อยาตามธรรมชาติของเชื้อจุลชีพ หนึ่งในทางแก้ปัญหาคือ การพัฒนายาต้านจุลชีพ
ชนิดใหม่ที่มีประสทิธิภาพและมีกลไกการออกฤทธิ์แตกตา่งจากยาที่ใชใ้นปัจจุบัน เพื่อลดปัญหาการดื้อ
ยาที่เกิดข้ึน 
 โครงการวิจัยนี้จงึมีเป้าหมายที่จะค้นหาสารตน้แบบจากแบคทีเรียทางทะเลซึ่งมีฤทธิ์ต้านจุลชีพ 
และมีกลไกการออกฤทธิ์ที่แตกต่างไปจากยาเดิมทีใ่ช้อยู่ในปัจจุบัน โดยทางผู้วิจัยเน้นเป้าหมายไปที่
โปรตีนที่จ าเป็นในขบวนการแบ่งเซลล์ของแบคทีเรีย ได้แก่ โปรตีน Filamenting Temperature-
Sensitive Mutant Z หรือ FtsZ ซึ่งเป็นโปรตีนที่รับผดิชอบในกระบวนการแบ่งเซลล์ในสิง่มีชีวิตเซลล์
เดียว โปรตีน FtsZ นี้ จะท างานคล้ายคลงึกับเอนไซม์ GTPase โดยจะใช้พลังงานจาก GTP เพื่อท าให้
เกิดการต่อเป็นสายยาว (polymerization) ที่บริเวณกลางเซลลส์่วนผนงัเซลล์ด้านใน เกิดเป็นโครงสร้าง
วงแหวนที่มีชื่อว่า FtsZ ring หรือ Z-ring เมื่อเกิดการสร้างวงแหวนข้างต้น จะท าหน้าที่เป็นฐานให้
โปรตีนชนิดอ่ืนทีท่ างานร่วมกันในกระบวนการแบ่งเซลลม์าเกาะ ท าให้เกิดการแบ่งเซลล์ออกเป็นเซลล์
ลูกในทีสุ่ด การยับย้ังการท างานของโปรตนี FtsZ จะสง่ผลต่อการยับย้ังการแบ่งตัวของแบคทีเรีย ท าให้
เกิดเซลล์ลักษณะทีผ่ิดปกตไิป ซึง่ในเชื้อแบคทีเรียก่อโรคเกือบทุกสปีชี่ส์จะพบโปรตีนชนิดนี ้ 
 ในการวิจัยได้ท าการคัดกรองแบคทีเรียทางทะเลทั้งหมด 14 ตัวอย่าง น ามาตรวจสอบฤทธิ์ต้าน
จุลชีพ พบว่าแบคทีเรียทางทะเลสายพันธุ์ LT3-21, S08-02, AN4-1, AN6-2, SH2-2, TV1-6 และ CH-
17 มีฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพทีน่่าสนใจ จากนั้นได้ท าการทดสอบฤทธิ์เบื้องต้นของสารสกัดหยาบจากน้ าหมัก
เชื้อต่อกระบวนการแบ่งเซลล์ของจุลชีพ ด้วยวิธีการดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ E. coli ด้วย
กล้องจุลทรรศน์ พบว่า แบคทีเรียทางทะเลชนิด LT3-21 และ AN6-2 เท่านั้นทีใ่หผ้ลที่น่าสนใจ โดย
พบว่าท าให้เกิดการแบ่งเซลล์ของแบคทีเรียทีผ่ิดปกติ เกิดเป็นสายยาว จึงได้ท าการสกัดแยกเพ่ือใหไ้ด้
สารส าคัญที่ออกฤทธิ์ พบสาร resistomycin จากแบคทีเรีย AN6-2 ส่วนในแบคทีเรีย LT3-21 ไม่สามารถ
แยกสารบริสุทธิท์ี่ออกฤทธิไ์ด้ เนื่องจากความไม่สเถียรของสาร และจากผลการทดลองพบว่า สาร 
resistomycin มีฤทธิ์ที่ดีในการต้านเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกรวมทั้ง MRSA ให้ค่า MIC เท่ากับ 0.1325 
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g/ml เมื่อทดสอบผลของสารต่อการยับย้ังการท างานของโปรตนี FtsZ โดยดูการเกิด hydrolysis ของ 
GTP ซึ่งเป็นการวัดการยับย้ังการท างานของโปรตนี FtsZ พบว่า สาร resistomycin ใหค้่า IC50 ที่ 6.11 
g/ml นอกจากนี้ทางโครงการยงัได้ทดสอบสาร ecteinacidin 770 (ET770) ซึ่งเป็นสารอนุพันธ์จาก
เพรียงทะเลจากเกาะภูเก็ต พบว่า มผีลยับย้ัง FtsZ เช่นกัน โดยมีค่า IC50 ที่ 10.36 g/ml เมื่อศึกษาผล
ของสาร resistomycin ต่อการเกิด Z-ring ของเชื้อ E. coli โดยท าการเลี้ยงเชื้อ E. coli สายพันธ์ 
JW0093 ซึ่งมโีปรตนีที่เรืองแสงฟลูออเรสเซนท์ (GFP) เชื่อมติดกับโปรตีน FtsZ พบว่า ลักษณะการเกิด 
Z-ring เมื่อใหส้าร resistomycin มีความแตกต่างจากสภาวะปกติ ท าให้การแบ่งเซลลเ์กิดไมส่มบูรณ ์
เห็นลักษณะเซลล์เป็นสายยาว ไม่แบ่งออกจากกันอย่างชัดเจน จากผลการวิจัยท าใหส้ามารถค้นพบสาร
ที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อแบคทีเรียจากผลติภัณฑ์ธรรมชาติทางทะเล ได้แก่ resistomycin และ ET770 ซึ่งมผีล
ยับย้ังการท างานของโปรตีน FtsZ ที่จ าเป็นส าหรับการแบ่งตัวของแบคทีเรีย  
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วัตถุประสงค ์
- เพื่อท าการสกัดแยกและพิสูจน์เอกลักษณ์โครงสร้างของสารที่มฤีทธิ์ยับย้ังเชื้อแบคทีเรียด้ือยา 

MRSA โดยมีผลต่อโปรตีนที่จ าเป็นในการแบ่งเซลล์ (FtsZ protein) จากสารสกัดน้ าหมักเชื้อของ 
สเตรปโตมัยซีสทางทะเล  

- เพื่อทดสอบยืนยันฤทธิใ์นการยับย้ัง FtsZ ด้วยวิธีทางจุลชีววิทยาและชีวเคมี  
 
ผลงานวิจัยที่เก่ียวข้อง (literature review)  

จ านวนประชากรโลกที่เพิ่มมากข้ึน และสภาพแวดล้อมของโลกที่เกิดการเปลี่ยนแปลงอย่าง
รวดเร็ว ก่อให้เกิดปัญหาทางสุขภาพมากมาย โดยเฉพาะโรคติดเชื้อซึ่งยังคงเป็นปัญหาส าคัญทาง
การแพทย์ ปัจจัยหนึ่งที่ท าให้การติดเชื้อยังคงเป็นปัญหาสาธารณสุขทีส่ าคัญทั้งปริมาณและความรุนแรง 
เนื่องมาจากเชื้อที่เกิดการดื้อยา ไม่ว่าจะเป็นเชื้อ Staphylococcus spp. Mycobacterium tuberculosis 
หรือ Streptococcus spp. รวมทั้งการติดเชื้อราที่มากข้ึน อันเป็นผลมาจากการแพร่ระบาดของโรคเอดส ์
หรือการมีภาวะภูมิคุ้มกันต่ าในผู้ป่วยที่ได้รับการเปลี่ยนถา่ยอวัยวะ เป็นต้น ส าหรับเชื้อ Staphylococcus 
aureus ที่พบได้ตามผิวหนังและเย่ือบุของร่างกาย โดยปกติจะไม่ก่อให้เกิดโรค แต่หากกลไกการป้องกัน
ตัวเองของคนเราเสียหาย เชื้อก็จะเข้าสู่ร่างกายและท าให้เกิดโรคได้หลายระบบ เช่น ผิวหนงัอักเสบ 
ปอดอักเสบ ติดเชื้อกระแสโลหิต ลิ้นหัวใจอักเสบ ซึ่งอาจจะท าให้ผู้ป่วยเสียชีวิตได้ เชื้อชนิดนีต้าม
ธรรมชาติจะไม่ดื้อยา สามารถใช้ยาต้านจุลชีพ เช่น กลุ่มเพนนิซิลิน รักษาได้ผล แตต่่อมาเมื่อมีการใช้ยา
ยาต้านจุลชีพมากข้ึนโดยไม่ถูกวิธ ี ท าให้เชื้อมีการปรับตวัและเกิดการดื้อยาที่เคยใช้ได้ผล โดยเฉพาะ S. 
aureus สายพันธุ์ที่ดื้อยากลุ่ม penicillinase-resistant penicillin หรือที่เรียกว่า Methicillin Resistant 
Staphyllococcus aureus (MRSA) เป็นปัญหาใหญ่ทางด้านสาธารณสุข ก่อให้เกิดโรคส าคญัใน
สถานพยาบาลทั่วโลกและมีการเพิ่มจ านวนมากข้ึนเรื่อยๆ (Lee et al., 2007) ตัวอย่างเช่น ในประเทศ
สหรฐัอเมริกา พบการติดเชื้อ MRSA ในโรงพยาบาลเพิ่มจาก 35.9% ในปี ค.ศ. 1992 เป็น 64.4% ในปี 
ค.ศ. 2003 หรือในสหราชอาณาจักร มีการเพิ่มการระบาดจาก 2% ในปี ค.ศ. 1991 เป็น 43% ในปี ค.ศ. 
2002 และส าหรับในประเทศไทยมีการประมาณการณ์ว่าเชื้อ MRSA ก่อให้เกิดโรคติดเชื้อในโรงพยาบาล
ถึงร้อยละ 30-60 ของ S. aureus ที่เป็นสาเหตุของการตดิเชื้อ ความรุนแรงของโรคที่เกิดจากเชื้อชนิดนีม้ี
ตั้งแต่ไมรุ่นแรงมากจนถึงรนุแรงถึงข้ันเสียชีวิต ปัจจุบันทั่วโลกก าลังวิตกกังวลเกี่ยวกับการรักษาการติด
เชื้อ MRSA ในอนาคต เนื่องจากจ านวนผู้ป่วยที่มีการติดเชื้อนี้เพิ่มข้ึนมากทุกปี รวมทัง้อัตราการเสียชีวิต
จากการติดเชื้อนี้ก็เพิ่มข้ึนทุกปีเช่นกัน เชื้อ MRSA ที่ก่อให้เกิดโรคในโรงพยาบาลนอกจากจะดื้อต่อยา 
beta-lactam ทุกขนานแล้วยังมักด้ือต่อยากลุ่มอ่ืนๆด้วย เช่น aminoglycosides, macrolides ซึ่งท าให้
การรักษาการติดเชื้อ MRSA มักต้องใช้ยาต้านจุลชีพที่มรีาคาแพง และยาหลายตัวก่อให้เกิดผลข้างเคียง
มาก แนวโน้มการดื้อยาของเชื้อก็เพ่ิมสูงข้ึน เช่น กลายเป็น vancomycin-resistant S. aureus ดังนั้น
แนวทางหนึง่ในการแก้ปัญหาการรักษาเชื้อด้ือยา คือเร่งศึกษาหาสารต้านจุลชีพชนิดใหม่ทีม่ีกลไกการ
ออกฤทธิ์แตกต่างจากเดิมเพื่อเพิ่มประสิทธผิลในการรักษา โดยท าการวิจัยค้นหาสารต้นแบบจากแหลง่
ทรัพยากรที่เป็นตน้ก าเนิดสารที่มีความหลากหลายทางโครงสร้างและฤทธิท์างชีวภาพ 
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สารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจากเชื้อแอคติโนมัยซีสทางทะเล 
 ทะเลเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่เป็นแหลง่ของสารผลติภัณฑธ์รรมชาติที่มีคณุค่าน่าสนใจ เหตเุพราะ
ทะเลมีความหลากหลายทางชีวภาพ มีสภาพแวดล้อมที่แตกต่างไปจากบนบกอย่างมากทั้งในแง่ของแร่
ธาตุ อุณหภูมิ กระแสน้ า และความดัน สารผลติภัณฑ์ธรรมชาตทิี่ได้จากสิง่มีชีวิตในทะเลจึงมโีครงสร้างที่
แตกต่างจากสารที่เคยพบในสิง่มีชีวิตบนบก จากรายงานพบว่ามีสารใหมม่ากกว่า 10,000 ชนิดทีส่กัด
แยกได้จากสิ่งมชีีวิตชนิดต่างๆ จากทะเล (Proksch et al., 2002) สารผลติภัณฑ์ธรรมชาติเหล่านี้จ านวน
มากแสดงฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่น่าสนใจ ซึ่งบางชนดิมีศักยภาพสูงที่จะน ามาพัฒนาต่อเพื่อใชเ้ป็นยา
รักษาโรคได้ (David, and Gordon, 2004) การศึกษาสารผลติภัณฑ์ธรรมชาติจากทะเลนั้นในระยะแรกๆ 
จะมุ่งเนน้ไปทีส่ิ่งมีชีวิตที่ไม่มกีระดูกสันหลงั เช่น ฟองน้ า สาหร่าย ปะการัง แต่ข้อจ ากัดที่พบได้จาก
การศึกษาสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาตจิากสิ่งมีชีวิตเหล่านี้คอื วัตถุดิบ ซึง่ต้องใช้เป็นปรมิาณมากเพ่ือสกัด
แยกสารให้บริสุทธิ์ เนื่องจากปริมาณสารที่สกัดแยกได้มักจะน้อยมากเมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณของ
สิ่งมชีีวิต นอกจากนี้สารผลติภัณฑ์ธรรมชาติที่ได้เหล่านี้มักมีโครงสร้างที่ซับซ้อน ดังนั้นการสังเคราะห์
เพื่อให้ได้สารบริสทุธิใ์นปริมาณมากในเชงิอุตสาหกรรมจงึมีความล าบากและต้องลงทุนสูง ปัจจุบัน
แบคทีเรียทางทะเลจึงนับเป็นอีกแหล่งหนึง่ที่น่าสนใจในการศึกษาวิจัยเพื่อค้นหาสารทีม่ีฤทธิ์ทางชีวภาพ 
แบคทีเรียจากทะเลมักจะด ารงชีวิตเป็นอิสระอยู่ในน้ า ดิน ดินตะกอนใต้ทะเลหรืออาศัยอยู่ร่วมกับ
สิ่งมชีีวิตชนิดอ่ืนในทะเล (symbiosis) โดยที่แบคทีเรียแกรมลบนั้นพบได้มากในน้ าทะเลและมีความ
หลากหลายทางชีวภาพมากที่สุด  ส าหรับ Pseudomonadaceae และ Vibrionaceae เป็นแบคทีเรียแก
รมลบที่พบได้มากทีสุ่ดในทะเล ส่วนแบคทีเรียแกรมบวกทางทะเลมักจะอาศัยอยู่ในดินตะกอนใต้ทะเล
หรือบริเวณผิวหน้าของดินตะกอน รวมทั้งอาศัยอยู่ร่วมกับสิ่งมีชีวิตทางทะเลอ่ืนๆ และมักจะพบ
แบคทีเรียจ าพวก Bacillus ได้มากในดนิตะกอนใต้ทะเล (Attaway, and Zaborsky, 1993) สาร
ผลิตภัณฑ์ธรรมชาตหิลายชนิดทีผ่ลติได้จากแบคทีเรียทีอ่าศัยอยู่ในน้ าทะเลและดินตะกอนใตท้ะเล 
(nutrient-poor marine habitat) และจากแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ร่วมกับสิ่งมีชีวิตทางทะเลอ่ืนๆ (nutrient-
rich marine habitat)  (Davidson, 1995) ตัวอย่างเช่น สาร 2-amino-9,13-dimethyl heptadecanoic 
acid ที่มีฤทธิ์ยับย้ังแบคทีเรียแยกได้จากเชื้อ Streptomyces sp. ที่อาศัยอยู่ในดินตะกอนใต้ทะเลแถบ 
Livingston island (Blunt et al., 2003) สาร Okadaxanthin อนุพันธ์ของสารแคโรทีน ที่แยกได้จากเชื้อ 
Pseudomanas sp. ที่เพาะมาจากฟองน้ า Halichondria okadai (Miki et al., 1994) เป็นต้น 
ความสัมพันธ์ของสิง่มีชีวิตทางทะเลชนิดอ่ืนๆ โดยเฉพาะสิ่งมีชีวิตทีไ่ม่มีกระดูกสนัหลงักับแบคทีเรียที่อยู่
ร่วมอาศัย นอกจากจะเป็นแหล่งอาหารแล้วยังมีสมมติฐานว่า แบคทีเรียเหล่านี้อาจจะมีส่วนร่วมใน
ขบวนการชีวสังเคราะห์ของสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาตทิี่สิง่มีชีวิตทีไ่ม่มีกระดูกสันหลังสร้างข้ึน หรือบางครั้ง
สารผลติภัณฑ์ธรรมชาติที่แยกได้จากสิ่งมีชีวิตที่ไมม่ีกระดูกสันหลงั แทจ้ริงแล้วอาจมาจากแบคทีเรียที่อยู่
ร่วมอาศัยเหล่านี้ ตัวอย่างสารที่เป็นที่รู้จักกันด ี เช่น bryostatin ซึ่งเป็นสารจากทะเลที่มฤีทธิต์้านมะเร็ง
และก าลังอยู่ในขั้นการทดลองทางคลนิิกข้ันที่ 2 เริ่มแรกนั้นสารนี้แยกได้จากไบรโอซัว, Bugula neritina 
ต่อมา Davidson และ Haygood แสดงให้เห็นว่าสาร bryostatin นี้อาจจะมาจากแบคทีเรียที่อาศัยอยู่
ร่วมกับไบรโอซัวนั้น โดยมีวิถชีีวสังเคราะหผ์่านเอนไซม ์polyketide synthase type I (Davidson et al., 
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2001) หรือตัวอย่างสาร Ecteinacidin 743 (ET 743) ซึ่งแยกมาจากเพรียงหัวหอม Ecteinascidia 
turbinate ก็มีโครงสร้างทีใ่กล้เคียงกับสาร safracin B ที่ได้จากแบคทีเรีย Pseudomonas fluorescens 
ท าใหใ้นปัจจุบันการผลติสาร ET 743 ในเชงิพาณชิย์ได้มาจากการสังเคราะห์บางส่วนจากอนุพันธ ์
cyanosafracin B (Cuevas et al., 2000)  การศึกษาสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาตทิางทะเลจากแบคที 
เรียยังมีความน่าสนใจอีกประการตรงที่สามารถเพิ่มผลผลิตสารส าคัญเหล่านั้นได้ในห้องปฏิบัติการ และ
สามารถประยุกตต์่อในระดับอุตสาหกรรม ในบางครั้งการคัดแยกและเพาะเลี้ยงแบคทีเรียจากทะเลนั้น
อาจจะมีข้อจ ากัด เนื่องจากแบคทีเรียที่อาศัยอยู่บนบกและในน้ าทะเลมีความแตกต่างกนั ดังนัน้เทคนิค 
วิธีการ และสารอาหารที่จะใช้เพาะเลี้ยงจึงจ าเป็นต้องท าการศึกษาเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมทีสุ่ดทีท่ าให้
เชื้อสามารถสร้างสารส าคญัที่มฤีทธิไ์ด้ดีที่สุด 
 แอคติโนมัยซสีเป็นแบคทีเรียแกรมบวกที่มีลักษณะคล้ายเชื้อราแต่ไมม่ีเย่ือหุ้มนิวเคลียส  เซลล์
เป็นเส้นสาย (filament) คล้าย hypha ของราแต่มีขนาดเล็กกว่าและสั้นกว่า นอกจากนี้ยังสร้างสปอร์และ
อับสปอร์รวมทั้งสร้าง aerial mycelium และ substrate mycelium เช่นเดียวกับรา แอคติโนมัยซสีพบได้
ในดินทั่วไป และยังสามารถพบได้ตามกองปุ๋ยหมักหรือวัตถุเน่าเป่ือย ดินตะกอนใต้น้ า ใต้ทะเลสาบ ทัง้
ในดินชัน้บนและดินชั้นล่างหรือแม้แต่ในส่วนลึกของหน้าดิน แอคติโนมัยซีสสามารถสร้างสารส าคัญที่มี
โครงสร้างและฤทธิ์ทางชีวภาพที่หลากหลาย จากรายงานที่ผ่านมาพบว่าสารปฏิชีวนะกว่า 70% 
(ประมาณ 8,000 ชนิด) ที่สร้างจากเชื้อกลุ่มแอคตโินมยัซีสมาจากเชื้อในสกุล Streptomyces  (Berdy, 
2005) ปัจจุบนั แอคติโนมัยซสีทางทะเลเป็นแหลง่จุลินทรีย์ที่นักวิทยาศาสตร์ในปัจจุบันได้ให้ความสนใจ
ในการศึกษาเพิ่มมากข้ึน เนื่องจากความหลากหลายทางสายพันธุ์ที่มมีากกว่าแอคติโนมัยซสีที่อาศัยบน
ดิน (Gontang et al., 2007) และสารส าคัญที่แยกได้ส่วนใหญม่ีโครงสร้างที่แตกต่างออกไปจาก
สารส าคัญที่แยกจากแอคติโนมัยซีสบนดนิ (Baltz, 2008) 

แม้การศึกษาสารผลติภัณฑ์ธรรมชาติที่มาจากแอคตโินมยัซีสทางทะเลจะเพิ่งเริม่ไม่นานมานี้ แต่
พบว่ามีสารชนิดใหม่จ านวนมากทีถู่กค้นพบ (Lam, 2006) สารเหล่านีม้ีความหลากหลายทั้งทาง
โครงสร้างและฤทธิ์ทางชีวภาพ ตัวอย่างสารดังรูปที่ 1 ได้แก่ สาร abyssomicin C ซึ่งเป็นสาร polycyclic 
poyketide สกัดแยกได้จาก Verrucosispora sp. มีฤทธิต์้านเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกรวมทั้งเชื้อ S. 
aureus ที่ดื้อยา (Riedinger et al., 2004) สาร diazepinomicin (ECO-4601) จาก Micromonospora 
sp. ที่มีฤทธิต์้านเชื้อแบคทีเรีย ต้านการอักเสบและตา้นเนื้องอก (Charan et al., 2004) สาร 
salinosporamide A (NPI-0052) ซึ่งเป็นสารกลุ่ม -lactone--lactam แยกได้จาก Salinispora tropica 
(Feling et al., 2003) และสารกลุ่ม macrolide ได้แก่ sporolides A, B แยกได้จากเชื้อตัวเดียวกัน 
(Buchanan, 2005) ซึ่งจากการค้นพบสารต่างๆ ทีผ่่านมาแสดงให้เห็นถึงศักยภาพในการศึกษาสาร
ผลิตภัณฑ์ธรรมชาตจิากแอคติโนมัยซีสทางทะเลเพื่อน ามาพัฒนาหาสารส าคญัที่มฤีทธิท์างชีวภาพ 
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รูปที่ 1 โครงสรา้งสาร Abyssomicin C (A), Diazepinomicin (B), Salinosporamide A (C),  
Sporolides (D) 

  
 FtsZ 

ยาต้านจุลชีพส่วนใหญ่ทีใ่ชใ้นการรักษาในปัจจุบัน อาจแบ่งตามกลไกการออกฤทธิไ์ด้เป็น 4 
กลุ่ม คือ ยาที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการสงัเคราะห์โปรตีน การสังเคราะห์กรดนิวคลีอิก การสงัเคราะห์
ผนังเซลล์ของแบคทีเรีย หรือที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์โฟเลต แต่ปัจจุบันความก้าวหน้าทาง
วิทยาการระดับชีวโมเลกุลได้ให้ข้อมูลเกี่ยวกับจีโนมิกส ์(genomics) และโปรตโิอมิกส ์(proteomics) ของ
เชื้อจุลชีพต่างๆ มากข้ึน ดังนัน้การพัฒนายาต้านจลุชีพโดยมุ่งเป้าหมายไปที่การท างานของยีนหรือ
โปรตีนที่จ าเพาะจึงได้รับความสนใจในการศึกษาพัฒนาเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพและลดอาการข้างเคียงของ
ยา กระบวนการแบ่งเซลล์ของเชื้อจุลชีพเป็นขั้นตอนทีม่คีวามส าคัญและยังไม่มียาต้านจุลชีพชนิดใดทีใ่ช้
ทางคลินิกทีม่ีกลไกการออกฤทธิ์ที่จ าเพาะต่อกระบวนการนี้ ดังนั้นกระบวนการแบ่งเซลล์ของแบคทีเรีย
จึงเป็นเป้าหมายที่เหมาะสมและน่าสนใจเพื่อพัฒนายาต้านจุลชีพชนิดใหม่ๆ ที่มีกลไกการออกฤทธิ์
แตกต่างจากยาชนิดเดิม (Lock and Harry, 2008) แม้ว่ารายละเอียดของกลไกการแบ่งเซลล์ของ
แบคทีเรียยังไม่เป็นที่ทราบแนช่ัด ในช่วงทศวรรษที่ 1960 มีการค้นพบยีน FtsZ (filament-forming 
temperature-sensitive) ซึ่งโปรตีนทีส่ร้างจากยีนนีม้ีความส าคัญในการเกิด septum และการสร้าง Z-
ring ซึ่งเกิดข้ึนในขั้นตอนเริ่มต้นของกระบวนการแบ่งเซลล์ของแบคทีเรีย (Van de Putte et al., 1964; 
Hirota et al., 1968; Bi and Lutkenhaus, 1991) โปรตีน FtsZ เป็นโปรตีนที่พบในแบคทีเรียส่วนใหญ ่
ไม่พบในเซลล์พวก eukaryote ลักษณะโครงสร้างมคีวามคล้ายกับ ทูบูลิน (Tubulin) สามารถ 
hydrolyses GTP ได้เช่นเดียวกัน แต่ FtsZ protofilaments จะไม่ได้รวมตัวเป็น microtubule แต่จะ
รวมตัวเป็นลักษณะ bundles หรือ sheets (Margolin, 2005) 

Filamenting Temperature-Sensitive Mutant Z (FtsZ) เป็นโปรตีนที่ส าคญั รับผิดชอบหน้าที่
ในกระบวนการแบ่งเซลลใ์นสิง่มีชีวิตเซลล์เดียว โปรตนีชนิดนี้มีน้ าหนักโมเลกุล 40 กิโลดาลตัน

O

O

CH3
H3C

O
CH3

HO

O

O

N

H
N

O

OH
HO

HO

H
N

Cl

O
O

O

OH
H

O

O

O

O

O

HO

R2

R1

H3CO

HO

OH

HO
OH

O

A B

C
D



9 

 

โดยประมาณ และประกอบด้วยกรดอะมิโนประมาณ 370 กรดอะมิโนด้วยกัน ส าหรับโครงสร้างของ
โปรตีน FtsZ นั้นได้มีการค้นพบว่ามตี้นก าเนิดเดียวกัน (Homologue) กับ ทูบูลิน อย่างไรกต็ามโปรตีน
ทั้งสองชนิดมีความคล้ายคลึงกันในด้านความเหมือนกันของล าดับกรดอะมิโนเพียง 10-18 %เท่านั้น 
นอกจากนี้โครงสร้างพืน้ฐานของโปรตีนทั้งสองชนิดก็ยังแตกต่างกันอีกด้วย โดยทูบูลิน จะมีโครงสร้าง
พื้นฐานแบ่งออกเป็นหน่วยย่อย 4 หน่วยด้วยกันได้แก่ อัลฟ่า (Alpha) 2 หน่วย และ เบต้า (Beta) อีก 2 
หน่วย รวมกันเป็นลักษณะทีเ่รียกว่า Heterodimer ในขณะทีโ่ปรตนี FtsZ  นั้นจะเป็นหน่อยเด่ียวๆหน่วย
เดียว (Theuretzbacher et al., 2011, Fatma et al., 2008) 

โปรตีน FtsZ ประกอบไปด้วยส่วนประกอบหลัก 4 ส่วนได้แก่ 
1. N-terminal segment 
2. highly conserved core region 
3. spacer 
4. C-terminal conserved peptide     
ส่วนที่เป็น core region นั้นรับผิดชอบในเรื่องของการเข้าจับของ GTP และกระบวนการ

ไฮโดรไลซสิ ซึง่ส่วนทีม่ีการเข้าจับของ GTP นั้นเป็นส่วนที่มีชื่อเรียกว่า T7 loop ในส่วนที่เป็น C-
terminal นั้น ท าหน้าทีใ่นส่วนที่เกี่ยวข้องกับการงานรว่มกับโปรตีนชนิดอ่ืนๆในกระบวนการแบ่งเซลล์
เช่น FtsA, FtsW, ZipA เป็นต้น (Margolin, 2005, Löwe et al., 2004) 

ในเรื่องการท างาน โปรตีน FtsZ จะท างานคล้ายคลึงกบัเอนไซม์ GTPase โดยจะใช้พลังงาน
จาก GTP เพื่อท าให้เกิดการต่อเป็นสายยาว (polymerization) ที่บริเวณกลางเซลลส์่วนผนังเซลล์ด้านใน 
โดยโครงสร้างดังกล่าวมีชื่อว่า FtsZ ring เมื่อเกิดการสร้างวงแหวนข้างต้น จะท าหน้าที่เป็นฐานให้
โปรตีนชนิดอ่ืนทีท่ างานร่วมกันในกระบวนการแบ่งเซลลม์าเกาะ ท าให้เกิดการแบ่งเซลล์ออกเป็นเซลล์
ลูก 2 เซลล์ในทีสุ่ด ในการยับย้ังการท างานของโปรตนี FtsZ จะสง่ผลต่อการยับย้ังการแบ่งตัวของเซลล ์
ท าให้มีลักษณะทีผ่ิดปกตไิป (Ito et al., 2006) 

การรวมตัวกันของ FtsZ ถูกควบคุมโดยองค์ประกอบต่างๆ ที่ท าให้เกิดเสถียรภาพของ
โครงสร้าง ได้แก่  ZapA, ZipA และ FtsA เป็นต้น (Anderson et al., 2004) โดยมีปัจจัยที่ท าให้สญูเสีย
เสถียรภาพ เช่น SulA, EzrA และ MinCD  (รูปที่ 2) ดังนั้นเสถียรภาพของ FtsZ จึงข้ึนอยู่กับสมดุลของ
ปัจจัยทั้งสอง หากขาดการท างานของ FtsZ แล้ว กระบวนการสร้างผนังกั้นเซลล์จะไมส่ามารถเกิดข้ึนได้
เลย โดยการเกิด Z-ring เป็นกระบวนการที่เกี่ยวข้องโดยตรงกับ การเกดิ polymerization ของ FtsZ ซึ่ง
ข้ึนกับการเกิด hydrolysis ของ GTP โครงสร้างที่มีความคล้ายคลึงกันมากของ FtsZ และ tubulin 
ก่อให้เกิดความเป็นไปได้ว่า สารทีส่ามารถยับย้ังการท างานของ tubulin จะสามารถยับย้ังการเกิดการ
ท างานของ FtsZ ได้ด้วย แตใ่นความเป็นจริงแล้ว ความคล้ายกันของล าดับกรดอะมิโนระหว่าง FtsZ 
และ tubulin นั้นมีน้อยมาก (น้อยกว่าร้อยละ 20) แสดงใหเ้ห็นอย่างชัดเจนว่ามีความเป็นไปได้สงูที่จะ
ค้นพบสารที่ทีม่ีความจ าเพาะต่อ FtsZ โดยไม่ก่อให้เกิดผลกระทบต่อเซลล์ eukaryote เมื่อเร็วๆ นี้ ได้มี
การรายงานถึงสารที่มีคณุสมบัตใินการยับย้ังการท างานของ FtsZ ซึ่งบางส่วนได้รับการพสิูจน์แล้วว่า จะ
ไปรบกวนการรวมตัวกันของ FtsZ  และเป็นสาเหตุให้เกิดการตายของแบคทีเรีย เช่น zantrins 
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viriditoxin sanguinarine และอนุพันธ์ taxanes (Huang et al., 2007) ในตารางที ่1 แสดงตัวอย่างสาร
และโครงสร้างที่มฤีทธิ์ยับย้ังการท างานของ FtsZ ใน cytoskeleton ของแบคทีเรีย การวิเคราะหท์าง
โครงสร้าง และจลนศาสตร์ของสารที่สามารถจับกับ FtsZ ท าใหท้ราบถึงกลไกการออกฤทธิ์ของยารวมถึง
ความสัมพันธ์ทางโครงสร้างของสารดังกล่าว น ามาซึ่งแนวคิดที่ส าคัญของการค้นพบยาใหม่ (rational 
drug discovery) 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2 assembly และ disassembly ของ FtsZ และ Z ring (Margolin, 2005) 

  
 จากการศึกษาโปรตีน FtsZ ซึง่ได้จากเชื้อชนิดต่างๆ ได้แก่ Methanococcus jannaschii,   
Pseudomonas aeruginosa, Aquifex aeolicus  และ Bacillus subtilis (รูปที ่ 3) โดยเปรียบเทยีบทัง้
ล าดับกรดอะมโินและโครงสร้างใน 3 มติิ พบว่าความแตกต่างด้านโครงสร้างในส่วน N-terminal และ C-
terminal ของ FtsZ homologues ที่พบในเชื้อต่างๆ นัน้ไม่มคีวามสมัพนัธใ์นเชงิการจัดกลุม่ทาง 
phylogenetic หรือในสภาวะการผลติโครงสรา้งผลึก (crystallization) ของ FtsZ   แต่อาจเกิดข้ึนจากความ
แตกต่างระหว่างโครงสร้างตามธรรมชาติบนพื้นฐานของล าดับกรดอะมโิน (primary sequence) ที่แตกต่าง
กันนัน่เอง การเปรียบเทียบล าดับกรดอะมโิน (sequence alignment) ของ FtsZ homologues ที่ได้จาก
เชื้อต่างๆ แสดงความเหมือน (identity) 33-54% โดยส่วนที่มีความคล้ายคลงึ (similarity) สงูนัน้อยู่ที่
บริเวณ N-terminal  (Oliva  et al., 2007) ซึง่ข้อมูลเหล่านีส้ามารถน ามาเป็นพืน้ฐานส าคญัในการ
วิเคราะห์ถงึบริเวณ binding site ของ FtsZ ในการจับกับโมเลกุลของสาร สามารถน าไปใช้ประโยชนใ์น
การออกแบบโมเลกลุสารตัวใหม ่ ตลอดจนการคดักรองสารที่มฤีทธิ์ยับย้ัง FtsZ อย่างจ าเพาะจาก
ฐานข้อมูลทางเคม ีและสารผลติภัณฑจ์ากธรรมชาติ 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่ 3 โครงสร้าง 3 มติิของโปรตนี FtsZ ซึ่งได้จากเชื้อชนิดต่างๆ ได้แก่ Methanococcus jannaschii,   
Pseudomonas aeruginosa, Aquifex aeolicus  และ Bacillus subtilis  (Oliva et al., 2007) 
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ตารางที่ 1 ตัวอย่างสารที่มฤีทธิ์ยับย้ังโปรตีน FtsZ ใน cytoskeleton ของแบคทีเรีย (Vollmer, 2006) 
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ตารางที่ 1 (ต่อ) 

 
 
 
จากข้อมูลสนับสนุนต่างๆ ท าให้ FtsZ กลายเป็นเป้าหมายใหม่ในอนาคตส าหรับการค้นหาสารที่

มีฤทธิต์่อเชื้อจุลชีพ จากรายงานที่ผ่านมาพบว่าการยับย้ังการท างานของโปรตีนที่จ าเป็นในการแบ่ง
เซลล์ในแบคทีเรียรูปร่างท่อน จะท าให้แบคทีเรียมีการเจริญที่ช้าและแม้จะยังสามารถมีชีวิตอยู่ได้ แต่ก็จะ
อยู่ได้เพียงไม่กี่รุ่นเท่านั้น ส่วนในแบคทีเรียรูปร่างกลม เช่น S. aureus การยับย้ังการท างานของโปรตีน
ที่จ าเป็นในการแบ่งเซลล์มผีลต่อการหยุดการเจรญิของเชื้อโดยทันที จงึจัดว่า FtsZ inhibitors ออกฤทธิ์
เป็น bactericidal ต่อแบคทีเรียในกลุ่มนี้ (Pinho and Errington, 2003)  

ส าหรับการศึกษาสารจากธรรมชาตทิี่มผีลต่อการท างานของโปรตีน FtsZ ยังเพิ่งอยู่ในขั้นเริ่มต้น 
การศึกษายังมีอยู่น้อย ตัวอย่างสารที่มีรายงานเช่น cinnamaldehyde (Domadia et al., 2007), 
curcumin (Rai et al., 2008) และ berberine (Domadia et al., 2008) โดยสารทัง้สามชนิดสามารถลด
ปฏิกิริยา assembly reaction และ bundling ของโปรตีน FtsZ และมีผลต่อ morphology ของ Z-ring ท า
ให้เกิดการยับย้ังการแบ่งตัวของแบคทีเรีย  

curcumin ซึ่งแยกได้จาก Curcuma longa ออกฤทธิ์ในการยับย้ังการจับกลุ่มของโปรตีน FtsZ 
ของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus subtilis และ Escherichia coli โดยได้มีการศึกษาพบว่า curcumin เพิ่มการ
ท างานของโปรตีนชนิดนี้ แตท่ าให้เกิดผลในการยั้งกระบวนการ polymerization โดยจะท าให้ความคงตัว
ของสายโปรตีนที่มาต่อกันเกิดความเสถียรน้อยลง ระยะเวลาที่เกิด FtsZ ring ลดลง น าไปสู่การยับย้ัง
การท างานของโปรตีน FtsZ ในทีสุ่ด นอกจากนี้ยังได้มกีารศึกษาการเข้าจับของ curcumin กับ FtsZ 
โดยใช้เทคนิคทางคอมพิวเตอร์ พบว่า โปรตนีชนิดนีเ้ข้าจับในส่วนที่เป็น core domain ของโปรตีน FtsZ   
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cinnamaldehyde ซึ่งพบได้ใน Cinnamomum cassia สามารถยับย้ังการท างานของ FtsZ จาก 
Bacillus subtilis โดยได้ทการศึกษาด้วยวิธีทาง nuclear magnetic resonance และวิธีทางคอมพิวเตอร ์
พบว่า cinnamaldehyde สามารถยับย้ังการท างานของโปรตีน FtsZ โดยเข้าจับบริเวณ T-7 loop ในส่วน
ที่เป็น C-terminal ของโปรตนีชนิดนี ้ 

สารจากธรรมชาติอีกชนิดหนึ่งที่มีการศึกษาในเรื่องฤทธิก์ารต้านการท างานของโปรตนี FtsZ  
คือ berberine ซึ่งแยกได้จาก Berberis aquifolium และ Berberis aristata จากการทดลองพบว่า 
berberine สามารถยับย้ังการท างานของโปรตนีชนิดนี้ซึง่แยกมาจาก E. coli ได้โดยการยับย้ังการเข้าจับ
กันของโปรตนีชนิดนี ้ โดย berberine จับที่บริเวณ GTP binding pocket ของโปรตีน FtsZ จากเชื้อ E. 
coli ที่ได้จากการท า homology modeling โดยใช้  Methanococcus jannaschii (PDB code 1FSZ) 
เป็นต้นแบบ และยับย้ังกระบวนการ cytokinesis  นอกจากนี้ยังพบว่า berberine ออกฤทธิ์ท าให ้ FtsZ  
filament เกิดความไม่เสถียร ซึ่งน าไปสู่การยับย้ังการท างานในที่สุด  

นอกจากนี้ยังมีการศึกษาสารที่แยกได้จากแหล่งธรรมชาติอ่ืนๆ เช่น สิ่งมชีีวิตในทะเล ซึ่งปัจจุบัน
มีรายงานในเรื่องฤทธิ์การต้านการท างานของโปรตีนชนดินี้ ได้แก่ sulfoalkylresorcinol ซึ่งแยกได้จากรา 
Zygosporium sp. KNC52 ที่พบได้ในทะเล โดยพบว่ามีฤทธิใ์นการยับย้ังกระบวนการ polymerization 
และยังมฤีทธิต์่อแบคทีเรียด้ือยาอีกด้วย สารอีกชนิดหนึง่คือ chrysophaentins A ซึ่งพบใน สาหร่ายทะเล 
ที่มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Chrysophaeum taylori  ซึง่สาร chrysophaentins A นี้สามารถยับย้ังการ
ท างานเชิงเอนไซม์ของโปรตนี FtsZ และกระบวนการสรา้ง protofilament ด้วย นอกจากนี้ยังพบว่า สาร 
chrysophaentins A สามารถยับย้ังการเจรญิเติบโตของแบคทีเรียก่อโรคที่ดื้อยา ซึ่งได้แก่ methicillin-
resistant Staphylococcus aureus, multiple drug resistant S. aureus, and vancomycin-resistant 
Enterococcus faecium อีกด้วย (Kanoh et al., 2008, Plaza et al., 2010) 
 

 
  Sulfoalkylresorcinol     Chrysophaentins A 
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วัสดุอุปกรณ์และระเบียบวิธวีิจัย 
1. สารเคมี เครื่องมือและอุปกรณ ์

1.1. Chemicals 
1.1.1. Extraction and Isolation 

1.1.1.1. dichloromethane (AR)    Labscan Asia  
1.1.1.2. methanol (AR)     Mallinckrodt  
1.1.1.3. ethyl acetate (AR)    Mallinckrodt  
1.1.1.4. hexane (AR)     Mallinckrodt  
1.1.1.5. chloroform-d1 deuteration degree  Sigma-Aldrich 
1.1.1.6. silica gel 60  ( 0.063-0.200 mm)  Merck 
1.1.1.7. sephadex LH-20    Sigma-Aldrich 

1.1.2. Antibacterial Activity 
1.1.2.1. QuantiChrom™ ATPase/GTPase Assay Kit  Bioassays 
1.1.2.2. FtsZ protein     Cytoskeleton 
1.1.2.3. Media 

1.1.2.3.1. Yeast extract Himedia 
1.1.2.3.2. Malt extract    Himedia 
1.1.2.3.3. Sodium chloride    Scharlau 
1.1.2.3.4. Sodium hydroxide    Carlo Erba  
1.1.2.3.5. Agar     Scharlau 
1.1.2.3.6. Tryptic soy  broth    Scharlau 
1.1.2.3.7. Tryptic soy agar    Scharlau 

1.2. Instruments 
1.2.1. Rotary Evaporator     Büchi  
1.2.2. CARY1E UV-visible spectrophotometer  Varian 
1.2.3. VECTOR 22 spectrometer (FT-IR)   Bruker 
1.2.4. DRX 400 and AV500D NMR spectrometers  Bruker 
1.2.5. micrOTOF mass spectrometer    Bruker 
1.2.6. Microplate reader 

1.3. Microorganisms 
1.3.1. Marine microorganisms ได้รับความอนุเคราะห์จาก ผศ.ดร.จิตติ ท่าไว 
1.3.2. Escherichia coli  JE6617 ได้รับความอนุเคราะห์จาก The National Bioresource 

Project (E.coli Srrain) ประเทศญี่ปุ่น 
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1.3.3.  Escherichia coli ME7876 ได้รับความอนุเคราะห์จาก The National Bioresource 
Project (E.coli Srrain) ประเทศญี่ปุ่น 

1.3.4.  Staphylococcus aureus ATCC 25923  
1.3.5.  Bacillus subtilis ATCC 6633  
1.3.6.  Escherichia coli ATCC 25922  
1.3.7.  Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
1.3.8.  Methicillin-resistant Staphylococcus aureus DMST 20651 

1.4. Molecular Modeling 
1.4.1. Hardware  

1.4.1.1. Intel Corei7 2.66 GHz with 6 GB of RAM with Windows and Linux 
operating system 

1.4.2. Software 
1.4.2.1. Discovery Studio® 2.5 (DS2.5) package of softwares 
1.4.2.2. NAMD 2.8 and VMD 1.9 
1.4.2.3. ChemSketch v12 
1.4.2.4. Vega ZZ 2.4.0 

 
2. ระเบียบวิธีวิจัย 

2.1 การสกัดสารส าคัญจากสเตรปโตมัยซีสทางทะเล LT3-21 และแบคทีเรยีทางทะเลสาย
พันธุอ่ื์นๆ 

สเตรปโตมัยซีสทางทะเล LT3-21 และแบคทีเรียสายพนัธุ์อ่ืนๆ ดังรายชื่อในตารางที ่ 1 ได้รับความ
อนุเคราะห์จาก ดร.จติติ ท่าไว คณะวิทยาศาสตร ์ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคณุทหาร
ลาดกระบัง และได้ท าการเตรียมสารสกัดหยาบเพื่อทดสอบฤทธิ์ในเบ้ืองต้น โดยมีข้ันตอนต่างๆ ดงันี ้

2.1.1 การคัดกรองแบคทีเรียที่มีฤทธิ์ต้านจุลชพีเบ้ืองต้น 
2.1.1.1 การเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตสารทุติยภูมิ 

  ท าการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียแต่ละชนิดปริมาตร 1 ลิตร ใน seed medium (Yeast extract 
– Malt extract broth) บ่มเลี้ยงไว้บนเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาท ีที่อุณหภูมหิ้อง นาน 4 วัน 
แล้วเลี้ยงต่อในอาหาร production medium (Yeast extract – Malt extract broth ที่เตมิ 0.1% CaCO3) 
โดยเติม inoculum 1% ของ seed medium ลงใน production medium ปริมาตร 5 ลิตร บ่มเลี้ยงไว้บน
เครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10-12 วัน 

2.1.1.2 การเตรียมสารสกัดหยาบน้ าหมักเชื้อ 
  น าน้ าหมักเชื้อมากรองผ่านกระดาษกรอง Whatman No.1 เพื่อแยกเอาส่วนน้ าใสและ
เซลล์ออกจากกัน จากนั้นน าส่วนน้ าใสมาท าการ partition กับตัวท าละลายอินทรีย์เอทิลอะซิเตต ใน
สัดส่วน 1:1 จ านวน 3 ครั้ง สารสกัดทีไ่ด้น าไประเหยแห้งด้วยเครื่อง rotary evaporator ได้สารสกัด
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หยาบส่วนเอทิลอะซิเตต น าไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพเบ้ืองต้น โดยเน้นฤทธิ์ยับย้ังการเจรญิของเชื้อจุล
ชีพและยับย้ังการท างานของโปรตนี FtsZ 
 
 2.1.2 การสกัดแยกสารส าคญัที่ออกฤทธิ์จากเชื้อทีค่ดักรองในเบ้ืองต้น 

2.1.2.1 การหมักเพิ่มปริมาณเชื้อเพื่อผลิตสารทุติยภมิู 
  ท าการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทางทะเลที่ได้คัดกรองทั้งหมดใน seed medium (Yeast 
extract – Malt extract broth) บ่มเลี้ยงไว้บนเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง นาน 
4 วัน แล้วเลี้ยงต่อในอาหาร production medium (Yeast extract – Malt extract broth ที่เติม 0.1% 
CaCO3) ประมาณ 50-100 ลิตร โดยเตมิ inoculum 1% ของ seed medium ลงใน production medium 
บ่มเลี้ยงไว้บนเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10-12 วัน 

2.1.2.2 การสกัดแยกสารส าคัญจากสารสกัดหยาบน้ าหมักเชื้อ 
  น าน้ าหมักเชื้อมากรองผ่านกระดาษกรอง Whatman No.1 เพื่อแยกเอาส่วนน้ าใสและ
เซลล์ออกจากกัน จากนั้นน าส่วนน้ าใสมาท าการ partition กับตัวท าละลายอินทรีย์ ethyl acetate สาร
สกัดหยาบที่ได้น าไปแยกองค์ประกอบทางเคมทีี่มีฤทธิ์โดยใช้เทคนิคทางโครมาโตกราฟีควบคู่กับการ
ตรวจสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioassay-guided purification)  

   2.1.2.3 การพิสูจน์เอกลักษณ์องค์ประกอบทางเคมีทีมี่ฤทธิท์างชีวภาพ  
   พิสูจน์เอกลักษณ์โครงสร้างของสารบริสทุธิ์ที่แยกได้ด้วยเทคนิคทางสเปคโตรสโคปี เช่น 

NMR, MS, IR, UV 
 

2.2 การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพ 
เชื้อจุลชีพทีใ่ช้ทดสอบได้แก่ Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 

6633, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Methicillin-
resistant S. aureus DMST 20651 

2.2.1 การตรวจสอบฤทธิ์ดว้ยวิธี agar disc diffusion 
สารสกัดและสารบรสิุทธิ์น าไปทดสอบฤทธิต์้านจุลชีพโดยวิธี agar disc diffusion โดยใชไ้ม้พัน

ส าลีที่ปราศจากเชื้อชุบเชื้อทดสอบที่เตรียมไว้ทาลงบนอาหารแข็งด้วยเทคนิคปราศจากเชื้อ  จากนั้นน า 
disc ที่หยดสารละลายของสารสกัดทีต่้องการทดสอบปริมาณ 20 l/disc  ทิ้งให้แห้ง แล้ววางลงบน
ผิวหน้าของอาหารที่มีเชื้อทดสอบอยู่และท า disc control โดยใชต้ัวท าละลายชนิดเดียวกับที่ใช้ละลาย
สารสกัด  บ่มที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 วัน   ตรวจผลโดยวัดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณที่
เชื้อไม่เจรญิรวมเส้นผ่านศนูย์กลางของ disc (inhibition zone)  ซึ่งแสดงความสามารถของสารสกัดใน
การต้านการเจรญิของเชื้อทดสอบแต่ละชนิด  

2.2.2 การตรวจสอบฤทธิ์ดว้ยวิธี TLC-bioautography 
 การศึกษาฤทธิ์ต้านจุลชีพด้วยวิธี bioautography เริ่มมีรายงานตัง้แต่ปี 1987 โดย Prof. 
Geoffrey A. Cordell มีหลักการคือ น าแผน่ทีแอลซีทีผ่่านการพัฒนา (developed) แล้ววางใน plate และ
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ท าให้แผ่นทีแอลซีปราศจากตัวท าละลายและวัฏภาคเคลื่อนที่ จากนั้นจงึน าเชื้อจุลชีพทดสอบซึง่เลี้ยงอยู่
ในอาหารเหลวเททับแผ่นทีแอลซี น าไปบ่มเพาะที่อุณหภูมิที่เหมาะสมเพื่อให้เชื้อเจรญิ บันทึกแถบสารที่
ท าให้เกิดวงใส (clear zone) เปรียบเทียบค่า Rf กับสารมาตรฐาน โดยทั่วไปมีวิธีการทดสอบดังนี ้
 วิธีที่ 1  

1. เลี้ยงเชื้อจุลชีพในอาหารเหลวที่เหมาะสม เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง ปรับความเข้มของเชื้อให้มี
ความขุ่นเท่ากับสารละลายมาตรฐาน McFarland No. 0.5 โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ OD600 
เท่ากับ 0.15 

2. น าก้านส าลีที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วจุ่มในสารละลายเชื้อใหพ้อหมาด ป้ายลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
แบบวุ้นให้ทั่วผิวหน้า 

3. วางแผ่นทีแอลซีที่พฒันาแล้วบนอาหารเลี้ยงเชื้อแบบวุ้น 
4. น าไปบ่มเพาะที่อุณหภูมทิี่เหมาะสมกับเชื้อ เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง 
5. บันทึกผล สังเกตลักษณะ วัดเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใส 

วิธีที่ 2  
1. เลี้ยงเชื้อจุลชีพในอาหารเหลวที่เหมาะสม เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง 
2. เตรียม base agar และอาหารเลี้ยงเชื้อแบบวุ้น ท าให้ปราศจากเชื้อโดยการน าไปนึง่ฆ่าเชื้อที่

อุณหภูมิ 121ºC 15 นาที 
3. เท base agar ลงใน petri dish ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว ทิง้ไว้จนแข็ง 
4. น าเชื้อจุลชีพที่เลี้ยงไว้ปรับความเข้มของเชื้อใหม้ีค่าการดูดกลืนแสงที่ OD600 เท่ากับ 0.1 
5. วางแผ่นทีแอลซีที่พฒันาแล้วหงายลงบน base agar ที่แข็งตัวแล้ว 
6. เทเชื้อจุลชีพทับลงบนแผ่นทีแอลซ ี รอจนอาหารแข็ง น าไปบ่มเพาะที่อุณหภูมทิี่เหมาะสมกับเชื้อ 

เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง 
7. บันทึกผล สังเกตลักษณะ วัดเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใส 

 
2.2.3 การหาค่า Minimum Inhibitory Concentration (MIC) ของสารบรสิุทธิท์ี่แยกได ้
ใช้วิธี microdilution method โดยบ่มเชื้อทดสอบแตล่ะชนิดใน TSB media เป็นเวลา 12 ชั่วโมง 

จากนั้นท าการ dilute และถ่ายลงใน 96-well microplate เติมสารทดสอบ และบ่มเชื้อที่อุณหภูม ิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-20 ชั่วโมง วัดความขุ่นแต่ละหลุมด้วย microplate reader สร้างกราฟ
ระหว่างความเข้มข้นของสารทดสอบกับค่าความขุ่นเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม หาค่าความเข้มข้น
ต่ าสุดทีส่ามารถยับย้ังการเจริญของเชื้อได้ (MIC)      
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2.3 การทดสอบการออกฤทธิข์องสารต่อการท างานของโปรตีน FtsZ โดยวิธทีางจุลชีววทิยา
และชีวเคมี 
 2.3.1 การศึกษาผลของสารทดสอบต่อลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ E. coli strain 
JE6617 
 ท าการทดสอบผลของสารจากสเตรปโตมัยซสีทางทะเลตอ่การเหนี่ยวน าให้เกิดลักษณะ filament 
ใน E. coli strain JE6617 โดยการเพาะเลี้ยงเชื้อ E. coli strain JE6617 ใน TSB broth ที่เติมและไม่เติม
สารทดสอบ ตรวจสอบลักษณะทางสณัฐานวิทยาเบ้ืองตน้ด้วยกล้องจุลทรรศน์ ทุก 0.5, 1, 2, 3, 4, และ 
24 ชั่วโมง ซึง่ผลบวกจะเห็นความผิดปกติของการแบ่งเซลล์ในแบคทีเรียต่างจากกลุ่มควบคุม 
 ส าหรับคุณสมบัติของเชื้อ E. coli strain JE6617 ที่น ามาทดสอบ มีรายละเอียดดังนี ้
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Strain No JE6617 

Strain Name FA 8401 

Sex F- 

Chromosomal Markers ftsZ84   DE(pro-lac)   thi 

Parent Donor LC605T841 

Parent Recipient JE6183 

Latest Marker ftsZ 

Selection Leu+ 

 

 

2.3.2 การสกัดแยกโปรตีน FtsZ 
ท าการเตรียมโปรตีน FtsZ จาก E. coli ME7876 ซึ่งการสร้างโปรตีน FtsZ จะถูกเหนี่ยวน า

โดยสาร IPTG เป็นเวลาประมาณ 2 ชั่วโมง จากนั้นท าการตกตะกอนเซลล์แบคทเีรียแล้วน าไปแขวน
ตะกอนในสารละลาย buffer ที่เหมาะสมต่อการท าให้เซลล์แตก โปรตีน FtsZ ในเซลล์ lysate จะถูกท าให้
บริสุทธิ์บางส่วนโดยวิธีการตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต (Romberg et al., 2001) มีข้ันตอนต่างๆ 
ดังนี ้

- บ่มเชื้อ E. coli ME 7678 ใน LB broth 1 L  จนได้ O.D. 1 ที่ความยาวคลื่น 600 nm 
- เติม 0.5 mM IPTG แล้วน าไปเขย่าต่อเป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
- น าเชื้อมา centrifuge ใน falcon tube ด้วยความเร็ว 5,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4   Cเป็นเวลา 20 

นาที และน าส่วนตะกอนมา re-suspend ด้วยสารละลาย 10 ml ซึ่งมสี่วนประกอบดังต่อไปนี ้
50 mM Tris HCl 
100 mM NaCl 
1 mM EDTA 
1 mM PMSF 

http://www.shigen.nig.ac.jp/ecoli/pec/quickSearchAction.do?action=genesList&searchWord=ftsZ
http://www.shigen.nig.ac.jp/ecoli/pec/quickSearchAction.do?action=genesList&searchWord=pro
http://www.shigen.nig.ac.jp/ecoli/pec/quickSearchAction.do?action=genesList&searchWord=thi
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- จากนั้นเติม lysozyme 0.1mg/ml แล้วบ่มต่อ 10 นาทีที่อุณหภูมิห้อง เติม 10 mM magnesium 
acetate แล้วน าไป sonicate 

- Centrifuge ด้วยความเร็ว 6,000 rpm ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที 
- แยกส่วนส่วนใส (supernatant) น าไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -80   C  
- น าส่วนใสมาละลาย เติม 10 µg/ml DNase-1แล้ว incubate เป็นเวลา 1 ชั่วโมงในน้ าแข็ง 
- Centrifuge 220,000 g ที่อุณหภูมิ 4  C เป็นเวลา 40 นาที แยกส่วน supernatant 
- เติม 0.25 saturated ammonium sulfate และ incubate ในน้ าแข็งเป็นเวลา 20 นาที 
- น ามา centrifuge ด้วยความเร็ว 100,000 g ที่อุณหภูมิ 4  C เป็นเวลา 15 นาที แยกส่วน 

supernatant 
- เติม saturated ammonium sulfate และ incubate ในน้ าแข็งเป็นเวลา 20 นาที 
- น ามา centrifugeด้วยความเร็ว 100,000 g ที่อุณหภูมิ 4  C เป็นเวลา 15 นาท ี
- น าส่วนตะกอนมา resuspend ด้วย polymerization buffer 5 ml ซึ่งมีส่วนประกอบดังต่อไปนี ้

50 mM NaMES, pH 6.5 
25 mM Magnesium acetate 
10 mM EGTA 

- เติมลงใน tube ที่เติม 10% sucrose 1 ml (ให้แยกชัน้จากกัน) 
- น ามา centrifuge ด้วยความเร็ว 160,000 g ที่อุณหภูมิ 4  C เป็นเวลา 15 นาที แยกส่วน 

supernatant 

- เติม 10 % glycerol และน าไปแช่แข็งที่อุณหภูม ิ-80   C ตรวจสอบความบริสุทธิ์ด้วยวิธี SDS- 

polyacrylamide gel electrophoresis 

ส าหรับคุณสมบัติของเชื้อ E. coli strain ME7876 ที่น ามาแยกสกัดโปรตีน มีรายละเอียดดังนี ้

Strain Detail 

Strain No ME7876  

Strain Name YM914  

Plasmid Autonomous Other pET3Z-1  

Prophage λ+ λDE3  

Parent Recipient BL21  

Culture Condition LB + Amp, 37C    

Other Remarks vector expresses FtsZ    
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2.3.3 การศึกษาผลของสารทดสอบต่อการ hydrolysis GTP 
เนื่องจากโปรตีน FtsZ มีคุณสมบัติเป็น GTPase-like enzyme ซึ่งจะท างานโดยการ hydrolysis 

GTP และปลดปล่อยฟอสเฟตออกมา ดังนั้นการวัดค่ากิจกรรม (activity) ของเอนไซม์ สามารถทดสอบ
ได้โดยวัดปริมาณฟอสเฟตที่ปลดปล่อยออกมา ซึ่งในการวิเคราะห์ activity ของเอนไซม์ FtsZ GTPase 
จะใช้ปฏิกิริยาการเกิดสทีี่เรียกว่า malachite green phosphomolybdate assay (Domadia et al., 2007) 
โดยท าการวิเคราะห์ปริมาณของ inorganic phosphate ที่เกิดข้ึนจากการ hydrolysis GTP ระหว่าง
ขบวนการ FtsZ assembly และเมื่อมีการเติมสารทดสอบ โดยน า FtsZ ที่ได้จากข้อ 2.3.2 มา pre-
incubate ร่วมกับตัวอย่างสารสกัดหรือ zantrins (positive control) ใน buffer ที่มี tween 20 เป็น
องค์ประกอบ จากนั้นเริ่มปฏิกิริยาโดยการเติม GTP ลงไป ท าการเก็บตัวอย่างจากแต่ละปฏิกิริยาทุกๆ 
10 นาที ท าการหยุดปฏิกิริยาในตัวอย่างที่เก็บมาโดยเติม EDTA แล้วท าให้เกิดสีโดยเติม malachite 
green และ ammonium molybdate แล้วบ่มที่อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาน ามาอ่านค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร มีข้ันตอนต่างๆ ดังนี ้

1. เตรียม standard phosphate buffer  
a. เตรียม premix solution ความเข้มข้น 50 µM ปริมาตร 800 µl โดยปิเปต 40 µl จาก 1 

mM standard phosphate  
b. เติม DI water 760 µl 
c. น า premix ที่ได้มาเตรียมต่อดังตารางต่อไปนี ้

 

No. Premix(µL)+H2O(µL) 
Final 

Volume(µL) 
Phosphate 

concentration(µM) 
P moles Phosphate 

in 40 µL 
1 200+0 200 50 2,000 
2 160+40 200 40 1,600 
3 120+80 200 30 1,200 
4 80+120 200 20 800 
5 60+140 200 15 600 
6 40+160 200 10 400 
7 20+180 200 5 200 
8 0+200 200 0 0 

 
2. เตรียม series dilution of enzyme in assay buffer 
3. เตรียม reaction well และ control well โดยมีส่วนประกอบดังต่อไปนี ้
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 Reaction well Control well 
Assay buffer (µL) 20  20 
Enzyme (µL) 10 - 
H2O (µL) - 10 
4mM GTP (µL) 10 10 

 
4. เติม malachite green 200 µl และ incubate 30 นาทีที่อุณหภูมิห้อง 
5. น าไปวัดด้วยเครื่อง microplate reader ที่ความยาวคลื่น 620 nm  

 
Inhibitory assay 
1. เตรียม reaction well โดยมีส่วนประกอบดังต่อไปนี ้

สาร Reaction well Control well 
Assay buffer (µL) 19 19 

Enzyme (µL) 6 - 
H2O/DMSO (µL) - 11 

Inhibitor (µL) 5 - 
4mM GTP (µL) 10 10 

 
2. incubate 30 นาทีที่อุณหภูมิห้อง 
3. เติม malachite green 200 µL 
4. incubate 30 นาทีที่อุณหภูมหิ้อง และน าไปวัดด้วยเครื่อง microplate reader ที่ wavelength 

620nm 
 
2.3.4 การศึกษาผลของสารทดสอบต่อลักษณะของ Z-ring (Z-ring characteristics) 
ท าการศึกษาผลของสารทดสอบต่อการเกิด Z-ring ของเชื้อ E. coli โดยท าการเลี้ยงเชื้อ E. coli 

สายพันธุ์ JW0093 ซึ่งมีโปรตีนที่เรืองแสงฟลูออเรสเซนท์ (GFP) เชื่อมติดกับโปรตีน FtsZ ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่มสีารทดสอบแล้วท าการเก็บตัวอย่างเชื้อ ณ เวลาต่างๆ กัน น าตัวอย่างที่ได้ไปดูภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ชนิดคอนโฟคอล ส าหรับผลบวกจะเห็นแบคทเีรียที่มีการแบ่งตัวไมส่มบูรณ์ เกิดการเปลี่ยนรูป
ของ Z-ring ส่วนในกลุ่มควบคุมจะเห็นการแบ่งตัวของแบคทีเรียเป็นเซลล์เดี่ยวชัดเจน และเหน็ Z-ring ที่
สมบูรณ ์
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ผลการวิจัย  
 1. ผลการแยกเชื้อเตรปโตมัยซีสทางทะเล LT3-21 และแบคทีเรยีทางทะเลสายพันธุ์อ่ืนๆ 

 การวิจัยได้ท าการคัดแยกเชื้อแอคติโนมัยซสีทางทะเลจากดินตะกอนใตท้ะเล บริเวณเกาะลันตา 
จังหวัดกระบ่ี ด้วยอาหาร Humic acid-Vitamin agar และอาหาร Starch casein agar แล้วบ่มเลี้ยงที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส   เป็นเวลา 21 วัน   จากนั้นท าการแยกให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี Cross- streak 
บนอาหารแข็ง Yeast extract-Malt extract พบเชื้อแอคติโนมัยซสีที่น่าสนใจ ไอโซเลต LT3-21 เมื่อ
ท าการศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธานเบื้องต้น พบว่าเป็นเชื้อที่จัดอยู่ในสกุล Streptomyces ที่สามารถ
สร้างเส้นใยอากาศ (aerial mycelium  (สีเทาและสร้างเสน้ใยอาหาร ) substrate mycelium  สีเหลืองเข้ม สี

ของโคโลนีด้านบนเป็นสีเทาอมเหลือง ส่วนสีของโคโลนด้ีานล่างเป็นสีเหลือง พบรงควัตถุที่ละลายน้ าสี
เหลืองแพร่ซึมในอาหาร   สปอร์มีลักษณะขดเป็นเกลียว  (รูปที่ 4)    
 
  

รูปที่ 4 การเจรญิของไอโซเลต LT 3-21 (A),  ลักษณะสปอร์ที่ก าลังขยาย 1000 เท่า (B) 

 ส่วนแบคทีเรียทางทะเลอ่ืนๆ ทีน่ ามาท าการเลี้ยงและสกัดสารทุติยภูมิอ่ืนๆ ได้รับความ
อนุเคราะห์จาก ดร.จติติ ท่าไว ดงัแสดงในตารางที่ 2 

  
ตารางที่ 2 แบคทีเรียทางทะเลสายพันธุต์่างๆ ทีน่ ามาทดสอบ 
หมายเลข รหัส รูปแบคทีเรีย 

1 S01-06  
 
 
 
 

2 S04-05  
 
 
 

A 

 

B 
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หมายเลข รหัส รูปแบคทีเรีย 
3 S08-02  

 
 
 
 

4 MA2-01  
 
 
 

5 MA3-16  
 
 

6 S7F-34  
 
 
 
 

7 AN4-1  
 
 
 
 
 

8 AN5-4  
 
 
 
 

9 AN6-2  
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หมายเลข รหัส รูปแบคทีเรีย 
10 PN2-3  

 
 
 

11 SH2-2  
 
 
 

12 TV1-6  
 
 
 

13 CH-17  
 
 
 

 
2. ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านจุลชพีและผลของสารทดสอบต่อลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ

เชื้อ E. coli strain JE6617เบ้ืองต้นของสารสกัดแบคทีเรียทางทะเล 
 

2.1 ผลการตรวจสอบฤทธิ์ต้านจุลชพีดว้ยวิธี agar disc diffusion 
เชื้อจุลชีพทีใ่ช้ทดสอบได้แก่ S. aureus, B. subtilis, E. coli, P. aeruginosa, M. luteus, C. 

albicans 
น ามาแบคทีเรียทางทะเลแต่ละตัวอย่างมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว Yeast extract-Malt extract 

broth บ่มที่อุณหภูมิ 25C เป็นเวลา 10-12 วัน ท าการสกัดน้ าหมักเชื้อด้วยเอธิลอะซิเตตจนได้สารสกัด
หยาบ น าสารสกัดหยาบที่ได้ไปทดสอบฤทธิต์้านจุลชีพโดยวิธี agar disc diffusion ด้วยปริมาณ 1 
mg/disc ตรวจผลโดยวัดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณทีเ่ชื้อไม่เจรญิรวมเส้นผ่านศนูย์กลางของ disc 
(inhibition zone)  ซึ่งแสดงความสามารถของสารสกดัในการต้านการเจริญของเชื้อทดสอบแต่ละชนิด 
ได้ผลดังตารางที่ 3 
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ตารางที่ 3 ค่า inhibition zone (mm) ของสารสกัดแบคทีเรียทางทะเลตัวอย่างต่างๆ 
ตัวอย่าง รหัส Inhibition zone (mm) 

S. aureus B. subtilis E. coli P. aeruginosa M. luteus C. albicans 
1 LT3-21 29 30 9 15 28 - 
2 ST1-06 - 9 - - - - 
3 S04-05 - - - - - - 
4 S08-02 26 32 15 13 - - 
5 MA2-01 - 9 - - - - 
6 MA3-16 - - - - - - 
7 S7F-34 - - - - - - 
8 AN4-1 12 13 - - 15 - 
9 AN5-4  12 - - 11 - 
10 AN6-2 24 20 16 11 40 - 
11 SH2-2 9 18 - - 11 - 
12 PN2-3 -- - - - - - 
13 TV1-6 11 13 - - 16 15 
14 CH-17 13 11 x x 15 x 

 
 ผลจากตารางดังกล่าวจะเหน็ได้ว่า แบคทีเรียทางทะเลสายพันธุ์ LT3-21, S08-02, AN4-1, 
AN6-2, SH2-2, TV1-6 และ CH-17 มีฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชพีที่น่าสนใจ 

 
 2.2 ผลการศึกษาผลของสารทดสอบต่อลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ E. coli strain 
JE6617 
 ท าการทดสอบผลของสารสกัดจากแบคทีเรียทางทะเล ตอ่การเหนี่ยวน าให้เกิดลักษณะ filament 
ใน E. coli strain JE6617 โดยการเพาะเลี้ยงเชื้อ E. coli strain JE6617 ใน TSB broth ที่เติมและไม่เติม
สารทดสอบ ตรวจสอบลักษณะทางสณัฐานวิทยาเบ้ืองตน้ด้วยกล้องจุลทรรศน์ ทุก 0.5, 1, 2, 3, 4, และ 
24 ชั่วโมง โดยผลบวกจะเห็นความผิดปกติของการแบ่งเซลลใ์นแบคทีเรียต่างจากกลุ่มควบคุม ซึ่งจาก
การทดลองพบว่า แบคทีเรียทางทะเลชนิด LT3-21 และ AN6-2 ใหผ้ลที่น่าสนใจ ดังรูปที่ 5 ส่วน S08-
02, SH2-2, TV1-6 และ CH-17 ลักษณะ ของ filament ไม่ต่างจากกลุ่มควบคุม 
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                                    D                                             E                                              F 

 
 
 
 
 
 
 

                                        G                                           H 
 
 
 
 
 

 

 
 
รูปที่ 5  ภาพแสดงลักษณะการเกิด filaments ของเชื้อ E. coli strain JE6617 ที่เวลา 24 ชั่วโมง 
เมื่อให้สารสกัดจากน้ าหมักเชื้อสเตรปโตมัยซีส LT3-21 (A) สาร curcumin ที่เคยมีรายงานว่า
ให้ผลบวก (B) เปรียบเทียบกับ control คือ E. coli  strain JE6617  ใน DMSO (C) AN6-2 (D) 
S08-02 (E) SH2-2 (F) TV1-6 (G) และ CH-17 (H)   

 

 
 นอกจากนี้ทางผู้วิจัยยังได้ท าการทดสอบผลของสาร Reniaramycin M, Ecteinacidin 

770 และ Hydrogenated micromonosporin A ต่อการเหนี่ยวน าให้เกิดลักษณะ filament ใน E. coli 
strain JE6617 โดยสาร Reniaramycin M และ Ecteinacidin 770 ได้รับความอนุเคราะห์จาก ดร.คณิต 
สุวรรณบรริักษ ์คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ส่วนสาร Hydrogenated micromonosporin 
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A ได้จากการท าปฏิกิริยา hydrogenation กับสาร micromonosporin A จากเชื้อ Micromonospora sp. 
Strain TT1-11 ซึ่งแยกได้จากป่าพรุ จังหวัดพัทลุง (ได้รับความอนุเคราะห์เชื้อจาก ดร.จติต ิ ท่าไว 
ภาควิชาชีววิทยาประยุกต์ คณะวิทยาศาสตร ์สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง)  

 
 
 
 

Micromonosoporin A 
 
แต่เนื่องจากสารชนิดนี้เป็นสารกลุ่ม polyene ซึ่งไม่เสถียรเมื่อเก็บไว้นาน ดังนั้นในการทดลองจึง

ได้ท าปฏิกิริยา hydrogenation โดยใช้เครื่อง Parr hydrogenation apparatus โดยมี palladium/carbon 
เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ได้สาร Hydrogenated micromonosporin A (9,11,13-trihydroxy-14,19,24-
trimethyl-1-azacyclotetracosan-2-one) โดยพบว่ามีร้อยละของผลทีไ่ด้โดยเฉลี่ยเท่ากับ 62.06  

 
 
 

Hydrogenated micromonosporin A  
 
 1H-NMR spectrum ของสาร Hydrogenated micromonosporin A ดังแสดงในรูปที่ 6  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 6 300 MHz 1H NMR spectrum ของสาร 9 Hydrogenated micromonosporin A ใน 

DMSO-d6 
 

 ผลการทดสอบพบว่า ทั้งสาร 3 ชนิด มผีลท าให้ลักษณะของ filament เปลี่ยนแปลงไปอย่างชัดเจน 
ดังรูปที่ 7  
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                                           A                                                   B                                              
 
 

 
 
 
 
 
                                                      C                                                   D                                                  
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 7  ภาพแสดงลักษณะการเกิด filaments ของเชื้อ E. coli strain JE6617 ที่เวลา 24 ชั่วโมง 

เมื่อใหส้าร Reniaramycin M (A) Ecteinacidin 770 (B) Hydrogenated micromonosporin A (C) 
เปรียบเทียบกับ control คือ E. coli  strain JE6617  ใน DMSO (D)  

 
2.3 ผลการตรวจสอบฤทธิด์้วยวิธี TLC-bioautography 

 จากผลในข้อ 2.1 จะเห็นได้ว่า สารสกัดจากแบคทีเรียทางทะเลรหัส LT3-21 และ AN6-2 ให้ผล
เปลี่ยนแปลงลักษณะ filament ของ E. coli strain JE6617  อย่างชัดเจน ซึ่งมีผลท าให้เกิดความผิดปกติ
ของการแบ่งเซลล์ในแบคทีเรียต่างจากกลุ่มควบคุม ดังนั้น ทางผู้วิจัยจึงได้ท าการทดสอบต าแหนง่ของ
สารส าคัญที่ออกฤทธิต์้านเชื้อจุลชีพโดยใช้วิธี bioautography ทดสอบกับเชื้อ S. aureus, B. subtilis, 
MRSA, M. luteus, P. aeruginosa, E.coli, K. pneumoniae และ S. typhi  ผลปรากฏสารส าคญัที่ออก
ฤทธิใ์นสารสกัดหยาบจากน้ าหมักเชื้อของสเตรปโตมัยซสี LT3-21 และ AN6-2 ดังรูปที่ 8 จึงได้ท าการ
สกัดแยกเพ่ือใหไ้ด้สารบรสิุทธิท์ี่มีฤทธิ์ในช่วงดังกล่าว โดยใช้เทคนคิทางโครมาโทกราฟีต่างๆ 
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S. aureus 
 
 
 
 
 
 
  AN-6-2 
                                                                    1 
 
 
 
 
  LT3-21 
B. subtilis 
 
 
 
 
   AN-6-2 
   
 
 
 
 
  LT3-21 
MRSA 
 
 
 
 
                    
 
        รูปที่ 8 TLC-bioautography ของสารสกัด AN6-2 และ LT3-21 

S. aureus 
Sample: AN6-2 
(Hexane: Ethyl acetate=1:2) 

Rf inhibition zone (cm) 

0.00 1.50 
0.05 1.50 
0.28 0.90 
0.55 0.80 

 

S. aureus 
Sample: LT3-21 
(Hexane: Ethyl acetate=1:2) 

Rf inhibition zone (cm) 
0.07 1.67 

 

B. subtilis 
Sample: AN6-2 
(Hexane: Ethyl acetate=1:2) 

Rf inhibition zone (cm) 

0.00 1.55 
0.16 0.90 
0.27 0.80 

 
B. subtilis  
Sample: LT3-17 
(Hexane: Ethyl acetate=1:2) 

Rf inhibition zone (cm) 

0.04 1.87 
 MRSA 
Sample: AN6-2 
(Hexane: Ethyl acetate=1:2) 

Rf inhibition zone (cm) 

0.00 1.67 
0.27 0.80 
0.53 0.80 
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  LT3-21 
M. luteus 
 
 
 
 
 
  AN6-2 
 
 
 
 
  
  LT3-21 
 
P. aeruginosa - inactive 
 
 
 
 
 
  AN6-2    LT3-21 
E. coli - inactive 
 
 
 
 
 
  AN6-2    LT3-21 
        รูปที่ 8 (ต่อ) TLC-bioautography ของสารสกัด AN6-2 และ LT3-21  

MRSA 
Sample: LT3-17 
(Hexane: Ethyl acetate=1:2) 

Rf inhibition zone(cm) 

0.04 2.1 
 

M. luteus 
Sample: AN6-2 
(Hexane: Ethyl acetate=1:2) 

Rf inhibition zone(cm) 

0.00 2.47 
0.27 0.80 
0.56 0.80 

 
M. luteus 
Sample: LT3-17 
(Hexane: Ethyl acetate=1:2) 

Rf inhibition zone(cm) 

0.04 2.30 
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K. pneumonia - inactive 
 
 
   
 
 
  AN6-2    LT3-21 
 
S. typhi - inactive 
 
 
 
 
 
  AN6-2    LT3-21 
 
MRSA 
 
 
 
 
 
 
  AN6-2  
 
 
 
 
 
 
            LT3-21         
  
        รูปที่ 8 (ต่อ) TLC-bioautography ของสารสกัด AN6-2 และ LT3-21  
   

MRSA 
Sample: AN6-2 
(Dichloromethane: Methanol= 9:1) 

Rf inhibition zone(cm) 

0.00 1.73 
0.37 2.37 
0.67 1.17 

 

MRSA 
Sample: LT3-17 
(Dichloromethane: Methanol= 9:1) 

Rf inhibition zone(cm) 

0.55 2 
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3. ผลการสกัดแยกและการพสิูจน์เอกลักษณ์องค์ประกอบทางเคมีที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ 
 3.1 สารส าคัญจากเชื้อของสเตรปโตมัยซีส LT3-21 
 ได้ท าการหมักเพ่ิมปริมาณเชื้อสเตรปโตมัยซีส LT3-21 เพื่อให้ได้สารสกัดหยาบที่มีปริมาณ
เพียงพอส าหรับการสกัดแยกสารส าคญัให้บริสทุธิ์ โดยท าการเพาะเลี้ยงใน Yeast extract-Malt extract 
broth ปริมาตร 5 ลิตร เมื่อท าการ partition ด้วยเอธิลอะซิเตต ได้สารสกัดหยาบปริมาณ 627 มิลลิกรัม 
ท าการสกัดแยกสารส าคญัให้บรสิุทธิ์โดยใช้เทคนิคทางโครมาโตกราฟี เชน่ ใช ้silica gel column โดยใช ้
mobile phase system เป็น dichloromethane กับ methanol ในอัตราส่วนต่างๆ แต่จากการทดลอง
พบว่าสารที่ได้จะไม่เสถียรเมื่อใช้ silica gel ในการแยก เมื่อเปลี่ยนมาใช้ Sephadex LH-20 ในการแยก 
พบว่าแยกสารได้ดี โดยระบบที่เหมาะสมคือใช ้ mobile phase เป็น acetone 100% ได้สารบริสทุธิ์สี
เหลือง (A1) ปริมาณ 20 มิลลิกรัม น าไปพิสูจน์โครงสร้างทางเคมีด้วย NMR ได้ผลดังรูปที่ 9 

 
รูปที่ 9  300 MHz 1H NMR spectrum ของสาร A1 
 
 แต่อย่างไรกต็าม พบว่าสาร A1 ที่ได้ไม่เสถียร มีการสลายตัวเมื่อเก็บไว้ ไมส่ามารถวิเคราะห์
โครงสร้างและทดสอบฤทธิไ์ด้ ทางโครงการจึงท าการศึกษาสารส าคญัอ่ืนๆ ที่มฤีทธิต์่อโปรตีน FtsZ 
 
 3.2 สารส าคัญจากเชื้อของสเตรปโตมัยซีส AN6-2 
 ได้ท าการหมักเพ่ิมปริมาณเชื้อสเตรปโตมัยซีส AN6-2 เพื่อใหไ้ด้สารสกัดหยาบที่มีปริมาณ
เพียงพอส าหรับการสกัดแยกสารส าคญัให้บริสทุธิ์ โดยท าการเพาะเลี้ยงใน ISP II broth เป็นเวลา 14 วัน 
จากนั้นกรองแยกเซลลืและน้ าหมักเชื้อ ท าการ partition น้ าหมักเชื้อด้วยเอธิลอะซิเตต ได้สารสกัดหยาบ
ปริมาณ 17.5 กรัม ท าการสกัดแยกสารส าคัญให้บรสิุทธิโ์ดยใช้เทคนิคทางโครมาโตกราฟี โดยมีข้ันตอน
ต่างๆ ตามแผนภูมิด้านล่าง ได้สารบริสทุธิ์สเีหลือง C3-1 ปริมาณ 19 มิลลิกรัม น าไปพิสูจน์โครงสร้าง
ทางเคมีและทดสอบฤทธิ ์
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 3.3 การพิสูจน์โครงสร้างสาร C3-1 จากเชื้อของสเตรปโตมัยซีส AN6-2 
 สารบริสทุธิ์ C3-1 น าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิคทางสเปคโตรสโคปี ได้ข้อมูล 1D และ 2D NMR ดัง
รูปที่ 10-15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 10  500 MHz 1H NMR spectrum ของสาร C3-1 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 11  125 MHz 13C NMR spectrum ของสาร C3-1 
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รูปที่ 12  H,H-COSY NMR spectrum ของสาร C3-1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 13  HMQC NMR spectrum ของสาร C3-1 
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รูปที่ 14  HMBC NMR spectrum ของสาร C3-1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 15  NOESY NMR spectrum ของสาร C3-1 

 
 นอกจากนี้ได้วิเคราะห์ด้วย UV, IR และ MS ได้สเปคตรัมดังรูปที่ 16-18 โดยมีค่าการดูดกลืน

แสงสูงสุดที่ max 219 nm 
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รูปที่ 16  UV spectrum ของสาร C3-1 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
รูปที่ 17  IR spectrum ของสาร C3-1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 18 MS spectrum ของสาร C3-1 
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จากการวิเคราะห์ข้อมูลที่ได้และเปรียบเทียบกับรายงานที่เคยมีมาก่อน ดังผลในตารางที่ 4 ท าให้
สามารถวิเคราะห์โครงสร้างของสาร C3-1 เป็น resistomycin  

 
ตารางที่ 4 1H และ 13C NMR data ของ C3-1 และ resistomycin  

NMR C3-1 Resistomycin 

Position 

1H  
chemical shift 

(ppm) 

13C  
chemical shift 

(ppm) 

HMBC  
chemical shift 

(ppm) 

1H  
chemical shift 

(ppm) 

13C  
chemical shift 

(ppm) 
1 - 46.3 H-11,1-CH3  - 46.5 
2 - 205.1 H-4,1-CH3  - 204.7 
2a - 102.9 H-4,5-OH  - 102.5 
2b - 139.9 H-11  - 139.3 
3 13.94(s, 1H) 170.5 H-4,3-OH,5-OH 14.42 (s, OH) 170.1 
4 6.30(s, 1H) 100.6 3-OH,5-OH 6.29 (s) 100.1 
5 14.31(s, 1H) 169.9 9-CH3 14.30 (s, OH) 169.5 
5a - 106.1 H-4, 7-OH  - 105.6 
6 - 184.9 H-4, H-8  - 184.2 
6a - 106.8 H-8, 7-OH  - 106.2 
6b - 128.9 -   - 128.3 
7 14.43(s, 1H) 168.3 H-4, H-8, 7-OH 13.92 (s, OH) 167.7 
8 6.95(s, 1H) 119.8 9-CH3, H-8,H-11, 7-OH 6.93 (s) 119.1 
9 - 152.3 9-CH3, H-11  - 151.5 
9a - 114.5 9-CH3, H-8,H-11  - 114.4 
10 - 162.8 9-CH3, H-11 - 162.3 
11 7.21(s, 1H) 110 -  7.21 (s) 109.6 
11a - 152.8 1-CH3, H-11  - 152.1 
11b - 107.6 H-4, H-8, H-11  - 107.2 
12 1.54 

28.8 1-CH3 1.56 (s) 25.5 
13 1.55 
14 2.86(s, 3H) 25.9 9-CH3 2.87 (s) 28.4 

 
 
 
 
  Resistomycin 
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4. ผลการทดสอบการออกฤทธิ์ของสารต่อการท างานของโปรตีน FtsZ โดยวิธทีางจุล
ชีววทิยาและชวีเคมี  

 4.1 ผลการสกัดแยกโปรตีน FtsZ 
 ในส่วนของการแยกโปรตีน FtsZ ได้ท าการทดลองโดยอ้างอิงจากวิธีของ Romberg,L. และคณะ 
(J. Biol. Chem., 2001, 276, 11748) ได้โปรตีนที่มีความบริสุทธิ์ระดับหนึง่ โดยท าการแยกสกัดโปรตีน
จาก E. coli strain FA8401 โดยเลี้ยงเชื้อและปรับปริมาณให้ได้ตามที่ก าหนด เหนี่ยวน าให้เชื้อสร้าง
โปรตีน FtsZ โดยเติม IPTG ลงในอาหารแล้วน าไปบ่มตอ่อีก 2 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาท าการแยกเชื้อ ล้าง
ด้วยบัฟเฟอร์ แล้วท าให้เซลล์แตกด้วยคลื่นเสียงความถีสู่ง แยกส่วนประกอบของเซลลโ์ดยการปั่นเหว่ียง 
จากนั้นน า cell homogenate ที่ได้ไปตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต แล้วน าไปป่ันเหว่ียงด้วยเครื่อง
ป่ันความเร็วสูงด้วยความเร็วต่างๆ เพื่อแยกโปรตีน FtsZ ออกมา น าสารละลายโปรตีนที่ปั่นแยกได้ไป
ตรวจสอบความบริสุทธิ์ด้วยวิธี SDS-polyacrylamide gel electrophoresis พบว่าได้สารสกัดหยาบ
โปรตีนซึ่งมโีปรตนีน้ าหนักประมาณ 40 กิโลดาลตันทีต่รงกับน้ าหนักโมเลกุลของโปรตีน FtsZ ที่มี
รายงานไว้ (รูปที่ 19) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 19  SDS-polyacrylamide gel electrophoresis ของสารสกัดหยาบโปรตีน FtsZ ที่ความเข้มข้น
ต่างๆ (lane ที่ 1-4) 
 
 จากนั้นท าการทดสอบประสิทธิภาพของโปรตีน FtsZ ที่สกัดแยกได้ โดยทดสอบฤทธิใ์นการเป็น 
GTPase ซึ่งจะสามารถ catalyze GTP ให้กลายเป็น GDP พร้อมปล่อย free phosphate ออกมาซึ่งวัด
ปริมาณ free phosphate ด้วยการท าให้เกิดสี ซี่งในการทดลองข้ันตอนนีไ้ด้ใช้ชุดทดสอบ GTPase โดย
ท าการวัดปริมาณของสารประกอบฟอสเฟต ที่ถูกปลดปล่อยออกมาจากปฏิกิริยาระหว่าง GTPase กับ 
GTP โดยฟอสเฟตที่ถูกปลดปล่อยจะท าปฏิกิริยากับสี malachite green เกิดเป็นสารเชงิซ้อนสามารถ
ค านวณปริมาณฟอสเฟตได้โดยการน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 590 นาโนเมตร ซึ่งก่อน
ท าการทดสอบได้ท าการสร้างกราฟมาตรฐานของฟอสเฟตที่ปริมาณต่างๆ  เมื่อได้กราฟมาตรฐาน
ฟอสเฟต (รูป 20) แล้วท าการทดสอบการท างานของเอนไซม ์ GTPase ที่สกัดได้จาก E. coli strain 

 

40 kD 
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FA8401 โดยการผสมเอนไซม์ที่ความเข้มข้นต่างๆ กบั GTP แล้วท าการวัดปริมาณ ฟอสเฟตที่ถูก
ปลดปล่อยออกมาโดยเดียวกับการสร้างกราฟมาตรฐาน พบว่าเอนไซม์ที่สกัดได้สามารถท าปฏิกิริยากับ 
GTP ได้โดยมีลักษณะของปฏิกิริยาที่เกิดเป็นแบบ first order kinetics กล่าวคือปฏิกิริยาจะเกิดเร็วข้ึน
เมื่อเพิ่มปริมาณเอนไซม์ ปฏิกิริยาที่เกิดจะเริม่เข้าสู่สภาวะคงที่เมื่อเพิ่มปริมาณเอนไซม์เปน็ 0.15 %v/v 
แต่อย่างไรกต็าม โปรตีนที่ได้ยังไม่บรสิุทธิ์ ดังนั้น ทางโครงการจึงเลือกที่จะใชโ้ปรตนี FtsZ จากบริษัท 
Cytoskeleton Inc. ซึ่งมีความบริสุทธิม์ากกว่า  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 20   กราฟมาตรฐานของฟอสเฟตที่ปริมาณต่างๆ 
 

4.2 ฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชพีสาร resistomycin  
หาค่า Minimum Inhibitory Concentration (MIC) ของสารบริสุทธิท์ี่แยกได้ด้วยวิธี 

microdilution method เชื้อจุลชีพที่ใช้ทดสอบได้แก่ Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus 
subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, 
Methicillin-resistant S. aureus DMST 20651  

 ผลการทดสอบฤทธิ์ของสาร resistomycin ได้ผลดังตารางที่ 5 
 
ตารางที่ 5 ค่า MIC และ MBC ของสาร resistomycin 

  S.aureus MRSA B.subtilis E.coli P.aeruginosa 
MIC (µg/mL) 0.0781 0.3125 0.0781 inactive inactive 
MBC on agar 

(µg/mL) 
1.2500 0.3125 1.2500 

inactive inactive 
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4.3 ผลของสารทดสอบต่อการ hydrolysis GTP 
 เนื่องจากโปรตีน FtsZ มีคุณสมบัติเป็น GTPase-like enzyme ซึ่งจะท างานโดยการ hydrolysis 

GTP และปลดปล่อยฟอสเฟตออกมา ดังนั้นการวัดค่ากิจกรรม (activity) ของเอนไซม์ สามารถทดสอบ
ได้โดยวัดปริมาณฟอสเฟตที่ปลดปล่อยออกมา ซึ่งในการวิเคราะห์ activity ของเอนไซม์ FtsZ GTPase 
จะใช้ปฏิกิริยาการเกิดสทีี่เรียกว่า malachite green phosphomolybdate assay (Domadia et al., 2007) 
โดยท าการวิเคราะห์ปริมาณของ inorganic phosphate ที่เกิดข้ึนจากการ hydrolysis GTP ระหว่าง
ขบวนการ FtsZ assembly และเมื่อมีการเติมสารทดสอบ โดยน า FtsZ มา pre-incubate ร่วมกับ
ตัวอย่างสารสกัดหรือ zantrins (positive control) ใน buffer ที่มี tween 20 เป็นองค์ประกอบ จากนั้น
เริ่มปฏิกิริยาโดยการเติม GTP ลงไป ท าการเก็บตัวอย่างจากแต่ละปฏิกิริยาทุกๆ 10 นาที ท าการหยุด 
ปฏิกิริยาในตัวอย่างที่เก็บมาโดยเติม EDTA แล้วท าให้เกิดสีโดยเตมิ malachite green และ ammonium 

molybdate แล้วบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาน ามาอ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 620  นาโนเมตร ซึ่งผลการทดสอบของสารต่างๆ มีดังนี้ 

 - สาร hydrogenated microsporin A และ reneiramycin M ไม่มผีลต่อขบวนการ hydrolysis 
GTP  

 - สาร ecteinacidin 770 และสาร resistomycin ใหผ้ลยับย้ังการท างานของโปรตีน FtsZ โดยลด
การปล่อยปริมาณฟอสเฟต ให้ค่าการยับย้ัง IC50 ที่ 10.36 และ 6.11 g/ml ตามล าดับ ดังรูปที ่21 และ 
22 ซึ่งแสดงใหเ้ห็นว่าสารทั้งสองชนิดนีม้ีฤทธิ์ในการเป็นสารยับย้ังการท างานของโปรตีน FtsZ  

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 21   ผลการยับย้ัง GTPase activity ของโปรตนี FtsZ เมื่อเติมสาร ET770 

GTPase activity of Resistomycin
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รูปที่ 22   ผลการยับย้ัง GTPase activity ของโปรตนี FtsZ เมื่อเติมสาร Resistomycin 
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 4.4 ผลทดสอบฤทธิข์องสาร resistomycin ต่อการรบกวนการเกิด Z-ring ของเชื้อ E. coli 
 ท าการศึกษาผลของสาร resistomycin ต่อการเกิด Z-ring ของเชื้อ E. coli โดยท าการเลี้ยงเชื้อ 
E. coli สายพันธ์ JW0093 ซึ่งมีโปรตีนที่เรืองแสงฟลูออเรสเซนท์ (GFP) เชื่อมติดกับโปรตีน FtsZ ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีสาร resistomycin แล้วท าการเก็บตัวอย่างเชื้อ ณ เวลาต่างๆ กัน น าตัวอย่างที่ได้ไป
ดูภายใต้กล้องจุลทรรศนช์นิดคอนโฟคอล ได้ผลการทดลองดังรูป 23 พบว่าลักษณะการเกิด Z-ring เมื่อ
ใหส้าร resistomycin มีความแตกต่างจากสภาวะปกติ ท าให้การแบ่งเซลล์เกิดไมส่มบูรณ์ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

             A            B 

รูปที่  23  ผลการรบกวนการเกิด Z-ring ใน E. coli  
 ลูกศรแสดงต าแหน่งของ Z-ring ลักษณะการเกิด Z-ring ใน E. coli สภาวะปกติ (A)    
 การเปลี่ยนแปลงของ Z-ring เมื่อมีสาร A1ยับย้ังโปรตีน FtsZ ที่เวลา 5 ชั่วโมง (B)    
 
สรุปผลวิจัย 
 โครงการวิจัยนีไ้ด้ท าการศึกษาเพื่อสกัดแยกและพิสูจน์เอกลักษณโ์ครงสร้างของสารทีม่ีฤทธิ์
ยับย้ังเชื้อแบคทีเรียด้ือยา MRSA รวมถงึเชื้อแบคทีเรยีก่อโรคอ่ืนๆ โดยมผีลต่อโปรตีนที่จ าเป็นในการ
แบ่งเซลล์ของแบคทีเรีย (FtsZ protein) จากสารสกัดน้ าหมักเชื้อของสเตรปโตมัยซสีทางทะเลจ านวน 14 
ตัวอย่าง โดยพบว่าแบคทีเรียทางทะเลสายพันธุ์ LT3-21, S08-02, AN4-1, AN6-2, SH2-2, TV1-6 และ 
CH-17 มีฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพทีน่่าสนใจ เมื่อน ามาศึกษาถึงผลของสารสกัดจากแบคทีเรียทางทะเล ต่อ
การเหนี่ยวน าให้เกิดลักษณะ filament ใน E. coli strain JE6617 โดยการเพาะเลี้ยงเชื้อ E. coli strain 
JE6617 ใน TSB broth ที่เติมและไม่เติมสารทดสอบ ตรวจสอบลักษณะทางสณัฐานวิทยาเบ้ืองต้นด้วย
กล้องจุลทรรศน์ โดยผลบวกจะเหน็ความผิดปกติของการแบ่งเซลลใ์นแบคทีเรียต่างจากกลุ่มควบคุม ซึ่ง
จากการทดลองพบว่า แบคทีเรียทางทะเลชนิด LT3-21 และ AN6-2 เท่านั้นที่ให้ผลที่น่าสนใจ ส่วน S08-
02, SH2-2, TV1-6 และ CH-17 ลักษณะ ของ filament ไมต่่างจากกลุ่มควบคุม จงึได้ท าการสกัดแยก
เพือ่ให้ได้สารส าคญัที่ออกฤทธิ์ พบสาร resistomycin จากแบคทีเรีย AN6-2 ส่วนสารจาก LT3-21 ไม่
สามารถแยกต่อได้ เนื่องจากความไม่สเถียรของสาร และจากผลการทดลองพบว่า สาร resistomycin มี
ฤทธิ์ที่ดีในการต้านเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกรวมทั้ง MRSA ที่ให้ค่า MIC เท่ากับ 0.1325 g/ml และเมื่อ
ทดสอบผลของสารต่อการ hydrolysis ของ GTP ซึ่งเป็นการวัดการยับย้ังการท างานของโปรตีน FtsZ 
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พบว่า สาร resistomycin ให้ค่า IC50 ที่ 6.11 g/ml ส่วนสาร ET770 ซึ่งเป็นสารอนุพันธ์จากเพรียง
ทะเล มีค่า IC50 ที่ 10.36 g/ml นอกจากนี้ เมื่อศึกษาผลของสาร resistomycin ต่อการเกิด Z-ring ของ
เชื้อ E. coli โดยท าการเลี้ยงเชื้อ E. coli สายพันธ์ JW0093 ซึ่งมีโปรตีนที่เรืองแสงฟลูออเรสเซนท ์
(GFP) เชื่อมติดกับโปรตีน FtsZ พบว่า ลักษณะการเกิด Z-ring เมื่อให้สาร resistomycin มีความ
แตกต่างจากสภาวะปกติ ท าให้การแบ่งเซลล์เกิดไมส่มบูรณ์ เห็นลักษณะเซลล์เป็นสายยาว ไม่แบ่งออก
จากกัน ดังนั้นจากผลของการวิจัยท าให้สามารถค้นพบสารที่มฤีทธิต์้านเชื้อแบคทีเรียได้แก่ 
resistomycin และ ecteinacidin 770 ที่ออกฤทธิ์ต่อโปรตนีทีใ่ชใ้นการแบ่งตัวของเซลล์แบคทีเรีย 
(โปรตีน FtsZ) 
  
output ที่ได้จากโครงการ 
 ผลของการวิจัยจากโครงการนี้ ท าให้พบสารส าคัญที่มฤีทธิต์้านเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก 
โดยเฉพาะเชื้อ MRSA ที่อาจมีกลไกการออกฤทธิ์เกี่ยวเนื่องจากการยับย้ังโปรตนีทีส่ าคัญในกระบวนการ
แบ่งเซลล์ของแบคทีเรีย ข้อมูลที่ได้นี้อาจก่อให้เกิดประโยชนใ์นการศึกษาและวิจัยพัฒนายาต้าน
แบคทีเรียที่มีเป้าหมายในการออกฤทธิ์แตกต่างออกไปในอนาคต   
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