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บทที่ 1 
 บทน ำ  

 
ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญ 

 
ในสภาวการณ์ที่โลกมีการเปลี่ยนแปลงอย่างรวดเร็วแต่การที่ประชากรโลกมีสุขภาพที่ดีก็

ยังคงเป็นสิ่งส าคัญที่สุด การดื้อยาของเชื้อก่อโรคในโรงพยาบาลก็เพ่ิมขึ้นทุกขณะ  ดังนั้นการเสาะหา
สารประกอบทางชีวภาพ (bioactive compound) จากพืชชนิดต่างๆที่พบในท้องถิ่นนั้นๆ และ
จุลินทรีย์ยังคงเป็นไปอย่างต่อเนื่อง ปัญหาส าคัญที่มีผลกระทบต่อสุขภาพและสาธารณะสุขใน
โรงพยาบาล อันเป็นสาเหตุของการสูญเสียชวิตและค่าใช้จ่ายในการรักษา คือ ผู้ป่วยที่มีบาดแผลติดเชื้อ
เรื้อรัง เนื่องจากการรักษาแผลติดเชื้อเป็นเวลานานจะส่งผลท าให้เชื้อดื้อยา ท าให้ยากต่อการรักษาและ
ยังส่งผลให้แผลของผู้ป่วยเกิดการติดเชื้อเรื้อรังในกลุ่มเชื้อที่ดื้อยา นอกจากนี้แผลติดเชื้อยังมีสาเหตุมา
จากการเกิดภาวะต่างๆได้ เช่น โรคเบาหวาน  แผลกดทับ  แผลติดเชื้อ แผลไฟไหม้ เป็นต้น ซึ่งแผลติด
เชื้อ (wound infection) ที่ผิวหนังนั้นเกิดจากการที่แผลเรื้อรังมีการปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์ โดยเฉพาะ
การปนเปื้ อนเชื้ อที่ อาศัยอยู่ประจ าถิ่นบริ เวณผิวหนั ง  ได้แก่  Staphylococcus epidermis, 
Staphylococcus spp. Corynebacterium spp., Proprionibacterium acnes เป็นต้น เชื้อที่พบ
รายงานในผู้ป่วยติดเชื้อ ได้แก่ Staphylococcus aureus กลุ่มท่ีย่อยเม็ดเลือดแดงได้อย่างสมบูรณ์ (β-
hemolysis) ไ ด้ แ ก่  Streptococcus pyrogenes, Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, 
Proteus spp., Klebsiella spp., Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., 
Stenotrophomonas (Xanthomonas) และยังพบว่า Staphylococcus aureus ซึ่งเป็นแบคทีเรีย
แกรมบวกที่พบในแผลผู้ป่วยเบาหวานและพบหลังจากการเกิดแผลของผู้ป่วยผ่านไป 4 สัปดาห์ จะพบ
เชื้อแบคทีเรียแกรมลบ ได้แก่ Proteus spp., E. coli, และ Klebseilla spp. หากแผลไม่หายจะพบ
จุลินทรีย์เชื้อในกลุ่ม Pseudomonas spp.,  Acinetobacter spp., และ Stenotrophomonas spp. 
(Charmberlain, 2007)  แผลเรื้อรังนั้นเกิดจาก การท าเคมีบ าบัด การที่ยีนถูกท าลาย  และการรักษา
ผู้ป่วยด้วยสเตียรอยด์  ซึ่งแผลเรื้อรังนี้จะพบในผู้ป่วยโรคต่างๆ เช่น โรคเบาหวาน  ไตล้มเหลว   
ความดันโลหิต เป็นต้น (Charmberlian, 2007) การรักษาแผลเรื้อรัง  ดังนั้นการหาสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพต้านแบคทีเรียชนิดใหม่จึงมีความส าคัญอย่างยิ่ง เพ่ือน าไปใช้ในการรักษาผู้ป่วยที่มีแผลเรื้อรัง 
และพัฒนาป็นผลิตภัณฑ์ยาครีมรักษาแผลติดเชื้อเรื้อรังต่อไป  

จุลินทรีย์เอนโดไฟท์จะพบได้ทั่วไปในพืชเกือบทุกชนิดโดยท าหน้าที่ในการสร้างสารบางชนิด
ขึ้นมาช่วยในการป้องกันตัวเองและการมีชีวิตรอด  ซึ่งจุลินทรีย์เอนโดไฟท์จะอาศัยอยู่ในช่องว่างใน
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เนื้อเยื่อพืช เช่น ท่อน้ า ท่ออาหาร เป็นต้น  และมีการตอบสนองต่อการสร้างสารยับยั้งจุลินทรีย์ เมื่อ
เร็วนี้มีรายงานเกี่ยวกับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive compound) จากจุลินทรีย์เอนโดไฟท์ใน
พืชสมุนไพร  (medical plant or herb) ที่มีคุณสมบัติมากมาย ได้แก่ มีฤทธิ์ต้านมะเร็ง  มีฤทธิ์ต้าน
จุลินทรีย์  ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ  มีฤทธิ์ป้องการการเกิดลิ่มเลิอดหรือ
การแข็งตัวของเลือด (antithrombotic)  มีฤทธิ์ฆ่าแมลง และอ่ืนๆ เป็นต้น จุลินทรีย์เอนโดไฟท์จะมี
ความหลากหลายของจุลินทรีย์และคุณลักษณะของสารที่พบในจุลินทรีย์ชนิดนั้นๆ ซึ่งจุลินทรีย์เอนโด
ไฟท์จะพบได้ในจุลินทรีย์หลายชนิด เช่น แบคทีเรีย  แอคติโนมัยสีทและรา เป็นต้น (Zhange et al., 
2014)  เมื่อเร็วๆนี้ก็ได้มีการแยกแบคทีเรียเอนโดไฟท์จากพืชสมุนไพร  Aharwal et al. (2014) แยก
ร า เ อ น โ ด ไ ฟ ท์  Fusarium solani, Cladosporium herbarum, Drechslera modulosa, 
Curvularia pallescens และ Alternaria alterna จากต้นดอกรัก (Calotropis procera (Aiton.) 
R.Br.) พืชสมุน ไพรจากประเทศอินเดี ย   มีฤทธิ์ ยั บยั้ ง  Bacillus subtilis, Staphylococcus 
epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginonosa และ Klebseilla pneumonae 
ได้  นอกจากนี้ราเอนโดไฟท์  Fusarium solani ที่แยกได้จากมะเขือเทศมีฤทธิ์ ในการยับยั้ง 
Escherichia coli ATCC25922 และ Staphylococcus aureus NCTC6571 ได้ด ีให้ค่า MIC เท่ากับ 

12.5 และ 6.25 g/L ตามล าดับ ซึ่งราชนิดนี้จะสร้างสารกลุ่มที่มีฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ ได้แก่ tannins 
และ สารประกอบ phenol  รวมทั้งมีรายงานพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม่จากจุลินทรีย์เอน
โดไฟท์ และสารที่สร้างจากจุลินทรีย์เอนโดไฟท์จะมีข้อดี คือ ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์หรือมีความ
เป็นพิษน้อย ในทางตรงกันข้ามหากจุลินทรีย์เอนโดไฟท์มีความเป็นพิษต่อเซลล์ก็จะส่งผลให้เนื้อเยื่อ
ของพืชเจ้าบ้านตายเช่นกัน ดังนั้นต้นพืชเองจึงต้องมีระบบในการคัดเลือกจุลินทรีย์ที่ลดความเป็นพิษ
กับเซลล์ได้ (Aharwal et al., 2014)  ซึ่งสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ได้จากจุลินทรีย์จะมีข้อดีกว่าสาร
ที่ได้จากพืช คือ สามารถเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ได้ตลอดเวลา สามารถพัฒนาปรับปรุงอาหารและสภาวะ
การเพาะเลี้ยงให้เหมาะสมเพ่ือให้การผลิตสารเพ่ิมขึ้น  และสายพันธุ์จุลินทรีย์ยังมีโอกาสปรับปรุงสาย
พันธุ์ให้มีสามารถผลิตสารได้มากขึ้น 

สาบเสือ (Chromolaena odorata) เป็นพืชที่พบโดยทั่วไปในประเทศไทย ส าหรับสาบเสือ
มีรายงานว่ามีคุณสมบัติทางเภสัชวิทยามากมาย ได้แก่  ฤทธิ์ในการฆ่าแมลง เช่น สารสกัดจากใบ
สาบเสือมีผลต่อการตายของหนอนใยผัก (มนัญญา เพียรเจริญ, 1996) และการห้ามเลือด โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งสารสกัดจากดอกสาบเสือมีรายงานว่าจะมีฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ชนิดต่าง (Suksamrarn et al., 
2004; Dash & Murthy, 2011) ได้แก่ ฤทธิ์ยับยั้ง Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 
Bacillus cereus, Salmonella spp., และ  Pseudomoas aeruginosa (Kigigha et al., 2013; 
Eze et al., 2013; Stanley et al., 2014 )  ฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคท้องเสีย (diarrheal) 4 ชนิด 
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ไ ด้ แ ก่  Klebseilla oxytoca, Salmonella enterica, Shigella sonnei และ  Vibrio cholera 
(Anitndehou et al., 2013), ฤทธิ์ยับยั้งไบโอฟิล์ม ได้แก่ ฤทธิ์ฆ่า biofilm ของ Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 10145 (Yahya et al., 2014) เป็นต้น  เนื่องจากมีรายงานว่า ถ้าแยกจุลินทรีย์
เอนโดไฟท์จากพืชที่มีฤทธิ์ทางเภสัช จะท าให้ได้จุลินทรีย์เอนโดไฟท์ที่มีฤทธิ์ทางเภสัชเช่นกัน เช่น รา
เอนโดไฟท์ Fusarium proliferatum ที่แยกได้จากพืชสมุนไพร Celastrus angulantus ของ
ประเทศจีน มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียได้ (Selim, 2010)  ซึ่งยังไม่มีรายงานวิจัยการแยกแบคทีเรียเอนโด
ไฟท์จากวัชพืชต้นสาบเสือ  ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ที่จะพบจุลินทรีย์เอนโดไฟท์ที่มีความสามารถใน
การสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพได้เหมือนกับที่พืชสร้างขึ้น โดยเฉพาะอย่างยิ่งสารที่มีคุณลักษณะ
เป็นสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียได้ นอกจากนี้อายุพืชหรือระยะพืชที่น ามาแยกจุลินทรีย์เอนโดไฟท์ก็
จะมีผลต่อชนิดและคุณลักษณะของ จุลินทรีย์เอนโดไฟท์ โดยอายุของพืชที่เหมาะสมในการน ามาแยก
จุลินทรีย์เอนโดไฟท์ คือ ต้องเป็นพืชที่ไม่แก่หรืออ่อนจนเกินไป แต่อย่างไรก็ตามมีรายงานวิจัยของ 
Loaces et al. (2011) พบว่า จุลินทรีย์เอนโดไฟท์ที่มีคุณสมบัติกระตุ้นการเจริญและสามารถสร้าง
ฮอร์โนน IAA  มีการสร้าง siderophore และสามารถตรึงไนโตเจนได้นั้นจะพบจุลินทรีย์นี้ในระยะ 
การเจริญของพืชแตกต่างกัน คือ พบในเมล็ดพืชข้าวมากที่สุด รองลงมา คือ ในรากพืชระยะแตกกอ 
(tillering) และในรากพืชระยะน้ าท่วมขัง (flooding) 

ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือคัดเลือกจุลินทรีย์เอนโดไฟท์ ได้แก่ แบคทีเรีย  รา และ
แอคติโนมัยสีท จากวัชพืชสมุนไพรสาบเสือที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคแผลติดเชื้อ โดยท าการเก็บ
ตัวอย่างพืช 2 ระยะ คือ ระยะที่สาบเสือก าลังเจริญ และระยะที่สาบเสือออกดอก  ที่มีฤทธิ์ต้าน
แบคทีเรียกอ่โรคแผลติดเชื้อผิวหนัง โดยท าการทดสอบสารออกฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ของสารสกัดจากน้ า
เลี้ยงแบคทีเรียเอนโดไฟท์ต่อแบคทีเรียที่เป็นสาเหตุของโรคแผลติดเชื้อผิวหนังและเป็นปัญหาที่บ่อยใน
โรงพยาบาล ได่แก่ แบคทีเรียแกรมบวก เช่น  Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, 
Staphylococcus epidermis, Proprionibacterium acnes แ ล ะ  Enterococcus faecalis  
แบคทีเรียแกรมลบ เช่น  Escherichia coli และ Klebsiella pneumoniae  เพ่ือจะได้สารออกฤทธิ์
ทางเภสัชชนิดใหม่ที่มีประสิทธิภาพสูงเพื่อน าไปเป็นครีมยาใช้ในการรักษาโรคแผลติดเชื้อต่อไป 
 
วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 
 

1. เพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟท์ จากวัชพืชสมุนไพรสาบเสือที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียก่อ
โรคแผลติดเชื้อผิวหนัง 

2. ระบุชนิดของแบคทีเรียเอนโดไฟทท์ี่คัดเลือกได้ 
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3. ทดสอบสารออกฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของสารสกัดจากน้ าเลี้ยงจุลินทรีย์เอนโดไฟท์ต่อ
แบคทีเรียก่อโรคแผลติดเชื้อผิวหนัง 
 
ขอบเขตกำรวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เก็บรวบรวมวัชพืชสาบเสือ 2 ระยะ คือ ระยะก าลังเจริญเติบโต และก าลังออกดอก  

แบ่งพืชออกเป็น 4 ส่วน คือใบ ล าต้น ราก และดอก 

- แยกแบคทีเรยเอนโดไฟท์  
- ยืนยันผลแบคทีเรียที่แยกได้ว่าเป็นแบคทีเรยเอนโดไฟท์ในสาบเสอื โดยใช้ spread plate น้ าสุดท้ายท าการ
ล้างช้ินส่วนพืช  

ระบุชนิดแบคทีเรยเอนโดไฟท์ที่คดัเลือกได้ โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมี และ 16sRNA 

ท าการทดสอบสารออกฤทธ์ิต้านแบคทีเรยของสารสกัดจากน้ าเลี้ยงแบคทีเรยเอนโดไฟท์ต่อแบคทีเรียที่เป็น
สาเหตุของโรคแผลตดิเช้ือผิวหนังดว้ย Agar well diffusion (Lorian, 1991), ทดสอบ MIC และ MBC 

ด้วยวิธี resazurin microtitre assay (REMA) (Sarker, et al., 2007; Nateche, et al., 2006) 

การคัดเลือกแบคทีเรยเอนโดฟ์ท่ีสร้างสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพโดยใช้โดยเรซิน amberlite XAD-16 เป็นตัว
ดูดซับสาร 
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ค ำจ ำกัดควำมท่ีใช้ในงำนวิจัย 
 
 สำบเสือ (Chromolaena odorata (L.) King & Robinson คือ เป็นวัชพืชที่มีถิ่นก าเนิดอยู่
ในอเมริกากลาง มีเขตแพร่กระจายตั้งแต่ทางตอนใต้ของฟลอริดา จนถึง พ้ืนที่ตอนเหนือของ
อาร์เจนตินา ระบาดไปทั่วเขตร้อนของโลกทุกทวีป ทวีป ยกเว้นการระบาดเข้าไปในทวีปออสเตรเลีย  

Minimal Inhibitory Concentration (MIC) หมายถึง ระดับความเข้มข้นต่ าสุดของสาร
ต้านจุลินทรีย์ (antimicrobial agent) ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อได้ โดยที่เชื้ออาจจะยังไม่ตาย
ทั้งหมด โดยเพาะเลี้ยงที่สภาวะมาตรฐานนาน 18-24 ชั่วโมง (Peterson & Shanholtzer, 1992) ซ่ึง
เป็นการทดสอบในอาหารเหลวที่ผสมยาหรือสารต้านเชื้อแบคทีเรียที่ถูกเจือจางให้มีความเข้มข้นของ
ยาต่างกันตามล าดับ (serial dilution) โดยให้ถือว่าความเข้มข้นของยาในหลอดทดลองที่มีระดับของ
สารต่ าที่สุดและไม่พบการเจริญของเชื้อในอาหารเหลวเป็นค่า MIC แต่เมื่อน าสารจากหลอดทดลองที่
ไม่พบการเจริญของเชื้อมาท าการเพาะเชื้อในอาหารแข็งที่ไม่มียาต้านเชื้อแบคทีเรียชนิดนั้นอาจพบ
การเจริญของเชื้อได้ 

Minimum Bactericidal Concentration (MBC) แ ล ะ  minimum lethal 
concentration หมายถึง ระดับความเข้มข้นต่ าสุดของสารฆ่าแบคทีเรียที่สามารถฆ่าเชื้อได้ 99.9% 
(3 log10 reduction) ของเชื้อทั้งหมดที่ใช้ในการทดสอบ (เทียบเทียบจากเชื้อเริ่มต้น) โดยเพาะเลี้ยงที่
สภาวะมาตรฐานนาน 18-24 ชั่วโมง ส าหรับค าว่า minimum lethal concentration จะใช้เมื่อ
ทดสอบอ้างอิงโดยตรงกับจุลินทรีย์อ่ืนๆที่ไม่ใช่แบคทีเรีย ได้แก่ รา และ ไวรัสเป็นต้น (Peterson & 
Shanholtzer, 1992) 
 
ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
 

ผลการวิจัยที่ได้สามารถน าไปใช้เพ่ือต่อยอดในการพัฒนาผลิตภัณฑ์เครื่องส าอางจากสารสกัด
แบคทีเรียเอนโดไฟต์  
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บทที่ 2  
แนวคิด ทฤษฎี เอกสำรและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 ลักษณะทำงพฤกษศำสตร์ของสำบเสือ  
 2.1.1  ชื่อ 

ชื่อวิทยำศำสตร์ : Chromolaena odorata (L.) King & Robinson 
ชื่อภำษำไทย: สาบเสือ 
ชื่ออ่ืนๆ: มีดังตารางท่ี 2.1  

ตำรำงที่ 2.1  ชื่ออ่ืนของสาบเสือ 

จังหวัด ชื่ออ่ืนของสาบเสือ 

กาญจนบุรี เสือหมอบ 
ขอนแก่น หญ้าเลาฮ้าง 
ตราด เบญจมาศ 
ชลบุรี หมาหลง (อ าเภอศรีราชา) 
เชียงใหม่ นองเส้งเปรง, เซโพกวย (กะเหรี่ยง)  
เพชรบูรณ์ ฝรั่งรุกที่ฝรั่งเหาะ, มนทน 
แม่ฮ่องสอน ไช้ปู่กุย (กะเหรี่ยง) 
สิงห์บุรี สาบเสือ 
สุโขทัย หญ้าดอกขาว 
สุพรรณบุรี เสือหมอบ, ฝรั่งเหาะ, ฝรั่งรุกที่ 
สุราษฏร์ธานี ชาผักครดา, ยี่สุ่นเถื่อน 
สระบุรี หญ้าดงรั้ง, หญ้าสิริไอสวรรค์ 
เลย สะพัง 
ระนอง ร า, เคย, หญ้าเมืองวาย, หญ้าดอกขาว 
ราชบุรี เสือหมอบ, บ้านร้าง, ผักคราด 
หนองคาย หญ้าลืมเมือง 
อุดรธานี มุ้งกระต่าย 
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ หญ้าเมืองฮ้าง, หญ้าเหม็น 
อ่ืนๆ หญ้าฝรั่งเศส หญ้าเครื่องบิน ปวยกีเช่า เฮียงเจกลั้ง 

ที่มา: ธารธรรมแก้ว เชื้อเมือง, (2537); พิสุทธิพร ฉ่ าใจ.  (2550)   
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 2.1.2  กำรจัดล ำดับอนุกรมวิธำนของสำบเสือ (Chakraborty et al., 2011; Suwaibah et 
al., 2012)  

Kingdom Plantae – Plants 
  Subkingdom Tracheobionta - Vascular plants 

Superdivision Spermatophyta – Seed plants 
Division Magnoliophyta - Flowering plants 

Class Magnoliopsida - Dicotyledons 
Subclass Asteridae 

Order Asterales 
Family Asteraceae – Aster family 

Genus Chromolaena DC. (thoroughwort) 
 Species Chromolaena odorata (L.) King & Robinson 

- Jack in the bush 
  

Synonyms: Eupatorium affine Hook & Arn.,  
 Eupatorium brachiatum Wikstrom, 
 Eupatorium clematitis DC., 
 Eupatorium conyzoides M. Vahl, 
 Eupatorium divergens Less., 
 Eupatorium floribundum Kunth, 
 Eupatorium graciliflorum DC., 
 Eupatorium odoratum L., 
 Eupatorium sabeanum Buckley, 
 Eupatorium stigmatosum Meyen & Walp., 
 Osmia conyzoides (Vahl) Sch.-Bip.,  
 Osmia divergens (Less.) Schultz-Bip., 
 Osmia floribunda (Kunth) Schultz-Bip.,  
 Osmia graciliflora (DC.)Sch. Bip., 
 Osmia odorata (L.) Schultz-Bip. 
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2.1.3 ถิ่นก ำเนิด  
สาบเสือ (siam weed) เป็นวัชพืชที่มีถ่ินก าเนิดอยู่ในอเมริกากลาง มีเขตแพร่กระจาย

ตั้งแต่ทางตอนใต้ของฟลอริดา จนถึงพ้ืนที่ตอนเหนือของอาร์เจนตินา ขึ้นทั่วไปเขตร้อนของโลกทุก
ทวีป ยกเว้น ในทวีปออสเตรเลีย ซึ่งเพ่ิงจะพบเพียงเล็กน้อยในช่วงเวลาภายใน10ปีที่ผ่านมา ดังนั้นจึง
เป็นวัชพืชที่ขึ้นโดยทั่วไป ที่เรียกสาบเสือเนื่องจากก้านและใบเมื่อขยี้จะมีกลิ่นแรงคล้ายสาบเสือ (ธาร
ธรรมแก้ว เชื้อแก้ว, 2537; สุรศักดิ์ ราตรี, 2554) 

2.1.4 ลักษณะทำงพฤกศำสตร์ 
สาบเสือจัดเป็นไม้ล้มลุกเป็นไม้พ่มเพราะมีการแตกกิ่งก้านสาขามากมายจนดูเป็น 

ทรงพุ่ม ล าต้นและกิ่งก้านปกคลุมด้วยขนอ่อนนุ่ม ก้านและใบเมื่อขยี้จะมีกลิ่นแรงคล้ายสาบเสือ (ธาร
ธรรมแก้ ว  เชื้ อ เมื อง ,  2537; สุ รศั กดิ์  ราตรี ,  2554; Qeensland government, 2011; Land 
protection, 2006)  

ใบ (leaves) ใบเดี่ยวออกจากล าต้น ที่ข้อ แบบตรงกันข้าม รูปรีค่อนข้างเป็น
สามเหลี่ยมขอบใบหยักเป็นซี่ฟันหยาบๆ ปลายใบแหลม ฐานใบกว้าง เรียวสอบเข้าหากัน ขนาด 6.1-
8.8 X 10.1-13.4 เซนติเมตร ใบนุ่ม สีเขียวอ่อน เส้นใบเห็นชัดเจน 3 เส้น มีขนปกคลุมทั้งสองด้าน
ของผิวใบ ยอดอ่อนจะมีสีม่วง ผิวใบทั้งสองด้าน ก้านใบ 1.4-2.3 (ภาพที่ 2.1) 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

ภำพที่ 2.1 ลักษณะของใบต้นสาบเสือ 
ที่มา: Qeensland government (2011) 

  ดอก (flower) เป็นช่อเป็นกระจุกคล้ายร่ม สีขาวหรือฟ้าอมม่วงออกที่ปลายกิ่ง
ลักษณะเป็นก้อนขนาด 4-8 เซนติเมตร มีดอกย่อยจ านวน 10-35 ดอก มีเส้นผ่านศูนย์กลางไม่เกิน
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เซนติเมตร รอบนอกเป็นดอกเพศเมีย มีก้นชูเกสรยาว  ด้านในเป็นดอกสมบูรณ์เพศ  กลีบดอกเป็น
หลอด ปลายแยกเป็น 5 แฉก เกสรเพศผู้สั้น 5 อัน อยู่ภายในหลอดดอก ดอกวงนอกบานก่อน  
กลีบดอก หลอมรวมกันเป็นหลอด ผลขนาดเล็ก รูปร่างเป็น ห้าเหลี่ยม สีน้ าตาลหรือด า มีหนามแข็ง
บนเส้นของผล ส่วนปลายผลมีขนสีขาว ช่วยพยุงให้ผลและเมล็ดปลิวตามลมได้ไกลๆ จึงแพร่พันธุ์ 
อย่างรวดเร็ว ออกดอกในเดือนกรกฏาคม และออกดอกอีกครั้งเดือนกันยายนถึงตุลาคม (ภาพที่ 2.2)  
 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

ภำพที่ 2.2 ลักษณะของดอกต้นสำบเสือ 
ที่มา: Qeensland government, (2011) 

 
ผล  แห้งแตก รูปร่างเป็น 5 เหลี่ยม  สีน้ าตาล  มีหนามแข็งบนเส้นของผล   
เมล็ด (seeds) มีขนาดเล็กรูปกระสวย แบน  ส่วนปลายมีขนยาวสีขาว  เมล็ดของ

ต้นสาบเสือจะถูกสร้างขึ้นภายใน 8-10 สัปดาห์หลังจากออกดอกแล้ว เมล็ดจะมีทั้งหมดประมาณ 
80,000 เมล็ดต่อต้นต่อฤดูกาล แต่ละเมล็ดจะมีขนสีขาวติดอยู่ท าให้ถูกกระจายไปยังแหล่งอ่ืนได้ง่าย
โดยลมและน้ า  เมล็ดจะงอกหลังจากฝนตกและเมล็ดสามารถอยู่รอดได้หลายปี (ภาพที่ 2.3) 
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ภำพที่ 2.3 ลักษณะของดอกสาบเสือที่แก่แล้ว 
ที่มา: Land protection (2006) 

  ล ำต้น (stem) ล าต้น สูง 1-2 เมตร เรียบไม่ขรุขระ มีสีเขียว ปกคลุมด้วยขน 
อ่อนนุ่ม เมื่อแก่จะออกสีน้ าตาล (ภาพที่ 2.4) 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

ภำพที่ 2.4 ลักษณะของล าต้นสาบเสือที่แก่แล้ว 
ที่มา: Land protection (2006) 

 
รำก (root)  ระบบรากจะมีทั้งรากแล้วและรากฝอยอยู่ใต้ดิน ส่วนที่เชื่อมต่อกับ 

ล าต้นจะมีลักษณะเป็น basal ball (ภาพที่ 2.5) 
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ภำพที่ 2.5 ลักษณะของรากสาบเสือที่แก่แล้ว 
ที่มา: Land protection (2006) 

 2.1.5  กำรแพร่กระจำย 
  ขึ้นทั่วไปทั้งในสภาพดินชื้นหรือ แห้ง แพร่กระจายในแหล่งปลูกพืชยืนต้นและที่ 
รกร้าง ว่างเปล่าและตามท่ีมีแสงแดดมากๆขยายพันธุ์ด้วยเมล็ด 

2.1.6  ส ร ร พ คุ ณ  ( ธ า ร ธ ร ร ม แ ก้ ว  เ ชื้ อ เ มื อ ง ,  2537; สุ ร ศั ก ดิ์  ร า ต รี ,  2554;  
พิสุทธิพร ฉ่ าใจ,  2550) 

ใบ  ใช้ต าให้ละเอียดพอกบาดแผลสด  ช่วยห้ามเลือดได้เป็นอย่างดี (ชาวเขานิยมใช้) 
แก้ตาฟาง  ตาแฉะ  รักษาริดสีดวงทวาร  

ล ำต้น  แก้ปวดท้อง  ท้องเฟ้อ  แก้นมคัด  แก้ปวด  ดูดหนอง 
ดอก  แก้ร้อนในกระหายน้ า  แก้อ่อนเพลีย  บ ารุงหัวใจ  แก้ไข้   
อ่ืนๆ  ใบมีกลิ่นฉุน  มีสารยับยั้งการงอกและชะลอการเจริญเติบโตของพืชอ่ืน 

2.2 เอนโดไฟต 
 
เอนโดไฟต์ คือ รา แบคทีเรีย หรือ แอคติโนมัยซีส ที่ช่วงชีวิตในระยะใดระยะหนึ่งหรือทั้ง 

ชีวิตอาศัยอยู่ภายในเนื้อเยื่อพืช ไม่ว่าจะเป็นส่วนของราก ใบ หรือล าต้น และไม่ท าอันตราย  
ไม่ก่อให้เกิดโรคกับพืชที่ เป็นผู้ให้อาศัย การด ารงชีวิตของเอนโดไฟต์เป็นแบบอยู่ร่วมกันแบบ 
พ่ึงพาอาศัยซึ่งกันและกัน (symbiosis) โดยอาจช่วยพืชที่เป็นผู้ให้อาศัยทั้ง ทางตรงและทางอ้อม ผลิต
สาร secondary metabolite ที่เป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเพ่ือปกป้องพืชผู้ให้อาศัยปลอดภัยจาก
การท าลายของเชื้อก่อโรค ช่วยส่งเสริมการเจริญ และช่วยให้พืชมีความทนทานต่อสภาวะแวดล้อมที่
ไม่เหมาะสม (Li et al., 2000; Strobel et al., 2002) และอาจเป็นแหล่งที่มาของยาตัวใหม่ และยัง
สามารถจัดการกับโรคพืชได้เป็นอย่างดี (Azevedo et al., 2000) 
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 การค้นพบเอนโดไฟต์เกิดข้ึนครั้งแรกในประเทศนิวซีแลนด์และสหรัฐอเมริกาในปลายปี 1940 
โดยค้นพบสารพิษที่สร้างจากเอนโดไฟต์ที่เจริญอยู่ในหญ้าที่ใช้เลี้ยงสัตว์ ซึ่งหลังจากที่สัตว์กินหญ้าเข้า
ไปแล้วจะแสดงอาการผิดปกติและเริ่มมีการศึกษาเรื่อยมาจนสืบเนื่องถึงปัจจุบันจึง พบว่า เอนโดไฟต์มี
บทบาทส าคัญในการช่วยปกป้องพืช จากการถูกท าลายด้วยแมลงกัดกินที่มาจากสัตว์กินพืชชนิดต่างๆ 
นอกจากนี้จากการศึกษายัง พบว่า การที่พืชมีเชื้อเอนโดไฟต์อาศัยอยู่ยังช่วยให้พืชมีความทนทานต่อ
การฉีกขาดเนื่องจากแรงกระท าต่างๆในธรรมชาติ ช่วยสร้างฮอร์โมนพืช (phytohormone) บางอย่าง 
ช่วยให้พืชมีความสามารถในการแข่งขัน ช่วยส่งเสริมการงอกของเมล็ดพืชและสามารถสร้าง
สารประกอบที่น่าสนใจอ่ืนๆอีกมาก เช่น เอนไซม์ (Azevedo et al., 2000) 

 
 2.3 ควำมสัมพันธระหวำงเอนโดไฟตกับพืชในทำงนิเวศวิทยำ 

 
เอนโดไฟต จะอาศัยอยู ภายในต นพืช โดยไม ก อให เกิดโรคแก ต นพืชที่ ราอาศัยอยู   

(Strobel et al., 2002) โดยอาศัยอยู ในชองวางระหวางเซลล  (intercellular spaces) ของสวน 
ล าตน (stem) เปลือกไม (bark) ทอล าเลียงน้ า (xylem) ใบ (leaves) เสนใบ (petioles) ราก (root) 
และเมล็ด (seed) ของพืชชั้นสูง (ภาพที่ 1) ราเอนโดไฟตจะมีความเกี่ยวของกับพืชในลักษณะที่   
เปนภาวะพ่ึงพากัน (mutualistic) ภาวะที่ตองอาศัยซึ่งกันและกัน (symbiotic) และ ภาวะที่อยูรวม
กันโดยฝายหนึ่งไดประโยชนแตอีกฝายไมไดประโยชนแตไมไดรับอันตราย(commensal) แตบางครั้ง
อาจจะท าให เกิดพยาธิสภาพกับตนพืชไดถาตนพืชมีภาวะออนแอหรือมีความเครียดเกิดขึ้น  
โดยจะพบราเอนโดไฟตไดในพืชจ าพวกหญา ไมผลัดใบ  ไมยืนตน และไมพุม เปนตน(Strobel et al., 
2002) 
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ภำพที่ 2.6 รูปแบบแบคทีเรียที่แทรกเข้าอยู่ในแฝกหอมของ Methylobacterium extorquens 

13060 ที่บริเวณรากพืชเข้าไปอยู่ในเนื้อเยื่อ (1) แบคทีเรียรวมกลุ่มกันเป็นแผ่นรูปทรงกระบอกอยู่ใน

บริเวณผิวของรากพืช (2) แบคทีเรียแทรกตัวเข้ามาอยู่ในชั้นผิวของผนังเซลล์ (3) แบคทีเรียจะสร้าง

ลักษณะคล้ายเส้นด้วย (thread-like structures) ในชั้นเนื้อเยื่อล าเลียง (4) ลักษณะของเอนโตไฟต์ที่

อยู่ในเซลล์พืชและมีการเพ่ิมจ านวนในเซลล์นื้อเยื่อพาเรนไคมา(parenchymal cells) ในท่อล าเลียง

น้ า (xylem vessels) (5) เกิดการรวมกลุ่มกันของแบคทีเรียที่มีความส าคัญในการคายน้ าหลังจากมี

การล าเลียงน้ า, Cs, cylindrical sheath; Co, cortex; E, epiderm; En, endoderm; NVp, non-

vascular parenchyma; Tz, transition zone; Xy, xylem vessels 

ที่มำ: Koskimäki (2016)  
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2.4 ฤทธิ์ทำงชีวภำพของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ 

 

การศึกษาสารทุติยภูมิจากเอนโดไฟต์ โดยมากมักศึกษาจากพืชสมุนไพรหรือพืชที่มีฤทธิ์ทาง

ชีวภาพ เนื่องจากคาดว่าเอนโดไฟต์ที่อาศัยร่วมกับพืชดังกล่าวอาจจะสร้างสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพได้

เช่นเดียวกับพืชที่อาศัยดังตารางที่ 1 

2.4.1 สำรที่มีฤทธิ์ต้ำนจุลินทรีย์ (antimicrobial agent) 

การออกฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์จัดเป็นฤทธิ์เบื้องต้นที่มีการทดสอบ โดยมักทดสอบ 

กับจุลินทรีย์ที่ก่อโรคแล้ววัดความสามารถในการออกฤทธิ์จากขนาดวงใสที่เกิดขึ้น หรืออาจรายงาน

เป็นค่า MIC (minimum inhibitory concentration) หรือค่า IC (inhibition concentration) 

ตำรำงท่ี 2.2 เอนโดไฟต์ที่มีความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย์ 
พืชเจ้ำบ้ำน เอนโดไฟต์ ชนิดของเชื้อจุลินทรีย์ทดสอบ อ้ำงอิง 

Daphnopsis americana 
 
 

Not identified 
 

Staphylococcus aureus และ Enterococcus 
faecalis 
Bacillus subtilis,  

Brady et al. 
(2001) 

โกฐจุฬาลมัพา (Artemisia 
annua L.) 
 
 
 
 

Colletotrichum sp. 
 
 
 
 
 

Phytophthora capisici, Rhizoctonia cerealis, 
Gaeumannomyces 
graminis var. tritici, Helminthosporium 
saticum, 
Bacillus megaterium, Microbotryum sp. 

Lu et al. 
(2000) 
 
 
 
 

ปรงไข่ (Acrostichum 
aureum L) 
 

Penicillium sp. 
Cryptosporiopsis sp, 
Pezicula sp. 

Staphylococcus aureus, Candida albicans 
Yeasts 

Cui et al. 
(2008) 
 

ต้นบีช 
ไม้บีช (Fagus sylvatica) 

Cryptosporiopsis 
Quercina  

Candida albicans 
 

Noble et al. 
(1991) 

Urospermum picroides Ampelomyces sp. Verticillium aiboatrum 
Staphylococcus aureus 

Aly et al. 
(2008) 

ใบของข้าวหอมกระดังงา (Oryza 
sativa L.) 

Trichoderma sp. Phacelia grisea  
สายทอง แก้ว
ฉาย (2557) 
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ตำรำงท่ี 2.2 (ต่อ) 
พืชเจ้ำบำ้น เอนโดไฟต์ ชนิดของเชื้อจุลินทรีย์ทดสอบ อ้ำงอิง 

โสน (Sesbania javanica) Chaetomium globosum, 
Curvularia lunata, 
Curvularia spp., 
Nigrosporium sphaerica, 
Pestalotiopsis spp., 
Phomopsis spp., 
Talaromyces trachyspermus, 
Zygosporium masonii และ 
unidentified spp. 

Bipolaris maydis 
Alternaria alternate 
Colletotrichum spp. 
Fusarium oxysporum 
Phytophthora palmivora 
Rhizoctonia solani 
Sclerotium rolfsii 

ชุติมา  
แก้วกระจาย 
(2557) 

ไม้ยางพาราพันธุ์ดั้งเดิมและ
พันธุ์ RRIM 600 (Hevea 
brasiliensis Muell. Arg.) 

Trichoderma sp. Phytophthora palmivora 
Phytophthora botryosa 

กาญจนา มณี
ศรี (2557) 

พูลคาว (Houttuynia 
cordata Thunb) 

Chaetomium globosum Fusarium graminearum Sehw, 
Alternaria solani (Ell. et Mart.) Sorauer, 
Phytophthora capsici Leonian, Botrytis 
cinerea person, 
Fusarium moniliforme Sheld, 
Alternaria alternata (Fries) Keissler, 
Fusarium oxysporum f. sp. Niveum, 
Alternaria solani Sorauer, Sclerotinia 
sclerotiorum (Lib.) de Bary, Exserohilum 
turcicum, Thielaviopsis basicola, 
Aphanomyces raphani Kendrick, 
Puccinia zoysiae Diet, Bipolaris maydis  

Pan. et al. 
(2016) 

โสม (Panax ginseng 
Meyer) 

Colletotrichumpisi, 
Fusarium oxysporum, 
Fusarium solani, Phoma 
terrestris 

Alternaria panax, Botrytis cinerea, 
Colletotrichum panacicola, 
Cylindrocarpon destructans, 
Rhizoctonia solani, และ Phytophthora 
cactorum 

Park. et al. 
(2015) 

 
2.4.2 สำรที่มีฤทธิ์ยับยั้งมะเร็ง (cytotoxic activity) 

นอกจากฤทธิ์ทางชีวภาพที่สามารถต้านจุลินทรีย์ที่ก่อโรคแล้วจุลินทรีย์เอนโดไฟต์ยัง

เป็นแหล่งผลิตสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีฤทธิ์ยับยั้งมะเร็งได้ 
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ตำรำงท่ี 2.3 เอนโดไฟต์ที่มีฤทธิ์ยับยั้งมะเร็ง 

แหล่งของ 
เอนโดไฟต ์

เอนโดไฟต ์
ที่แยกได ้

สำรบริสุทธิ์ที่
แยกได้จำกเอน

โดไฟต ์

ฤทธิ์ของเอนโดไฟต ์ อ้ำงอิง 

Torreya grandis, 
Cephalataxus 
fortune, 
Taxus mairei 

- - ร้อยละ 6.4 แสดงฤทธิ์ 
cytotoxic ต่อ KB 
cells ร้อยละ 13.4 
แสดงฤทธิ์ cytotoxic 
ต่อเซลล์  
HL-60 

Huang et 
al. (2001) 

ต้นเปล้าใหญ่ (Corton 
oblongifolius Roxb.) 

- 

Folipastatin 
unguinol 

Folipastatin แสดงฤทธ์ิ
ยับยั้ง เซลล์มะเร็งตับ 
(HEP-G2) มะเร็งล าไส้
ใหญ่ (SW 620) มะเร็ง
ปอด (GHAGO) 
กระเพาะอาหาร 
(KATO-3) และมะเร็ง
เต้านม (BT474) 

นุชจิรา อ่อน
นวล (2004) 
 

Tabernaemontana 
heyneana Wall. 
(Apocynaceae) 

Fusarium 
graminearum 

เอนไซม ์
L-asparaginase - 

Manasa & 
Nalini 
(2014).  

ส่วนเหง้าของขมิ้นชัน 
(Curcuma longa) 

Eurotium sp. เอนไซม ์
L-asparaginase 

- 
Jalgaonwala 
et al. (2014) 

พืชกุหลาบพุกาม  
(Cymbopogon 
citratus),  
หอมแขก (Murraya 
koenigii) 
ตะไคร้หอม 
(Oldenlandia diffusa) 
และผักขมหนิ (Pereskia 
bleo) 

Colletotrichum, 
Fusarium, 
Phoma, 
Penicillium 

เอนไซม ์
L-asparaginase 

- 

Chow et al. 
(2015) 
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2.4.3 สำรต้ำนเนื้องอก (Antitumor Agents) 

เอนโดไฟต์ Aspergillus parasiticus ที่เจริญอยู่ในพืชจ าพวกไม้เนื้อแดง 

(Redwood) สามารถสร้างสาร Sequoiatones A และ B ที่จัดเป็นเอสเทอร์ชนิดหนึ่ง ซึ่งเมื่อน ามา

ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพแล้วพบว่า มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเกิดเซลล์เนื้องอกได้ (Noble et al., 1991) 

 2.4.4 สำรที่มีฤทธิ์ต้ำนเชื้อไวรัส (Antiviral Agents) 

เอนโดไฟต์ Cytonaema sp. ซึ่งสร้างสารที่มีฤทธิ์ในการต้านไวรัสที่เป็น  

Cytomegalovirus protease inhibitors, cytonic acid A แ ล ะ  B (Gou et al., 2 0 0 0 )  

 2.4.5 สำรกดภูมิคุ้มกัน (Immunosuppressive Agents) 

ปัจจุบันยาที่ให้แก่ผู้ป่วยที่มีการปลูกถ่ายอวัยวะ ผู้ป่วยที่เป็นโรคเกี่ยวกับข้อต่อ เช่น  

โรคปวดข้อปวดกล้ามเนื้อ โรคไขข้ออักเสบ หรือผู้ป่วยที่ร่างกายอยู่ในภาวะที่ต้องการอินซูลิน จะเป็น

ยาที่มีส่วนประกอบของสาร Subglutinol A และ B ซึ่งเป็นสารที่ได้จากเอนโดไฟต์ Fusarium 

subglutinansจากต้นTaxus wilfordii โดยสารตัวนี้จะมีฤทธิ์ในการท าให้เก ิดImmunosuppression 

คือเป็นสารกดภูมิคุ้มกันที่ไม่เป็นอันตรายต่อเซลล์ (Lee et al., 1995) 

2.4.6 สำรต้ำนอนุมูลอิสระ (Antioxidant Agents) 

พบเอนโดไฟต์ Pestalotiopsis microspora ที่แยกได้จากต้น Terminalia  

morobensis ซึ่งเป็นพืชในเขตป่าฝนทางตอนเหนือของประเทศปาปัวนิวกินี (Strobel et al., 2002) 

สามารถสร้างสารในกลุ่ม Isobensofuranone คือ Isopestacin โดยสารนี้นอกจากจะมีฤทธิ์ในการ

ต้านจุลชีพจ าพวกราและแบคทีเรียแล้ว ยังพบว่ามีฤทธิ์ต้านการเกิดกระบวนการออกซิเดชัน โดยจะไป

จับกับอนุมูลอิสระซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดเซลล์มะเร็งได้อีกด้วย 

 2.4.7 สำรทีเ่ป็นพิษต่อเซลล์ประสำท (Neurotoxicity Agents) 

สารที่แยกได้จากเอนโดไฟต์ในกลุ่มนี้ส่วนใหญ่แล้วจะเป็นสารในกลุ่มของอัลคาลอยด์  

เช่น Ergot alkaloid โดยสารชนิดนี้จะมีฤทธิ์เป็นพิษต่อเนื้อเยื่อประสาทของแมลงและสัตว์เลี้ยงลูก

ด้วยนม (Bush et al., 1997) ซึ่งแยกได้จากเอนโดไฟต์ Neotyphodium coenophialum และ

Clavicaeps purpurea ที่อาศัยอยู่ในต้น Festusa arundinacea และ Zizinia aquqtica (Powell 

& Petroski, 1992) 

2.4.8 สำรไล่แมลง (Insect repellent ) 

Nodulisporic acid ที่สร้างจาก Nodulisporium sp. ที่แยกได้จาก  
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Bontia daphnoides ซึ่งมีฤทธิ์ในการยับยั้งตัวอ่อนของแมลงบางชนิด (Ondeyka et al., 1997) 

หรือสารแนฟฟาลีนที่เป็นองค์ประกอบหลักจากรา Muscodor vitigenus ที่แยกได้จากพืชเถาวัลย์ 

Paullina paullinioides มีฤทธิ์ไล่แมลง (Daisy et al., 2002) 

2.4.9 สำรป้องกันโรคเบำหวำน (Antidiabetic Agent) 

สารเมทาบอไลต์ที่สร้างจากแบคทีเรีย Pseudomasaris sp. ที่ได้จากพืชในเขตป่า 

ฝนของประเทศคองโก จะออกฤทธิ์เหมือน insulin ไม่ท าให้เกิดการแพ้ และไม่ถูกย่อยในระบบ

ทางเดินอาหาร จึงสามารถให้ยาโดยการกินได้ (Strobel & Daisy, 2003) 

2.4.10 สำรต้ำนเชื้อมำลำเรีย (Antimalarial Agent) 

มีการศึกษาพบว่าราเอนโดไฟต์ Colletotrichum sp. ที่พบในผักกาดช้าง 

สามารถสร้างสารตัวใหม่ได้ 3 ชนิด ที่เป็นอนุพันธ์ของ dihydroisocoumarin คือ 7-butyl-6, 

8 - dihydroxy-3 ( R)-pent-1 1 - enylisochroman-1 - one,7- butyl-1 5 - enyl-6 , 8 - dihydroxy-3 

(R)-pent-11-enylisochroman-1-one และ 7-butyl-6,8-dihydroxy-3(R)-pentylisochroman- 

1-one ซึ่งมีฤทธิ์ต้านเชื้อที่กอให้เกิดโรคมาลาเรีย วัณโรค และเชื้อราได้ (Palangpol et al., 2003) 

2.4.11 สำรควบคุมทำงชีวภำพ (Biological control) 

จากการศึกษาราเอนโดไฟต์ Phomopsis phaseoli ที่แยกได้จากต้น  

Quercus suber ที่ ส า ม า ร ถผลิ ต ส า ร  3 -hydroxypropionic acid ที่ มี ฤท ธิ์ ฆ่ า ป ร สิ ต ใ น พื ช 

Meloidogyne incognita โดยมีค่า LD50 ในช่วง 12.5-15 µg/ml (Schwarz et al., 2004) 

จากรายงานการพบสารเมทาบอไลต์ทุติยภูมิที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากเอนโดไฟต์ที่

กล่าวมาแล้ว หากเราสามารถสกัดสารเมทาบอไลต์ทุติยภูมิที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพเช่นเดียวกับพืชที่เอนโด

ไฟต์ชนิดนั้นๆ อาศัยอยู่ได้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งในพืชสมุนไพรไทย เช่น ขมิ้นชันที่มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา

ที่น่าสนใจ ก็จะมีประโยชน์อย่างมากต่อการพัฒนาด้านการแพทย์และด้านอ่ืนๆที่จะน าสารที่ได้พัฒนา

มาใช้ประโยชน์ได้ในอนาคต  

 

 

 

 

 



19 
 

2.5 โรคติดเชื้อทำงผิวหนัง (skin infection disease) (ภัทรชัย กีรติสิน, 2551) 

 

การติดเชื้อบริเวณผิวหนังจะสัมพันธ์กับการเกิดบาดแผลติดเชื้อ (wound infection) ได้แก่ 
แผลที่เกิดจากอุบัติเหตุ  แผลถูกสัตว์กัด  แผลไฟไหม้น้ าร้อนลวก  แผลผ่าตัด  และแผลที่ถูกสิ่งของ
ทะลุผ่านชั้นผิวหนัง เป็นต้น  การติดเชื้อบางชนิดท าให้เกิดฝีหนอง (abscess) ในบริเวณที่ติดเชื้อและ
อาจลุกลามไปติดเชื้อในระบบได้   

2.5.1  แบคทีเรียท่ีเป็นสำเหตุ 
เชื้อที่เป็นสาเหตุส าคัญของการติดเชื้อที่บาดแผลบริเวณผิวหนัง คือ  

1) Group A Streptococcus (GAS) ที่เรียกว่า “strep.” เป็นกลุ่มแบคทีเรียที่พบ
ในผิวหนังและล าคอ ผู้ป่วยจะมีอาการไข้ รวมทั้ง เกิด impedtigo (pyoderma) ที่เป็นการติดเชื้อที่
ผิวหนังผ่านทางบาดแผลที่ถลอก พบบ่อยในเด็ก  โดยมีรอยโรคเป็นตุ่มนูนแดงมีน้ าใส (blister) ต่อมา
เป็นตุ่มหนอง (pustule) และแตกออกเป็นสะเก็ด  เกิดการเน่าเปื่อยของเชื้ออย่างรวดเร็วที่เรียกว่า 
necrotizing fasciitis เชื้อสามารถแพร่กระจายไปส่วนอ่ืนๆจากการเกาและติดต่อไปยังคนอ่ืนได้ง่าย 
เชื้อสามารถบุกรุกเข้าสู่ระบบต่างๆได้ 

2) Methecillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)  
Staphylococcus aureus ที่เรียกว่า “staph.”เป็นแบคทีเรียที่พบการติดเชื้อที่บริเวณที่ผิวหนังและ
ชั้นใต้ผิวหนัง แต่การติดเชื้อในคนปกติได้ประมาณ 25-30% ปัจจุบันเชื้อชนิดนี้เป็นปัญหาส าคัญใน
การดื้อยาในโรงพยาบาล เนื่องจากมีการดื้อยากลุ่ม penicillinase-resistant penicillins เช่น 
methicillin ซึ่งเป็นยาหลักในการรักษา  จึงเรียกชื่อเชื้อสายพันธุ์นี้ว่า methicillin-resistant S. 
aureus เชื้อแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่พบการติดเชื้อของบาดแผลที่ผิวหนัง คือ Enterococcus, Norardia 
และ  Mycrobacterium เป็นต้น รวมทั้ ง เชื้อในกลุ่มที่ ไม่ต้องการอากาศ (anaerobe) ได้แก่  
Peptostreptococci spp., Clostridium perfringens และ Actinomyces spp. นอกจากนี้ยังพบ
แบคทีเรียแกรมบวกที่เป็นสาเหตุส าคัญในการติดเชื้อในโรงพยาบาล คือ E. coli, และ Proteus sp. 
โดยเฉพาะเชื้อ Pseudomonas aeruginosa ที่พบเป็นสาเหตุส าคัญในการติดเชื้อของแผลไฟไหม้น้ า
ร้อนลวก Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) เป็นเชื้อที่ก่อให้เกิดโรคส าคัญการติดเชื้อใน
โรงพยาบาล (nosocomial infections) ที่ท าให้เกิดอัตราการป่วย (morbidity) และอัตราการตาย 
(mortality) นอกจากนี้ยังเป็นสาเหตุของโรคทางเดินหายใจ เช่น ปอดอักเสบ (pneumonia),  โรค 
rhinoscleroma,  โ รคเยื่ อจมูก อัก เสบฝ่อ   (ozaena or atrophic rhinitis), โ รคไซนัส อัก เสบ 
(sinusitis) และ โรคหูชั้นกลางอักเสบ (otitis) ซึ่งปัจจุบันมีการดื้อยาท าให้ต้องหายาปฏิชีวนะที่มีช่วง
การรักษากวางขึ้น (broad-spectrum antibiotics) ในโรงพยาบาลจะพบสายพันธุ์ที่มีการดื้อยาซึ่ง
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สายพันธุ์ที่ดื้อยานี้จะมีการสร้างเอนไซม์ extended-spectrum beta-lactamase (ESBL)  สายพันธุ์
ที่มีการแพร่ระบาด (epidemic strains) ท าให้มีอัตราการป่วยและการตายของผู้ป่วยเพ่ิมขึ้นใน
โรงพยาบาล คือ สายพันธุ์ที่ดื้อต่อยากลุ่ม cephalosporin (Kumar et al., 2013) 
 
2.6 งำนวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
 

จุลินทรีย์เอนโดไฟท์ประกอบด้วยจุลินทรีย์ 3 กลุ่ม ได้แก ่(ตารางที่ 2.4) 
2.6.1 รำ (Fungi) 

Sutjaritvorakul et al. (2011) ได้ท าการแยกราเอนโดไฟท์จากป่าเต็งรัง อ าเภอ
นาสวง จังหวัดน่าน 4 ชนิด ต้นยางพลวง (Dipterocarpus tuberculatus Roxb.) ต้นสาละ (Shorea 
robusta Roxb.) ต้นรัง (Shorea siamensis Miq.) และ ต้นชิงชัง (Dalbergia oliveri Gamble.) 
พบราเอนโดไฟท์ Phyllosticta spp. (15 ไอโซเลท)  Nodulisporium spp. (13 ไอโซเลท)  และ 
Xylaria sp. 1 (10 ไอโซเลท)  ซึ่งทั้ง 3 ชนิดนี้สามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคได้ คือ Staphylococcus 
aureus, Bacillus subtilis,  Pseudomonas aerogenosa และ Escherichia coli โดยวิธี paper 
disk  แต่มีเพียง Nodulisporium sp. (DT6)  และ Xylaria sp. (DO9) เท่านั้นที่ยับยั้ง Candida 
albicans ได ้

Liang et al. (2012) ท าการศึกษาราเอนโดไฟท์จากรากและใบของหนวดปลาดุก
แคระ (Ophiopogon japonicas, Liliaceae) พบว่า สารสกัดจากเส้นใยและอาหารเหลวยับยั้ง 
Staphylococcus aureus ได้  เท่ากับ 53.33 % และ 33.33% ตามล าดับ และสามารถยับยั้ ง 
Cryptococcus neoformans จากสารสกัดจากเส้นใยและอาหารเหลว เท่ากับเท่ากับ  70 % และ 
36.67 % ตามล าดับ 

Mangunwardoyo et al. (2012) ได้แยกราเอนโดไฟท์จากกล้วยไม้หวายตะมอย 
Dendrobium crumenatum จากส่วนของราก หน่อ (bulbous) ต้น และใบ พบว่า รา Guinardia 
endophyllicola (anamorph: Phyllosticta capitalensis) จะพบในปริมาณมากที่สุด และ พบว่า 
ราเอนโดไฟท์ Fusarium nivale มีฤทธิ์ยับยั้ง Candida albicans และ C. tropicalis ในขณะที่รา
เอนโดไฟท์ทุกชนิดที่ แยกได้จะไม่สามารถยับยั้ ง  Bacillus subtilis,  Escherichia coli และ 
Staphylococcus aureus 

Shekhawat et al. (2013) ได้ ท าการคั ด เลื อกรา เอนโด ไฟ ต์ต้ น เลี่ ยน  Melia 
azedarach L. ที่มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย์  พบว่า สามารถคัดเลือกราเอนโดไฟต์ได้ 2 ชนิด คือ 
Aspergillus flavus แยกได้จากใบ และ Trichoderma koningii Oudem แยกได้จากราก ที่มีฤทธิ์
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ยับยั้ ง Staphylococcus aureus โดยให้ค่าบริ เวณใสเท่ากับ 20.2±0.6 และ 18.05±0.8 mm 
ตามล าดับโดยใช้วิธี agar diffusion  

Aharwal et al. (2014) สามารถแยกราเอนโดไฟต์จากต้นดอกรัก (Calotropis 
procera (LINN.) R.BR.) ที่ เ ป็ น พื ช ส มุ น ไพ ร จ า ก ป ระ เ ท ศ อิ น เ ดี ย  คื อ  Fusarium solani, 
Cladosporium herbarum, Drechslera modulosa, Curvularia pallescens และ Alternaria 
alterna ที่สามารถยับยั้ง Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginonosa และ Klebseilla pneumonae ได้ 

Gupta et al. (2014) ท าการแยกราเอนโดไฟต์จากพืชสมุนไพรต่างกัน 9 ชนิดและ
ต่างแหล่งกัน พบว่า มี 3 สายพันธุ์ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรีย Escherichia coli, Streptococcus 
pyrogenes, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium และ Klebseilla pneumoniae  

Hateet et al. (2014) ศึกษาการสร้างสารที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียจากราเอนโดไฟต์ 
Fusarium solani ที่แยกได้จากมะเขือเทศ พบว่า สารสกัดจากรามีฤทธิ์ในการยับยั้ง Escherichi 
coli ATCC25922 และ Staphylococcus aureus NCTC6571 โดยให้ค่าการยับยั้งเท่ากับ 28 และ 

45 mm และให้ค่า MIC เท่ากับ 12.5 และ 6.25 g/L ตามล าดับ เมื่อท าการวิเคราะห์องค์ประกอบ
ของสารสกัดจากราเอนโดไฟต์  Fusarium solani จะประกอบด้วยสารกลุ่ม tannins และ 
สารประกอบ phenol  แต่ไม่พบ amino acid และ flavonoide 

Chow et al. (2014) ได้ท าการแยกราเอนโดไฟต์ที่สร้างเอนไซม ์L-asparaginase ที่มี
ฤทธิ์ต้านมะเร็งจากพืชสมุนไพร 4 ชนิด คือ  ตระไคร้ (Cymbopogon citratus), ต้นหอมแขก 
(Murraya koenigii), ฟ้าทะลายโจร (Oldenlandia diffusa) และต้นกุหลาบพุกาม (Pereskia 
bleo) โดยคัดเลือกจากการสร้างบริเวณสีชมพูในอาหาร เนื่องจากมีการ hydrolyze สาร asparagine 
ไปเป็นกรด aspatic และammonia จึงเปลี่ยนสี phenol red ที่ เป็น indicator จาก สีเหลือง 
(สภาวะเป็น acid)เป็นสีชมพู (สภาวะเป็น alkaline) และหาปริมาณเอนไซม์ asparaginase โดย 
Nesslerization  ซึ่งจากพืชสมุนไพรทั้ง 4 ชนิด พบเอนโดไฟต์ 89 ไอโซเลท คือ ได้จากตระไคร้ 14 
ไอโซเลท, จากต้นหอมแขก 10 ไอโซเลท, จากฟ้าทะลายโจร 25 ไอโซเลท และจากต้นกุหลาบพุกาม 
40 ไอโซเลท พบว่ามีเพียง 25 ไอโซเลท เท่านั้นที่สร้างเอนไซม์ asparaginase ซึ่งส่วนใหญ่เป็นไอโซ
เลตที่แยกได้จากต้นกุหลาบพุกาม ให้ค่าการสร้างเอนไซม์ asparaginase ระหว่าง 0.0069 – 0.025 

M/mL/min ชนิดของจุลินทรีย์ที่พบ ได้แก่ จีนัส  Colletotrichum, Fusarium, Phema และ 
Penicillium  
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2.6.2  แอคติโนมัยซีท (actinomycetes) 
Hema et al. (2012) ได้ท าการแยกเอนโดไฟต์แอคติโนมัยซีทจากสะเดา (Azadiracta 

indica), กระเพรา (Ocinum sanctum) และ ลูกใต้ใบ (Phyllanthus amarus) โดยใช้อาหารเลี้ยง
เชื้อ 4 ชนิด คือ อาหาร starch casein agar, starch casein nitrate agar, อาหารแข็งแยกแอคติโน
มั ย สี ท  แ ล ะ  soyabean agar  พ บ ว่ า  อ า ห า ร  starch casein agar จ ะ พ บ 
แอคติโนมัยซีทมากที่สุดและพบเอนโดไฟท์แอคติโนมัยซีท Streptomyces sp. ที่สามารถยับยั้ง 
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyrogenes,  Klebseilla pneumonia แ ล ะ 
Pseudomonas aeroginosa  

Machavariani et al. (2014) ท าการแยกแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟต์จากพืชสมุนไพรที่
เก็บสะสมได้จากกรุงมอสโค พบว่า สมุนไพรซีบัคธอร์น(seabuckthorn) Hippophae rhamnoides 
และ ต าแย Urtica dioica มีการกระจายตัวของแอคติโนมัยสีทเอนโดไฟท์เท่ากับ 11.7 %  สมุนไพรวิ
โอล่า(viola) Viola odorata มีการกระจายตัวของแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟท์เท่ากับ 11.8 % และ 
ผักกาดน้ า Platago major มีการกระจายตัวของแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟท์เท่ากับ 10 %  นอกจากนี้
ยังพบว่า การกระจายตัวของแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟท์มากที่สุด คือ Streptomyces sp. (79 
 ไอโซเลท) รองลงมา คือ Micromonospora sp. (33ไอโซเลท) และ Nocardiopsis sp. (8 ไอโซ
เลท) ซึ่งแอคติโนมัยสีทเอนโดไฟท์ทั้ง 3 ชนิดนี้จะพบจ านวนแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟท์มากที่สุดที่มีสาร
ยับยั้ง Staphylococcus aureus ได้มากที่สุด 

2.6.3 แบคทีเรีย 
Kumar et al. (2014) ได้แยกแบคทีเรียเอนโดไฟท์จากรากของต้นชุมเห็ด Cassia 

tora L. พบแบคทีเรียเอนโดไฟท์ 5 ชนิด คือ Bacillus subtilis CT1, Agrobacterium tumefaciens 
CT2, Bacillus sp. CT3, Pseudomonas putida IC4 และ Pseudomonas sp. CT5 ซ่ึงแบคทีเรีย
เอนโดไฟท์ทั้งหมดสามารถยับยั้ง E. coli และ Klebsiella pneumonia ได้ แต่ไม่สามารถยับยั้ง 
Staphylococcus aureus ยกเว้น แบคทีเรียเอนโดไฟท์ Agrobacterium tumefaciens CT2  
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ตำรำงท่ี 2.4 สารออกฤทธิ์ชีวภาพและฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ก่อโรคที่พบในจุลินทรีย์เอนโดไฟต์ 
จุลินทรีย์เอนโดไฟต์ พืชเจ้ำบำ้น สำรออกฤทธิ์ชีวภำพ อ้ำงอิง 

แบคทีเรยี    
Bacillus pumilus มันส าปะหลัง (cassava) Pumilacidin  

(มีฤทธิ์ยับยั้งรา) 
de Melo et 
al., (2009) 

Bacillus subtilis CT1, 
Agrobacterium tumefaciens 
CT2, Bacillus sp. CT3, 
Pseudomonas putida IC4 และ 
Pseudomonas sp. CT5 

ต้นชุมเห็ด (Cassia tora L.) มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย E. coli Kumar et al. 
(2014) 

Bacillus subtilis CT1,  Bacillus 
sp. CT3, Pseudomonas putida 
IC4 และ Pseudomonas sp. CT5 

ต้นชุมเห็ด (Cassia tora L.) มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย 
Klebsiella pneumonia 

Kumar et al. 
(2014) 

รำ    
Muscodor albus อบเชย (Cinnamomum 

zeylanicum) 
มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย ์ Worapong et 

al. (2001); 
Strobel et al. 
(2001) 

Pestalotiopsis jester - Jesterone and hydroxyl-
jesterone (มีฤทธิ์ยบัยั้ง
จุลินทรีย์) 

Li & Strobel 
(2001) 

Pestalotiopsis spp. และ 
Monochaetia sp. 

พืชในป่าฝน (rainforests) Ambumic acid 
(มีฤทธิ์ยับยั้งรา) 

Li et al. 
(2001) 

Pestalotiopsis microspore Terminalia morobensis Pestacin และ isopestacin (มี
ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ และ ฤทธิ์
ยับยั้งรา) 

Strobel et al. 
(2002)  

Penicllium janthinellum ต้นเฮี่ยน (Melia azedorach) Citrinin (ฤทธิย์ับยั้งแบคทีเรีย) Marinho et 
al. (2005) 

Phomopsis cassia ขี้เหล็กอเมริกา (Cassia 
spectobilis) 

Ethyl 2,4-dihydroxy-5,6-
dimethylbenzoate and 
phomopsilactone (ฤทธิ์ยับยั้ง
รา) 

Silva et al. 
(2005) 
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ตำรำงท่ี 2.4 (ต่อ) 
จุลินทรีย์เอนโดไฟท์ พืชเจ้ำบำ้น สำรออกฤทธิ์ชีวภำพ อ้ำงอิง 

Candida globosum แป๊ะกว๊ย (Ginkgo biloba) Chaetomugilin A and D 
(ฤทธิ์ยับยั้งรา) 

Liu et ai., 
(2008) 

Chaetomium globosum Hypericum perforatum hypericin, emodin (ฤทธิ์ยับยั้ง
จุลินทรีย์) 

Kusari et al., 
(2008) 

Pestalotiopsis adusta - Pestalachlorides A-C, 
antifungal metabolites 

Li et al. 
(2008) 

Phomopsis sp. ZSU-H76 
 

ต้นไม้จากป่าชายเลน 
(mangrove) 

Cytosporone B and C (ฤทธิ์
ยับยั้งแบคทีเรีย) 

Huang et al. 
(2008) 

Xylaria sp. YX-28 แป๊ะกว๊ย (Ginkgo biloba)  7-amino-4-methycoumarin 
(ฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย) 

Liu et al. 
(2008) 

Verticillium sp. ต้นหม่อน (Rehmannia 
glutinosa) 

2,6-dihydraxy-2-methyl-7-
(prop-1E-1 benzofuran-
3(2H)-one and ergoesterol 
peroxide (ฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย์) 

You et al. 
(2009) 

Penicillium brasilliam Melia azedorach Phenylpropanoid amides 
(ฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย) 

Fill et al. 
(2010) 

Guinardia endophyllicola และ 
Fusarium nivale 

กล้วยไม้หวายตะมอย 
(Dendrobium 
crumenatum) 

ฤทธิ์ยับยั้ง Bacillus subtilis, E. 
coli และ S. aureus 

Mangunward
oyo et al. 
(2012) 

Fusarium nivale กล้วยไม้หวายตะมอย 
(Dendrobium 
crumenatum) 

ฤทธิ์ยับยั้ง Candida albicans 
และ C. tropicalis 

Mangunward
oyo et al. 
(2012) 

Aspergillus flavus แยกไดจ้าก
ใบ และ Trichoderma koningii 
Oudem แยกได้จากราก 

ต้นเลี่ยน (Melia 
azedarach L.) 

ฤทธิ์ยับยั้ง 
Staphylococcus aureus 

Shekhawat 
et al. 
(2013) 

Fusarium solani, 
Cladosporium herbarum, 
Drechslera modulosa, 
Curvularia pallescens และ 
Alternaria alterna 

ต้นดอกรัก (Calotropis 
procera (LINN.) R.BR.) 

ฤทธิ์ยับยั้ง Bacillus 
subtilis, Staphylococcus 
epidermidis, Escherichia 
coli, Pseudomonas 
aeruginonosa และ 
Klebseilla pneumonae 

Aharwal et 
al. (2014) 
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ตำรำงท่ี 2.4 (ต่อ) 
จุลินทรีย์เอนโดไฟท์ พืชเจ้ำบ้ำน สำรออกฤทธิ์ชีวภำพ อ้ำงอิง 

แอคติโนมัยสีท    
Streptomyces sp. จากสะเดา (Azadiracta 

indica), กระเพรา 
(Ocinum sanctum) และ 
ลูกใต้ใบ (Phyllanthus 
amarus) 

ฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย
Staphylococcus 
aureus, 
Streptococcus 
pyrogenes,  Klebseilla 
pneumonia และ 
Pseudomonas 
aeroginosa 

Hema et al. 
(2012) 

Streptomyces sp., 
Micromonospora sp.,  และ 
Nocardiopsis sp. 

สมุนไพรซีบัคธอร์น (sea 
buckthorn) Hippophae 
rhamnoides, ต าแย 
(Urtica dioica), สมุนไพร
วิโอล่า (viola) , ผักกาดน้ า 
(Platago major) 

ฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย 
Staphylococcus 
aureus 

Machavariani 
et al. (2014)  

 
2.7 กรอบแนวคิดในกำรวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เก็บรวบรวมวัชพืชสาบเสือ 2 ระยะ คือ ระยะก าลังเจริญเติบโต และก าลังออกดอก  

แบ่งพชืออกเป็น 4 ส่วน คือใบ ล าต้น ราก และดอก 

- แยกแบคทีเรียเอนโดไฟท์  
- ยืนยันผลจลุินทรีย์ที่แยกได้ว่าเปน็จุลินทรียเ์อนโดไฟท์ในสาบเสือ  

ระบุชนิดจลุิทรีย์เอนโดไฟท์ที่คัดเลอืกได้ โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมี และ 16sRNA 

การคัดเลือกแบคทีเรียเอนโดฟ์ท่ีสร้างสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพโดยใช้เรซิน amberlite XAD-16 เป็นตัวดูดซับสาร 
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ท าการทดสอบสารออกฤทธ์ิจากสารสกัดน้ าเลีย้งแบคทีเรียเอนโดไฟทต์่อแบคทีเรียที่เป็นสาเหตุของโรคแผล
ติดเชื้อผิวหนังดย Agar well diffusion (Lorian, 1991), ทดสอบ MIC และ MBC ด้วยวิธี Macro broth 

dilution technique 
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บทที่ 3 
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 
3.1 กำรเก็บตัวอย่ำงสำบเสือ 

 
เก็บตัวอย่างต้นสาบเสือบริเวณวนอุทยานน้ าตกกะเปาะ ต าบลหงส์ อ าเภอท่าแซะ จังหวัด

ชุมพร ลักษณะตัวอย่างที่เก็บ เป็นต้นสาบเสือที่เจริญเติบโตมากที่สุด โดยสูงตั้งแต่ 100 เซนติเมตร ขึ้น
ไป ท าการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 oC จนกว่าจะได้น ามาแยกแบคทีเรียในห้องปฏิบัติการดังภาพ 3.1 
เซนติเมตร  โดยน าตัวอย่างสาบเสือไปตรวจสอบชนิดของพันธุ์ พืชเปรียบเทียบกับตัวอย่างของ
ส านักงานหอพรรณไม้ ส านักวิจัยการอนุรักษ์ป่าไม้และพันธุ์พบว่าตรงกับสาบเสือหมายเลข BKF 
No.154702 (SN 163789) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภำพที่ 3.1 ตัวอย่างต้นสาบเสือ 
 
3.2 กำรแยกแบคทีเรียเอนโดไฟท ์

 
น าตัวอย่างต้นสาบเสือที่เก็บมาท าการล้างน าให้สะอาดด้วยน้ าประปา จากนั้นแยกส่วนของ

พืชออกเป็น 4 ส่วน คือ ส่วน ราก ล าต้น และใบ  แต่ละส่วนตัดเป็นชิ้นเล็กยาวประมาณ 2-3 
เซนติเมตรดังภาพที่ 3.2  แล้วน าไปแยกจุลินทรีย์เอนโดไฟท์โดยใช้วิธีฆ่าเชื้อที่บริเวณผิวของพืช โดย
แช่ใน 70% ethanol นาน 5 นาที จากนั้นล้างด้วยน้ ากลั่นที่ฆ่าเชื้อแล้ว 2 ครั้ง จากนั้นน ามาแช่ใน 
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0.2 % HgCl2 นาน 45 นาที ล้างด้วยน้ ากลั่นที่ฆ่าเชื้อแล้ว 6 ครั้ง ดังภาพที่ 3.3  ซับให้แห้งด้วย
กระดาษทิชชูปลอดเชื้อ  น าแต่ละส่วนของพืช ประมาณ 10 กรัม ไปบดในโกร่งที่ปลอดเชื้อ จากนั้น
เติม 90 ml ของ 0.85% NaCl ดังภาพที่ 3.4  น ามาท า serial dilution และ spread plate ลงบน
อาหารต่างชนิดกันดังตารางที่ 3.1 แล้วบ่มที่อุณหภูมิเหมาะสม นาน 2 วัน  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภำพที่ 3.2 การเก็บแยกและตากแดดส่วนใบ (A) ล าต้น (B) และราก (C) สาบเสือ 
 

 
ภำพที่ 3.3 การล้างส่วนใบ (A) ล าต้น (B) และราก (C) สาบเสือ 
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ภำพที่ 3.4 ส่วนของสาบเสือที่บดแล้ว ใบ (A) ล าต้น (B) และราก (C) สาบเสือ 

 
ตำรำงท่ี 3.1 อาหารแยกแบคทีเรีย 

ชนิดจุลินทรีย์ อาหาร 

Bacteria Trypticase soy agar (TSA) 
 
3.3 ยืนยันกำรเป็นแบคทีเรียเอนโดไฟท ์

 
ท าการยืนยันผลจุลินทรีย์ที่แยกได้ว่าเป็นแบคทีเรียเอนโดไฟท์ในต้นสาบเสือ ไม่ใช่จุลินทรีย์ที่

ปนเปื้อนมา โดยท าการ spread plate น้ าล้างพืชน้ าสุดท้าย เหมือนข้อ 3.2 
 
3.4 กำรคัดเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่สร้ำงสำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพต้ำนแบคทีเรียก่อโรคติดเชื้อ

ผิวหนัง  
 

3.4.1 กำรคัคเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีฤทธิ์ต้ำนแบคทีเรียเบื้องต้น  
ท าการการวิเคราะห์หาสารส าคัญที่มีฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์เบื้องต้นโดยใช้เทคนิค point-

inoculated ท าการเตรียมแบคทีเรียทดก่อโรคในอาหารเหลวปริมาตร 5 มิลลิลิตร น าไปเพาะเลี้ยงที่
อุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น ามาเจือจางให้ได้จ านวนแบคทีเรีย 105 – 107 
เซลล์ต่อมิลลิลิตร  โดยเทียบความขุ่นให้ได้เทียบกับความขุ่นของ McFarland Standard No.5 ท า
การ swab ลงบนอาหารแข็ง TSA จกนั้นน าแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่เลี้ยงบนอาหารแข็งที่อุณหภูมิ 
35±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง มา point-inoculated อาหารแข็งที่ swab เชื้อก่อโรคไว้
แล้ว น าไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 35±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง วัดเส้นผ่านศูนย์กลางของ
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บริเวณใสของแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่ยับยั้งก่อโรคและวัดเส้นผ่านศูนย์กลางของแบคทีเรียเอนโดไฟท์ 
(Baker et al., 2015) 
 3.4.2 กำรคัคเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีฤทธิ์ต้ำนจุลินทรีย์ข้ันที่ 2 

3.4.2.1 กำรเพำะเลี้ยงแบคทีเรียเอนโดไฟท์ 
1) น าแบคทีเรียเอนโดไฟต์ ที่บริสุทธิ์มาเลี้ยงในอาหารเหลวที่เหมาะสม

ปริมาตร 50 mL น าไปเขย่าที่ความเร็วรอบ 150-200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง นาน 3-5 วัน เพ่ือ
เตรียมเป็นหัวเชื้อ ใช้หัวเชื้อ 10 % ถ่ายลงในอาหารเหลวที่เหมาะสมของแบคทีเรียแต่ละชนิด โดย
เติมเรซิน amberlite XAD-200 ปริมาณ 2 g ส าหรับดูดซับสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ จากนั้นน าไปบ่ม
ที่ความเร็วรอบ150-200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง นาน 7 วัน 

2) น าอาหารเหลวที่ผ่านการเลี้ยงเชื้อมากรองเอาเรซินออก ท าการล้าง 
เรซินด้วยน้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อ 100 mL ซับด้วยกระดาษทิชชูที่ปราศจากเชื้อ จากนั้นท าการชะสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่อยู่ในเรซิน โดยแช่ใน methanol ปริมาตร 100 mL นาน 6 h แล้วกรอง 
เรซินออกแล้วน าไประเหย methanol ออกโดยใช้ rotary evaporation น าไประเหิดให้แห้งด้วย
เครื่อง freeze dry และเก็บที่ -20OC จนกว่าจะน าไปทดสอบฤทธิ์ยับยั้บการเจริญของแบคทีเรีย  

3.4.2.1 กำรทดสอบฤทธิ์ของสำรต้ำนจุแบคทีเรีย  
1) กำรเตรียมแบคทีเรียท่ีใช้ทดสอบ 

1.1) เขี่ยโคโลนีของเชื้อที่ต้องการทดสอบที่เพาะเลี้ยงไว้ในจานอาหารเลี้ยง
เชื้อที่มีอายุประมาณ 24 ชั่วโมง มา 1 ลูปใส่ในอาหารส าหรับเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไว้ในหลอดทดสอบ
ปริมาตรหลอดละ 2 มิลลิลิตร 

1.2) น าหลอดไปเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง 

1.3) น ามาเจือจางให้ได้จ านวนแบคทีเรีย 105 – 107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร  
โดยเทียบความขุ่นกับความขุ่นของ McFarland Standard No.5 ในการเจือจางนี้ท าโดยการใช้ปิเปต
ที่ปราศจากเชื้อแล้วหยดอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไว้ทีละหยดลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเชื้อ จนได้ความ
ขุ่นที่ต้องการ    

2) กำรเตรียมอำหำรเลี้ยงเชื้อส ำหรับแบคทีเรียทดสอบ  
ในการทดสอบนี้จะใช้อาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็งโดยวิธี  Agar well 

diffusion โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อที่มีคุณสมบัติเหมาะสมต่อการเจริญของเชื้อแบคทีเรียแต่ละชนิด 
และต้องไม่ประกอบด้วยสารที่ขัดขวางประสิทธิภาพของสารที่ต้องการทดสอบ ดังนั้นจึงใช้อาหารเลี้ยง
เชื้อแตกต่างกัน (ดังตารางที่3.2) อาหารเลี้ยงเชื้อควรมีความหนาประมาณ 4 มิลลิเมตร ตลอดทั่วทั้ง
จานเพาะเชื้อ (25 มิลิลิตร) 



31 
 

ตำรำงท่ี 3.2  อาหารที่ใช้ในการเลี้ยงเชื้อและทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียของสารส าคัญ 

 ชนิดจุลินทรีย์ อำหำรเลี้ยงเชื้อ 

1.Gram-positive bacteria 
    Staphylococcus aureus  
    Stap. epidemis 
    Bacillus cereus 
   Enterococcus faecalis 
   Propionibacterium acnes  

 
Trypticase soy media  
Trypticase soy media  
Trypticase soy media  
Trypticase soy media  
Trypticase soy media  

2. Gram-negative bacteria  
    E. coli  Trypticase soy media 
   Klebsiella pneumoniae Trypticase soy media 
   Salmonella Typhimurium Trypticase soy media 

 
3.4.2.2 กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนแบคทีเรียด้วยวิธี Agar well diffusion 

ท าการ swab เชื้อแบคทีเรียก่อโรคปรับความขุ่นของเชื้อแล้วลงบนอาหาร
แข็ง ให้ทั่วแบบ three-ways  จากนั้นท าการเจาะหลุมให้มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 8 มิลลิเมตร ด้วย 
Cork borer No.3 จากนั้นเติมสารสกัดความเข้มข้น  100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาณ 100 
ไมโครลิตร ลงในหลุม บ่มเลี้ยงเชื้อที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจวัดผลโดยวัดขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลางฤทธิ์ยับยั้ง (Inhibition zone) การทดลองแต่ละตัวอย่างท าซ้ า 3 ครั้ง  ผลการยับยั้ง
แบคทีเรียวัดได้จากขนาดของโซนใสโดยขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโซนใสจะแปรผกผันกับค่าความ
เข้ มข้นต่ า สุ ดของสารซึ่ ง ส ามารถยับยั้ ง ก าร เจริญของจุ แบคที เ รี ย  (Minimal Inhibitory 
Concentration หรือ MIC) 

3.4.2.3 กำรทดสอบควำมไวของแบคทีเรียต่อสำรสกัด ด้วยวิธี Macro broth 
dilution technique 

1) กำรเตรียมสำรละลำย resazurin (preparation of resazurin 
solution) 

เตรียมสารละลาย resazurin ให้ได้ความเข้มข้น 0.01% (w/v) ในน้ า
กลั่น จากนั้นท าให้ปราศจากเชื้อโดยการกรองผ่านกระดาษกรองขนาด 0.45 µm เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 oC 
เก็บได้นาน 1 สัปดาห์  (Sarker et al., 2007) หรือละลาย resazurin 270 mg tablet ใน 40 mL 
จากนั้นท าให้ปราศจากเชื้อโดยการกรองผ่านกระดาษกรองขนาด 0.45 µm (Nateche et al., 2006)  
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2) กำรเตรียมแบคทีเรีย  
เตรียมความขุ่นของเชื้อ (turbidity) โดยเปรียบเทียบกับ Macfarland 

standards No. 0.5 ซึ่งจะได้ค่าปริมาณแบคทีเรียเท่ากับ 5 x 106 cfu/mL  
3) กำรทดสอบใน 96 wells plate 

แถวที่ 1 เติมสารละลายตัวอย่างทดสอบที่ละลายด้วย 10% (v/v) 
DMSO ปริมาตร 100 µL แถวสารทดสอบ เติม 80 µL ของอาหารเหลว  TSB หรือ normal saline 
solution (ถ้าเป็นสารละลายบริสุทธิ์จะเตรียม stock เท่ากับ 1mg/mL และถ้าเป็นสารสกัดจะเตรียม 
stock เท่ากับ 10mg/mL) จากนั้นท าการเจือจางสารทดสอบโดยเติมสารทดสอบ 80 µL ในหลุมที่ 1 
และดดูแบบต่อเนื่องไปเรื่อยๆและหลุมสุดท้ายจะดูดทิ้ง  แต่ละช่องในทุกแถวจะเติม 10 µL ของ
สารละลาย resazurin เติม 10 µL ของสารละลายเชื้อที่เข้มข้น 5 x 106 cfu/mL จะได้ความเข้มข้น
สุดท้ายเท่ากับ 5 x 105 cfu/mL น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 16 – 18 หรือ 24 
ชั่วโมง ขึ้นกับ จุลินทรีย์ที่ใช้ทดสอบ 

4) กำรอ่ำนผล 
1) การอ่านผล การหา Minimum Inhibitory Concentration (MIC)  

เมื่อบ่มเชื้อจนครบเวลาที่ต้องการแล้ว  ให้สังเกตหลอดสุดท้ายที่มีสี
อมม่วง อ่านปริมาณของสารทดสอบของหลอดนี้เป็นค่า MIC ของ บันทึกหน่วยเป็นมิลลิกรัมต่อ
มิลลิเมตร ค่า MIC คือ ค่าความเข้มข้นที่ต่ าที่สุดของสารที่ใช้ทดสอบท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ
ทดสอบได้อย่างสมบูรณ์ 

2) การหา Minimum Bactericidal Concentration (MBC)  
จากการทดสอบหาค่า MIC ในการทดลองข้างต้น สามารถน ามาหา

ค่า MBC โดยให้น าหลุมที่มีสีอมม่วงและสีชมพูและน้ าเงินจากหลุมสีอมม่วงอย่างละ 2 หลุม จุลินทรีย์
ทดสอบท่ีไม่ตายจะกลับเจริญได้ใหม่เมื่อปราศจากสารต้านจุลทรีย์ อ่านค่าความเข้มข้นของสาร
ทดสอบท่ีน้อยที่สุดที่ฆ่าเชื้อจะได้ 99.9 เปอร์เซ็นต ์(คือ มีจุลินทรีย์ขึ้นได้น้อยกว่า 10 โคโลนีต่อ 0.1 
มิลลิลิตร) การหา MBC ท าได้โดยสารละลาย 10 µl ที่เลือกไว้ drop ลงในอาหารแข็ง น าเข้า ที่ 35 - 
37 องศาเซลเซียสนาน 18 - 24 ชั่วโมง จากนั้นจึงน ามานับจ านวนโคโลนี  

 
3.5 กำรระบุชนิดของแบคทีเรียเอนโดไฟท ์(ภาพที ่3.5) 
 

3.5.1 ศึกษำลักษณะทำงสรีรวิทยำและสัณฐำนวิทยำ 
ศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อแบคทีเรียโดยถ่ายเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ลงบน

อาหารแข็ง บ่มเชื้อนาน 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นน าเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้มาศึกษาลักษณะ



33 
 

ทางสัณฐานวิทยาของเชื้อบริสุทธิ์โดยการตรวจลักษณะการเจริญ ลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
และน าไปย้อมสีแบบกรมและย้อมสปอร์เพ่ือจัดกลุ่มของแบคทีเรีย 

3.5.2 กำรทดสอบทำงชีวเคมี 
น าเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่แยกได้มาทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีและสรีรวิทยา ได้แก่ 

การทดสอบ TSI การเจริญในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน ความสามารถในการใช้ซิเตรท  การสร้างยูเรีย 
ตรวจและบันทึกผลเป็นผลบวกหรือลบ     

3.5.3 กำรระบุชนิดโดย 16sRNA   
เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ที่ ได้คัดเลือกในอาหาร Luria-Bertani medium (LB 

medium) บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 18 ชั่วโมง แล้วปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เทน้ าใสทิ้ง จากนั้นท าการสกัดแยกดีเอ็นเอโดยวิธีที่
ดัดแปลงมาจาก Pospiech and Neumann (1995) โดยแขวนลอยตะกอนเซลล์ใน SET buffer (75 
mM NaCl, 25 mM EDTA และ 20 mM Tris-HCl) 0.5 มิลลิลิตร เติม lysozyme (ความเข้มข้น 1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 10 ไมโครลิตร น าไป vortex แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 นาที หลังจากนั้นเติม proteinase K ปริมาตร 14 ไมโครลิตร และ SDS ความเข้มข้น 10 
เปอร์เซ็นต์ปริมาตร 60 ไมโครลิตร (ความเข้มข้นสุดท้ายของ proteinase K เท่ากับ 0.5 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร และ SDS เท่ากับ 1 เปอร์เซ็นต์) ผสมให้เข้ากันโดยวิธีการกลับหลอดไปมา น าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เติม NaCl ความเข้มข้น 5 โมลาร์ ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยวิธีการกลับหลอดไปมา ท าให้เย็นที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ต่อมา
เติม chloroform ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันโดยวิธีการกลับหลอดไปมาเป็นเวลา 20 นาที 
ที่อุณหภูมิห้อง หลังจากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที ถ่ายส่วนใสใส่หลอดใหม่ เติม isopropanol และผสมโดยวิธีการกลับหลอดไปมา
เป็นเวลา 3 นาที ที่อุณหภูมิห้อง หลังจากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย EtOH ความเข้มข้น 70 
เปอร์เซ็นต์ น าไปปั่นที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
ท าให้แห้ง และละลายตะกอนดีเอ็นเอใน TE buffer (10 mM Tris และ 1 mM EDTA·2Na พีเอช 8) 
ปริมาตร 100-200 ไมโครลิตร (เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส)  เพ่ิมปริมาณยีนบริเวณ 
16S rRNA จากดีเอ็นเอที่สกัดได้โดยใช้ไพร์เมอร์ 27F, 1541R, 518F และ 1429R  น าล าดับเบสที่
ได้มาเปรียบเทียบกับล าดับเบสในบริเวณยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียชนิดต่างๆที่มีอยู่ในฐานข้อมูล 
GenBank ด้วยโปรแกรม Eztaxon (Chun et al., 2007) หลังจากนั้นน าข้อมูลที่คล้ายกันของล าดับ
เบสยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียแกรมบวกสร้างสปอร์สายพันธุ์เปรียบเทียบ (Type strain) ที่มีความ
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ใกล้เคียงกันท า multiple alignment โดยใช้โปรแกรม ClustalW ซึ่งอยู่ในชุดโปรแกรม BioEdit 
จากนั้นใช้โปรแกรม MEGA 4   

 
3.6 กำรทดสอบคุณสมบัติสร้ำงเอนไซม์ย่อยสลำยสำรอินทรีย์ (hydrolytic enzymes) ของ
แบคทีเรียเอนโดไฟทท์ีค่ัดเลือกได้ 

 
ท าการคัดเลือกแบคทีเรียที่มีฤทธิ์ต้านแบคทีเรียก่อโรคจากทั้งหมด 9 ไอโซเลต ที่มีคุณสมบัติ

สร้างเอนไซม์ย่อยสลายสารอินทรีย์ ได้แก่ เอนไซม์ Cellulase, Amylase, Protease และ Lipase 
ด้วยวิธี Agar Plate Assay โดยน าทั้ง 9 ไอโซเลต ท าการ point inoculate ลงบนอาหารแข็งส าหรับ
ทดสอบเอนไซม์แต่ละชนิดและบ่มที่อุณหภูมิ 35 oC นาน 1-3 วัน  

การทดสอบการสร้างเอนไซม์ cellulose จะใช้อาหารแข็ง CarboxyMethyl Cellulose 
(CMC) และท าการทดสอบผลด้วยการหยดสารละลาย Congo red (1% w/v) ให้ท่วมนาน 15  นาที
และล้างสีออกด้วย 1.0 M NaCl นาน 15  นาท ี(Ammar et al., 1998) 

การทดสอบการสร้างเอนไซม์  Amylase จะใช้อาหารแข็ง TSB ที่เติม 1%  ของ Starch และ
ท าการทดสอบผลด้วยการหยดสารละลาย Iodine reagent ให้ท่วมและสังเกตบริเวณใสรอบๆโคโลนี
แบคทีเรีย ถ้าไม่พบบริเวณใสรอบๆโคโลนีแบคทีเรียให้ใช้ Loop ค่อยขูดเชื้อบนผิวหน้าอาหารออกจะ
สังเกตเห็นบริเวณใสใต้โคโลนีแสดงว่าเชื้อสามารถสร้างเอนไซม์ amylase ได ้(Gupta et al., 2003) 

การทดสอบการสร้างเอนไซม์ Protease จะใช้อาหารแข็ง Skim milk (Himedia)  ตรวจสอบ
ผลด้วยการสังเกตบริเวณใสรอบๆโคโลนีแบคทีเรีย (Kole et al., 1988) 

การทดสอบการสร้างเอนไซม์  Amylase จะใช้อาหารแข็ง ที่ประกอบด้วย peptone (1.5%)  
NaCl (0.5%) CaCl2 (1%) และ Tween 80 (1%) (Shukla & Gupta, 2007) 
 
3.7 กำรประเมินผลทำงสถิติ 

 
วิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป เพ่ือวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of 

Variance) แบบ Complete Randomized Design (CRD) เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดย Duncan’s 
Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 
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บทที่ 4  
ผลกำรวิจัย 
  

4.1 กำรแยกแบคทีเรียเอนโดไฟต์จำกสำบเสือ 
 

 จากการเก็บตัวอย่างวัชพืชสาบเสือจากวนอุทยานน้ าตกกะเปาะ ต าบลหงส์ อ าเภอท่าแซะ 
จังหวัดชุมพร ท าการแยกแบคทีเรียเอนโดไฟท์ได้ดังตารางที่ 4.1 จากผลการทดลองพบว่าจ านวน
แบคทีเรียเอนโดไฟต์ทั้งหมดพบในส่วนใบมากที่สุด คือ 2.6X104 CFU/g รองลงมาคือส่วนรากและล า
ต้นสาบเสือ ในขณะที่ชนิดของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ทั้งหมด 32 ไอโซเลตจะพบในส่วนรากมากที่สุด 
คือ 15 ไอโซเลต รองลงมาคือส่วนใบและล าต้น 
 
ตำรำงท่ี 4.1 จ านวนแบคทีเรียเอนโดไฟต์ทั้งหมดและไอโซเลตของแบคทีเรียที่แยกได้จากสาบเสือ 

Part of plant Endophytic bacteria 

CFU/g Isolate 

Leaf 2.6X104 10 
Stem 5.3X103  7 
Root 1.5X103 15 
  32 

 
4.2 กำรคัดเลือกจุลินทรีย์เอนโดไฟต์ที่สร้ำงสำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพต้ำนแบคทีเรียก่อโรคติดเชื้อ
ผิวหนัง  
 
 4.2.1 กำรคัคเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีฤทธิ์ต้ำนแบคทีเรียเบื้องต้น  

จากแบคทีเรียเอนโดไฟต์ทั้งหมด 32 ไอโซเลต ที่แยกได้จากส่วนใบ ล าต้น และราก 

เท่ากับ 10 7 และ 15 ตามล าดับ น ามาท าการคัดเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ก่อ

โรคเบื้องต้นโดยใช้เทคนิค point inoculum ที่แยกได้จากจังหวัดชุมพร พบว่าสามารถแยกแบคทีเรีย

เอนโดไฟต์ที่มีฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ก่อโรคทั้งหมด 9 ไอโซเลต ได้แก่จากราก ใบ ล าต้น เท่ากับ 4, 3 และ 

2 ไอโซเลต ตามล าดับ เปอร์เซ็นต์ของจ านวนแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่ให้ผลบวกต่อการยับยั้งแบคทีเรีย
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ก่อโรคจะพบในส่วนล าต้นมากท่ีสุดเท่ากับ 42.86 % รองลงมาคือรากและใบเท่ากับ 26.67 และ 20.0 

% ตามล าดับ ดังภาพที่ 4.1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 4.1 เปรียบเทียบระหว่างจ านวนไอโซเลตแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่แยกได้กับแบคทีเรียเอนโดไฟต์  

ทีใ่ห้ผลบวกต่อการยับยั้งเชื้อก่อโรคจากสาบเสือ 

จากตารางที่ 4.2 แสดงผลของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีความสามารถผลิตสารยับยั้ง
จุลินทรีย์ก่อโรคโดยใช้เทคนิค point inoculum ที่แยกได้จากส่วนใบสาบเสือจ านวน 2 ไอโซเลต 
ได้แก่ LBCH3 และ LBCH12 พบว่า แบคทีเรียเอนโดไฟต์ไอโซเลต LBCH3 มีความสามารถผลิตสาร
ยับยั้ง B. cereus TISTR 687 ได้มากที่สุดและรองลงมาคือไอโซเลต LBCH13 ให้ค่าอัตราส่วนระหว่าง
เส้นผ่านศูนย์กลางของโซนใสยับยั้งเชื้อต่อเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีเชื้อเท่ากับ 2.5 และ 2.0 
ตามล าดับ นอกจากนี้แบคทีเรียเอนโดไฟต์ไอโซเลต LBCH 13 ยังสามารถยับยั้งได้ 4 ชนิด ได้แก่  
Staphylococcus  epidemis TISTR 1466  Staphylococcus  aureus TISTR 1466 Bacillus 
cereus TISTR 687 และ Salmonella typhimurium ATCC 13311 ในขณะทีแ่บคทีเรียเอนโดไฟต์
ไอโซเลต LBCH 3 สามารถยับยั้งได้เฉพาะเชื้อได้ 2 ชนิด ได้แก่ Staphylococcus  epidemis TISTR 
1466 และ Bacillus cereus TISTR 687  ดังตารางที่ 4.2, 4.3 ภาพที่ 4.2 
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ตำรำงท่ี 4.2 เส้นผ่านศูนย์กลางของโซนใสยับยั้งเชื้อก่อโรคและอัตราส่วนระหว่างเส้นผ่านศูนย์กลาง

ของโซนใสยับยั้งเชื้อก่อโรคต่อเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีของเอนโดไฟต์จากใบ

สาบเสือ 

 
Isolates   

Leaf 
Microbial pathogens Inhibition 

zone 
diameter 

(mm) 

Colony 
diameter 

(mm) 

Ratio of 
Inhibition 

diameter with 
colony 

diameter 

LBCH3  S. aureus TISTR 1466 7 5 1.4 
S. epidermis TISTR 1466 16 10 1.6 

B. cereus TISTR 687 10 4 2.5 
Salmonella typhimurium 
ATCC 13311 

16 12 1.3 

LBCH13 S. epidermis TISTR 1466 14 14 1.0 
B. cereus TISTR 687 12 6 2.0 

 

จากตารางที่ 4.3 แสดงผลของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีความสามารถผลิตสารยับยั้ง
จุลินทรีย์ก่อโรคโดยใช้เทคนิค point inoculum ที่แยกได้จากส่วนใบสาบเสือจ านวน 2 ไอโซเลต 
ได้แก่ SBCH1-5 SBCH3 และ SBCH6 พบว่า แบคทีเรียเอนโดไฟต์ไอโซเลต SBCH3 มีความสามารถ
ผลิตสารยับยั้ง Salmonella  typhimurium ATCC 13311  ได้มากที่สุดให้ค่าอัตราส่วนระหว่างเส้น
ผ่านศูนย์กลางของโซนใสยับยั้งเชื้อต่อเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีเชื้อเท่ากับ 1.8 แบคทีเรียเอนโด
ไฟต์ ไอโซเลต  SBCH6 สามารถยับยั้ ง เชื้อ Staphylococcus  epidermis TISTR 1466 Bacillus 
cereus TISTR 687 และ Salmonella typhimurium ATCC 13311 ในขณะที่สามารถแบคทีเรีย
เอนโดไฟต์ไอโซเลต SBCH1-5 ยับยั้งเชื้อ Staphylococcus  epidermis TISTR 1466 ได้เพียงชนิด
เดียวเท่านั้น ดังตารางที่ 4.3 ภาพที่ 4.2 
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ตำรำงท่ี 4.3 เส้นผ่านศูนย์กลางของโซนใสยับยั้งเชื้อก่อโรคและอัตราส่วนระหว่างเส้นผ่านศูนย์กลาง
ของโซนใสยับยั้งเชื้อก่อโรคต่อเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีของเอนโดไฟต์จากล าต้น
สาบเสือ 

 
Isolates   

Stem 
Microbial pathogens Inhibition 

zone 
diameter 

(mm) 

Colony 
diameter 

(mm) 

Ratio of 
Inhibition 

diameter with 
colony 

diameter 

SBCH1-5  S. epidermis TISTR 1466 3 1 3.0 
SBCH3 Salmonella typhimurium 

ATCC 13311 
11 7 1.8 

SBCH6 S. epidermis TISTR 1466 15 15 1.0 
B. cereus TISTR 687 16 12 1.3 
Salmonella typhimurium 
ATCC 13311 

17 13 1.3 

 
จากตารางที่ 4.4 แสดงผลของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีความสามารถผลิตสารยับยั้ง

จุลินทรีย์ก่อโรคโดยใช้เทคนิค point inoculum ที่แยกได้จากส่วนใบสาบเสือจ านวน 4 ไอโซเลต 
ได้แก่  RBCH1 RBCH5 RBCH11 และ RYCH5 พบว่า แบคที เรีย เอนโดไฟต์ ไอโซเลต RBCH5  
มีความสามารถผลิตสารยับยั้ ง  Salmonella Typhimurium ATCC 13311 ได้มากที่สุดให้ค่า
อัตราส่วนระหว่างเส้นผ่านศูนย์กลางของโซนใสยับยั้งเชื้อต่อเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีเชื้อเท่ากับ 
4.7 และยังสามารถยับยั้งเชื้อชนิดอ่ืนได้อีก 8 ชนิด ได้แก่ Staphylococcus aureus TISTR 1466  
Staphylococcus epidermis TISTR 1466  Bacillus cereus TISTR 687  Enterococcus faecalis 
TISTR 379  Propionibacterium acnes DMST 14916  Escherichia coli TISTR 780  และ 
Klebsiella pneumoniae TISTR 1843  ไอโซเลต RYCH5 สามารถยับยั้งเชื้อชนิดอ่ืนได้อีก 6 ชนิด 
ไ ด้ แ ก่  Staphylococcus aureus TISTR 1466  Staphylococcus epidermis TISTR 1466  
Bacillus cereus TISTR 687  379  Propionibacterium acnes DMST 1491  Klebsiella 
pneumoniae TISTR 1843  และ Salmonella typhimurium ATCC  แบคทีเรียเอนโดไฟต์ไอโซ
เลต RBCH11 สามารถยับยั้ งเชื้อ ได้  4 ชนิดได้แก่ Staphylococcus epidermis TISTR 1466  
Propionibacterium acnes DMST 14916 แ ล ะ  Salmonella typhimurium ATCC 13311   
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ใ นขณะที่ ส า ม า ร ถแบคที เ รี ย เ อน โ ด ไฟต์ ไ อ โ ซ เ ลต  RBCH1 ยั บ ยั้ ง เ ชื้ อ ไ ด้ ช นิ ด เ ดี ย วคื อ 
Propionibacterium acnes DMST 1 ดังตารางที่ 4.4 ภาพที่ 4.2 

 
ตำรำงท่ี 4.4  เส้นผ่านศูนย์กลางของโซนใสยับยั้งเชื้อก่อโรคและอัตราส่วนระหว่างเส้นผ่านศูนย์กลาง

ของโซนใสยับยั้งเชื้อก่อโรคต่อเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีของแบคทีเรียเอนโดไฟต์
จากรากสาบเสือ 

 
Isolates   

Root 

Microbial pathogens Inhibition 
zone 

diameter 
(mm) 

Colony 
diameter 

(mm) 

Ratio of 
Inhibition 

diameter with 
colony 

diameter 
RBCH1 Propionibacterium acnes 

DMST 14916 
5 4 1.3 

RBCH5 S. aureus TISTR 1466 26 7 3.7 
S. epidermis TISTR 1466 23 7 3.3 
B. cereus TISTR 687 22 7 3.1 
Enterococcus faecalis TISTR 
379 

22 7 3.1 

Propionibacterium acnes 
DMST 14916 

23 7 3.3 

E. coli TISTR 780 22 7 3.1 
Klebsiella pneumoniae 
TISTR 1843 

23 7 3.3 

Salmonella typhimurium 
ATCC 13311 

33 7 4.7 

RBCH11 S. epidermis TISTR 1466 20 20 1.0 
Propionibacterium acnes 
DMST 14916 

20 19 1.1 

Salmonella typhimurium 
ATCC 13311 

18 15 1.2 
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ตำรำงท่ี 4.4  (ต่อ) 
 

Isolates   
Root 

Microbial pathogens Inhibition 
zone 

diameter 
(mm) 

Colony 
diameter 

(mm) 

Ratio of 
Inhibition 

diameter with 
colony 

diameter 
RYCH5 S. aureus TISTR 1466 13 12 1.1 

S. epidermis TISTR 1466 15 10 1.5 

B. cereus TISTR 687 13 10 1.3 
Propionibacterium acnes 
DMST 14916 

16 14 1.1 

Klebsiella pneumoniae 
TISTR 1843 

30 30 1.0 

Salmonella typhimurium 
ATCC 13311 

15 10 1.5 
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ภำพที่ 4.2  บริเวณยับยั้งเชื้อก่อโรคต่างๆจากแบคทีเรียเอนโดไฟท์ที่แยกได้จากสาบเสือบนอาหาร

แข็ง TSB เวลานาน 1 วัน 
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ภำพที่ 4.2  (ต่อ) 
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4.2.2 ผลกำรคัคเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีฤทธิ์ต้ำนจุลินทรีย์ข้ันที่ 2 
น าแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ก่อโรคที่คัดเลือกได้ทั้งหมด 9 ไอโซเลต

มาเพาะเลี้ยงเพ่ือสกัดสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียเอนโดไฟต์มาท าการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคตามผลที่
คัดเลือกได้เบื้องต้นโดยใช้ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียเอนโดไฟต์ 100 mg/mL จาก
ตารางที่ 4.5 แสดงผลของสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีความสามารถผลิตสารยับยั้ง
จุลินทรีย์ก่อโรค พบว่า ไอโซเลตที่ให้ค่าโซนใสยับยั้งจุลินทรียก่อโรคในช่วง 30-35 mm คือ สารสกัด
หยาบจากไอโซเลต  LBCH3 และ RYCH5 ยับยั้ ง เชื้ อ  Staphylococcus aureus TISTR 1466 
(34.7±7.2 mm) และ Bacillus cereus TISTR 687 (31.0±1.0 mm) ตามล าดับ ไอโซเลตที่ให้ค่า
โซนใสยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคในช่วง 20-25 mm คือ สารสกัดหยาบจากไอโซเลต LBCH12 ยับยั้งเชื้อ 
Staphylococcus epidemis TISTR 1466 (25.0±2.0 mm) และ  Bacillus cereus TISTR 687 
(22.0±7.0 mm) และ ไอโซ เลต  RYCH5 ยับยั้ ง เชื้ อ  Staphylococcus epidemis TISTR 1466 
(24.7.±0.6.7 mm)  แบคทีเรียเอนโดไฟต์ไอโซเลตที่แยกได้จากใบสาบเสือจะให้ค่าโซนใสยับยั้ง 
จุลินทรียก่อโรคได้ดี อย่างไรก็ตามแบคทีเรียเอนโดไฟต์ไอโซเลตที่แยกได้จากรากสาบเสือจะสามารถ
ยับยั้งจุลินทรียก่อโรคได้หลากหลายชนิด ได้แก่ โซเลต RYCH5 และ RBCH5 แต่แบคทีเรียเอนโดไฟต์
ไอโซเลตที่แยกได้จากล าต้นสาบเสือจะให้ค่าโซนใสยับยั้งจุลินทรียก่อโรคได้ต่ าและไม่มีความ
หลากหลายของชนิดจุลินทรียก่อโรคที่ยับยั้งได้ 

4.2.3 ผลกำรทดสอบหำค่ำควำมเข้มข้นต่ ำสุดของสำรสกัดหยำบที่สำมำรถยับย้ังกำร
เจริญของแบคทีเรีย (minimal inhibitory concentration, MIC) ด้วยวิธี Broth dilution 
technique และหำค่ำควำมเข้มข้นต่ ำที่สุดที่สำมำรถฆ่ำแบคทีเรียได้ (minimal bactericidal 
concentration, MBC) 

จากการหาค่าบริเวณยับยั้งเชื้อที่เป็นการทดสอบฤทธิ์เบื้องต้นของสารสกัดหยาบว่ามี
ความสามารถในการต้านเชื้อจุลินทรีย์ได้หรือไม่ ดังนั้นในขั้นต่อไปจึงเป็นขั้นตอนในการทดสอบหาค่า
ความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถยับยั้งเชื้อได้ โดยการศึกษาหาค่า MIC ของสารสกัดหยาบนั้นจะศึกษา
เฉพาะสารสกัดที่ให้ผลบวกในขั้นต้นมาแล้วโดยใช้ค่าความเข้มข้นสูงสุดเท่ากับ 100 mg/ml 

จากตารางที่  4.6 แสดงผลของสารสกัดหยาบจากแบคที เรีย เอนโดไฟต์ที่ มี
ความสามารถผลิตสารยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค พบว่า แบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่ให้ค่า MIC ดีที่สุดคือ 
แบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่แยกจากรากสาบเสือ แบคทีเรียเอนโดไฟต์ไอโซเลต RBCH5 ให้ค่า MIC ดีที่สุด
ต่อ Propionibacterium acnes DMST 14916 ให้ค่า MIC และ MBC เท่ากับ  0.39 และ 0.78 
mg/mL ตามล าดับ รองลงมา คือ ยับยั้ง Staphylococcus  epidermis TISTR 1466 ให้ค่า MIC 
และ MBC เท่ากับ 0.78 และ 1.56 mg/mL ตามล าดับ นอกจากนี้แบคทีเรียเอนโดไฟต์ไอโซเลต 
RYCH5 จะให้ค่ า  MIC และ BMC เท่ ากันคือ  1.56 และ 3.12 mg/mL ต่อ  Staphylococcus  
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epidermis TISTR 1466  Propionibacterium acnes DMST 14916 แ ล ะ  Salmonella 
typhimurium ATCC 13311 
 
ตำรำงท่ี 4.5 บริเวณยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคจากสารสกัดหยาบแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่เข้มข้น 100 

mg/ml 
Isolates Gram-positive bacteria Gram-negative bacteria 

Stap. aureus 
TISTR 1466 

S. epidemis 
TISTR 1466 

B. cereus 
TISTR 687 

Pro. acnes 
DMST 
14916 

E. coli 
TISTR 780 

Klebsiella 
pneumoniae 
TISTR 1843 

Salmonella 
typhimurium 
ATCC13311 

Leaf        
  LBCH3 34.7±7.2 11±2.0 20.0±2.0 ND ND ND 15.7±1.15 
  LBCH13 ND 25.0±2.0 22.0±7.0 ND ND ND ND 

Stem        
  SBCH 
  1-5 

ND 13.7±1.2 ND ND ND ND ND 

  SBCH3 ND ND ND ND ND ND 15.0±1.0 
  SBCH6 ND 11.5±0.7 19.0±1.4 ND ND ND 12.0±1.2 

Root        
  RBCH1 NDN ND ND 14.±0.6 ND ND ND 
  RBCH5 12.33.±0. 11.67.±0.6 13.3±0.7 14.±1.7 11.3.±0.6 13.3.±1.5 14.3±2.3 
  RBCH11 ND 14.0.±1.7  14.±1.7 ND ND 13.3±7.6 
  RYCH5 15.7±0.6 24.7.±0.6.7 31.0±1.0 13.3.±0.6 ND 15.0±2.0 15.3±0.6 

Erythomycin 
(10µg/mL)  

20 26 26 32 21 20 18 

หมำยเหตุ: ND, not detected; a, value of inhibition zone diameter included 7 mm of 
well; b, Polymyxin B (300U) 
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ตำรำงท่ี 4.6  ค่า MIC และ MBC ของสารสกัดหยาบในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค 
Isolates Tested microorganisms MIC (mg/ml) MBC (mg/ml) 

Leaf    
  LBCH3 S. aureus TISTR 1466 50 100 
 S. epidermis TISTR 1466 12.5 25 
 B. cereus TISTR 687 50 100 
 Salmonella typhimurium ATCC 13311 50 100 
  LBCH13 S. epidermis TISTR 1466 12.5 25 
 B. cereus TISTR 687 50 100 

Stem 
  SBCH1-5  

   
S. epidermis TISTR 1466 50 100 

  SBCH3 Salmonella typhimurium ATCC 13311 0.39 0.78 
  SBCH6 S. epidermis TISTR 1466 12.5 25 
 B. cereus TISTR 687 50 100 
 Salmonella typhimurium ATCC 13311 12.5 25 

Root    
  RBCH1 Propionibacterium acnes DMST 14916 12.5 25 
  RBCH5 S. aureus TISTR 1466 12.5 25 

S. epidermis TISTR 1466 0.78 1.56 
B. cereus TISTR 687 12.5 25 
Enterococcus faecalis TISTR 379 25 50 

 Propionibacterium acnes DMST 14916 0.39 0.78 
 E. coli TISTR 780 12.5 25 
 Klebsiella pneumoniae TISTR 1843 12.5 25 
 Salmonella typhimurium ATCC 13311 12.5 25 
  RBCH11 S. epidermis TISTR 1466 50 100 
 Propionibacterium acnes DMST 14916 25 50 
 Salmonella typhimurium ATCC 13311 25 50 
  RYCH5 S. aureus TISTR 1466 50 100 
 S. epidermis TISTR 1466 1.56 3.12 
 B. cereus TISTR 687 25 50 
 Propionibacterium acnes DMST 14916 1.56 3.12 
 Klebsiella pneumoniae TISTR 1843 50 100 
 Salmonella typhimurium ATCC 13311 1.56 3.12 
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4.3 กำรระบุชนิดของแบคทีเรียเอนโดไฟต์  
 
4.3.1 ศึกษำลักษณะทำงสรีรวิทยำและสัณฐำนวิทยำ 

จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ประกอบด้วยลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง 
TSA การติดสีแกรมของแบคทีเรีย และการจัดเรียงตัวของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
พบว่า  พบว่า  ไอโซเลตที่มีโคโลนีสีขาวขุ่นขอบเรียบ กลางนูน แสงผ่านได้ และลักษณะเซลล์เป็น 
แกรมบวก ติดสีม่วง รูปร่างท่อน มีสปอร์กลางเซลล์ ได้แก่ แบคทีเรียเอนโดไฟต์ LBCH3 SBCH6  
RBCH11 และ RYCH5  ไอโซเลตที่มีโคโลนีสีขาวขุ่น มันวาว ขอบเรียบ กลางนูน แสงผ่านไม่ได้ และ
ลักษณะเซลล์มีรูปร่างกลม แกรมบวก ติดสีม่วง อยู่เป็นกลุ่ม ได้แก่ LBCH13 และ RBCH1 ไอโซเลตที่
มีโคโลนีมีสีขาวออกเหลือง มันวาว ขอบเรียบ กลางนูน แสงผ่านไม่ได้ และลักษณะเซลล์ รูปร่างกลม 
ติดสีม่วง แกรมบวก ได้แก่ SBCH1-5 SBCH3 และ ไอโซเลตที่มโีคโลนีมีสีขาวถึงเหลือง ขอบเรียบ เนื้อ
ไม่เนียนเจริญติดอาหารขุ่นออกเหลือง ผิวด้าน นูนกลาโคโลนี แสงผ่านไม่ได้ และลักษณะเซลล์แตก
กิ่งก้านสาขาติดสีม่วง แกรมบวก ได้แก่ RBCH5 ดังตารางที่ 4.7, 4.8 และ 4.9 
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ตำรำงท่ี 4.7  ลักษณะการเจริญบนอาหารแข็งและลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของแบคทีเรีย 
เอนโดไฟต์ที่แยกได้จากใบสาบเสือ 

ไอโซเลต ลักษณะเชื้อเจริญบนอำหำรแข็ง TSA ลักษณะภำยใต้กล้อง 
 

LBCH3      
 
 
 
 
 
 
 
แบคทีเรียเจริญเร็ว โคโลนีสีขาวขุ่นขอบไม่เรียบ 
กลางนูน แสงผ่านไมไ่ด ้มีลักษณะแผ่ 

 
 
 
 
 
 
 

ก าลังขยาย 100x 
แกรมบวก ติดสีม่วง รูปร่างท่อน 
อยู่เดี่ยวหรือต่อกันเป็นคู่ มีสปอร์
กลางเซลล์ 

LBCH13  
 
 
 
 
 
 
 
โคโลนีสีขาวขุ่น มันวาว ขอบเรียบ กลางนูน 
แสงผ่านไม่ได้  

 
 
 
 
 
 
 
 

ก าลังขยาย 100x 
แกรมบวก ติดสีม่วง รูปร่างกลม 
อยู่เป็นกลุ่ม 
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ตำรำงท่ี 4.8 ลักษณะการเจริญบนอาหารแข็งและลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของแบคทีเรีย 
เอนโดไฟต์ที่แยกได้จากต้นสาบเสือ 

ไอโซเลท ลักษณะเชื้อเจริญบนอำหำรแข็ง ลักษณะภำยใต้กล้อง 
 

SBCH6      
 
 
 
 
 
โคโลนีสีขาวขุ่นขอบเรียบ กลางนูน แสงผ่านได้ 

 
 
 
 
 
 

ก าลังขยาย 100x 
รูปร่างแท่ง ติดสีม่วง แกรมบวก มี
สปอร์กลางเซลล์ 

SBCH1-5 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
โคโลนีมีสีขาวออกเหลือง มันวาว ขอบเรียบ 
กลางนูน แสงผ่านไม่ได้ 

 
 
 
 
 
 

ก าลังขยาย 100x 
รูปร่างกลม ติดสีม่วง แกรมบวก 

SBCH3 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
โคโลนีสีขาวขุ่นออกเหลือง โคโลนีเล็ก ผิวมัน
วาว ขอบเรียบ นูน แสงผ่านไม่ได้ 

 
 
 
 
 
 

ก าลังขยาย 100x 
รูปร่างกลม ติดสีม่วง แกรมบวก 
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ตำรำงท่ี 4.9 ลักษณะการเจริญบนอาหารแข็งและลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของแบคทีเรียเอน
โดไฟต์ที่แยกได้จากรากสาบเสือ 

ไอโซเลท ลักษณะเชื้อเจริญบนอำหำรแข็ง ลักษณะภำยใต้กล้อง 
 

RBCH1      
 
 
 
 
 
โคโลนีสีขาวขุ่นออกเหลือง ผิวมันวาว ขอบ
เรียบ นูนกลาง แสงผ่านได้ 

 
 
 
 
 
 

ก าลังขยาย 100x 
รูปร่างกลม ติดสีแดง แกรมลบ 

RBCH5 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
โคโลนีมีสีขาวถึงเหลือง ขอบเรียบ เนื้อไม่เนียน
เจริญติดอาหารขุ่นออกเหลือง ผิวด้าน นูนกลา
โคโลนี แสงผ่านไม่ได้ 

 
 
 
 
 
 

ก าลังขยาย 100x 
มีลักษณะเป็นเส้นแตกก่ิงก้านสาขา
ติดสีม่วง แกรมบวก 

RBCH11 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
โคโลนีขาวขุ่น ผิวเรียบ นูน แสงผ่านได้ 

 
 
 
 
 

ก าลังขยาย 100x 
รูปร่างแท่ง ติดสีม่วง แกรมบวก มี
สปอร์กลางเซลล์ 
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ตำรำงที่ 4.9 (ต่อ) 

อโซเลท ลักษณะเชื้อเจริญบนอำหำรแข็ง ลักษณะภำยใต้กล้อง 
 

RYCH5 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
โคโลสีขาวขุ่น ขอบไม่เรียบ นูนกลาง แสงผ่าน
ได้ 

 
 
 
 
 
 
 

ก าลังขยาย 100x 
รูปร่างแท่ง ติดสีม่วง แกรมบวก มี
สปอร์กลางเซลล์ 

 
4.3.3 ผลทดสอบคุณสมบัติสร้ำงเอนไซม์ย่อยสลำยสำรอินทรีย์ (hydrolytic enzymes)

ของแบคทีเรียเอนโดไฟท์ทีค่ัดเลือกได้ 
จากการทดสอบคุณสมบัติสร้างเอนไซม์ย่อยสลายสารอินทรีย์ของแบคทีเรียที่มีฤทธิ์

ต้านแบคทีเรีย ได้แก่ คุณสมบัติการสร้างเอนไซม์ cellulase, protease, lipase และ amylase ดัง
แสดงในตารางที่ และภาพที่ ผลพบว่า ไอโซเลต RBCH5 สามารถสร้างเอนไซม์ได้ทั้ง 4 ชนิด รองลงมา
คือ ไอโซเลต RBCH11 และ RYCH5 ดังตาราง 4.10 และภาพที่ 4.3 
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ตำรำงท่ี 4.10 ความสามารถในการสร้างเอนไซม์ย่อยสลายสารอินทรีย์ 

Isolates Hydrolytic enzyme 

Cellulase Protease Amylase Lipase 
LBCH3 - + + + 
LBCH13 - - - - 
SBCH6 - + + - 
SBCH1-5 - - - - 
SBCH3 - - - - 
RBCH1 - - - + 
RBCH5 + - + + 
RBCH11 - + + + 
RYCH5 - + + + 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 4.3 สร้างเอนไซม์ย่อยสลายสารอินทรีย์ของแบคทีเรียบนอาหารแข็ง CMC (A) อาหารแข็ง 

Skim milk (B) อาหารแข็ง Starch (C) และอาหารแข็ง Tween (D) 
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4.3.4 กำรระบุชนิดของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ไอโซเลต RCHB5โดยกำรทดสอบทำงชีวเคมี 
 และ16sRNA   

น าแบคทีเรียสายพันธุ์ที่คัดเลือกได้ ที่สามารถยับยั้งจุลินทรีย์ได้หลายชนิด และให้ค่า 
MIC ต่อ S. epidermis TISTR 1466 และ Propionibacterium acnes DMST 14916 ดีที่สุด ได้แก่ 
ไอโซเลต RCHB5 มาทดสอบทางชีวเคมีพบว่า ติดสีม่วงของแกรมบวก สร้างสปอร์ได้  ไม่เคลื่อนที่ 
สามารถสร้างเอนไซม์ย่อยสลายแป้ง เซลลูโลส และ tween80 ได้ แต่ไม่สามารถสร้างเอนไซม์ย่อย
สลายโปรตีนและเจลลาตินได้ ให้ผลบวกในการใช้ urea และ citrate ให้ผลลบกับการทดสอบ indole 
lysine และ phenylalanine ดังตารางที่ 4.11 

วิเคราะห์ระบุชนิดที่แน่นอนโดยท าการวิเคราะห์ล าดับเบสของยีนบริเวณ 16s rRNA 
จากการวิเคราะห์ล าดับเบส 16s rRNA เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลทางชีวภาพ และวิวัฒนาการแผนภูมิ
ต้นไม้ เพ่ือจัดจ าแนกชนิดของแบคทีเรีย พบว่า ไอโซเลต RCHB5 มีความใกล้เคียงกับแอคติโนมัยซีท 
Streptomyces parvulus  NBRC 13193T 99.86 % ดังตารางที่ 4.12 และภาพท่ี 4.4 
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ตำรำงท่ี 4.11 เปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ไอโซเลต 
RCHB5 

Morphological and physiological 
characteristics 

RCHB5 Streptomyces parvulus  
RSPSN2 a 

Gram staining + + 
Spore staining + + 
Hydrolysis   
   Starch hydrolysis + + 
   Casein hydrolysis/ skimmilk hydrolysis - - 
   Cellulose hydrolysis + + 
   Tween80 hydrolysis + + 
   Gelatin liquefraction  - - 
TSI A/K ND 

Motile - - 

Indole - - 

Lysine - - 

Urease + + 

Phenylalanine  - - 

Citrate + + 

หมายเหตุ: ND, Not detected; a, Shetty et al. (2014)  
 
ตำรำงท่ี 4.12 ล าดับเบส 16s rRNA เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลทางชีวภาพเพ่ือจัดจ าแนกชนิด 
 

Isolate Part of plant Closed homology Pairwise similarity 

RCHB5 Root Streptomyces parvulus  NBRC 
13193T 

99.86 % 
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ภำพที่ 4.4 วิวัฒนาการแผนภูมิต้นไม้ (phylogenetic tree) ของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ไอโซเลต 
RCHB5 

 
 
 
 
 
 
 

 RBCH5  
 Streptomyces parvulus NBRC 13193T (AB184326) 

 Streptomyces olivaceus NRRL B-3009T (JOFH01000101) 
 Streptomyces pactum NBRC 13433T (AB184398) 

 Streptomyces malachitospinus NBRCT 101004 (AB249954) 
 Streptomyces lomondensis  NBRC 15426T (AB184673) 

 Streptomyces luteogriseus NBRC 13402T (AB184379) 
 Bacillus amyloliquefaciens DSM 7T (FN597644) 
 Bacillus subtilis subsp. subtilis NCIB 3610T (ABQL01000001) 
 Bacillus nakamurai NRRL B-41091T (LSAZ01000028) 

 Bacillus siamensis KCTC 13613T (AJVF01000043) 
 Bacillus velezensis CR-502T (AY603658) 

 Stenotrophomonas pavanii DSM 25135T (LDJN01000038) 
 Pseudomonas geniculate ATCC 19374T (AB021404) 

 Pseudomonas beteli ATCC 19861T (AB021406) 

 Stenotrophomonas maltophilia MTCC 434T (JALV01000036) 
 Pseudomonas hibiscicola ATCC 19867T (AB021405) 58 

31 

100 

74 

100 

99 

85 

97 
43 

100 

0.02 
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บทที่ 5 
สรุปผลกำรวิจัย อภิปรำยผล และข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลกำรวิจัย 
 

จากแบคทีเรียเอนโดไฟต์ทั้งหมด 32 ไอโซเลต ที่แยกได้จากส่วนใบ ล าต้น และราก เท่ากับ 

10 7 และ 15 ตามล าดับ ถูกน ามาคัดเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ก่อโรคเบื้องต้น

โดยใช้เทคนิค point inoculum พบแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ก่อโรคทั้งหมด 9 ไอโซ

เลต จากราก ใบ ล าต้น เท่ากับ 4  3 และ 2 ไอโซเลต เปอร์เซ็นต์ของจ านวนแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่ให้

ผลบวกต่อการยับยั้งจุลินทรีย์ทรีย์ก่อโรคจะพบในส่วนล าต้นมากที่สุดเท่ากับ 42.86 % รองลงมาคือ

รากและใบเท่ากับ 26.67 และ 20.0 % ตามล าดับ จากคัดเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีฤทธิ์ต้าน

จุลินทรีย์ก่อโรคเบื้องต้นโดยใช้เทคนิค point inoculum และการใช้สารสกัดหยาบพบว่า  แบคทีเรีย

เอนโดไฟต์ไอโซเลต RBCH5 สามารถยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคได้ 9 ชนิด ให้อัตราส่วนของเส้นผ่าน

ศูนย์กลางค่าโซนใสยับยั้งกับเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนี ได้ดี ได้แก่ Salmonella typhimurium 

ATCC 13311(4.7)  Staphylococcus aureus TISTR 1466(3.7)  Staphylococcus  epidermis 

TISTR 1466(3.3)  Propionibacterium acnes DMST 14916(3.3)  Klebsiella pneumoniae 

TISTR 1843 (3.3)  Bacillus cereus TISTR 687(3.1)  Enterococcus faecalis TISTR 379(3.1) 

และ Escherichia coli TISTR 780 (3.1) สารสกัดหยาบจากแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่สามารถยับยั้ง

จุลินทรีย์ก่อโรคได้ดี คือ ไอโซเลตที่ LBCH3 และ RYCH5 ยับยั้งเชื้อ Staphylococcus aureus 

TISTR 1466 (34.7±7.2 mm) แ ล ะ  Bacillus cereus TISTR 687 (31.0±1.0 mm) ตามล า ดั บ 

อย่างไรก็ตามแบคทีเรียเอนโดไฟต์ไอโซเลต RBCH5 ที่แยกได้จากรากสาบเสือจะสามารถยับยั้ง 

จุลินทรียก่อโรคได้หลากหลายชนิด ให้ค่า MIC ดีที่สุดต่อ Propionibacterium acnes DMST 14916 

ให้ ค่ า  MIC และ MBC เท่ ากับ  0.39 และ 0.78 mg/mL ตามล าดั บ  รองลงมา  คื อ  ยั บยั้ ง 

Staphylococcus epidermis TISTR 1466 ให้ค่า MIC และ MBC เท่ากับ 0.78 และ 1.56 mg/mL 

ตามล าดับ ดังนั้นจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา  ชีวเคมี และล าดับเบส 16s rRNA ของแบคทีเรีย 

เอนโดไฟต์ไอโซเลต RCHB5 พบว่ามีลักษณะเหมือนกับ Streptomyces parvulus  RSPSN2 
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5.2 อภิปรำยผล 
 

5.2.1 จำกกำรเก็บตัวอย่ำงพืชท้ังสองจังหวัดเพื่อน ำมำแยกแบคทีเรียเอนโดไฟต์  
แบคทีเรียเอนโดไฟต์ทั้งหมด 32 ไอโซเลต ที่แยกได้จากส่วนใบ ล าต้น และราก  

ถูกน ามาคัดเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ก่อโรคเบื้องต้นโดยใช้เทคนิค  point 
inoculum พบแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ก่อโรคทั้ งหมด 9 ไอโซเลต จากราก ใบ  
ล าต้น เท่ากับ 4  3 และ 2 ไอโซเลต เปอร์เซ็นต์ของจ านวนแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่ให้ผลบวกต่อการ
ยับยั้งจุลินทรีย์ทรีย์ก่อโรคจะพบในส่วนล าต้นมากที่สุดเท่ากับ 42.86 % รองลงมาคือรากและใบ
เท่ากับ 26.67 และ 20.0 % ตามล าดับ เนื่องจากในการแยกลักษณะและสมบัติของแบคทีเรียเอนโด
ไฟท์จะมีปัจจัยที่มีอิทธิพลกับจ านวนในการพบแบคทีเรียเอนโดไฟต์ เช่น บริเวณพ้ืนที่ของพืช อายุ 
ฤดูกาลและสิ่งแวดล้อม โดยทั่วไปจะพบแบคทีเรียเอนโดไฟต์มากในส่วน ล าต้น ใบ และ รากเพราะว่า  
ส่วนเหล่านี้เป็นแหล่งสารอาหารที่สมบูรณ์ของพืช (Strobel et al., 2003) ก่อนหน้านี้ได้มีรายงานว่า 
พบจุลินทรีย์เอนโดไฟต์ที่แยกจาก Tabernaemontana heyneana Wall. (Apocynaceae) พบใน
ใบ 268 ไอโซเลท และล าต้น 133 ไอโซเลท  (Jeewon et al., 2002) ทั้งนี้เนื่องจากสภาพแวดล้อม 
ระบบนิเวศ ของโฮส์ตพืช มีความส าคัญที่มอิีทธิพลต่อการผลิตเมแทบอไลต์และส่งผลต่อการสร้างฤทธิ์
ทางชีวภาพของจุลินทรีย์เอนโดไฟต์ (Tan et al.,  2001) 

5.2.2 คัดเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีฤทธิ์ต้ำนแบคทีเรียก่อโรค  
จากคัดเลือกแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ก่อโรคเบื้องต้นโดยใช้เทคนิค 

point inoculum และการใช้สารสกัดหยาบพบว่า  แบคทีเรียเอนโดไฟต์ไอโซเลต RBCH5 สามารถ
ยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคได้ 9 ชนิด ให้อัตราส่วนของเส้นผ่านศูนย์กลางค่าโซนใสยับยั้งกับเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของโคโลนี ให้ค่า MIC ดีที่สุดต่อ Propionibacterium acnes DMST 14916 ให้ค่า MIC 
และ MBC เท่ากับ 0.39 และ 0.78 mg/mL ตามล าดับ รองลงมา คือ ยับยั้ง Staphylococcus  
epidermis TISTR 1466 ให้ค่า MIC และ MBC เท่ากับ 0.78 และ 1.56 mg/mL ตามล าดับ ดังนั้น
จากลักษณะทางสัณฐานวิทยา  ชวีเคมี และล าดับเบส 16s rRNA ของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ไอโซเลต 
RCHB5 พบว่ามีลักษณะเหมือนกับ Streptomyces parvulus  RSPSN2 แบคทีเรียเอนโดไฟต์ไอโซ
เลต RCHB5 ที่แยกได้จากรากสาบเสือ คือ แอคติโนมัยซีท Streptomyces parvulus ที่แยกได้ด้วย
อาหาร สอดคล้องกับรายงานของ Hema et al. (2012) ที่แยกเอนโดไฟท์แอคติโนมัยซีท 
Streptomyces sp. จากสะเดา (Azadiracta indica), กระเพรา (Ocinum sanctum) และ ลูกใต้ใบ 
(Phyllanthus amarus) ทีย่ับยั้ง Staphylococcus aureus, Streptococcus pyrogenes,  
Klebseilla pneumonia และ Pseudomonas aeroginosa นอกจากนี้ในสาบเสือจะพบเอนโดไฟท์
แอคติโนมัยซีท Streptomyces เพียงชนิดเดียวทั้งนั้นเนื่องจาก Streptomyces sp. เปน็เอนโดไฟท์
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แอคติโนมัยซีทท่ีพบกระจายตัวมากที่สุด (79 ไอโซเลท) รองลงมา คือ Micromonospora sp. (33ไอ
โซเลท) และ Nocardiopsis sp. (8 ไอโซเลท) ซึ่งแอคติโนมัยซีทเอนโดไฟท์ทั้ง 3 ชนิดนี้จะยับยั้ง 
Staphylococcus aureus ได้มากที่สุด จากพืชสมุนไพรที่เก็บสะสมได้ของกรุงมอสโค ได้แก่ สมุนไพร
ซีบัคธอร์น (seabuckthorn) Hippophae rhamnoides และ ต าแย Urtica dioica  สมุนไพรวิโอล่า
(viola) Viola odorata และ ผักกาดน้ า Platago majo (Machavariani et al., 2014) 

5.2.3 กำรระบุชนิดของแบคทีเรียเอนโดไฟต์  
แอคติโนมัยสีทเป็นแบคทีเรียที่ต้องการอากาศมีแหล่งอาศัยอยู่ในดิน เป็นแบคทีเรีย

กลุ่มท่ีน่าสนใจเนื่องจากเป็นแหล่งหลักท่ีใช้ในการผลิตยาในระดับอุตสาหกรรมและใช้ผลิตสารยับยั้ง
จุลินทรีย์ชนิดใหม่ (Baltz 2007) จากลักษณะทางสัณฐานวิทยา ได้แก่ สร้างสปอร์ เส้นใยที่ชูในอากาศ
มีสีเทา เส้นใยที่เจริญในอาหารหรือสัสเตรทมีสีเหลือง ติดสีแกรมบวกและไม่เคลื่อนที่ ชีวเคมี ได้แก่ ให้
การทดสอบ urease และ citrate เป็นบวก และให้การทดสอบ indole lysine phenylalnine เป็น
ลบ และให้ผลการย่อยสับสเตรทได้ เช่น สามารถย่อย แป้ง เซลลูโลส  tween 80 ได้ แต่ไม่สามารถ
ย่อยเคซีนและเจลาตินได้ ในขณะที่ Streptomyces parvulus VITJS11 ที่แยกได้จากน้ าทะเลจะไม่
สามารถย่อยเคซีนได้ (Naine et al., 2015) ดังนั้นแบคทีเรียเอนโดไฟต์ไอโซเลต RCHB5 มีความ
ใกล้เคียงกับจีนัส Streptomyces (Shirilling et al., 1966) และมีคุณสมบัติเหมือนกับ 
Streptomyces parvulus  RSPSN2 (Shetty et al., 2014) . 
 
5.3 ข้อเสนอแนะในกำรน ำผลกำรวิจัยไปใช้ 
 

จากผลการศึกษาวิจัยครั้งนี้ พบว่า พืชที่มีความสามารถในการสร้างสารต้านจุลินทรีย์ก่อโรค
ได้ก็จะท าให้มีจุลินทรีย์ที่มีศักยภาพในการสร้างสารต้านจุลินทรีย์ก่อโรคได้ดีเช่นกัน ซึ่งจุลินทรีย์ที่มี
ศักยภาพในการสร้างสารต้านจุลินทรีย์ก่อโรคจะพบในส่วนล าต้นของพืช และจุลินทรีย์ที่มีศักยภาพ
สร้างสารต้านจุลินทรีย์ก่อโรคได้หลากหลายชนิดได้แก่ Actinomycetes  
 
5.4 ข้อเสนอแนะในกำรท ำวิจัยครั้งต่อไป 
 

5.3.1 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตสารต้านจุลินทรีย์ 
5.3.3 ศึกษาการท าให้สารผลิตสารต้านจุลินทรีย์บริสุทธิ์เพื่อน าไปเป็นยารักษาโรคผิวหนัง

ต่อไป 
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