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1. บทน า 

ปัจจุบันนั้นมีเชื้อก่อโรคมากมายหลายชนิดที่ได้มีการกลายพันธุ์และน าไปสู่การก่อโรคชนิดใหม่ๆข้ึน 
ทั้งโรคที่เกิดขึ้นกับคน พืช และสัตว์ เช่นโรคซาร์ โรคไข้หวัดใหญ่สายพันธุ์ใหม่ 2009 โรคไข้หวัดนก โรคแอน
แทรคโนสที่ก่อโรคในพืชได้หลายชนิด เช่น มะละกอ มะม่วง พริก ทั้งนี้อาจเกิดมาจากเชื้อที่ก่อโรคนั้นได้มีการ
พัฒนาสายพันธุ์ของตัวเอง หรืออาจเกิดจากการติดต่อจากสัตว์สู่คนแล้วน าไปสู่การดัดแปลงสายพันธุ์สามารถ
ก่อโรคในคนได้ร้ายแรงขึ้น  ทางด้านการแพทย์และเภสัชวิทยานั้นได้คิดค้นวัคซีนและยาตัวใหม่ขึ้นเพ่ือรักษา
โรคดังกล่าว แต่ก็ยังมีเชื้อโรคบางชนิดที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะ จึงมีการคิดค้นวิธีการแก้ปัญหาเชื้อดื้อยา เช่น การ
ใช้สารเคมีหรือสารชีวภาพที่จุลินทรีย์สังเคราะห์ขึ้นมาและสารจากธรรมชาติ  พืชสมุนไพรเป็นอีกหนึ่งทางเลือก
ในการพัฒนาสู่ยารักษาโรคและทนต่อการดื้อยาของเชื้อก่อโรค   
ประเทศไทยนั้นเป็นประเทศท่ีมีความหลากหลายทางชีวภาพสูง มีพืชพรรณต่าง ๆ มากมายทั้งท่ีเป็นอาหาร 
และพืชที่มีฤทธิ์เป็นยารักษาโรคอยู่ในตัว คนสมัยก่อนนั้นจึงได้น าพืชชนิดต่าง ๆ มาใช้ประโยชน์ในการเป็น
อาหารและรักษาอาการของโรคต่าง ๆ มากมาย  เช่น อาการไอ เป็นไข้ บาดแผล อักเสบ เป็นต้น  ตัวอย่างพืช
ที่เป็นยารักษาโรคและมีฤทธิ์ในการก าจัดศัตรูพืชและโรคพืชได้ เช่น หนอนตายอยาก สามสิบ สะเดา เป็นต้น 

หนอนตายอยาก  เป็นพืชล้มลุกท่ีจัดอยู่ในวงศ์ Stemonaceae มีชื่อสามัญว่า  Stemona tuberosa.
เป็นพืชที่ถูกบันทึกไว้ในต ารายาโบราณของชาวจีนมานานนับร้อยปี ซึ่งชาวจีนสมัยก่อนนั้นใช้ในการรักษา
อาการไอ (Jiangsu New Medical College, 1986; Tsi and Duyfjes, 2000) โดยส่วนที่น ามาใช้คือส่วนราก
เนื่องจากมีสารกลุ่ม alkaloid ซึ่งสกัดได้จากรากของหนอนตายอยากนี้ สามารถใช้บรรเทาอาการการหายใจที่
ผิดปกติ รวมทั้ง      วัณโรค โรคปอด และโรคหลอดลมอักเสบ  และยังสามารถก าจัดแมลงได้อีกด้วย    (Philli 
and Ferreira de Oliveira, 2000; Xu, 2000) การศึกษาทางด้านเภสัชวิทยาพบว่ารากหนอนตายอยากท่ีสกัด
ด้วยเอทานอลสามารถยั้บยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียและเชื้อราได้หลายชนิด (Zhao et al., 1995) ส่วน
ในประเทศไทยนั้นได้น าหนอนตายอยากมาใช้ประโยชน์ทางด้านการเกษตรและใช้ส าหรับรักษาโรคหลายชนิด 
โดยใช้พืชชนิดนี้ในการก าจัดแมลง ใช้เป็นยาทาภายนอกส าหรับแผลที่เกิดจากหนอนหรือตัวอ่อนของแมลงบาง
ชนิด ใส่แผลของโคกระบือท่ีมีหนอนไชอยู่หรือทาตามแผลเพ่ือป้องกันแมลงตอมหรือวางไข่   ท าเป็นยาต้มเพ่ือ
รับประทานแก้โรคผื่นคัน  ใช้รากสดทุบใส่ไหปลาร้าเพื่อก าจัดหนอน  ใช้ในการฆ่าหิดและเหา รักษาโรคผิวหนัง  
ฆ่าพยาธิตัวกลมและพยาธิตัวจี๊ด ฆ่าแมลงและหนอน และยังเชื่อว่าสามารถใช้เป็นยารักษาโรคมะเร็งได้อีกด้วย  

ในงานวิจัยหลายรายงานพบว่าสารสกัดในกลุ่มของอัลคาลอยด์จากรากหนอนตายอยากมีผลต่อ
เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค แต่อย่างไรก็ดียังไม่มีรายงานถึงการศึกษาในเชิงลึกระดับโมเลกุลถึงกลไกการออกฤทธิ์ของ
สารที่สกัดจากรากหนอนตายหยาก ดังนั้นในการวิจัยครั้งนี้ผู้วิจัยจึงสนใจที่จะศึกษาถึงกลไกการออกฤทธิ์ของ
สารอัลคาลอยด์จากรากหนอนตายอยากต่อเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคในคนโดยใช้เทคนิคทางชีวเคมีพ้ืนฐานและ
ประยุกต์ โดยผู้วิจัยมีความคาดหวังว่าการเข้าใจการท างานของสาร  secondary metabolite ที่มีผลต่อการ
ยับยั้งการเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์จะเป็นการสร้างองค์ความรู้ใหม่และจะเป็นต้นแบบในการศึกษา 
antimicrobial agent ตัวใหม่ๆท่ีได้จากสัตว์หรือพืชท้องถิ่นในประเทศไทย และโดยเฉพาะในภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ โดยองค์ความรู้จากพืชสมุนไพรหนอนตายอยากอาจจะถูกท าให้พัฒนาและดัดแปลงเพื่อ
ใช้ประโยชน์ในทางการแพทย์และเชิงพาณิชย์ต่อไปได้  
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2. วรรณกรรมท่ีเกี่ยวข้อง 

2.1.  หนอนตายอยาก (Stemona sp.) 
หนอนตายอยาก  (Stemona sp.) เป็นพืชที่อยู่ในวงศ์ Stemonaceae (Gagnepain, 1934) มีชื่อ
วิทยาศาสตร์ว่า Stemona sp. มีลักษณะเป็นพืชล้มลุกอายุหลายปี มีเหง้าหรือหัวอยู่ใต้ดิน ล าต้นเหนือดินตั้ง
ตรงหรือเลื้อยตามพ้ืนดินหรือพาดพันตามต้นไม้อ่ืน ใบเลี้ยงเดี่ยว ปลายใบเรียวแหลม คล้ายใบ พลู เส้นลาย
ในใบถ่ีละเอียด ใบเรียงสลับหรืออยู่ตรงข้ามกันเป็นคู่หรือเป็นวงรอบข้อ ต้นเป็นเถาคล้ายพลู ดอกออกเป็น
ดอกเดี่ยว คล้ายดอกจ าปา ข้างนอกสีขาวด้านในดอกเป็นสีม่วงแดง มีกลีบ 4 กลีบ เรียงกัน  2 วง เกสรตัวผู้ 4 
อัน ก้านเกสรตัวผู้สั้นมาก เกสรตัวเมีย 1 อัน รังไข่อยู่เหนือชั้นต่างๆ ของดอก  ผลเป็นแบบผลแห้งแก่แล้ว
แตก ดังแสดงลักษณะของราก ดอก และล าต้นในภาพที่ 2.1 (ภาควิชาพฤกษศาสตร์, 2535) หนอนตายอยาก
เป็นไม้ล้มลุกเจริญในฤดูฝน สิ้นฤดูฝนก็เหี่ยวแห้งไป ถึงฤดูฝนก็เจริญงอกงามข้ึนอีก ต้นไม้นี้ชอบขึ้นตามป่าบน
เชิงเขา มีมากบนเขาเขียว จังหวัดชลบุรี และในภาคตะวันออกท้ังหมด ภาคอีสาน ภาคเหนือและภาคกลาง 
ล าต้นใต้ดินจะมีรากออกเป็นพวงสีขาวเหลืองรูปกระสวย  มีจ านวน  50-80 รากแต่ละรากยาว  12-20 
เซนติเมตร พืชสกุล Stemona มีอยู่ประมาณ 30 ชนิด  (Gagnepain, 1934) โดยพบกระจายอยู่ตาม
ประเทศต่างๆ เช่น ญี่ปุ่น จีน ฮอลแลนด์ ฟิลิปปินส์ ฯ ส าหรับประเทศไทยพบพืชชนิดนี้ได้ตามภาคต่างๆ ของ
ประเทศ และได้มีผู้รวบรวมพืชสกุลนี้พบว่ามีท้ังหมด 8 ชนิด โดยมีชื่อเรียกต่างๆกัน (ส่งศรี พิพิธกุล , ม.ป.ป.) 
คือ 
ชื่อวิทยาศาสตร์                                       ชื่อท้องถิ่น  
Stemona aphylla Craib   เครือปรุง (ล าปาง) 
Stemona burkillii Prain   ปงมดง่าม โป่งมดงาม (เชียงใหม่) 
Stemona collinsae Craib   หนอนตายอยาก (ภาคกลาง) ปงช้าง (ภาคเหนือ) 
Stemona curtisii Hook. f.   รากลิง (พัทลุง) หนอนตายอยาก 
Stemona griffithiana Kurz.             - (พบที่จังหวัดแพร่) 
Stemona kerrii Craib.              - (พบที่จังหวัดเชียงใหม่) 
Stemona phyllantha Gangep.  - (พบที่จังหวัดเพชรบุรี และภูเก็ต) 
Stemona sp.                     หนอนตายอยาก (แม่ฮ่องสอน นครสวรรค์)      
                                          กะเพียด (ประจวบคีรีขันธ์)          
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ภาพที ่1  ลักษณะราก ดอก และ ต้นของหนอนตายอยาก (สมุนไพรหนอนตายอยาก, ม.ป.ป.) 

              
    2.1.1. ประโยชน์ของหนอนตายอยาก 

 ประโยชน์ของหนอนตายอยากเป็นที่รู้จักทั่วไป โดยจะน ารากมาใช้เป็นยาทาง
การแพทย์แผนโบราณ และการสาธารณสุข ตลอดทั้งทางด้านการเกษตร ทางด้านการแพทย์แผนโบราณ ใน
ประเทศจีนได้น าพืช Stemona sp.มาใช้เป็นยาแก้ไอและขับเสมหะ ยาขับลม ยาถ่ายพยาธิ และใช้ก าจัด
แมลง (Stuart, 1911) ในประเทศไทยนั้นใช้พืชชนิดนี้ในการก าจัดแมลง ใช้เป็นยาทาภายนอกส าหรับแผลที่
เกิดจากหนอนหรือตัวอ่อนของแมลงบางชนิด เป็นยาต้มเพื่อรับประทานแก้โรคคัน ใช้รากสดทุบใส่ไหปลาร้า
เพ่ือก าจัดหนอน (นิจศิริ เรืองรังษี และ  พยอม ตันติวิวัฒน์ , 2534) และพบว่าในประเทศลาวได้น าพืช 
Stemona collinsae Craib มาใช้ในการก าจัดปรสิตภายนอกร่างกาย เช่น หมัดและเหา (Vidal, 1958)  มี
บางประเทศในแถบเอเชียตะวันออกและเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ใช้ Stemona collinsae Craib, 
Stemona japonica (Bl.) Miq. Stemona moluccana (Bl.) Wright,  Stemona sp. และ Stemona 
sessilifolia (Miq.) Franch. ในการก าจัดแมลง ส่วนการน าหนอนตายอยากมาใช้ทางด้านการเกษตรนั้น ได้มี
การน าเอารากของหนอนตายอยากมาต าให้ละเอียด ละลายน้ าและน ามากรองเอาน้ าส่วนที่กรองได้มาใช้ในการ
ก าจัดศัตรูพืช (เสงี่ยม พงษ์บุญรอด, 2522) หรือทาตามแผลเพ่ือป้องกันแมลงตอมหรือวางไข่ (เลาจนา ธีร
ภัทรสกุล  และ ประคอง พันธุ์อุไร , 2520)  
    2.1.2. สารออกฤทธิ์ และสารอื่นๆ ในรากหนอนตายอยาก  

จากการศึกษาวิจัยสารออกฤทธิ์ (Active ingredient) และสารอ่ืนๆ ในรากของ
หนอนตายอยากชนิดต่างๆโดยนักวิจัยชาวญี่ปุ่นและนักวิจัยชาวจีนพบสารออกฤทธิ์มากมายในรากของหนอน
ตายอยากโดยเฉพาะสารในกลุ่มของอัลคาลอยด์ เช่น Stemonamide, Isostemonamide, 
Neostemonine, Bisdehhydroneostemonine, Bisdehydroprotostemonine, 
Isoprotostemonine จาก  Stemona japonica และยังพบอัลคาลอยด์อีก 2 ชนิดคือ 
Neotuberostemonine และ Bisdehydroneotuberostemonine จาก Stemona sp. (Ye et al., 1994) 
และหนอนตายอยากอีกชนิดที่มีการศึกษากันอย่างกว้างขวางก็คือ Stemona sp. พบอัลคาลอยด์ 2 กลุ่มใหญ่
คือ Tuberostemoninol และ Stemoninoamide (Ye et al.,1994) นอกจากอัลคาลอยด์แล้วยังพบ 
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Bibenzyl 3 ชนิดใหม่จาก Stemona sp. ดังนี้ 3,5-dihydroxy-4-methylbenzyl, 3,5-dihydroxy-2-
methyl-4-methybibenzyl และ 3-hydroxy-2,5-dimethoxy-2-methylbibenzyl (Zhao et al., 1995) 
และในปี 2007 จากการศึกษาพบสารออกฤทธิ์จาก  Stemona sp. คือ Dihydrostilbenes, Stilbostemins 
N-Y, Phenanthraquinone และ Stemanthraquinone และจากการศึกษาโครงสร้างเป็นที่ยอมรับได้ โดย
ศึกษาเก่ียวกับ 1D และ 2D NMR และการวิเคราะห์ทางด้าน Spectroscopic (Lin et al., 2008) และในปีต่อมา 
พบอัลคา ลอยด์ 4 ชนิดที่แสดงกิจกรรมในการต้านอาการไอได้ดี คือ Protostemonamide, 
Protostemonine, Stemospironine และ Maistemonine จาก Stemona sessilifolia (Lin et al., 
2008) 

ส าหรับในประเทศไทยนั้นได้ท าการทดสอบประเภทสารเคมีในพืชสมุนไพร และมี
การรายงานว่า ในส่วนของรากและล าต้นหนอนตายอยากให้ผลบวกกับอัลคาลอยด์ รีเอเจนต์ (Alkaloid 
reagent) และสารออกฤทธิ์ที่ถูกสกัดออกมาด้วยเอทธิลแอลกอฮอล์ประกอบด้วยสารที่เรียกว่า 
Stemonacetal, Stemonal และ Stemonone ซึ่งสารเหล่านี้เป็นพวก Oxygen ring compounds ซึ่งมี 
Skeleton structure คล้ายพวกโรทีโนน (Rotenone) ที่สกัดมาจากพืชหลายชนิดที่ใช้ในการก าจัดแมลง เช่น 
รากของหางไหลหรือโล่ติ๊น (เทพ เชียงทอง และ วิจิตร  ภัคเกษม, 2517) ต่อมามีผู้ศึกษาเก่ียวกับโรทีโนนและ
รายงานว่า โรทีโนน เป็นอนุพันธ์ของ Isoflavanone และมีชีวะสังเคราะห์มาจาก Acetate mevalonate และ 
Phenylalanine กับ Extra carbon ที่เกิดจาก c-1 pool ซึ่งโรทีโนนจะมีลักษณะเป็นผลึกรูปสี่เหลี่ยมขนม
เปียกปูนไม่มีสี ไม่มีกลิ่น หลอมตัวที่อุณหภูมิ 163 °C ไม่ละลายน้ า แต่ละลายได้ดีในตัวท าละลายอินทรีย์หลาย
ชนิด สารละลายของโรทีโนนเป็น Strongly laevorotatory และคงตัวได้ดีเมื่ออยู่ในสภาพสารละลายเบนซีน 
(บ ารุง ตันติเสรี และคณะ , 2526) นอกจากนี้แล้วยังพบอัลคาลอยด์อีก 4 ชนิดคือ Stemonine, 
Tuberostemonine, Stemonidine, Isostemonidine และยังพบ Retinoid compound stemonacetal, 
Stemonal และ Stemonone (นิจศิริ เรืองรังษี และ พยอม ตันติวัฒน์, 2534) 

2.2 สารประกอบทุติยภูมิ (Secondary metabolite) 
สารประกอบทุติยภูมิ คือ กลุ่มของสารเคมีที่สร้างโดยพืช สัตว์ ราหรือแบคทีเรีย ที่ไม่มีความ

จ าเป็นในขั้นวิกฤติต่อสิ่งมีชีวิตผู้ผลิต หากแต่ถูกสร้างโดยขบวนการทางชีวเคมีของผู้ผลิตเป็นสารจ าเพาะต่อ
ผู้ผลิตนั้นๆ เป็นสารที่ให้กลิ่นสี หรือสรรพคุณจ าเพาะของพืชที่พบในอาหาร ยาและสารพิษต่างๆ จากพืช 
และมีการกระจายตัวอย่างจ ากัด สารประกอบทุติยภูมิถูกสร้างจากสารประกอบปฐมภูมิเพียงไม่ก่ีชนิด ได้แก่ 
กรดอะมิโนอัลฟา (α-amino acid)  อะเซททิลโคเอนไซม์-เอ  กรดเมวาโลนิค และสารประกอบที่อยู่กลาง
เส้นทางสังเคราะห์กรดชิกิมิค ( Shikimic acid) สารประกอบปฐมภูมิเหล่านี้ล้วนเป็นจุดตั้งต้นของ
สารประกอบทุติยภูมิและเอ้ือประโยชน์ในการจ าแนกสารเหล่านี้ ออกเป็นกลุ่มต่างๆ  (สุธาทิพ ภมรประวัติ , 
2549)  

2.2.1 สารประกอบทุติยภูมิในพืช 
สารประกอบทุติยภูมิในพืช  ได้แก่ สารกลุ่มที่พืชสังเคราะห์ข้ึนมาใช้งานเฉพาะเพ่ือ

ปกป้องตัวเองจากศัตรู เป็นสารประกอบที่มี ลักษณะค่อนข้างพิเศษ พบต่างกันในพืชแต่ละชนิด คาดหมายว่า
เกิดจากกระบวนการชีวะสังเคราะห์ ( Biosynthesis) ที่มีเอนไซม์ (Enzyme) เข้าร่วม เช่น ยางไม้ น้ ามันหอม
ระเหย (Essential oil) สารเคมีต่าง ๆ ทั้งแอนทราควิโนน (Anthraquinone) แทนนิน (มีรสฝาด) อัลคาลอยด์ 
(Alkaloid) (มีรสขม) ตลอดจนสารที่มีลักษณะเฉพาะต่างๆ นอกจากนั้นสาร ทุติยภูมิยังหมายถึงสารกลุ่มท่ีพืชใช้
เพ่ือบ่งบอกแสดงความเป็นตัวตน สารกลุ่มท่ีพืชสร้างข้ึนเพื่อรักษาตนเองเมื่อเกิดบาดแผลบาดเจ็บหรือสร้างขึ้น
ในสภาพที่วิกฤตจ าเป็น เพื่อการด ารงเผ่าพันธุ์เหล่านี้เป็นสารที่พืชแต่ละชนิดสร้างขึ้นเป็นพิเศษ จึงมีฤทธิ์มี
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สรรพคุณซึ่งเราสามารถน ามาใช้ประโยชน์ได้ นอกเหนือจากอาหาร เช่น ใช้เป็นยา เป็นสารเสริมสุขภาพ
บ าบัดรักษา เป็นเวชส าอาง  เป็นต้น ส่วน ใหญ่สารพวกทุติยภูมิจะมีสรรพคุณทางยา แต่ก็มิได้แน่นอนตายตัว
เสมอไป จากการวิจัยที่ผ่านมาพบว่าสารพวกปฐมภูมิบางตัวก็ออกฤทธิ์ในการรักษาได้  

- Alkaloid คือสารจากพืชที่มีคุณสมบัติในทางการแพทย์  อัลคาลอยด์ เป็นสารประกอบเคมีท่ีเกิดข้ึน
ตามธรรมชาติและมีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบดังแสดงตัวอย่างในภาพ ที่ 2. อัลคาลอยด์เป็นสารที่มีความ
เป็นด่างสูง มีรสขม อัลคาลอยด์เป็นสารที่เกิดขึ้นได้จากสิ่งมีชีวิตที่หลากหลาย เช่น แบคทีเรีย รา พืช และสัตว์ 
และเป็นส่วนหนึ่งในกลุ่มของผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ อัลคาลอยด์สามารถแยกบริสุทธิ์ออกมาได้จากสารสกัดหยาบ
โดยสกัดซ้ าด้วย กระบวนการ  Acid-base extraction (Wikipedia) สารอัลคาลอยด์ส่วนมากจะก่อพิษได้และ
มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา มีการน ามาใช้เป็นยารักษาโรค  การน ามาใช้ประโยชน์ทางยาจึงควรใช้ในปริมาณ
เล็กน้อยและอยู่ภายใต้การดูแลของแพทย์ ตัวอย่างสาร Alkaloids ที่ส าคัญๆ  ดังแสดงในตารางที่ 1 

 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2. ตัวอย่างโครงสร้างของ Alkaloid  ที่มีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบ 
(Tuberostemonine K and Tuberospironine) (Jiang, 2006) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



แบบรายงานผลความกา้วหนา้ โครงการวิจยัประเภทอุดหนุนทัว่ไป 
: กรณีคณบดีหรือผูท่ี้คณบดีมอบหมายเป็นผูป้ระเมิน 

6 

 

 

 
 

ตารางท่ี 1.    สารอัลคาลอยด์ที่พบได้ในพืช คุณสมบัติและแสดงสูตรโครงสร้าง   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สารอัลคา
ลอยด์ 

ได้จากพืช คุณสมบัติ โครงสร้างทางเคมี 

Atropine Hyoscyamus 
niger 

ใช้เป็นยาแก้อาการท่ี
เกิดจากแก๊สพิษ ที่มี
ผลต่อระบบประสาท 

 
Caffeine Coffea arabica มีผลในการกระตุ้น

ระบบประสาท 

 
Cocaine Erythroxylon 

coca 
สามารถใช้เป็นยาสลบ
ได้ มีผลในเชิงกระตุ้น
ระบบประสาทอย่าง
แรง เป็นยาเสพติด 
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ตารางท่ี 1.    สารอัลคาลอยด์ที่พบได้ในพืช คุณสมบัติและแสดงสูตรโครงสร้าง  (ต่อ) 
 

สารอัลคา
ลอยด์ 

ได้จากพืช คุณสมบัติ โครงสร้างทางเคมี 

Codeine Papaver 
somniferum 

มีผลในทางแก้ปวด
และแก้ไอสามารถเสพ
ติดได้ แต่มีผลในเชิงยา
เสพติดน้อยกว่า
เฮโรอีน และมอร์ฟีน 

 
Coiine Conium 

maculatum 
เป็นพิษอย่างรุนแรง 
ท าลายระบบประสาท 

 
Heroin Papaver 

somniferum 
เป็นอนุพันธุ์ของ
มอร์ฟีน เป็นยาเสพติด
ที่มีฤทธิ์สูง 

 
Morphine Papaver 

somniferum 
มีผลระงับอาการปวด
ได้อย่างเฉียบขาด แต่
ก็มีผลในเชิงเสพติด
เช่นกัน 
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ตารางท่ี 1.    สารอัลคาลอยด์ที่พบได้ในพืช คุณสมบัติและแสดงสูตรโครงสร้าง (ต่อ) 
 
สารอัลคา

ลอยด์ 
ได้จากพืช คุณสมบัติ โครงสร้างทางเคมี 

Nicotine Nicotina 
tabacum 

เป็นพิษต่อระบบ
หายใจ เป็นยาฆ่า
แมลง และเป็นสาร
เสพติดในบุหรี่ 

 
Quinine Cinchona 

officinalis 
มีผลในเชิงรักษาและ
ป้องกันโรคมาลาเรีย 

 
 

- Stemonine เป็น สารสกัดกลุ่ม Alkaloids phenols terpenoids ประกอบด้วย Stemonine, 
Pyridine, Glycoside, TanninPinene, Saponin, Epoxylupeol และ Cineol คุณสมบัติ คือ ออกฤทธิ์ทาง
ผิวสัมผัสมีผลต่อระบบประสาทของแมลงซึ่งเกี่ยวข้อง  กับการส่งผ่านโซเดียมและโพแตสเซียมไอออนในเซลล์
ประสาท ยับยั้งการส่งสัญญาณระหว่างเซลล์ประสาท ยับยั้งการหายใจ โดยขัดขวางการส่งผ่านอิเลคตรอนใน
ไมโตคอนเดรียของแมลง เมื่อแมลงสัมผัสกับสาร จะเกิดการตื่นเต้น สั่น ชักกระตุก  และเป็นอัมพาตอย่าง
รวดเร็ว ยับยั้งการกิน ยับยั้งการเจริญเติบโต ยับยั้งการวางไข่  ยับยั้งการลอกคราบ ไล่แมลง ก าจัดแมลง ออก
ฤทธิ์ทางเดินอาหาร หนอน เมื่อได้รับพิษ  จะกินอาหารได้น้อยลง และอาจตายได้ใน 2-3 วัน (ขี้นอยู่กับจ านวน
ยาที่ได้รับ) ทางผิวสัมผัส หนอน เพลี้ยอ่อน แมลงหวี่ขาว เพลี้ยไฟ ไรขาว ไรแดง อาจตายใน 30-45 นาที หยุด
การลอกคราบ ไม่เข้าดักแด้ ไข่ไม่เป็นตัว ยับยั้งการเจริญเติบโตของ เชื้อรา  สาเหตุของโรคพืชทั้งราชั้นสูงและ
ราชั้นต่ า เช่น โรคเน่าคอดินที่มีสาเหตุมาจากเชื้อ Pythium spp. fusarium sclerotium,  rhizoctonia และ 
phytophthora spp. โรคราน้ าค้าง สาเหตุจากเชื้อ Peronospora โรคใบจุด(ตากบ)  สาเหตุจากเชื้อ  
Cercospora โรคราแป้ง สาเหตุจากเชื้อ Oidiopsis โรคเน่าเปียก สาเหตุจากเชื้อ Choanephora โรคแอน
แทรคโนส ของ พริก หอม กระเทียม สาเหตุจากเชื้อ colletotrichum โรคต้นไหม้แห้ง โรคใบเหลืองของมะเขือ
เทศโรคพืช ที่เกิดจากแบคทีเรีย ทั้งแกรมบวกและแกรมลบ เช่น แคงเกอร์ของส้ม มะนาว  ขอบใบไหม้แผลจุดใน
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ใบและล าต้นของพริก โรคขอบใบทองหรือเน่าด าของผัก สาเหตุจากเชื้อ Xanthomonas campestris โรคเหี่ยว
ของพืชล้มลุก เช่น มะเขือเทศ พริก มันฝรั่ง สาเหตุจากเชื้อ  Pseudomonas solanacearum และโรคเน่าของ
กะหล่ า สาเหตุจากเชื้อ Erwinia carotovora.  
- Stilbene เป็นสารประกอบกลุ่มโพลีฟีนอลพบได้ทั่วไปในพืชชั้นสูง Stilbene นี้คือสารที่เรียกว่า 
Diarylethene คือ สารประกอบที่มีวงแหวนอะโรมาติกเป็นองค์ประกอบและเชื่อมต่อกันด้วยพันธะ carbon-
carbon double bond ซ่ึง Stilbene นี้จะมีสองไอโซเมอร์ที่เป็นไปได้คือ แบบซิส (Z) และ ทราน (E) ดัง
แสดงในภาพที่ 4.  

 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 3.    โครงสร้างของทรานและซิสสติลบีน  ((E)-Stilbene (Wikipedia, ม.ป.ป.) 
 

จากภาพที่ 4  (E)-stilbene หรือ trans-1,2-diphenylethylene หรือ trans-
stibene และอีกรูปคือ  cis-1,2-diphenylethylene หรือ  (Z)-stilbene หรือที่เรียกว่า  cis-stilbene จาก
โครงสร้างที่แตกต่างกันท าให้ cis-stilbene มีจุดหลอมเหลวที่ 5-6 องศาเซลเซียส ในขณะที่ trans-
stilbene มีจุดหลอมเหลวที่ประมาณ 125 องศาเซลเซียส แสดงให้เห็นว่าสารชนิดเดียวกันแต่อยู่กันคนละไอ
โซเมอร์มีคุณสมบัติทางกายภาพที่แตกต่างกันอย่างมาก  

นอกจาก Stilbene จะมีสองไอโซเมอร์แล้วจากรูปจะสังเกตุเห็นว่าโครงสร้างหลัก
เป็นวงแหวนอะโรมาติกสองวงถูกเชื่อมต่อเข้ากันด้วยพันธะคู่ของสายไฮโดรคาร์บอน  และคาร์บอนที่ต าแหน่ง
ของพันธะคู่นั้นสามารถถูกแทนที่ได้ด้วยฟีนีลหรือสารประกอบตัวอ่ืนๆ ท าให้ได้สารประกอบตัวอ่ืนๆ ที่เป็นอนุ
พันธุ์ของสติลบีนเกิดขึ้นมากมาย เช่น Stilbenoids (Wikipedia, 2554)  
- Stilbenoids เป็นสารประกอบทุติยภูมิที่ได้จากแก่นไม้ ซึ่ง  Stilbenoids บางชนิดเป็นอนุพันธุ์ของ 
Stilbene ที่เกิดจากการเติมของหมู่ไฮดรอกซิล (Hydroxyl group) ในโครงสร้างของ Stilbene  ซึ่งเรียก
กระบวนการนี้ว่า Hydroxylation ดังแสดงในภาพที่ 7 
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ภาพที่ 4.    สารประกอบ Resveraatrol  (3,5,4'-trihydroxy-trans-stilbene) 
(Wikipedia, ม.ป.ป.) 

Resveraatrol เป็นสารในกลุ่ม ของ Stilbenoids ซึ่งเป็นอนุพันธุ์ของ Stilbene ที่
ถูกแทนที่ไฮโดรเจนด้วย ฟีนอล (-OH) จ านวน 3 หมู่ทั้งนี้ในเชิงชีวเคมีถือว่า  Stilbenoids  เป็นสารที่อยู่ใน 
Family ของ Phenylpropanoids และส่วนมากได้จากการสังเคราะห์ทางชีวภาพของ chalcones   

 
2.3 การศึกษาสารออกฤทธิ์ของสารสกัดของหนอนตายอยาก และการศึกษาประสิทธิภาพ 

ด้านต่างๆ ของหนอนตายอยาก แสดงดังตารางที่ 2.2  
 

ตารางท่ี 2.    การศึกษาวิจัยที่ผ่านมาเก่ียวกับหนอนตายอยาก 
ผู้ศึกษาวิจัย ปี พ.ศ. การวิจัย พบว่า 

เลาจนา ธีรภัทรสกุลและ
ประคอง พันธุ์อุไร 

 

2520 สารสกัดของ Stemona curtisii Hook.f. มีผลท าให้หนอน
แมลงวันตายหรือท าให้ตัวหนอนมีสีเขียว คล้ า จนถึงสีน้ าตาล
ด า ตัวหนอนที่รอดตายสามารถเจ ริญ เป็น ดักแด้ได้ แต่ดักแด้
จะมีลักษณะผิดปกติ คือผนังของดักแด้จะโป่งนูนออก ดักแด้มี
ขนาดเรียวเล็ก หงิกงอผิดรูปร่าง และดักแด้ดังกล่าวนี้จะไม่
สามารถเจริญเติบโตเป็นตัวเต็มวัยได้ 

ประคอง พันธุ์อุไร 
 

2520 สารสกัดจากหนอนตายอยากจะไม่มีฤทธิ์แบบสัมผัสตาย 
(Contact poisoning) ต่อยุงลาย แต่มีผลต่อลูก น้ า ยุงลาย 
โดยจะมีผลท าให้การปิดเปิดของปากท่อหายใจ (Abdominal 
spiracles) และปลายสุดของท่อหายใจ (Siphon) ไม่เป็น
จังหวะ 

ประคอง พันธุ์อุไร 
และคณะ 

2523 ว่าสารสกัดจากรากหนอนตายอยากที่สกัดด้วยแอลกอฮอล์ที่
อยู่ในรูปของยาครีมจะมีประสิทธิภาพในการก าจัดเหาได้ดีกว่า
ในรูปของยาน้ า และมีพิษตกค้าง เพียงหนึ่งสัปดาห์เท่านั้น 10 
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ตารางท่ี 2.    การศึกษาวิจัยที่ผ่านมาเกี่ยวกับหนอนตายอยาก (ต่อ) 
 
ผู้ศึกษาวิจัย ปี พ.ศ. การวิจัย พบว่า 

ประคอง พันธุ์อุไร 2525 S.curtisii ที่สกัดด้วย 50% Ethanol มีประสิทธิภาพในการ
ฆ่าเหามากที่สุด และพบว่าสารออกฤทธิ์ละลายได้ไม่มากนัก
ในเอทิล อะซีเตตและคลอโรฟอร์ม และเมื่อน าไปทดลอง
ประสิทธิภาพในการก าจัดเหา พบว่า ในขณะแรกท่ีเหาได้
สัมผัสกับตัวยา เหาจะดูดกินสารสกัดเข้าไปและต่อมาจะ
พยายามหนีออกจากเส้นผมที่เคลือบน้ ายา เมื่อน าไปทดลอง
ก าจัดเหาในนักเรียนโด ยผสมน้ า 1:2 คลุกเคล้าเส้นผมนาน 
4 ชั่วโมง ปรากฏว่าเหาตายทั้งหมด และจากการทดสอบไม่
ปรากฏว่ามีอาการคัน ปวด แสบร้อน หรือแพ้แต่อย่างใด 

วิสุทธิ เชวงศร ี 2527 สารสกัดจากรากหนอนตายอยากที่สกัดด้วยวิธี Soxhlet 
extraction โดยใช้เอทานอลเป็นตัวท าละลาย และเมื่อ
น ามาทดสอบกับหนอนหลอดหอม (Spodoptera exqua) 
วัยที่ 2 และ 3 โดยวิธี Dipping และ วิธี Feeding พบว่า
สารสกัดจากรากหนอนตายอยากมีประสิทธิภาพในการ
ก าจัดหนอนหลอดหอมได้ 

โศรยา พันธุ์วิริยะพงษ์ 2531 สารสกัดจากรากหนอนตายอยากที่สกัดด้วยอัตราส่วนราก
หนอนตายอยากแห้ง 200 กรัมต่อน้ า 1 ลิตรทิ้งไว้ข้ามคืน
แล้วกรองเอาเฉพาะส่วนที่ใสไปฉีดพ่นแปล งผัก พบว่า
สามารถก าจัดหนอนหลอดหอมได้ดี 

วีระพล จันทร์สวรรค์ และ
คณะ 

2536 ได้ศึกษาสารสกัดจากหนอนตายอยาก (Stemona 
collinsae) ในความเข้มข้นต่างๆ กัน ที่มีผลต่อเห็บโค 
(Boophilus microplus) ในระยะตัวอ่อน และระยะตัวเต็ม
วัยในห้องปฏิบัติการและใน สัตว์ทดลอง พบว่าสารสกัดท่ี
ความเข้มข้น 50 % จะฆ่าเห็บในระยะตัวอ่อนและระยะตัว
เต็มวัยได้สูงที่สุดคือ 100 % และ 93.33 % ตามล าดับ 

 
 
 
 
 
 
 
 



แบบรายงานผลความกา้วหนา้ โครงการวิจยัประเภทอุดหนุนทัว่ไป 
: กรณีคณบดีหรือผูท่ี้คณบดีมอบหมายเป็นผูป้ระเมิน 

12 

 

 

ตารางท่ี 2.    การศึกษาวิจัยที่ผ่านมาเกี่ยวกับหนอนตายอยาก (ต่อ) 
 

ผู้ศึกษาวิจัย ปี พ.ศ. การวิจัย พบว่า 

ขจรศักดิ์ ตระกูลพัว 2538 ได้ศึกษาสสารสกัดจากสมุนไพรต่อการเจริญเติบโตของเชื้อ
ราที่เป็นสาเหตุของโรคพืช  และเชื้อราสาเหตุของโรค
ผิวหนัง   โดยน าผงสมุนไพรบดแห้งมาผสมในอาหาร 
Potato dextrose agar ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆกัน 
พบว่า หนอนตายอยากมีประสิทธิภาพต่อการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อราสาเหตุโรคพืชและโรคผิวหนัง
รองลงมาจากการใช้สารสกัดจากกานพลูและว่านน้ า 

เสถียร เพ็ชรโก 2538 ได้ศึกษาประสิทธิภาพของพืชสมุนไพร 9 ชนิดได้แก่ 
น้อยหน่า(ใบ ,เมล็ด) , ตะไคร้ , หางไหล (โล่ติ้น) , ยูคาลิปตัส , 
กระเพราแดง , สะเดา(ใบ , ผล) , สะระแหน่ , ยาฉุน และ
หนอนตายอยาก(ใบ) ในการก าจัดแมลงศัตรูภายนอกบาง
ชนิดของปศุสัตว์ การทดลองท่ี 1 ท าในห้องปฏิบัติการโดย
การทดลองใช้สารสกัดกับตัวเห็บ พบว่าหางไหล (โลติ้น) มี
ประสิทธิภาพสูงสุดในการก าจัดเห็บ การทดลองที่ 2 ท าการ
ทดลองกับเหาซึ่งอยู่ตามตัวของกระบือ พบว่าหางไหลและ
ยาฉุนให้ประสิทธิภาพดีที่สุด ส่วนน้อยหน่าและหนอนตาย
อยากมีประสิทธิภาพปานกลาง 

Zhao et al. 2538 พบว่าสารสกัดจากรากหนอนตายอยากที่สกัดด้วยเอทานอล 
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียและเชื้อราได้
หลายชนิด           

วุฒิกรณ์ รอดความทุกข์ 2539 หนอนตายอยากที่สกัดด้วย 95% เอทานอล ณ 
อุณหภูมิห้อง และหนอนตายอยากท่ีสกัดด้วยน้ า ณ 
อุณห ภูมิห้อง มีประสิทธิภาพในการก าจัดหนอนและด้วง
หมัดผักดีที่สุดและสารภีที่สกัดด้วยน้ า ณ  อุ ณหภูมิห้อง มี
ประสิทธิภาพในการก าจัดเพลี้ยอ่อนดี  
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ตารางท่ี 2.    การศึกษาวิจัยที่ผ่านมาเกี่ยวกับหนอนตายอยาก (ต่อ) 

ผู้ศึกษาวิจัย ปี พ.ศ. การวิจัย พบว่า 
วุฒิกรณ์ รอดความทุกข์ 
(ต่อ) 

2539 ที่สุด โดยไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับ
สารฆ่าแมลงเมวินฟอส   

กวินหาญ พลหาญ 2539 ได้ศึกษาผลของสารสกัดจากพืชต่อหนอนกระทู้หอม  
Spodoptera exiqua (Hubne) โดยน าพืช 56 ชนิด 
มาสกัดสารออกฤทธิ์ด้วยแอลกอฮอล์ ผลการศึกษา
พบว่าสารสกัดจากรากของหนอนตายอยากมี
ประสิทธิภาพก าจัดแมลงดีที่สุดต่อหนอนกระทู้หอม 

การะเกด สายบรรดาศักดิ์ 2540 ได้ศึกษาผลของ 6-deoxyclitoriacetal ซึ่งเป็นสาร 
Retonoids ที่สกัดได้จากรากของหนอนตายอยากต่อ
การหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบจากอวัยวะต่างๆ ที่แยก
จากร่างกายของหนูทดลอง พบว่า 6-
deoxyclitoriacetal 0.2  mg/ml. สามารถลดการหด
ตัวของกล้ามเนื้อเรียบของมดลูกหนูขาวทั้งที่เกิดขึ้นเอง
หรือเกิดจากการกระตุ้นด้วย Serotonin และ 
Norepinephrine แบบความเข้มข้นสะสม และยัง
สามารถลดการหดตัวของกล้ามเนื้อเรียบของหลอด
เลือดแดงใหญ่ของหนูขาวจากการกระตุ้นด้วย
สารละลายแคลเซี่ยมคลอไรด์แบบความเข้มข้นสะสม 
นอกจากนี้ยังสามารถมีผลต่อการหดตัวของกล้ามเนื้อ
เรียบล าไส้เล็กส่วน Ileum ของหนูตะเภา เมื่อมีการ
กระตุ้นด้วย Acetylcholine จากผลการทดลองทั้งหมด
แสดงให้เห็นว่า 6-deoxyclitoriacetal มีฤทธิ์ยับยั้งการ
หดตัวของกล้ามเนื้อเรียบจากอวัยวะต่างๆ และกลไก
ของการยับยั้งการหดตัวนี้เป็นแบบไม่เฉพาะเจาะจง 
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ตารางท่ี 2.    การศึกษาวิจัยที่ผ่านมาเกี่ยวกับหนอนตายอยาก (ต่อ) 

ผู้ศึกษาวิจัย ปี พ.ศ. การวิจัย พบว่า 
ประทุมวัน เสาร์ประโคน 2542 ได้ศึกษาผลของ Benzylladenine(BA) และ 

Napthalene Acetic Acid (NAA) ที่มีต่อการเพาะเลี้ยง
ใบ ราก และตาข้อของต้นหนอนตายอยากชนิด S. 
collinsae Craib. ในสภาพปลอดเชื้อบนอาหารสูตร 
MS (Murashinge and Shoog) พบว่า ชิ้นส่วนของข้อ
ต้นหนอนตายอยากสามารถเจริญพัฒนาเป็นต้นใหม่ได้   

ประทุมวัน เสาร์ประโคน  2542 สารควบคุมการเจริญเติบโต BA 2 ppm ร่วมกับ NAA 
0.5 ppm มีจ านวนต้นเฉลี่ย 2.8 ต้น (80%)        

กนกอร แสงอรุณ 2543 ได้ทดสอบผลของสารสกัดจากรากของหนอนตายอยาก 
S. kerrii Craib. ต่อการตายของหนูขาว น้ าห นัก อัณฑะ 
จ านวนอสุจิ Epididymis และน้ าหนักตับ สรุปได้ว่าสาร
สกัดจากรากหนอนตายอยากที่สกัดด้วยแอลกอฮอล์ไม่
ท าให้เกิดพาเฉียบพลันในสัตว์ทดลอง การศึกษาพิษ
เรื้อรังของสารสกัดพบว่าไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงของ
น้ าหนักอัณฑะและจ านวนอสุจิใน  Epididymis อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ แต่ท าให้น้ าห นัก ตับมีแนวโน้ม
เปลี่ยนแปลง 

อรุณ วงศ์จิรัฐิติ 2543 ได้ศึกษาผลของสารสกัดจากพืช 4 ชนิด ได้แก่ กานพลู, 
สารภี , ว่านน้ าและหนอนตายอยากต่อการยับยั้งก าร
เจริญเติบโตของเชื้อ Alternaria sp. และ 
Cladosporium sp. ซึ่งแยกสกัดได้จากกุหลาบ ที่ระดับ
ความเข้มข้น 5,000, 10,000, 15,000 และ 25,000 
ppm ของสารสกัด ผลการทดลองพบว่าสารสกัดว่าน้ าที่
ระดับความ เข้มข้น  25,000 ppm ให้ผลการยับยั้งการ
เจริญเติบโต 
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ตารางท่ี 2.    การศึกษาวิจัยที่ผ่านมาเกี่ยวกับหนอนตายอยาก (ต่อ) 

ผู้ศึกษาวิจัย ปี พ.ศ. การวิจัย พบว่า 
อรุณ วงศ์จิรัฐิติ (ต่อ) 2543 ของเชื้อ Alternaria sp. สูงสุดที่ 98.32% ส่วนสารสกัด

จากสารภีและหนอนตายอยากนั้นยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเชื้อทั้งสองชนิดได้น้อยมากหรือแทบไม่มีเลย 

วาสนา ไชยค า 2544 ได้ศึกษาผลของสารสกัดจากรากหนอนตายอยากที่มี
ฤทธิ์ในการฆ่าแมลง โดยการสกัดใช้ตัวท าละลายอินทรีย์
แตกต่างกันสามชนิดคือ เฮกเซน ไดคลอโลมีเทน และ 
70% เมทานอล พบว่าสารสกัดหยาบด้วยไ ดคลอโร
มีเทนจากรากหนอนตายอยากแสดงความเป็นพิษสูงต่อ
หนอนกระทู้ผัก โดยมีอัตราการตายที่ระดับความเข้มข้น 
40,000 ppm เป็น 44% ส่วนสารสกัดหยาบด้วย 70% 
เมทานอล แสดงความเป็นพิษสูงสุดที่ระดับความเข้มข้น 
50,000 ppm กับด้วงงวงข้าวโพดมีอัตราการตาย 48% 

สุทธาพันธ์ โพธิ์ก าเนิด 2544 ได้ศึกษาความเป็นไปได้ในการใช้สมุนไพรหนอนตาย
อยากชนิด Stemona sp .ผสมอาหารไก่เพ่ือควบคุม
ปริมาณหนอนแมลงวันในมูลไก่ ผลการศึกษาพบว่า
จ านวนขนาด และน้ าหนักของหนอนแมลงวันที่เพ าะ
จากมูลไก่ท่ีกินอาหารทดลองทุกระดับมีแนวโน้มลดลง 
ซึ่งให้ผลเช่นเดียวกับการใช้รากสมุนไพรหนอนตายอยาก
สภาพสดและแห้งคลุกผสมกับมูลไก่โดยตรง คือมี
แนวโน้มลดลงเมื่อระดับความเข้มข้นของสมุนไพรหนอน
ตายอยากเพ่ิมข้ึน 
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ตารางท่ี 2.    การศึกษาวิจัยที่ผ่านมาเกี่ยวกับหนอนตายอยาก (ต่อ) 

 
ผู้ศึกษาวิจัย ปี พ.ศ. การวิจัย พบว่า 

สุริยะ วงศ์คงคาเทพ (ม.ป.ป.) ได้ศึกษาเปรียบเทียบการฆ่าเหาของหนอนตายอยาก 2 
พันธุ์คือ Clitoria macroptlla และ S. Collinsae กับ
ยา Bebzyl Benzoate ผลการศึกษาพบว่าหนอนตาย
อยากพันธุ์ S.Collinsae มีฤทธิ์ในการฆ่าเหาตาย 
41.67% ที่ 6 ชั่วโมง และ 83.85% ที่ 24 ชั่วโมง 
เปรียบเทียบกับยา  Benzyl Benzoate ซึ่งฆ่าเหาตายที่ 
81.90% ที่ 6 ชั่วโมง และ 78.12% ที่ 24 ชั่วโมง ซึ่ง
แสดงว่า S. Collinsae ใช้ได้ผลใกล้เคียงกับ Benzyl 
Benzoate ส่วนหนอนตายอยาก C.macroptlla มีผล
ในการฆ่าเหาน้อยมาก   

Ye et al. 2550 พบว่า  Dihydrostilbene 8 จาก S. tuberosa  
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ Bacillus pumilus   
ได้ดีโดยมีค่า MIT 12.5-25 µg/ml                                                                                                      

 
2.4 การดื้อยา  
          การดื้อยาของแบคทีเรียก่อโรคเกิดได้จากการที่แบคทีเรียไม่ถูกยับยั้งหรือท าลายด้วยยาต้าน

จุลชีพที่เคยใช้ได้ผล  การดื้อต่อยาต้านจุลชีพ อาจพบในแบคทีเรียกลุ่มจุลชีพประจ าถิ่น ( Normal flora) ซ่ึง
ปกติอาศัยอยู่ในร่างกายมนุษย์โดยไม่ก่อให้เกิดโรคแต่จะท าหน้าที่ในการป้องกันร่างกายจากการติดเชื้อของ
แบคทีเรียก่อโรค  การเกิดการดื้อต่อยาต้านจุลชีพของแบคทีเรียเหล่านี้ อาจไม่เห็นผลโดยตรงต่อมนุษย์  แต่จุล
ชีพประจ าถิ่นเหล่านี้จะเป็นแหล่งสะสมของสารพันธุกรรม (Gene) ที่ควบคุมการดื้อยาและพร้อมที่จะถ่ายทอด
ให้แก่เชื้อแบคทีเรียก่อโรคได้ตลอดเวลา ยาต้านจุลชีพ (Antimicrobial agents) เป็นค ารวมที่ใช้เรียกสารเคมีที่
มีฤทธิ์ในการยับยั้งหรือท าลายจุลชีพ  หากเป็นยาที่ได้จากสิ่งมีชีวิตอ่ืน เช่น ยา Penicillin ซึ่งได้จากเชื้อรา  จะ
เรียกอีกอย่างหนึ่งได้ว่า ยาปฏิชีวนะ ( Antibiotics)  (พิณทิพย์ พงษ์เพ็ชร , ม.ป.ป.) ในปัจจุบันแบคทีเรียได้มี
การพัฒนาในการดื้อต่อยาต้านเพิ่มมากขึ้นเป็นเงาตามตัวของการผลิตและการใช้ยาต้านจุลชีพใหม่ๆการดื้อยา
ของแบคทีเรียเกิดข้ึนจากการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม ( Mutation) ของแบคทีเรีย  โดยการเปลี่ยนแปลงนี้
อาจเกิดข้ึนที่ส่วนของสารพันธุกรรมหลักของเชื้อที่เรียกว่า  โครโมโซม ส่วนของโครโมโซมมีขนาดใหญ่
ประกอบด้วยยีน ( Gene) ที่จะแสดงออกเป็นลักษณะต่างๆ  ของเชื้อมากมายรวมทั้งการดื้อยา การพบสาร
พันธุกรรมหรือ ยีนดื้อยาที่บริเวณนี้ไม่มากเหมือนการพบที่ส่วนของสารพันธุกรมนอกโครโมโซมซึ่งเรียกว่า  
พลาสมิด (Plasmid) และทรานสโปซอน ( Transposon) ซึ่งมีขนาดเล็กกว่าโครโมโซมมาก  ยีน ที่ควบคุมการ
ดื้อยาที่อยู่บนพลาสมิดและทรานสโปซอนของแบคทีเรียชนิดหนึ่ง  สามารถถ่ายทอดไปยังแบคทีเรียชนิดอื่นๆ 
ได้ง่าย ท าให้เกิดการแพร่กระจายการดื้อยาจากเชื้อหนึ่งไปสู่อีกเชื้อหนึ่งได้รวดเร็ว  

2.4.1 กลไกการออกฤทธิ์ของยาต้านจุลชีพ  
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การออกฤทธิ์อาจจะเป็นเพียงการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อหรือฆ่าเชื้อ  ส าหรับการออก
ฤทธิ์ของยาต้านแบคทีเรีย แบ่งเป็นกลไกหลัก 4 กลไก คือ 

1.  ยับยั้งการสร้างผนังเซลล์ของแบคทีเรีย ได้แก่ ยาในกลุ่ม  beta-lactam เช่น Penicillins 
และ Cephalosporins เป็นต้น 

2.  ยับยั้งการสร้างโปรตีนของแบคทีเรีย  (โปรตีนที่ท าหน้าที่เป็นโครงสร้างหรือเป็นเอ็นไซม์ท่ี
มีบทบาทในการมีชีวิตของแบคทีเรีย)  ได้แก่ ยาในกลุ่ม Tetracyclines, Chloramphenicals และ 
Macrolides เป็นต้น 

3.  ยับยั้งการท างานของเอ็นไซม์ของแบคทีเรีย ได้แก่ ยาในกลุ่ม Quinolones 
4.  ยับยั้งขบวนการเมตาบอลิซึม ซึ่งเก่ียวกับการสร้างสารอาหารและพลังงานของแบคทีเรีย  

ได้แก่ ยาในกลุ่ม Sulfamethoxazole และ Trimethoprim 
2.4.2 การเกิดการดื้อยา 

สามารถแบ่งได้เป็น 2 ประเภทดังนี้ 
1. เกิดจากการเลือกสรรตามธรรมชาติ ( Natural selection) แนวทางนี้กล่าวว่าแบคทีเรีย

แต่ละชนิดจะมียีนดื้อยาอยู่ในตัวปะปนอยู่แล้วตามธรรมชาติ แต่เป็นจ านวนน้อย  โดยไม่เกี่ยวข้องกับการมียา
ต้านแบคทีเรียหรือไม่  แต่ปัญหาที่เกิดขึ้นก็คือเมื่อเชื้อแบคทีเรียชนิดดังกล่าวมีการสัมผัสยาต้านแบคทีเรียมาก
และนานขึ้น ยาจะท าลายส่วนที่ไว (ไม่ดื้อ) ต่อยาให้หมดไป เหลือส่วนที่ดื้อต่อยาไว้  ซึ่งส่วนนี้ก็จะท าการเจริญ
เพ่ิมจ านวนและแสดงออกเป็นแบคทีเรียดื้อยาอย่างสมบูรณ์ 

2. เกิดจากการเหนี่ยวน าให้เกิดโดยการใช้ยาต้านแบคทีเรีย  แนวทางนี้กล่าวว่าแบคทีเรียแต่
ละชนิด เดิมมีความไวต่อยาต้านจุลชีพ  แต่เมื่อใดมีโอกาสสัมผัสกับยาต้านจุลชีพ  โดยเฉพาะในขนาดและ
ระยะเวลาในการให้ที่ไม่เหมาะสมที่จะท าลายเชื้อได้หมด  เชื้อก็จะพัฒนาการเปลี่ยนแปลงสารพันธุกรรม  ให้
สามารถทนทานต่อการท าลายของยาได้ 

 
2.4.3 กลไกการดื้อยา  

ดังที่กล่าวมาแล้วว่าแบคทีเรียมีการเปลี่ยนแปลงสารพันธุกรมของตัวมันท าให้มีคุณสมบัติ
พิเศษต่างๆ เพ่ิมข้ึนเพื่อใช้ป้องกันตัวมันจากการถูกท าลายด้วยยาต้านจุลชีพ  คุณสมบัติเหล่านี้พอจะสรุปรวม
เป็นกลไกการดื้อยาของแบคทีเรียได้ 5 กลไก คือ 

1. การสร้างเอ็นไซม์ท าลายยา   
ตัวอย่างเช่น  การสร้างเอ็นไซม์ท่ีมีชื่อว่า beta-lactamase ซึ่งสามารถท าลายโครงสร้าง

หลักของยาในกลุ่ม beta-lactams ท าให้ยาหมดฤทธิ์ เช่น  Penicillins, Cephalosporins เป็นต้น เชื้อ
แบคทีเรียที่สร้างเอ็นไซม์ท าลายยาได้มีหลายชนิด เช่น  เชื้อที่เป็นสาเหตุของฝี , หนอง คือ Staphylococcus 
aureus บางสายพันธุ์  เชื้อท าให้เกิดโรคหนองในคือ Neisseria gonorrhoea บางสาย พันธุ์ เป็นต้น 

2. การลดการผ่านเข้าสู่เซลล์ของยา   
แบคทีเรียที่ดื้อยาอาจสร้างผนังก้ันการผ่านเข้าสู่เซลล์แบคทีเรียของยา  บางชนิดจะสร้าง

สิ่งที่ท าหน้าที่เป็นปั๊ม ( Pump) เพ่ือเร่งการขับยาออกนอกเซลล์  ท าให้ไม่มีปริมาณยาภายในเซลล์มากพอที่จะ
ท าลายแบคทีเรียได้  ตัวอย่างการดื้อยาโดยกลไกนี้ พบในเชื้อมากมายหลายชนิดที่ดื้อต่อยาในกลุ่ม  
Tetracyclines และ Aminoglycosides  

3. การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของตัวรับยา  
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โดยปกติการเข้าสู่เซลล์แบคทีเรียของยาจะต้องไปจับกับตัวรับจ าเพาะของมัน  ซ่ึง
ส่วนมากเป็นสารโปรตีนที่เยื่อหุ้มผนังเซลล์หรือภายในเซลล์  การดื้อยาโดยกลไกนี้เชื้อแบคทีเรีย จะเปลี่ยนแปลง
รูปร่างของตัวรับยา ท าให้ยาไม่สามารถจับกับตัวรับของมันหรือจับได้ไม่แน่น ท า ให้ยาไม่สามารถออกฤทธิ์ได้  
แบคทีเรียหลายชนิดดื้อต่อยาในกลุ่ม Erythromycin โดยใช้กลไกนี้ 

4. การเปลี่ยนแปลงขบวนการเมตาบอลิซึมของตัวแบคทีเรีย  โดยใช้ขบวนการอ่ืนที่ไม่ใช้
ขบวนการเดิมที่ยาเคยออกฤทธิ์ขัดขวางได้ 

ตัวอย่างเช่น การดื้อต่อยา Sulfamethoxazole และ Trimethoprim  
5. การใช้กลไกทางอ้อมต่างๆ  

เช่น ยากลุ่ม Penicillin จะไม่สามารถท าลายแบคทีเรียกลุ่ม Mycoplasma ซึ่งเป็น
สาเหตุส าคัญหนึ่งของโรคติดเชื้อของทางเดินหายใจ  เนื่องจากแบคทีเรียชนิดนี้ไม่สร้างผนังเซลล์  ซึ่งเป็นเป้าใน
การท าลายเชื้อแบคทีเรียของยากลุ่มนี้ (พิณทิพย์ พงษ์เพ็ชร, ม.ป.ป.) 
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3. แผนการด าเนินงานโครงการ 
3.1 การเตรียมตัวอย่าง 

รากหนอนตายอยากท่ีใช้ในงานวิจัยนี้ได้มาจาก อ าเภอด่านขุนทด จังหวัดนครราชสีมา ประเทศไทย 
โดยเก็บเป็นรากสดล้างดินออกด้วยน้ าสะอาดและน ามาหั่นเป็นชิ้นเล็กๆ ผึ่งไว้ในที่ร่มให้แห้ง 

3.1.1 การสกัดสารออกฤทธิ์จากรากหนอนตายอยาก  
   การสกัดสารออกฤทธิ์ในการทดลองนี้สกัดโดยใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ 2 ชนิดได้แก่ 95% 
Methyl alcohol และ 95% Ethyl alcohol และการสกัดด้วยน้ ารวมทั้งสกัดโดยการก ลั่น ด้วยไอน้ าเพื่อ
เปรียบเทียบว่าวิธีไหนที่ให้สารออกฤทธิ์ที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ แบคทีเรีย ได้ดีที่สุด โดยการสกัด
สารออกฤทธิ์จากรากหนอนตายอยากท าได้โดยการน ารากหนอนตายอยากสดมาหั่นให้เป็นชิ้นเล็กๆ แล้วพ่ึง
ไว้ในที่ร่มให้แห้ง จากนั้นน ามาบดหรือปั่นให้ละเอียด ชั่งน้ าหนัก 100 กรัมแล้วแช่ในตัวท าละลาย  250 
มิลลิลิตร เป็นเวลา 3 วัน แล้วกรองเอากากออกด้วยกระดาษกรอง Whatman paper no.1น ากากหลังจาก
ที่กรองแล้วมาแช่ในตัวท าละลายอินทรีย์เดิม ซ้ า อีกเป็นเวลา 3 วัน แล้วกรองเอากากออกเช่นเดิม  (ท าซ้ าสาม
ครั้ง) น าสารสกัดท่ีได้ทั้งหมด 3 ครั้งมารวมกัน แล้วน าไประเหยตัวท าละลายออกด้วย Rotary evaporator  
แบบลดความดัน ส าหรับสารสกัดหยาบจาก 95% methyl alcohol (Methanolic extract) จะใช้อุณหภูมิ
ที่ต่ ากว่า 60 ºC ในขณะที่สารสกัดหยาบจาก 95% ethyl alcohol (Ethanolic extract) จะใช้อุณหภูมิที่ต า
กว่า 65 ºCจะได้สารสีน้ าตาลเข้มในลักษณะข้นหนืด ละลายด้วย DMSO อัตราส่วน 1:5 จะได้สารสกัดหยาบ  
ส่วนสารสกัดหยาบจากน้ านั้นน ามาระเหยน้ าออกด้วย Lyophilized จะได้สารสกัดหยาบจึงน ามาทดสอบ
ฤทธิ์ทางชีวภาพได้ ส่วนการกลั่นด้วยไอน้ านั้นท าได้โดย น ารากหนอนตายอยากท่ีบดพอหยาบ ชั่ง น้ าหนัก  
100 กรัม ลงในขวดกลั่นแล้วเติมน้ า 250 มิลลิลิตรพร้อมกับใส่เศษกระเบื้อง (Boiling chips)  2-3 ชิ้นเพื่อ
ป้องกันการเดือดฟู่ของน้ า แล้วน าขวดกลั่นต่อเข้ากับชุดกลั่น ควบคุมอุณหภูมิไม่ให้เ กิน  100 ºC เมื่อเกิดการ
ควบแน่นไอที่เกิดจากการกลั่นจะ ควบแน่นกับน้ าเย็นและตกลงมา สามารถ ไข เอา ชั้นของสารที่ควบแน่นลง
มาออกมาจากก็อกได้  

3.1.2 การแยกบริสุทธิ์บางส่วน  
 3.1.2.1 การแยกด้วยบริสุทธิ์บางส่วนด้วย High performance liquid 
chromatography (HPLC)  

น าสารสกัดหยาบมากรองด้วยเมมเบรนขนาด 0.2 µM ใช้ตัวท าละลายในเฟส
เคลื่อนที่คือ 50% Acetonitrile และน้ า โดยเพิ่มความเข้มข้นของ Acetonitrile ขึ้นและตรวจสอบที่ความยาว
คลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร (nm) 

3.1.2.2 การแยกบริสุทธิ์บางส่วนด้วย Dichloromethane (CH2Cl2) 
น าสารสกัดหยาบของหนอนตายหยากที่สกัดได้จากข้อ 3.1.1 มาท าการแยกสกัดแบบแบ่งส่วนด้วย CH2Cl2    

และน้ า อัตราส่วน 1:2:2 โดยใช้กรวยแยกเขย่าให้สารละลายทั้งหมดเข้ากันแล้วเปิดจุกกรวยด้านบนให้
อากาศออก น้ า และ  CH2Cl2 จะแยกชั้นกันโดยน้ าจะอยู่ด้านบน และส าร สกัด จากรากหนอนตายอยากจะ
ละลายอยู่ในชั้นของ CH2Cl2 น าสารสกัดส่วน CH2Cl2 ไประเหย CH2Cl2 ออกด้วย Rotary evaporator แบบ
ลดความดัน ภายใต้อุณหภูมิ 50 ºC จะได้สารสีน้ าตาลเข้ม มีลักษณะข้นหนืดคล้ายสารสกัดหยาบ ละลาย
ออกมาด้วย 100% DMSO ด้วยอัตราส่วน 1:5 
  

3.2 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ 
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3.2.1 การเลี้ยงเชื้อ 
การเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบทั้งหมด 20 strains โดยท าการ cross 

streak บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อแบบวุ้น (Nutrient agar) และน าไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 
ชั่วโมง หลังจากนั้นท าการ Inoculate เชื้อที่มีโคโลนีเดี่ยวจาก Agar plate ลงในหลอดที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ
แบบเหลว (Nutrient broth)  อยู่ 3 มิลลิลิตรและเลี้ยงในตู้บ่มอุณหภูมิ 37 ºC, 160 rpm เป็นระยะเวลา
ประมาณ 5-6 ชั่วโมง จนได้เซลล์ที่มีความขุ่น (OD650) ประมาณ 0.5 - 0.6 (Log phase) 

3.2.2 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดต่อเชื้อแบคทีเรีย 
       3.2.2.1   Disc diffusion assay 

น าเชื้อที่เลี้ยงไว้ที่มีค่า OD650 ประมาณ 0.5 - 0.6 มาท าการเจือจางลงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลวให้ได้จ านวนเชื้อเริ่มต้น 1 × 108 CFU/mL  (0.5 McFaland) ใช้ Cotton swab ที่
ปราศจากเชื้อจุ่มแล้วแตะข้างหลอดเพ่ือไม่ให้ชุ่มเกินไป แล้วน าไปป้ายบนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อแบบวุ้น 3 
ระนาบ ทิ้งไว้ให้เซลล์แห้งพอหมาด หลังจากนั้นใช้คีมหนีบ (Forceps) คีบ Paper disc (Diameter 0.6 cm) 
ที่ปราศจากเชื้อมาวางไว้บนผิวหน้าอาหารในต าแหน่งที่ได้เขียนก าหนดไว้แล้วว่าจะทดสอบสารชนิดใด เมื่อวาง
ครบทุกจุดแล้วจึงใช้ Auto pipette ท าการปิเปตสารสกัดและสารสกัดท่ีท าการแยกบริสุทธิ์บางส่วนลงไปบน 
Paper disc ปริมาณ 30 µl รวมทั้ง Positive control  ซึ่งในการทดลองนี้ใช้ 0.1 mg/ml Gentamicin เป็น 
Positive control  ทิ้งไว้ให้แห้งแล้วเก็บใส่ถุงพลาสติก บ่มที่ 37 ºC เป็นเวลา 8-10 ชั่วโมง แล้วจึงน าเพลตมา
สังเกตุพ้ืนที่ของ การยับยั้ง (Inhibition zone) รอบๆ Paper disc ถ้าสารที่ทดสอบมีฤทธิ์ในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตได้จะไม่เห็นการเจริญเติบโตของแบคทีเรียรอบๆ Paper disc  

               3.2.2.2   Broth microdilution assay 
น าเชื้อที่เลี้ยงได้ OD650 ประมาณ 0.5-0.6 มาเจือจางให้ได้จ านวนเชื้อ

เริ่มต้นประมาณ 1 × 108 CFU/ml ปิเปตลง 96-well plate ปริมาตร 100 µl หลังจากนั้นจึงปิเปตสารที่
ต้องการทดสอบคือ สารสกัดหยาบ และสารที่ท าการแยกบริสุทธิ์บางส่วนลงไปปริมาตร 30 µl วัดค่าการ
ดูดกลืนแสงเริ่มต้นที่ 650 nm แล้วจึงน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ºC ข้ามคืน เมื่อครบก าหนดเวลาจึงน ามาวัดค่า
การดูดกลืนแสงอีกครั้งที่ความยาวคลื่น 650 nm เพื่อวัดความขุ่นของเซลล์ (Turbidity) และน าค่าการ
ดูดกลืนแสงเริ่มต้นและค่าดูดกลืนแสงที่เวลาผ่านไปข้ามคืน มาค านวณเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง  
 
 
 

3.2.3  การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (mamalian cell) 
                              3.2.3.1  Hemolytic assay 
                                            การทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดต่อเม็ดเลือดแดงท าได้โดยน าเม็ด
เลือดแดงของคนจากคลังเลือดกลาง คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น  มาปั่นเหวี่ยง(Centrifuge) ที่ 
1,500 g เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ  4 ºC น าส่วนที่เป็นตะกอน  (Pellet) มาล้างด้วย 0.9% NaCl 3 ครั้ง 
จากนั้นเติม 0.9% NaCl ปริมาตรเป็น  2 เท่าของปริมาณเลือดที่มี  เติมสารสกัดท่ีความเข้มข้น 0.2% (v/v) 
จ านวน 100 µl ลงไป บ่มไว้ที่อุณหภูมิ  37ºC เป็นเวลา  30 นาที จากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยง  ที่ 1,500 g เป็น
เวลา 5 นาที โหลดตัวอย่างเลือดที่ ปั่นเหวี่ยงแล้วลงใน Flat-bottom 96 well plat วัดค่าการดูดกลืนแสง
ที่ 540 nm ด้วยเครื่อง  Micro-plate reader บันทึกค่า และวิเคราะห์ผลการทดลอง โดยค านวณค่า  % 
Hemolysis จากสมการ 
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(Travis et al., 2000) 
 

3.2.3.2 Cytotoxicity 
เป็นการทดสอบความเป็นพิษต่อ Mamalian cell โดยวิธี Cytotoxicity 

assay ท าได้โดยการเลี้ยงเซลล์แมคโครฟาจ RAW264.7 และน า Cell suspension 6×10 3 cells เลี้ยงใน 
Tissue culture plate ที่ 37 ºC ข้ามคืน หลังจากนั้นดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออก แล้วเติมสารสกัดหยาบที่เจือ
จางความเข้มข้นลดลงครั้งละ 10 เท่า (Tenfold serial dilution) จากความเข้มข้นของ Stock 20% (v/v) 
ใน DMSO ให้มีความเข้มข้นอยู่ในช่วง 20 - 2 ×10 -9 % (v/v) จ านวน 100 µl ลงไป บ่มที่ 37 ºC ข้ามคืน 
เติม (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (MTT reagent) หลังจากนั้น
เติม DMSO 10 µl  เพ่ือละลาย Purple formazan และจะได้สารละลายสีม่วงซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้น 
สามารถดูดกลืนคลื่นแสงได้ในช่วงความยาวคลื่นที่เหมาะสม หลังจากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 550 
nm Cytotoxicity เป็นการวิเคราะห์ผลเชิงปริมาณ โดยทดสอบหา Cell viability โดยเซลล์ที่มีชีวิตจะ
สามารถใช้ Enzyme succinate dehydrogenase ใน Mitocondria ท าปฏิกิริยากับสาร MTT ที่มีสีเหลือง 
เปลี่ยนเป็น Formazan product ซึ่งมีสีม่วงน้ าเงิน หลังจากละลา ยสีภายในเซลล์ด้วย DMSO จึงท าการวัด
หาปริมาณ Formazan product ที่เกิดขึ้น โดยวัดค่า Optical Density (OD) ที่ความยาวคลื่น 570 nm 
(หน่วยปฏิบัติการทดสอบทางชีวภาพส าหรับวัสดุทางการแพทย์ ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี
แห่งชาติ, 2554)  
 

 
 

ภาพที่ 5.   แสดงการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์ในไมโตคอนเดรีย (Wigipedia, ม.ป.ป.) 
 
 
 

                                         A Sample – A blank 

% Hemolysis = 100 ×  
   Atriton X 100 - Ablank 
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ภาพที่ 6    แสดงสีของ Formazan product ที่สามารถดูดกลืนแสงได้ท่ี 550-570 nm 
(Wigipedia, ม.ป.ป.) 

 
จากภาพระดับความเข้มของสีจะบ่งบอกถึงการมีชีวิตรอดของเซลล์ โดยที่เรียงล าดับการรอดชีวิตได้จากความ
เข้มของสีจากมากไปน้อย 
 

3.3  การทดสอบการซึมผ่านได้ของเยื่อหุ้มเซลล์ (Membrane permeabilization) 
             3.3.1 การทดสอบการซึมผ่านได้ของเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอก (membrane 
permeabilization) 

น าเซลล์แบคทีเรียแกรมลบคือ Klebsilla pneumonia 17736 และแกรมบวกคือ 
Bacillus pumilus TISTR 905  เลี้ยงที่ 37 ºC, 160 rpm จนได้ OD 650 ประมาณ 0.5-0.6 ปั่นเก็บเซลล์ที่ 
5,000 rpm 5 นาที น าส่วนตะกอน (pellet) มาล้างด้วย PBS pH 7.0   จ านวน 2 ครั้ง และเจือจางเซลล์ใน 
PBS ให้มีความหนาแน่นของเซลล์ที่ OD 650 ประมาณ 1.2  ปิเปตเซลล์ปริมาตร 1,940 µl ลงในเอบเพนดอบ 
ตามด้วย Hydrophobic fluorescent probe คือ 1-N-phenylnapthylamine (NPN) ปริมาตร 40 µl 
และ สารสกัดความเข้มข้น 0.2% (v/v) 20 µl และวัดการซึมผ่านได้ของเยื่อเซลล์ด้วยเครื่อง Fluorescent  

3.3.2 การทดสอบการซึมผ่านได้ของเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นใน (Plasma membrane             
permeabilization) 

เป็นการศึกษาการแพร่เข้าสู่เซลล์ของ ortho-Nitrophenyl-ß-galactoside (ONPG) และถูก
ย่อยด้วยเอนไซม์ ß-galactosidase ซึ่งเป็นเอนไซม์ในไซโตพลาสซึมได้ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นคือ o-
nitrophenol ที่มีสีเหลืองสามารถดูดกลืนแสงได้ในช่วง 415-420 nm และศึกษาการรั่วออกมาของเอนไซม์ 
ß-galactosidase  ซึ่งอยู่ภายในไซโตพลาสซึม ท าการทดสอบเฉพาะกับเซลล์แบคทีเรียแกรมลบเท่านั้น
เนื่องจากแบคทีเรียแกรมลบสามารถสร้างเอนไซม์ ß-galactosidase ได้ โดยในการทดลองนี้ใช้ 
Escherrichear coli MG 1655  ในการทดสอบเพ่ือเป็นการหลีกเลี่ยงการรบกวนจากแลคโตส เพราะ  E. coli 
MG 1655 ไม่มียีนในการน าแลคโตสเข้าสู่เซลล์ เนื่องจากแลค โตสนั้นเป็นสารตั้งต้นของเอนไซม์ ß-
galactosidase โดยท าการเลี้ยงเซลล์ในอาหารเลี้ยงเชื้อ (Nutrient Broth) ที่มี 2 % แลคโตสเพ่ือกระตุ้นให้
เซลล์แบคทีเรียมีการสร้างเอนไซม์ ß-galactosidase เมื่อเลี้ยงเซลล์ได้ค่า OD650 ประมาณ 0.5-0.6 จึงน า
เซลล์มาปั่นเก็บเซลล์ที่ 5,000 rpm 5 นาที น าส่วนตะกอน (pellet) มาล้างด้วย 0.5% NaCl  2 ครั้ง โดยปั่น



แบบรายงานผลความกา้วหนา้ โครงการวิจยัประเภทอุดหนุนทัว่ไป 
: กรณีคณบดีหรือผูท่ี้คณบดีมอบหมายเป็นผูป้ระเมิน 

23 

 

 

เหวี่ยงที่ 5,000 rpm 5 นาที หลังจากนั้นเจือจางเซลล์ให้มีความขุ่นที่ A650 ประมาณ 1.2 แบ่งเซลล์ออกเป็น
สามส่วน น าเซลล์ส่วนแรกมา Sonicate (15 W, pulses of 20 seconds) ประมาณ 5-10 นาที เพื่อใช้เป็น 
Positive control น าส่วนที่สองมาปิเปตลง 96 well plate  เติมสารสกัดความเข้มข้น 0.2% (v/v) 30 µl 
และ ONPG 10 µl เพ่ือวัด o-nitrophenol ที่มีสีเหลืองเป็นผลิตภัณฑ์ที่เกิดจาก ONPG เมื่อบ่มเซลล์
แบคทีเรียกับสารสกัดเป็นเวลา  1 ชั่วโมง ท าการวัดค่าการดูดกลืนแสงทุกๆ 5 นาที และน าเซลล์ส่วนที่เหลือ
มาปิเปตลงเอบเพนดอบ ปริมาตร 100 µl และทดสอบด้วยสารสกัดหยาบความเข้มข้น 0.2% (v/v) 30 µl 
บ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา               1 ชั่วโมง หลังจากนั้นน ามาปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 rpm 30 นาที 
แล้วน าเฉพาะส่วนใส (Supernatant) มาปิเปตลงใน 96 well plate แล้วเติม Substrate analog (ONPG) 
ลงไป 10 µl บ่มประมาณ 30 นาที ถึง 1 ชั่วโมง ถ้าสารสกัดสามารถท าให้เอนไซม์ ß-galactosidase  รั่ว
ออกมาได้เอนไซม์จะท าปฏิกิริยากับ ONPG และได้ผลิตภัณฑ์ที่มีสีเหลืองเกิดขึ้นคือ o-nitrophenol  
สามารถดูดกลืนแสงได้ท่ี 415 nm  

3.4  การศึกษาการยับยั้งการหลั่งของโปรตีนจากเซลล์แบคทีเรีย (Protein release inhibition) 
น าเซลล์แบคทีเรียที่เลี้ยงจนได้ค่า OD 650 ประมาณ 0.6  (อยู่ในช่วง log phase) มาท าการ

ทดสอบ โดยเซลล์แบคทีเรียที่ใช้ทดสอบแกรมลบคือ K. pneumonia 17736 และแกรมบวกคือ B. 
pumilus TISTR 905 ปิเปตเซลล์แบคทีเรียลงในหลอดไมโครฟิวจ์ปริมาตร 100 µl แล้วจึงเติมสารที่ต้องการ
ทดสอบได้แก่ สารสกัดหยาบความเข้มข้น 0.2% (v/v) และ สารสกัดแยกบริสุทธิ์บางส่วนด้วย  CH2Cl2  
(CH2Cl2 fraction) ความเข้มข้น 0.2% (v/v) ลงไปปริมาตร 50 µl บ่มที่ 37 ºC ข้ามคืน หลังจากนั้นน ามาปั่น
เหวี่ยงที่ 13,500 rpm ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 30 นาที น าเฉพาะส่วนใส (Supernatant) มาปริมาตร 10 µl 
เติม Solubilizing buffer ลงไป 10 µl แล้วน าไปต้มในน้ าเดือด 5 นาที หลังจากนั้นจึงน าไปโหลดใน SDS-
PAGE เพ่ือดูแบบแผนของโปรตีน หลังจากท่ีย้อมด้วย Coomasie brilliant blue 

3.5  การศึกษาโครงสร้างของเซลล์แบคทีเรียท่ีทดสอบด้วยสารสกัด 
น าเซลล์แบคทีเรียแกรมลบคือ K. pneumonia 17736 และแกรมบวกคือ B. pumilus TISTR 

905 เลี้ยงที่ 37 ºC, 160 rpm จนได้ OD550 ประมาณ 0.5-0.6 ปั่นเก็บเซลล์ที่ 5,000 rpm 5 นาที น าส่วน
ตะกอน (pellet) มาล้างด้วย PBS pH 7.0 จ านวน 2 ครั้ง ปั่นเหวี่ยงที่ 2,000 rpm 5-10 นาที เจือจางเซลล์
ใน PBS pH 7.0 ให้ได้เซลล์ที่มีความเข้มข้นประมาณ 0.01-0.1% ทดสอบเซลล์ในเอบ เพนดอบโดย
อัตราส่วนสารสกัด 50 µl ต่อเซลล์ 100 µl บ่มที่ 37 ºC เป็นเวลา 1 และ 2 ชั่วโมงตามล าดับ หลังจากนั้นปิ
เปตเซลล์ลงบนเมมเบรน (Polycarbonate membrane 0.2 µM) ตรึงเซลล์ด้วย 100% Glutaraldehyde 
1 ชั่วโมง หลังจากนั้นท าการ Dehydration ในเอทานอลจาก 30%, 50%, 70%, 90%, และ 100% (2ครั้ง) 
ความเข้มข้นละ 15 นาที น าไปเคลือบด้วยทองค าแล้วส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 
(Scanning electron microscopy)  
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4. ผลการด าเนินงาน 

  4.1 การสกัดสารออกฤทธิ์จากรากหนอนตายอยากและฤทธิ์ทางชีวภาพ 
การสกัดสารออกฤทธิ์จากรากหนอนตายอยากใช้ตัวท าละลายอินทรีย์สองชนิดคือ 95% methyl 

alcohol และ 95% ethyl alcohol เมื่อผ่านไป 3 วัน จะได้สารละลายสีเหลืองใส ดังแสดงในภาพที่ 7  
 

 
 

ภาพที่ 7 สารสกัดหยาบที่สกัดได้จาก 95% methyl alcohol ในระยะเวลา 3, 6 และ 9 วัน  
ตามล าดับ  

 
เมื่อน าสารละลายที่สกัดทั้ง 3 ครั้งมารวมกันแล้วน าไประเหยตัวท าละลายออกด้วยเครื่อง Rotary 

evaporator โดยสารสกัดหยาบจากเมทานอลระเหยที่อุณหภูมิ 60 ºC และสกัดหยาบจากเอทา นอลระเหย
ที่อุณหภูมิ 65 ºC เป็นระยะเวลา 2-3 ชั่วโมง พบว่าได้สารละลายสีน้ าตาลเข้มมีลักษณะข้นหนืด ละลาย
ออกมาด้วย DMSO จะมีสีน้ าตาลเข้มดังแสดงในภาพที่ 8  
 
 

 
 

ภาพที่ 8 สารสกัดหยาบจากเมทานอลหลังจากท่ีระเหยตัวท าละลายออกด้วย Rotary evaporator และ
ละลายใน 100% DMSO ในอัตราส่วน 1:5  

 สารสกัดหยาบทั้ง 4 ชนิดหลังจากท าให้แห้งด้วย Rotary evaporator และ Lyophilized แล้ว แสดง
เปอร์เซ็นต์ของสารสกัดหยาบ ดังตารางที่ 3 
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ตารางท่ี 3 เปอร์เซ็นต์ของสารสกัดหยาบทั้ง 4 ชนิด จากน้ าหนักรากหนอนตายอยากแห้ง 100 กรัม 
 

ชนิดของสารสกัด เปอร์เซ็นต์สารสกัด (w/v) 
สารสกัดหยาบจากเมทานอล 5.7 % 
สารสกัดหยาบจากเอทานอล 5.04% 
สารสกัดหยาบจากน้ า 2.57% 
สารสกัดหนายจากการกลั่นด้วยไอน้ า 0.5% 

 
และเม่ือน าสารสกัดท้ังหมด 4 ชนิดที่สกัดได้ ได้แก่ 5.7% สารสกัดหยาบจากเมทานอล  (Methanolic 

extract)  5.04 %  สารสกัดหยาบจากเอทานอล  2.57% สารสกัดหยาบจากน้ า และ 0.5% สารสกัดหยาบ
จากการกลั่นด้วยไอน้ ามาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพด้วยวิธี Disc diffusion assay กับแบคทีเรียทั้งแกรมบวก
และแกรมลบทั้งหมด 20 สายพันธุ์  พบว่าสารสกัดหยาบจากเมทานอล สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียได้ดีที่สุดโดยเฉพาะในแกรมบวก รองลงมาคือสารสกัดหยาบจากเอทานอล ส่วนสารสกัดหยาบจาก
น้ าและสารสกัดหยาบจากการกลั่นด้วยไอน้ านั้นไม่พบการยับยั้ง ดังแสดงตัวอย่างการยับยั้งในภาพที่ 9 
  

 
 
 
 
 

 

ภาพที่ 9 ผลการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพด้วยวิธี Disc diffusion assay กับเชื้อ B. pumilus TISTR    
905, Staphylococcus aureus ATCC 25923 (แกรมบวก), Xanthomonas sp.,  
K. pneumonia 17736 (แกรมลบ), ตามล าดับ 

P = 0.1 mg/ml Gentamicin (Positive control) N = น้ ากลั่นปลอดเชื้อ (negative control) 
 NN = สารสกัดหยาบจากน้ า                              NE = สารสกัดหยาบจากเอทานอล 
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NM = สารสกัดหยาบมากเมทานอล                  ND = สารสกัดหยาบจากการกลั่นไอน้ าDMSO = 
Dimethyl sulfoxide (Control) 
 
จากภาพที่ 9 จะเห็นวงใสๆหรือที่เรียกว่าพื้นท่ีในการยับยั้ง (Inhibition zone) รอบๆ Paper disc ซ่ึง

แสดงถึงความสามารถของสารสกัดในการยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลชีพ จากภาพจะเห็นว่านอกจากยา
ปฏิชีวนะท่ีใช้ทดสอบเป็น Positive control คือ 0.1 mg/ml Gentamicin ที่ยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลชีพ
ก่อโรคได้แล้ว พบว่าสารสกัดหยาบจากเมทานอล (NM) และสารสกัดหยาบจากเอทานอล (NE) เท่านั้นที่
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลชีพก่อโรคได้โดยจะพบวงใสๆรอบๆ Paper disc ส่วนสารสกัดหยาบจาก
น้ าและสารสกัดหยาบจากไอน้ านั้นไม่สามารถยับยั้ งการ เจริญเติบโตของจุลชีพก่อโรคได้ จากผลการทดลองนี้
ที่แสดงให้เห็นว่าสารสกัดหยาบจากเมทานอลและสารสกัดหยาบจากเอทานอลเท่านั้นที่สามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของจุลชีพก่อโรคได้ และมีพ้ืนที่ในการยับยั้งไม่แตกต่างกันมาก แต่ผู้วิจัยได้เลือกสารสกัดหยาบจาก
เมทานอลในการแยกบริสุทธิ์ต่อไปเนื่องจากมีเปอร์เซ็นต์ของสารสกัดท่ีได้มากกว่าการสกัดจากเอทานอลและ
สามารถระเหยตัวท าละลายออกได้ง่ายและรวดเร็วกว่า 

จากที่ผู้วิจัยได้เลือกสารสกัดหยาบจากเมทานอลในการศึกษาต่อไปนั้น โดยน ามาท าการแยกบริสุทธิ์
บางส่วน ด้วย HPLC โดยใช้ C18 reverse phase HPLC column และตรวจสอบที่ความยาวคลื่น 260 และ 
280 nm ในการตรวจสอบองค์ประกอบในสารสกัดหยาบที่มีหมู่ Aromatic ring พบว่ามีพีคหลักออกมา
ทั้งหมด 6 พีคท่ีตรวจสอบที่ความยาวคลื่น 260 nm ที่เวลาแตกต่างกัน ดังแสดงในภาพที่ 10  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 10 พีค (Peak) ที่เกิดจากการแยกบริสุทธิ์บางส่วนของสารสกัดหยาบจากเมทนอล ด้วย HPLC โดย

แสดง Retention time และ Peak ที่แยกได้จากสารสกัดหยาบ 
 
จากภาพที่ 10 พบว่ามีพีคออกมาทั้งหมด 6 Peak ที่เวลา 15.50, 18.00, 18.50, 21.00, 22.00  และ 

24.00 นาที ตามล าดับ และก าหนดให้พีคท่ี 1-6 เรียกว่า Fraction ที่ 1-6 และเม่ือน า Fraction ที่ 1-6 มา
ทดสอบ Antimicrobial activity ด้วยวิธี Disc diffusion assay และ Broth microdilution assay กับ 
แบคทีเรียทั้งหมด 6 สายพันธุ์ พบว่าทั้ง 6 Peak ไม่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลชีพก่อโรคได้เลย 
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ผู้วิจัยคาดว่าที่เป็นเช่นนี้อาจ เกิดจากในสารสกัดหยาบมี Active ingredient มากกว่าและสามารถท างานเสริม
ฤทธิ์ (Synergistic effect) ในการยับยั้งการเจริญเติบโตได้ดีกว่า  

4.2 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบจากเมทานอลและสารสกัดหยาบจาก  
CH2Cl2 ต่อการยับย้ังการเจริญเติบโตของจุลชีพก่อโรค 

          4.2.1 Disc diffusion assay 
การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบจากเมทานอลในการยับยั้งการ

เจริญเติบโตของจุลชีพโดยในงานวิจัยครั้งนี้ได้ท าการทดสอบกับแบคทีเรียแกรมบวกท้ังหมด 11 สายพันธุ์  
ได้แก่ S. aureus ATCC 25923, S. epidermidis, S. pneumonia DMS 5851, S. aureus 1466, B. 
pumilus TISTR 905,  B. subtilis ATCC 6633, B. shaericus TISTR 678, B. liceniformis TISTR 1010, 
B. subtilis TISTR 008,  B. cereus ATCC 11778 และ B. amyloliquefaciens TISTR 1045, และ 
แบคทีเรียแกรมลบทั้งหมด 9 สายพันธุ์ ได้แก่ E.coil 0157 :H7, K.pneumoniae 17736, P. aeruginosa, 
Vibrio cholera, S. typhi ATCC 5784, S. typhi B, S. typhi, S. paratyphi B และ Xanthomonas sp. 
จากผลการทดลองพบว่าสารสกัดหยาบสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวกได้ 8 สายพันธุ์
ได้แก่ S. aureus 1466, B. pumilus TISTR 905, B. subtilis ATCC 6633, B. shaericus TISTR 678, B. 
liceniformis TISTR 1010, B. subtilis TISTR 008, B. cereus ATCC 11778 และ B. amyloliquefaciens 
TISTR 1045 และแบคทีเรียแกรมลบได้ 3 สายพันธุ์ ได้แก่ Xanthomonas, S. typhi และ K. pneumoniae 
17736 โดยมีพ้ืนที่ในการยับยั้งแสดงในตารางที่ 4  จากผลการทดลองจะสังเกตเห็นว่าโดยส่วนมากแล้วสาร
สกัดหยาบนั้นสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตได้ดีในแบคทีเรียแกรมบวก โดยสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียแกรมลบที่ใช้ในการทดสอบได้เพียง 3 สายพันธุ์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B 
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ตารางท่ี 4. ผลของสารสกัดหยาบจากเมทานอลต่อการยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลชีพก่อโรคที่ทดสอบ
ด้วยวิธี Disc diffusion assay: Inhibition zone (mm) mean ± SD; Paper disc diameter 6.0 mm  

 
Bacteria strains (Gram+) Inhibition zone (mm) Gentamicin (mm) 

B. shaericus TISTR 678 13.6 ± 1.5 25 ± 1.73 
B. pumilus TISTR 905 12.3 ± 0.05 27.66 ± 3.21 
B. amyloliquefaciens TISTR 1045 12.3- ± 1.15 26.66 ± 0.57 
B. liceniformis TISTR 1010 12 ± 1 24.33 ± 1.52 
B. subtilis TISTR 008 11.33 ± 0.57 26.33 ± 1.52 
B. subtilis ATCC 6633 11 ± 1 24 ± 1.7 

B. cereus ATCC 11778 11 ± 1 23 ± 2.64 
S. aureus 1466  10.3 ± 0.5 20.6 ± 1.5 
S. aureus ATCC 25923 No inhibition 25.6 ± 2.51 
S. epidermidis  No inhibition 25 ± 1 
S. pneumonia DMS 5851 No inhibition 28.66 ± 2.08 
 

                                                                                           
 

จากตารางที่ 4 พบว่าโดยส่วนมากสารสกัดหยาบจากเมทานอลสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของจุล
ชีพก่อโรคแกรมบวกได้ดีกว่าแกรมลบ โดยมีพ้ืนที่ในการยับยั้งเฉลี่ย 11.79 ± 0.98 mm และ 9.10 ± 2.81 
mm ตามล าดับ โดยพื้นที่ในการยับยั้งที่ถือว่าสารสกัดนั้นมีฤทธิ์ยับยั้งได้คือมากกว่า 7.0 mm ขึ้นไป และเมื่อ
น าสารสกัดท่ีแยกบริสุทธิ์บางส่วนด้วย HPLC fraction ที่ 1-6 มาทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียแกรมบวก ได้แก่ S. aureus 1466 และ B. subtilis ATCC 6633 และแกรมลบ ได้แก่   
Xanthomonas sp, P. aeruginosa, K. pneumonia 17736 และ E. coli 0157 :H7 พบว่าสารสกัดที่แยก
บริสุทธิ์บางส่วนด้วย HPLC ไม่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบได้เลย (ดัง
แสดงในตารางที ่5   

Bacteria strains (Gram-) Inhibition zone (mm) Gentamycin (mm) 
Xanthomonas  12.3 ± 0.5 22 ± 0 
S. typhi  8.0  ± 0 21 ± 1.73 
K. pneumoniae 17736 9.0  ± 0 22 ± 4.58 
P. aeruginosa  No inhibition 11.33 ± 2.3 
Vibrio cholerae  No inhibition 20 ± 0 
S. typhi ATCC 5784 No inhibition 21.66  ± 1.52 
S. typhi B No inhibition 20.66 ± 0.57 
S. paratyphi B No inhibition 18.66 ± 2.88 
E. coli 0157.H7 No inhibition 22.66 ± 3.78 
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ตารางท่ี 5 ผลของ fraction 1-6 เปรียบเทียบกับสารสกัดหยาบต่อการยับยั้งการเจริญเติบโตของ 
จุลชีพก่อโรค: Inhibition zone (mm) mean ± SD ; Paper disc diameter 6.0mm 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

จากตารางที่ 5 จะเห็นว่า สารสกัดท่ีท าการแยกบริสุทธิ์บางส่วนด้วย  HPLC ตั้งแต่ Fraction ที่ 1-6 
ไม่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได้เลย ทั้งในแกรมบวกและแกรมลบ   

จากผลการทดลองสรุปได้ว่าสารสกัดหยาบจากเมทานอลสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย
แกรมลบได้เพียง 3 สายพันธุ์ และสารสกัดที่แยกบริสุทธิ์บางส่วนด้วย  HPLC ไม่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโต
ของแบคทีเรียแกรมลบได้เลยเมื่อทดสอบด้วยวิธี Disc diffusion assay อาจจะเนื่องจากแบคทีเรียแกรมลบ
นั้นมีผนังเซลล์ชั้นนอก (Outer membrane) ท าให้สารสกัดไม่สามารถเข้าไปมีผลได้ (ดังแสดงในภาพที่ 4.6) 
ในขณะที่ผนังเซลล์ชั้นนอกไม่มีในแบคทีเรียแกรมบวก โดยชั้นนอกสุดของเซลล์นั้นเป็น Peptidoglycan จึง
ส่งผลให้สารสกัดสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตได้ ดังนั้นจึงใช้วิธีทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีความไวสูงโดยคาด
ว่าจะเห็นผลการยับยั้ง เนื่องจาก Disc diffusion assay เป็นวิธีที่มีความไวต่ า สารสกัดต้องมีความสามารถใน
การยับยั้งสูง จึง จะสามารถเห็นผลในการยับยั้งได้ จึงได้ท าการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพโดยวิธี Broth 
microdilution assay ต่อไป  

 
 

Bacteria strains Inhibition zone (mm) 
Crude extract of 

methanol 
Purified  

fraction 1-6 
Gentamicin 

S. aureus 1466 10.3 ± 0.5 No inhibition 20.6 ± 1.5 
B. subtilis ATCC 6633 11 ± 1 No inhibition 24 ± 1.7 
X.  sp. 12.3 ± 0.5 No inhibition 22 ± 0 
P. aeruginosa No inhibition No inhibition 11.33 ± 2.3 
K. pneumonia 17736 9.0  ± 0 No inhibition 22 ± 4.58 
E. coli 0157.H7 No inhibition No inhibition 22.66 ± 3.78 
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ภาพที่ 11 องค์ประกอบผนังเซลล์แบคทีเรียแกรมบวกและลบ (Campbell, n.d.) 
 

จากภาพที่ 11 แสดงองค์ประกอบของผนังเซลล์แบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ จากภาพ
ผนังเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวกและลบต่างกันที่แกรมบวกนั้นจะมี ผนังเซลล์ 1 ชั้น ในขณะที่แกรมลบมี 2 
ชั้น และชั้นนอกสุดของแบคทีเรียแกรมบวกเป็น Peptidoglycan 40 เส้น ซ่ึง Peptidoglycan คือโพลิเมอร์ที่
ประกอบด้วยน้ าตาลและกรดอะมิโน  ประกอบด้วย 3 ส่วน ได้แก่ 1. ส่วนที่เป็น Backbone เป็น 
Polysaccharide สายยาวเรียกว่า Glycan สาย Glycan ประกอบด้วยน้ าตาล N-acetylmuramic (M) และ 
N- acetyl glucosamine (G) เชื่อมต่อกันด้วยพันธะ beta-1-4-glycosidic (M-G-M-G-M-G-M-G-M) 2. ส่วน
ทีเป็น Tetra peptide ซึ่งเกาะกับ M ได้แก่กรดอะมิโน L- alanine, D-alanine, D-glutamic acid, 
diamino pimelic acid (DPA) ซ่ึง Tetra peptide ที่เกาะอยู่กับ M ตัวที่ 3 จะแตกต่างกันออกไปขึ้นอยู่กับ
ชนิดของแบคทีเรีย 3. มีเปปไทด์อีกชุดที่เชื่อมต่อกับ Tetrapeptide ด้วยพันธะโควาเลนท์ท าให้สาย Glycan 
สองสายมาต่อกันและยังช่วยเพิ่มความแข็งแรงของผนังเซลล์ขึ้น 

4.2.2 Broth microdilution assay  
การทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียโดยวิธี Broth microdilution assay 

เป็นการทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบเหลว (Nutrient broth) และ
ค านวณเปอร์เซ็นต์ของการยับยั้งจากค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้เปรียบเทียบกับค่าการดูดกลืนแสงเริ่มต้น 

โดยในการทดลองนี้ได้ทดสอบกับเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก 2 ชนิดได้แก่ S. aureus 1466 
และ  B. subtilis ATCC 6633 และเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ 2 ชนิดได้แก่ P. aeruginosa และ K. 
pneumonia 17736 จากผลการทดลองพบว่าสารสกัดหยาบจากเมทานอลสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เชื้อแบคทีเรียได้ทั้ง 4 ชนิดได้แก่ S. aureus 1466,  B. subtilis ATCC 6633, P. aeruginosa และ K. 
pneumonia 17736 โดยมีเปอร์เซ็นต์ของการยับยั้ง 95.32%, 100%, 100% และ 80.41% ตามล าดับ ซึ่ง
จากที่ทดสอบด้วยวิธี Disc diffusion assay แล้วไม่เห็นผลการยับยั้งในแบคทีเรียแกรมลบ จากการทดลองนี้
แสดงให้เห็นว่า Broth dilution assay มีความไวในการทดสอบสูงกว่าวิธี Disc diffusion assay และเม่ือ
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ทดสอบกับสารสกัดท่ีท าการแยกบริสุทธิ์บางส่วนด้วย HPLC พบว่าไม่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียได้เลย จะเห็นเปอร์เซ็นต์การยับยั้งได้เพียงเล็กน้อยใน  B. subtilis ATCC 6633  (ดังแสดงในภาพที่ 
12) จากผลการทดลองนี้ผู้วิจัยคาดว่าในสารสกัดท่ีท าการแยกบริสุทธิ์บางส่วนด้วย HPLC นั้นมีผลท าให้ 
Active ingredient ที่ประกอบอยู่ในสารสกัดแยกออกจากกันและมีความเข้มข้นลดลง ดังนั้นจึงส่งผลให้ไม่
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได้  

K.pneumoniae Ps.aeruginosa S.aureus 1466B.subtilis ATCC 66333
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ภาพที่ 12 ผลของสารสกัดหยาบจากเมทานอลและสารสกัดท่ีแยกบริสุทธิ์บางส่วนด้วย   

HPLC ต่อการยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลชีพ โดยวิธี Broth microdilution assay 
 
4.2.3 ฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบจาก CH2Cl2   

 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบจาก  CH2Cl2  ท าได้โดยวิธี Disc diffusion 
assay และ Broth microdilution assay เพ่ือหาค่า Minimal inhibitory concentration (MIC) ซึ่งค่า MIC 
คือ ค่าความเข้มข้นต่ าที่สุดที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลชีพได้อย่างน้อย 99% เมื่อบ่มที่ 37 ºC 
ข้ามคืน ผลการทดลองจาก Disc diffusion assay พบว่า สารสกัดหยาบจาก CH2Cl2 สามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบได้ดีกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัดหยาบจากเมทานอล ซึ่ง
มี Inhibition zone ที่มากกว่าสารสกัดหยาบจากเมทานอล (ดังแสดงในตารางที ่6) 
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ตารางท่ี 6 ผลของสารสกัดหยาบจาก  CH2Cl2 ต่อการยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลชีพเปรียบเทียบกับ 

สารสกัดหยาบจากเมทานอล : Inhibition zone (mm) mean ± SD; paper disc diameter 
6.0mm 

                                                                             Inhibition zone (mm) 

Bacteria strains 

100%  
DMSO 

Methanolic  
extract 

CH2Cl2  
extract 

0.1 mg/ml 
Gentamicin  

Gram + 
B. megaterium 0 13.5  ± 0.21 

15.25  ± 
0.17 

40.0  ± 0 

 

B. cereus 0 11.5 ± 0 15.0 ± 0 25.5  ± 0.07 
B. pumilus TISTR 905 0 11.0 ± 0 13.0 ± 0 26.0 ± 0 

B. subtilis TISTR 008  0 11.0 ± 0 13.0 ± 0 30.0 ± 0 
B. liceniformis TISTR 
1010 0 12 .0  ± 1 

12.5 ± 
0.04 

24.5  ± 0.03 

S. epidermidis  0 11.0 ± 0 
12.5  ± 
0.07 39.5  ± 0.21 

B. amyloliquefaciens 
TISTR 1045 10.0 ± 0 9.5  ± 0.21 12.0  ± 0 32.5  ± 0.07 

B. subtilis ATCC 6633 0 9.0  ± 0 
11.75  ± 

.04 29.0 ± 0 
B. shaericus  0 9.5  ± 0.02 11.05 ± 0 29.0  ± 0.14 
S. aureus 1466 0 9.0  ± 0.28 0 24.5  ± 0.07 
S. aureus ATCC 
25923 

0 0 0 25.0 ± 0.14 

S. pneumonia DMS 
5851 0 0 0 23.5  ± 0.07 
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ตารางท่ี 6 ผลของสารสกัดหยาบจาก  CH2Cl2 ต่อการยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลชีพเปรียบเทียบกับ 
สารสกัดหยาบจากเมทานอล : Inhibition zone (mm) mean ± SD; paper disc diameter 
6.0mm (ต่อ) 

 

Gram - Xantromonas  0 12.3  ± 0.5 
14.0  ± 
0.14 24.0  ± 0 

 

E. coli 0157:H7 
11.5  ± 
0.07 0 12.0  ± 0 21.0 ± 0.07 

P. aeruginosa 11.5 0 
12.0  ± 
0.14 7.0  ± 0 

E. coli MG 1655 0 9.0  ± 0 10.0  ± 0 24.5  ± 0.07 
K. pneumoniae 
17736 9.0  ± 0 9.0  ± 0 

9.5  ± 
0.07 

20.5  ± 0 
.07 

S. typhi  0 8.0  ± 0 9.0  ± 0 22.5  ± 0.07 

S. typhi B 0 0 8.0  ± 0 
21.25  ± 

0.03 

S. typhi ATCC 5784 
12.5  ± 
0.07 0 8.0  ± 0 25.5  ± 0.07 

S. paratyphi B 0 0 0 21.5  ± 0.02 

 Vibrio cholerae 0 0 0 
 21.25  ± 
0.03 

 
จากตารางที่ 6 จะเห็นว่าสารสกัดหยาบจาก CH2Cl2 มี Inhibition zone มากกว่าสารสกัดหยาบจาก

เมทานอลในแบคทีเรียทุกสายพันธุ์ที่สารสกัดหยาบจากเมทานอลและสารสกัดหยาบจาก  CH2Cl2 สามารถ
ยับยั้งได้ สรุปได้ว่าสารสกัดหยาบจาก CH2Cl2 มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลชีพก่อโรคได้
ดีกว่าสารสกัดหยาบจากเมทานอล และจากผลการหาค่า MIC โดยวิธี Broth dilution assay แสดงดังภาพท่ี 
4.8 
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ภาพที่ 13 ผลของสารสกัดหยาบจาก CH2Cl2 และสารสกัดหยาบจากเมทานอลต่อการยับยั้ง 
 การเจริญเติบโตของจุลชีพก่อโรคโดยทดสอบด้วยวิธี Broth dilution assay  

 
  จากภาพที่ 13 เป็นกราฟแสดงเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของจุลชีพก่อโรคที่ทดสอบด้วยสารสกัด
หยาบจาก CH2Cl2 และสารสกัดหยาบจากเมทานอลโดยวิธี Broth dilution assay กับตัวแทนของเชื้อ
แบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวก 6 สายพันธุ์ ได้แก่ B. pumilus TISTR 905, S. aureus ATCC 23923,  B. 
cereus ATCC 11778, K. pneumonia 17736, E. coli MG 1655 และ S. typhi B   จากผลการทดลอง
พบว่าสารสกัดหยาบจาก CH2Cl2 และสารสกัดหยาบจากเมทานอลที่ความเข้มข้นสุดท้าย 4.61% (v/v) ใน 
DMSO มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได้ 80% ในทุกเชื้อ และพบว่าสารสกัดหยาบจาก 
CH2Cl2 สามารถยับยั้งการเจริญเติมโตของจุลชีพได้มากกว่า 99% ในเชื้อ B. pumilus TISTR 905, B. cereus 
ATCC 11778, E. coli MG 1655 และ S. typhi B  ในขณะที่สารสกัดหยาบจากเมทานอล สามารถยับยั้งการ
เจริญเติมโตของจุลชีพได้มากกว่า 99% ในเชื้อ B. pumilus TISTR 905 เพียงสายพันธุ์เดียว จากการทดลองนี้
สามารถบอกได้ว่า สารสกัดหยาบจาก CH2Cl2 และสารสกัดหยาบจากเมทานอล มีค่า MIC ที่มากกว่า  4.61% 
(v/v) ใน DMSO  
 
4.3 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม 
  การทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดต่อเซลล์ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมเพ่ือเป็นการยืนยันว่าสารสกัด
สามารถน าไปใช้ได้จริงกับสิ่งมีชีวิตเช่น มนุษย์หรือสัตว์ และเพ่ือก าหนดค่าความเข้มข้นที่เหมาะสม ในการ
ทดลองนี้ได้ทดสอบความสามารถของสารสกัดท่ีท าให้เม็ดเลือดแดงแตก (Hemolysis) โดยในการทดลองนี้ใช้ 
Triton X- 100 เป็น Positive control ที่สามารถท าให้เม็ดเลือดแดงแตกได้ 100% ผลการทดลองพบว่า สาร
สกัดมีผลท าให้เม็ดเลือดแดงแตก 10% ที่ความเข้มข้น 0.2% (v/v) เมื่อเปรียบเทียบกับ Triton X - 100 (ดัง
แสดงในภาพที่ 4.9)  
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ภาพที่ 14 ผลของสารสกัด และ Triton X -100 ต่อการแตกของเม็ดเลือดแดง  

 
จากภาพที่ 14 แสดงให้เห็นชัดเจนว่าสารสกัดมีผลท าให้เม็ดเลือดแดงแตกเพียง 10% ซึ่งแตกต่างกัน

อย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับ Triton X- 100 จากการทดลองนี้สามารถสรุปได้ว่าสารสกัดจากรากหนอนตาย
อยากไม่มีผลต่อการท าให้เม็ดเลือดแดงของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมแตกที่ความเข้มข้น 0.2 % (v/v) และเมื่อได้ท า
การทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดหยาบต่อเซลล์ Macrophage RAW264.7 พบว่าที่ความเข้มข้นของสาร
สกัด 20 % (v/v) และ 2% (v/v) ท าให้เซลล์สามารถรอดชีวิตได้ 18% และ 20% ตามล าดับ และท่ีความ
เข้มข้นของสารสกัดท่ี 0.2% (v/v) เซลล์รอดชีวิต 80% (ดังแสดงในภาพที่ 15)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 15 ผลของสารสกัดต่อการรอดชีวิตของเซลล์ Macrophage RAW264.7 ที่ทดสอบด้วยวิธี MTT 

assay   
 

จากภาพที่ 15 จะเห็นว่าเมื่อความเข้มข้นของสารสกัดลดน้อยลงเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์จะ
เพ่ิมมากข้ึนและจากกราฟท่ีความเข้มข้น 0.2% (v/v) ส่งผลให้เซลล์รอดชีวิตได้ 80% ซึ่งถือว่าเป็นความเข้มข้น
ที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์และสามารถน าไปใช้กับเซลล์ของสิ่งมีชีวิตได้  
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4.4 การทดสอบการซึมผ่านได้ของเยื่อหุ้มเซลล์ (Membrane permeabilization)   
  4.4.1 การทดสอบการซึมผ่านได้ของเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอก (Membrane permeabilization)                 

ในงานวิจัยนี้ได้ท าการทดสอบการซึมผ่านได้ของเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกของแบคทีเรีย (Outer 
membrane) โดยที่ต้องการทดสอบว่าสารสกัดมีผลที่ท าให้เกิดการซึมผ่านได้ของเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกของ
แบคทีเรียหรือไม่ โดยทดสอบกับเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกคือ B. pumilus TISTR 905 และแบคทีเรียแกรมลบ
คือ K. pneumoniae 17736 โดยวัดการเรืองแสงของของ Hydrophobic fluorescent probe คือ1-N-
phenylnapthylamine (NPN) โดยปกตินั้น NPN จะไม่เรืองแสงในสารละลาย แต่จะเรืองแสงเมื่ออยู่ใน
สภาพแวดล้อมที่เหมาะสม คือ สภาพแวดล้อมที่เป็น Hydrophobic ดังนั้นเมื่อสารสกัดมีผลท าให้ผนังเซลล์
ของแบคทีเรียเกิดการซึมผ่านได้ (Permeabilization) และส่งผลให้ NPN ซึมผ่านเข้าไปในยื่อหุ้มเซลล์ของ
แบคทีเรียได้ซึ่งเป็นสภาพแวดล้อมที่เป็น Hydrophobic สูง ดังนั้น NPN จึงสามารถเรืองแสงได้ โดยวัดการ
เรืองแสงที่ความยาวคลื่น Excitation  350 nm  และ Emission 410 nm จากผลการทดลองพบว่า  K. 
pneumoniae 17736  ไม่เกิดการเรืองแสงของ NPN โดยเมื่อระยะเวลาเพิ่มข้ึน % NPN uptake ก็ยังคง 0% 
เท่าเดิม จนกระทั่งท่ีเวลา 5 นาที ในขณะที่ B. pumilus TISTR 905 เกิดการเรืองแสงของ NPN อย่างรวดเร็ว
ในช่วงเวลา 60 วินาทีแรก ประมาณ 8% หลังจากนั้น % NPN uptake คงท่ีที่ 8% จนกระท่ังที่เวลา 5 
นาที (ดังแสดงในภาพที่ 16)  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 16 ผลของสารสกัดต่อการแพร่ของ NPN เข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย K. pneumoniae 17736  และ  

B. pumilus TISTR 905 โดยเทียบกับ Triron X-100 เป็น 100% 
 

  จากภาพที่ 16 จะเห็นผลการซึมผ่านได้ของเยื่อหุ้มเซลล์เฉพาะในแบคทีเรียแกรมบวกเท่านั้นแสดงให้
เห็นว่าองค์ประกอบของผนังเซลล์ของแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบที่แตกต่างกันเป็นปัจจัยส าคัญต่อการ
เกิดอันตรกิริยาของสารสกัดท่ีมีต่อผนังเซลล์ในการซึมผ่านได้ของเยื่อเซลล์และในการยับยั้งการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียโดยสารสกัด 

4.4.2 การทดสอบการซึมผ่านได้ของเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นใน (Plasma membrane 
permeabilization) 
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การทดสอบการซึมผ่านได้ของเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นใน (Plasma membrane 
permeabilization) นั้นทดสอบเพื่อต้องการทราบว่าสารสกัดจากรากหนอนตายอยากนั้นมีผลท าให้เกิดการ
ซึมผ่านได้ของเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นในได้หรือไม่ โดยจะท าการทดสอบเฉพาะในแบคทีเรียแกรมลบเท่านั้น เนื่องจาก
สามารถสร้างเอนไซม์ ß-galactosidase ได้ โดยในการทดลองนี้ทดสอบกับ   E. coli MG 1655   สามารถท า
ได้ 2 วิธีด้วยกันคือ การศึกษาการ  Uptake ของ ortho-Nitrophenyl-ß-galactoside (ONPG) ซึ่งเป็นสารตั้ง
ต้นอนุพันธุ์ของเอนไซม์ ß-galactosidase โดยถ้าสารสกัดสามารถท าให้เซลล์แบคทีเรียเกิดรูถึงเยื่อหุ้มเซลล์
ชั้นในได้จะท าให้  ONPG รั่วเข้าสู่ภายในเซลล์ได้ และจะถูกย่อยด้วยเอนไซม์ ß-galactosidase ได้ผลิตภัณฑ์
คือ o-nitrophenol ซึ่งเป็นสารที่มีสีเหลืองสามารถดูดกลืนแสงได้ในช่วงความยาวคลื่น 415-420 nm ส่วนอีก
วิธีคือศึกษาการรั่วของเอนไซม์ ß-galactosidase ซึ่งอยู่ภายในไซโตพลาสซึม จากเซลล์แบคทีเรีย ที่ถูกทดสอบ
ด้วยสารสกัด 

(1) ONPG uptake 
ทดสอบกับแบคทีเรีย E. coli MG 1655 ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่ไม่มียีนส์ในการน าแลคโตส

เข้าสู่เซลล์ใช้ในการศึกษาการเกิดการซึมผ่านได้ของเยื่อหุ้มเซลล์ โดยวัดการดูดกลืนแสงของผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้น
คือ o-nitrophenol ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 17 

 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
 
ภาพที่ 17 ผลของสารสกัด , Gentamicin และ Sonicate ต่อการซึมผ่านได้ของ 
 เยื่อหุ้มเซลล์ชั้นใน  
 

จากภาพที่ 17 พบว่าเซลล์ที่ถูกท าให้เซลล์แตกโดยการใช้คลื่นเสียงความถ่ีสูง (Sonication) มีปริมาณ
ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นมากที่สุดจากที่มีค่าการดูดกลืนแสงสูงที่สุด ลองลงมาคือเซลล์แบคทีเรียที่ทดสอบด้วยสาร
สกัดหยาบจาก CH2Cl2 ที่มีค่าการดูดกลืนแสงเฉลี่ยอยู่ที่ประมาณ 0.1 และจากกราฟพบว่าแบคทีเรียที่ทดสอบ
ด้วย Gentamicin ซึ่งเป็นยาปฏิชีวนะสามารถท าให้เกิด Plasma membrane permeabilization ได้น้อย
ที่สุด 

(2) ß-galactosidase  release 
ศึกษาการรั่วของเอนไซม์ ß-galactosidase จากเซลล์แบคทีเรีย E. coli  MG 1655 

โดยวัด Supernatant ที่เติมสารตั้งต้นอะนาลอกลงไป  หลังจากท่ีเซลล์แบคทีเรียถูกบ่มกับสารสกัดท่ี 37 ºC 
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 18 
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ภาพที่ 18 ผลของสารสกัดหยาบจากเมทานอล, สารสกัดหยาบจาก CH2Cl2 และ Gentamicin   

ต่อการรั่วของเอนไซม์ ß-galactosidase เมื่อเทียบกับค่าเอนไซม์ที่ปล่อยออกมาเมื่อน าเซลล์
ไปท าให้แตกโดยวิธี Sonication เป็น 100 % 

 
  จากภาพที่ 18 พบว่าเซลล์แบคทีเรียที่ทดสอบด้วย Gentamicin นั้นไม่สามารถท าให้ผนังเซลล์ชั้นใน
เกิดรูขนาดใหญ่พอที่จะท าให้เอนไซม์ ß-galactosidase รั่วออกมาได้  ส่วนเซลล์ที่ถูกทดสอบด้วย  สารสกัด
หยาบจากเมทานอลและ  สารสกัดหยาบจาก CH2Cl2 มีเปอร์เซ็นต์ของการท าให้เอนไซม์ ß-galactosidase  
รั่วออกมาได้ 5.6% และ 6.8% ตามล าดับ ในขณะที่เซลล์แบคทีเรียที่ถูกท าให้เซลล์แตกโดยการใช้คลื่นเสียง
ความถี่สูง (Sonicate) พบว่ามีเอนไซม์ ß-galactosidase รั่วออกมาจ านวนมากซึ่งเติมเม่ือ substrate แล้ววัด
ค่าการดูดกลืนแสงพบว่ามีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด ประมาณ OD415 0.7 โดยก าหนดให้เป็นการรั่วของเอนไซม์ 
100% จากการทดลองนี้สามารถสรุปไดว้่า สารสกัดหยาบจากเมทานอลและสารสกัดหยาบจาก CH2Cl2 สามารถ
ท าให้เอนไซม์ ß-galactosidase รั่วออกมาภายนอกเซลล์ได้เพียงเล็กน้อย 
 
 
4.5 การศึกษาการยับยั้งการหลั่งของโปรตีนจากเซลล์แบคทีเรีย (Protein release inhibition) 
  โดยส่วนใหญ่เซลล์แบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวกท่ีมีชีวิตจะมีการสร้างโปรตีนในกลุ่มของ 
Exotoxins  เป็นโปรตีนที่ไม่ทนความร้อน และขับออกภายนอกเซลล์ และจะมีการหลั่งของ Exotoxins มาก
ขึ้นเมื่อแบคทีเรียนั้นบุกรุกเซลล์โฮสท์เพ่ือท าลายเซลล์  (ชัยวัฒน์ กิตติกูล, ม.ป.ป.) แต่ถ้าเมื่อใดที่เซลล์ตายหรือ
ถูกยับยั้งการสร้างโปรตีน ปริมาณของโปรตีนที่ถูกขับออกมาก็จะลดลง โดยในแบคทีเรียแกรมลบจะปลดปล่อย 
Endotoxins ออกมาซึ่งเป็นสารในกลุ่ม Lipopolysaccharide ในการทดลองนี้ผู้วิจัยได้คาดว่าสารสกัดจะไปมี
ผลในการยับยั้งการสร้างโปรตีนของเซลล์แบคทีเรีย โดยใช้ยาปฏิชีวนะ Gentamicin เป็น Positive control 
ซึ่งเป็นยาปฏิชีวนะกลุ่มอะมิโนไกลโคไซด์ ( Aminoglycosides) ที่เข้าไปมีผลออกฤทธิ์ยับยั้งการสร้างโปรตีน
ของแบคทีเรีย (ไตรรัตน์ แก้วเรือง , 2553) ในการทดลองนี้ได้ทดสอบกับแบคทีเรียแกรมบวกคือ B. pumilus 
TISTR 905 และแบคทีเรียแกรมลบคือ K. pneumonia 17736 โดยการทดสอบแบคทีเรียด้วยสารสกัดแล้ว
บ่มที่ 37ºC ข้ามคืน หลังจากนั้นจึงตรวจสอบแบบแผนของโปรตีนด้วย SDS-PAGE ผลการทดลองแสดงดังภาพ
ที่ 19 
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ภาพที่ 19 แบบแผนโปรตีนของ B. pumilus TISTR 905 ที่ย้อมด้วย Coomassie brilliant blue  
R-250 
Lane 1 : B. pumilus TISTR 905 
Lane 2 : B. pumilus TISTR 905 ที่ทดสอบด้วย 100% DMSO 
Lane 3 : B. pumilus TISTR 905 ที่ทดสอบด้วยสารสกัดหยาบจากเมทานอล 
Lane 4 : B. pumilus TISTR 905 ที่ทดสอบด้วยสารสกัดหยาบจาก CH2Cl2  
Lane 5 : B. pumilus TISTR 905 ที่ทดสอบด้วย 0.1 mg/ml Gentamicin 
Lane 6 : B. pumilus TISTR 905 ที่ทดสอบด้วย Lysis buffer รวมทั้งท าให้เซลล์แตก              
ด้วยคลื่นเสียงความถี่สูง 

   
จากภาพที่ 19 แสดงให้เห็นแถบแบนของโปรตีนจางมากเมื่อย้อมด้วย Coomassie brilliant blue  

R-250 ซึ่งจะเห็นแถบแบนโปรตีนจางๆใน Lane ที่ 1 ซึ่งก็คือ B. pumilus TISTR 905 ที่ไม่ได้ทดสอบด้วยสาร
ชนิดใดเลย แสดงให้เห็นว่าเซลล์แบคทีเรียที่มีชีวิตปกติจะมีการสร้างโปรตีนและขับออกนอกเซลล์ และอีก 
lane ทีเห็นแถบแบนของโปรตีนคือ lane ที่ 6 คือแบคทีเรียที่ถูกท าให้เซลล์แตกด้วยบัฟเฟอร์และคลื่นเสียง
ความถี่สูง (Sonicate) จากผลการทดลองตรงนี้ยังไม่สามารถจะสรุปได้ ผู้วิจัยจึงได้ย้อมเจลด้วยวิธี  Silver 
staining ผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 20 
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ภาพที่ 20 แบบแผนโปรตีนของ B. pumilus TISTR 905 ที่ย้อมด้วย Silver strain  

Lane 1 : B. pumilus TISTR 905 
Lane 2 : B. pumilus TISTR 905 ที่ทดสอบด้วย 100% DMSO 
Lane 3 : B. pumilus TISTR 905 ที่ทดสอบด้วยสารสกัดหยาบจากเมทานอล 
Lane 4 : B. pumilus TISTR 905 ที่ทดสอบด้วยสารสกัดหยาบจาก CH2Cl2  
Lane 5 : B. pumilus TISTR 905 ที่ทดสอบด้วย 0.1 mg/ml Gentamicin 
Lane 6 : B. pumilus TISTR 905 ที่ทดสอบด้วย Lysis buffer รวมทั้งท าให้เซลล์แตก               
ด้วยคลื่นเสียงความถี่สูง  

 
จากภาพแสดงที่ 20 ให้เห็นแถบแบนของโปรตีนชัดเจน โดยพบแถบแบนโปรตีนเข้มที่สุดใน  Lane 6 

(B. pumilus TISTR 905+  lysis condition) รองลงมาคือใน Lane 1 (B. pumilus TISTR 905), และพบ
ความเข้มของแบนโปรตีนที่ใกล้เคียงกันใน 3 lane คือ Lane 2 (B. pumilus TISTR 905+ 100% DMSO), 
Lane 4 (B. pumilus TISTR 905+ สารสกัดหยาบจาก CH2Cl2 ), และ Lane 5 (B. pumilus TISTR 905 + 
Gentamicin) ตามล าดับ และพบแถบแบนโปรตีนที่จางที่สุดใน Lane 3 (B. pumilus TISTR 905 + Crude 
extract) จากผลการทดลองนี้จะเห็นว่า แบคทีเรียที่ถูกทดสอบด้วย Gentamicin ที่เป็นยาปฏิชีวนะท่ีมี
คุณสมบัติในการยับยั้งการสร้างโปรตีน พบว่าจะเห็นความเข้มของแถบแบนโปรตีนจางลงเมื่อเปรียบเทียบกับ 
Lane ที่ 1 ซึ่งเป็นแบคทีเรียมที่ไม่ได้ถูกทดสอบ เช่นเดียวกับท่ีถูกทดสอบด้วย DMSO และ สารสกัดหยาบจาก 
CH2Cl2  จะเห็นว่าความเข้มของแถบแบบของโปรตีนก็ลดลงเช่นกันเมื่อเทียบกับ Lane ที่ 1 แต่จะพบว่าใน 
Lane ที่ 3 เป็นแบคทีเรียที่ถูกทดสอบด้วยสารสกัดหยาบจากเมทานอลมีความเข้มของแถบแบบโปรตีนน้อย
ที่สุด จากผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่า สารสกัดหยาบ และ สารสกัดหยาบจาก CH2Cl2 สามารถยับยั้งการ
หลั่งของโปรตีนออกภายนอกเซลล์ได้เมื่อทดสอบเซลล์แบคทีเรียกับสารสกัดผ่านไปช่วงเวลาหนึ่ง 
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ส่วนในแบคทีเรียแกรมลบได้ท าการทดสอบกับ K. pneumonaie 17736  ผลการทดลองแสดงดัง
ภาพที่  21 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 21 แบบแผนโปรตีนของ K. pneumonaie 17736 ที่ย้อมด้วย Coomassie brilliant blue  
 R-250 
 Lane 1 : K. pneumonaie 17736 
 Lane 2 : K. pneumonaie 17736 ที่ทดสอบด้วย 100% DMSO 
 Lane 3 : K. pneumonaie 17736 ที่ทดสอบด้วยสารสกัดหยาบจากเมทานอล 
 Lane 4 : K. pneumonaie 17736 ที่ทดสอบด้วยสารสกัดหยาบจาก CH2Cl2  
 Lane 5 : K. pneumonaie 17736 ที่ทดสอบด้วย 0.1 mg/ml Gentamicin 
 Lane 6 : K. pneumonaie 17736 ที่ทดสอบด้วย Lysis buffer รวมทั้งท าให้เซลล์   
 แตกด้วยคลื่นเสียงความถี่สูง   

 
จากภาพที่ 21 แสดงให้เห็นแถบแบนของโปรตีนจางมากเมื่อย้อมด้วย Coomassie brilliant blue  

R-250 ซึ่งจะเห็นแถบแบบโปรตีนจางๆใน Lane ที่ 1 ซึ่งก็คือ K.  pneumonaie 17736 ที่ไม่ได้ทดสอบด้วย
สารชนิดใดเลย เช่นเดียวกับในแบคทีเรียแกรมบวกแสดงให้เห็นว่าเซลล์แบคทีเรียที่มีชีวิตปกติจะมีการสร้าง
โปรตีนและขับออกนอกเซลล์ และอีก Lane ทีเห็นแถบแบนของโปรตีนคือ Lane ที่ 6 คือแบคทีเรียที่ถูกท าให้
เซลล์แตกด้วยบัฟเฟอร์และคลื่นเสียงความถี่สูง (Sonicate) จากผลการทดลองตรงนี้ไม่สามารถจะสรุปอะไรได้
ดังเช่นในแกรมบวกดังนั้นผู้วิจัยจึงได้ย้อมเจลด้วยวิธี  Silver staining ผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 22 
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ภาพที่ 22 แบบแผนโปรตีนของ  K. pneumonaie 17736 ที่ย้อมด้วย Silver strain 
Lane 1 : K. pneumonaie 17736 
Lane 2 : K. pneumonaie 17736 ที่ทดสอบด้วย 100% DMSO 
Lane 3 : K. pneumonaie 17736 ที่ทดสอบด้วยสารสกัดหยาบจากเมทานอล 
Lane 4 : K. pneumonaie 17736 ที่ทดสอบด้วยสารสกัดหยาบจาก CH2Cl2  
Lane 5 : K. pneumonaie 17736 ที่ทดสอบด้วย 0.1 mg/ml Gentamicin 
Lane 6 : K. pneumonaie 17736 ที่ทดสอบด้วย Lysis buffer รวมทั้งท าให้เซลล์   แตก
ด้วยคลื่นเสียงความถี่สูง  

 
จากภาพที่ 22 แสดงให้เห็นแถบแบนของโปรตีนชัดเจนขึ้น โดยพบแถบแบนโปรตีนเข้มที่สุดใน  Lane 

6 (K. pneumonaie 17736 + lysis condition ) ลองลงมาคือใน Lane 1 (K. pneumonaie 17736) 
ในขณะที่แทบจะไม่พบแถบแบนโปรตีนเลยในเลนที่ทดสอบด้วย DMSO, สารสกัดหยาบจาก CH2Cl2, สารสกัด
หยาบจากเมทานอล และ Gentamicin จากผลการทดลองตรงนี้สามารถสรุปได้ว่า สารสกัดหยาบจาก CH2Cl2 

และ สารสกัดหยาบจากเมทานอล สามารถยับยั้งการหลั่งของโปรตีนออกภายนอกเซลล์ของแบคทีเรียได้เม่ือ
ทดสอบเซลล์แบคทีเรียกับสารสกัดผ่านไปช่วงเวลาหนึ่ง เนื่องจากให้ผลการทดลองเช่นเดียวกับ Gentamicin 
ซึ่งได้กล่าวไว้แล้วในข้างต้นว่าเป็นยาปฏิชีวนะท่ีมีคุณสมบัติในการยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีน 
4.6 การศึกษาโครงสร้างของเซลล์แบคทีเรียท่ีทดสอบด้วยสารสกัดภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
อิเล็กตรอน แบบส่องกราด   
  จากการศึกษาโครงสร้างของเซลล์แบคทีเรียแกรมบวกคือ B. pumilus TISTR 905 และแก รมลบ
คือ K. pneumoniae 17736 ที่ทดสอบด้วยสารสกัดหยาบจากเมทานอลและสารสกัดท่ีแยกบริสุทธิ์บางส่วน
เพ่ือเป็นการยืนยันผลเปรียบเทียบกับกับการทดลองก่อนนหน้านี้ โดยก าหนดให้บ่มเซลล์แบคทีเรียกับสารสกัด
เป็นเวลา 1 และ 2 ชั่วโมง ผลการทดลองพบว่าในเชื้อ B. pumilus TISTR 905 เมื่อเวลาผ่านไป 1 ชั่วโมง ผนัง
ของเซลล์เริ่มยุบตัวเล็กน้อยแต่ยังคงโครงสร้างเดิมอยู่ (Intact Cell) และเม่ือเวลาผ่านไป 2 ชั่วโมง พบว่าสาร
สกัดหยาบจากเมทานอลมีผลท าให้ผนังเซลล์ของ  B. pumilus TISTR 905 เกิดการยุบตัวเซลล์มีลักษณะเหี่ยว
และเสียรูปทรงเดิมอย่างเห็นได้ชัดเจน  ดังแสดงในภาพที่ 4.18 ส่วนที่ทดสอบด้วยสารสกัดท่ีแยกบริสุทธิ์
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บางส่วนนั้นพบว่าผนังเซลล์มีการเสียรูปทรง เซลล์ได้เสียรูปร่างไปจากเดิมแต่เซลล์ยังคงโครงสร้างเดิมอยู่ ส่วน
ใน K. pneumoniae 17736 พบว่า เมื่อเวลาผ่านไป 1 ชั่วโมง เซลล์แบคทีเรียยังคงโครงสร้างเดิมอยู่ และเมื่อ
เวลาผ่านไป 2 ชั่วโมงจะเห็นว่าผนังเซลล์มีการเปลี่ยนแปลงไปจากเดิมเพียงเล็กน้อย  ดังแสดงในภาพที่ 4.19  
เมื่อเปรียบเทียบผลระหว่างแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบจะเห็นได้ชัดเจน ว่าทั้งสารสกัดหยาบ
จากเมทานอลและสารสกัดท่ีแยกบริสุทธิ์บางส่วนมีผลโดยตรงต่อแบคทีเรียแก รมบวกซ่ึงสอดคล้องกับผล
การทดลองก่อนหน้านี้ 

 
 
ภาพที่ 22 เซลล์แบคทีเรียแกรมบวก B. pumilus TISTR 905 โดย A คือ ทดสอบด้วยสารสกัดหยาบจาก

เมทานอล B คือ สารสกัดท่ีแยกบริสุทธิ์บางส่วน (1) คือ ปราศจากสารสกัด ( 2) คือ เซลล์ที่ถูก
ทดสอบเม่ือเวลาผ่านไป 1 ชั่วโมง และ (3) คือ เซลล์ที่ถูกทดสอบเม่ือเวลาผ่านไป 2 ชั่วโมง 
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ภาพที่ 23  เซลล์แบคทีเรียแกรมลบ K. pneumoniae 17736 โดย A คือ ทดสอบด้วยสารสกัดหยาบจาก
เมทานอล B คือ สารสกัดท่ีแยกบริสุทธิ์บางส่วน (1) คือ ปราศจากสารสกัด ( 2) คือ เซลล์ที่ถูก
ทดสอบเม่ือเวลาผ่านไป 1 ชั่วโมง และ (3) คือ เซลล์ที่ถูกทดสอบเม่ือเวลาผ่านไป 2 ชั่วโมง 
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5. สรุปและวิจารณ์ผล 

งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาการสกัดสารออกฤทธิ์จากรากหนอนตายอยากและการทดสอบฤทธิ์ทาง
ชีวภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลชีพก่อโรค รวมทั้งศึกษากลไกการเข้าท าลายเซลล์แบคทีเรียของ
สารออกฤทธิ์ เพ่ือเป็นองค์ความรู้พื้นฐานส าหรับการน าสารสกัดไปประยุกต์ใช้ทั้งในทางด้านการแพทย์และ
เกษตรกรรม 

จากการศึกษาการสกัดสารออกฤทธิ์จากรากหนอนตายอยากด้วยตัวท าละลายอินทรีย์สองชนิดคือ 
95% Methanol และ 95% Ethanol รวมทั้งการสกัดด้วยน้ าและการกลั่นด้วยไอน้ า เมื่อน า มา ทดสอบฤทธิ์
ทางชีวภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียทั้งหมด 20 สายพันธุ์ด้วยวิธี Disc diffusion assay 
พบว่า สารสกัดหยาบที่ได้จากการสกัดด้วย  95% Methanol สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได้
ดีที่สุด โดยพบว่าส่วนมากสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได้โดยเฉพาะแกรมบวก ทั้งหมด 8 สาย
พันธุ์ ได้แก่ S. aureus 1466, B. pumilus TISTR 905, B. subtilis ATCC 6633, B. shaericus TISTR 678,  
B. liceniformis TISTR 1010, B. subtilis TISTR 008, B. cereus ATCC 11778 และ B. 
amyloliquefaciens TISTR 1045 โดยมีพ้ืนที่ในการยับยั้ง (Inhibition zone) 10.3 ± 0.5, 12.3 ± 0.5, 11 
± 1, 13.6 ± 1.5, 12 ± 1, 11.3 ± 0.5, 11 ± 1, 12.3 ± 1.1, 12.3 ± 0.5 mm ตามล าดับ โดยเฉลี่ยแล้วสาร
สกัดหยาบจากเมทานอลมีพื้นที่ในการยับยั้งในแบคทีเรียแกรมบวก 11.79±0.98 mm และสามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตแบคทีเรียแกรมลบได้เพียง 1 สายพันธุ์คือ  Xantromonas sp.โดยในงานวิจัยก่อนหน้านี้ได้
ทดสอบสารที่แยกบริสุทธิ์ได้จากรากหนอนตายกยาก Stemona tuberose. กับเชื้อแบคทีเรีย 3 ชนิดได้แก่ B. 
pumilus, K. pneumonia และ C. neoformans (Yang Ye, 2007) 

เมื่อน าสารสกัดหยาบจากเมทานอลมาท าการแยกบริสุทธิ์บางส่วนด้วย HPLC พบว่า มีพีคเกิดขึ้น
ทั้งหมด 6 พีค ที่เวลา 15.50, 18.00, 18.50, 21.00, 22.00 และ 24.00 นาที ตามล าดับ  แต่เมื่อน าพีคที่ได้
จากการแยกด้วย HPLC ทั้งหมด 6 พีคมาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพพบว่าไม่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบได้เลย ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเมื่อท าสารสกัดหยาบให้มีความบริสุทธิ์มากขึ้น
กลับท าให้คุณสมบัติในการต้านการเจริญของจุลชีพลดลง สามารถสรุปได้ว่าเมื่อสารออกฤทธิ์ถูกแยกออกจาก
กันจึงไม่เกิดคุณสมบัติในการต้านการเจริญของจุลชีพ ในขณะที่ในสารสกัดหยาบสารออกฤทธิ์สามารถท างาน
ร่วมกันในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย ได้ จากที่ไม่ประสบผลส าเร็จในการแยกบริสุทธิ์บางส่วนด้วย 
HPLC ผู้วิจัยจึงน าสารสกัดหยาบจากเม ทานอลมาท าการแยกต่อด้วย Dichloromethane น าไประเหยตัวท า
ละลายออกด้วย Rotary evaporator และท าให้สารสกัดเข้มข้นข้ึนโดยเครื่อง SpeedVac และเม่ือน าสาร
สกัดที่ได้มาทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพกับแบคทีเรียก่อโรคทั้งหมด 22 สายพันธุ์ ด้วยวิธี  Disc diffusion assay 
พบว่าสารสกัดที่ได้จากการแยกด้วย  Dichloromethane (CH2Cl2 fraction) มีคุณสมบัติในการต้านการเจริญ
ของแบคทีเรียได้ดีกว่าสารสกัดหยาบโดยสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตได้ทั้งแกรมบวกและแกรมลบ ใน
แบคทีเรียแกรมบวกสามารถยับยั้งการเจริญได้ทั้งหมด 9 สายพันธุ์ ได้แก่ B. megaterium, B. cereus, B. 
pumilus TISTR 905, B. subtilis 008, B. liceniformis TISTR 1010, S. epidermidis, B. 
amyloliquefaciens TISTR 1045, B. subtilis ATCC 6633, B. shaericus โดยมีพ้ืนที่ในการยับยั้ง 
(Inhibition zone) 15.25  ± 0.17, 15.0 ± 0, 13.0 ± 0, 13.0 ± 0, 12.5 ± 0.04, 12.5  ± 0.07, 12.0  ± 
0, 11.75  ± .04, 11.05 ± 0 mm ตามล าดับ และสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียแกรมลบได้
ทั้งหมด 8 สายพันธุ์ ได้แก่ X. sp, E. coli 0157:H7, P. aeruginosa, E. coli MG 1655, K. pneumoniae 
17736, S. typhi, S. typhi  B, S. typhi ATCC 5784 โดยมีพ้ืนที่ในการยับยั้ง (Inhibition zone)  14.0 ± 
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0.14, 12.0 ± 0, 12.0 ± 0.14, 10.0 ± 0, 9.5 ± 0.07, 9.0 ± 0, 8.0 ± 0, 8.0 ± 0 mm ตามล าดับ โดย
เฉลี่ยแล้ว CH2Cl2 fraction มีพ้ืนที่ในการยับยั้งเฉลี่ยในแกรมบวกและแกรมลบ 12.89 ± 1.4 mm และ 
10.31± 2.15 mm ตามล าดับ 

ผลการศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดหยาบและสารสกัดท่ีแยกบริสุทธิ์บางส่วนด้วย  CH2Cl2 ที่ความ
เข้มข้น0.2% (v/v) พบว่ามีความเป็นพิษต่อเซลล์เม็ดเลือดแดงต่ าโดยสามารถท าใ ห้ เซลล์แตกได้เล็กน้อย
ประมาณ 10.02% เมื่อเทียบกับ Triton X-100 ที่สามารถท าให้เซลล์เม็ดเลือดแดงแตกได้ 100% และพบว่า
ไม่เป็นพิษต่อเซลล์แมคโครฟาจ  RAW364.7 ที่ความเข้มข้นน้อยกว่า 0.2% (v/v) ดังนั้นจึงสามารถน าสารสกัด
จากรากหนอนตายอยากไปประยุกต์ใช้ได้ แต่ต้องอยู่ในช่วงความเข้มข้นที่เหมาะสม  

การศึกษาการซึมผ่านได้ของเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอก  (Membrane permeabilization) ของแบคทีเรีย
เมื่อถูกทดสอบด้วยสารสกัดหยาบเพ่ือดูการเรืองแสงของ 1-N-phenylnapthylamine (NPN) ที่จะเรืองแสงได้
ก็ต่อเมื่ออยู่ในสภาพแวดล้อมที่เป็น Hydrophobic สูง โดย NPN จะสามารถแพร่เข้าสู่เยื่อหุ้มเซลล์ของ
แบคทีเรียได้เมื่อเยื่อหุ้มเซลล์เกิดรู จากการทดสอบกับแบคทีเรียแกรมบวกคือ B. pumilus TISTR 905 พบว่า
เกิดการเรืองแสงของ NPN อย่างรวดเร็วในช่วงของ 60 วินาทีแรก ประมาณ 8% หลังจากนั้นเปอร์เซ็นต์การ
แพร่ของ NPN  คงที่ท่ี 8% จนกระท่ังที่เวลา 5 นาที ในขณะที่ไม่เกิดการเรืองแสงใน K. pneumoniae 
17736 ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมลบที่ใช้ทดสอบ จากการทดลองนี้สามารถสรุปได้ว่าสารสกัดหยาบจากเมทานอล
สามารถท าให้เยื่อหุ้มเซลล์ชั้นนอกของแบคทีเรียแกรมบวกเกิดการซึมผ่านได้เท่านั้น คาดว่าอาจเกิดจากความ
แตกต่างของเยื่อหุ้มเซลล์ที่ในแบคทีเรียแกรมบวกนั้นชั้นนอกสุดเป็นเปปติโดไกลแคน 

ผลการวิเคราะห์การซึมผ่านได้ของเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นใน (Plasma membrane) ของเซลล์แบคทีเรีย E. 
coli MG 1655 จากการศึกษาการน า ONPG เข้าสู่เซลล์เมื่อเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นในเกิดรูจากอิทธิพลของสารสกัด 
ผลการทดลองพบว่า CH2Cl2 extract ที่ความเข้มข้น 0.2% (v/v) สามารถท าให้เกิดการซึมผ่านได้ของเยื่อหุ้ม
เซลล์ชั้นในได้มากกว่าสารสกัดหยาบจากเมทานอลและ Gentamicin จากการวัด o-nitrophenol 

ผลการวิเคราะห์การเกิดรูของเยื่อหุ้มเซลล์ชั้นใน โดยการวัดการรั่วของเอนไซม์ ß-galactosidase ของ
เซลล์แบคทีเรีย E. coli MG 1655 เมื่อถูกทดสอบด้วยสารสกัดเป็นระยะเวลา 1 ชั่วโมง พบว่า สารสกัดหยาบ
จากเมทานอลท าให้เกิดการรั่วของเอนไซม์ ß-galactosidase ได้ 5.6% ในขณะที่ สารสกัดหยาบจาก CH2Cl2 
ที่ความเข้มข้น 0.2% (v/v) สามารถท าให้เกิดการรั่วของเอนไซม์ ß-galactosidase ได้ 6.8% เมื่อเปรียบเทียบ
กับสภาวะที่มีการท าให้เซลล์แตกโดยคลื่นเสียงความถี่สูงโดยก าหมดให้มีการรั่วของเอนไซม์ ß-galactosidase 
เป็น 100% จากผลการทดลองนี้สรุปได้ว่าสารสกัดหยาบจากเมทานอลและสารสกัดหยาบจาก  CH2Cl2 มีผล
ท าให้เกิดการรั่วของเอนไซม์ ß-galactosidase ไม่แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญ 

ผลการศึกษาการยับยั้งการหลั่งของโปรตีนโดยสารสกัดหยาบจากเมทานอลและสารสกัด หยาบ  
CH2Cl2 ใน B. pumilus TISTR 905 และ  K. pneumoniae 17736 พบว่าสารสกัดหยาบจากเมทา นอล
และสารสกัดหยาบ CH2Cl2 มีผลการทดลองท่ีคล้ายคลึงกับ Gentamicin ซึ่งเป็นยาปฏิชีวนะท่ีมีคุณสมบัติใน
การยับยั้งการสร้างโปรตีนของแบคทีเรีย ผลการทดลองนี้สามารถสรุปได้ว่าสารสกัดหยาบจากเมทานอลและ
สารสกัดหยาบจาก CH2Cl2 มีกลไกที่ไม่ทราบแน่ชัดโดยจะไปมีผลท าให้การหลั่งโปรตีนออกจากเซลล์แบคทีเรีย
ลดลงจากปกติ  

ผลการวิเคราะห์โครงรูปของเซลล์แบคทีเรียเมื่อถูกทดสอบด้วยสารสกัดหยาบจากเมทานอลและสารสกัด
ที่แยกบริสุทธิ์บางส่วนเป็นระยะเวลา 1 และ 2 ชั่วโมงภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด ใน  B. 
pumilus TISTR 905 เมื่อเวลาผ่านไป 1 ชั่วโมง ผนังของเซลล์เริ่มยุบตัวเล็กน้อยแต่ยังคงโครงรูปเดิมอยู่ 
(Intact cell) และเม่ือเวลาผ่านไป 2 ชั่วโมงพบว่าสารสกัดหยาบมีผลท าให้ผนังเซลล์ของ  B. pumilus TISTR 
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905 เกิดการยุบตัวอย่างรุนแรงเซลล์มีลักษณะเหี่ยวและเสียรูปทรงเดิมอย่างเห็นได้ชัดเจน ส่วนใน   K. 
pneumoniae 17736 พบว่า เมื่อเวลาผ่านไป 1 ชั่วโมง เซลล์แบคทีเรียยังคงโครงรูปเดิมอยู่ และเมื่อเวลาผ่าน
ไป 2 ชั่วโมงจะเห็นว่าผนังเซลล์มีการเปลี่ยนแปลงไปจากเดิมเพียงเล็กน้อย 
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