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บทสรปุสําหรบัผูบริหาร  
(Executive Summary) 

 
 โครงการวิจัยยอยนี้รับผิดชอบในสวนการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของพืชอาหารและศึกษา
แบคทีเรียถึงเอนไซมที่สรางฮิสตามีนที่ทําใหเกิดอาการแพ เพื่อนําไปสูการพัฒนาวิธีตรวจสอบเชื้อดังกลาว 
รวมทั้งผลิตภัณฑเพื่อลดการปนเปอนเชื้อในปลาทะเลและอาการแพที่อาจเกิดขึ้นในมนุษย ในสวนแรก
ของโครงการซึ่งศึกษาถึงฤทธิ์ตานแบคทีเรียชนิดตางๆ พบวา น้ํามันตะไครมีฤทธิ์ดีที่สุดสําหรับการยับยั้ง
การเจริญของแบคทเีรยีกอโรคในชองปาก รองลงมาคือน้ํามันใบมะกรูดและน้ํามันพลู ตามลําดับ สวนฤทธ์ิ
ตานแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหารทั้ง 11 สายพันธุของสารสกัดพืชพื้นเมืองทั้งหมด จากผลการทดลอง
พบวา สารสกัดยอดหมักกากใหผลตานแบคทีเรียที่กอโรคทางเดินอาหารไดดี ทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและ
แกรมลบโดยมีคา MIC และ MBC อยูในชวง 0.39-3.13 มก./มล. และ 3.13-12.5 มก./มล. ตามลําดับ 
โดยออกฤทธิ์ดีที่สุดตอ Salmonella paratyphi B และ Enterococcus sp. โดยมีคา MIC ประมาณ 
0.39 มก./มล. สําหรับสารสกัดชาเลือดและหลุมพีออกฤทธิ์ตานเชื้อ Salmonella typhi ไดดีมาก โดยมี
คา MIC เพียง 0.78 มก./มล. สําหรับฤทธ์ิตอแบคทีเรียที่สรางฮิสตามีน จากผลการทดลองเมื่อพิจารณาที่
คา MIC และ MBC พบวาสารสกัดชาเลือดและหมักกากแสดงฤทธิ์ตานเชื้อไดดีที่สุด โดยมีคา MIC อยู
ในชวง 0.39-3.125 มก./มล. และ MBC อยูในชวง 0.39-12.5 มก./มล. จึงเปนพืชที่มีศักยภาพและ
นาสนใจที่จะศึกษาถึงสารออกฤทธิ์ตอไป  
 สําหรับฤทธ์ิตานการอักเสบของสารสกัดพืชพื้นเมือง 11 ชนิด ไดแก กระโดนบก เสม็ดชุน มันปู 
มะตูมซาอุ ชาเลือด ชะอม ขี้ขวง หวายลิง ปลีกลวย ผักหวานปา และชะมวง ซึ่งทําการคัดเลือกจากพืช
จากโครงการยอยที่ 1-3 ซึ่งมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระไดดี โดยทําการทดสอบผลของสารสกัดพืชตอการหลั่ง 
nitric oxide และ pro-inflammatory cytokines เชน tumor necrosis factor-α (TNF-α) และ 
interleukin-6 (IL-6) พบวา สารสกัดชะมวงที่ 100 มคก./มล. สามารถยับยั้งการหลั่งของ nitric oxide 
จาก murine peritoneal macrophage cell line (RAW 264.7) ภายหลังการกระตุนดวย 
lipopolysaccharides (LPS) ถึงรอยละ 57.3 เมื่อทําการทดสอบหาปริมาณ TNF-α และ IL-6 ที่หลั่ง
จากเซลล RAW 264.7 ที่ถูกกระตุนดวย LPS พบวา สารสกัดชะมวงใหผลดีที่สุด โดยสามารถยับยั้งการ
หลั่งของสารสื่ออักเสบไดถึงรอยละ 42.7 และ 76.9 ตามลําดับ เมื่อเทียบกับ dexamethasone สารตาน
การอักเสบซึ่งใชเปนสารควบคุมในการทดลองนี้ มีผลยับยั้งที่รอยละ 52.2 และ 90 ตามลําดับเมื่อเทียบที่
ความเขนขนเทากัน ในสวนฤทธิ์ตานการอักเสบของน้ํามันหอมระเหย 11 ตัวอยาง ไดแก แมงลัก กะเพรา 
โหระพา พลู กานพลู อบเชย ตะไคร กระชาย ผิวมะกรูด ใบมะกรูด ขา พบวา น้ํามันพลู น้ํามันอบเชย 
น้ํามันแมงลัก น้ํามันตะไคร น้ํามันกะเพราและน้ํามันกานพลู ที่ความเขมขน 100 มคก./มล. สามารถ
ยับยั้งการหลั่งของ nitric oxide จาก murine peritoneal macrophage cell line (RAW 264.7) 
ภายหลังการกระตุนดวย lipopolysaccharides (LPS) ถึงรอยละ 89.27, 87.03, 85.14, 82.79, 73.06 
และ 71.32 ตามลําดับ โดยน้ํามันหอมระเหยชนิดอื่นใหผลยับยั้งที่ต่ํากวารอยละ 70 เมื่อเทียบกับ 
dexamethasone สารตานการอักเสบซึ่งใชเปนสารควบคุมในการทดลองนี้ ที่ความเขมขนเทากันมีผล
ยับยั้งที่รอยละ 69.32 เมื่อทําการทดสอบหาปริมาณสารสื่ออักเสบ TNF-α ที่หลั่งจากเซลล RAW 264.7 
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ที่ถูกกระตุนดวย LPS พบวา น้ํามันอบเชยใหผลดีที่สุด โดยสามารถยับยั้งการหลั่งของสารสื่ออักเสบนี้ได
ถึงรอยละ 98.24 นอกจากนี้ ยังมี น้ํามันแมงลัก และน้ํามันกานพลู ที่มีผลยับยั้งการหลั่ง TNF- ไดรอย
ละ 84.95 และ 79.90 ตามลําดับ เมื่อเทียบกับ dexamethasone ที่ความเขมขนเทากันมีผลยับยั้งที่รอย
ละ 66.50   เมื่อทําการทดสอบหาปริมาณ IL-6 ที่หลั่งจากเซลล RAW 264.7 ที่ถูกกระตุนดวย LPS 
พบวา น้ํามันอบเชยใหผลดีที่สุด โดยสามารถยับยั้งการหลั่งของสารสื่ออักเสบไดถึงรอยละ 97.09 
นอกจากนี้ ยังมีน้ํามันกานพลู น้ํามันแมงลัก และน้ํามันพลูที่มีผลยับยั้งการหลั่ง IL-6 ไดรอยละ 81.28, 
72.69 และ 68.01 ตามลําดับ เมื่อเทียบกับ dexamethasone ที่ความเขมขนเทากันมีผลยับยั้งที่รอยละ 
59.67 
 นอกจากนี้ โครงการนี้ยังมีเปาหมายเพื่อศึกษาแบคทีเรียที่สามารถผลิตฮิสตามีนจากการทํางาน
ของเอนไซม histidine decarboxylase ที่เปลี่ยนฮิสทิดีน (histidine) ไปเปนฮิสตามีน (histamine)  ซึ่ง
ฮิสตามีนเปนสารที่กอใหเกิดอาการแพภายหลังจากที่ผูบริโภครับประทานเนื้อปลาที่มีการปนเปอนโดย
อาการแพขึ้นอยูกับความไวของผูบริโภคตอปรมิาณของฮิสตามีนที่ไดรับ ซึ่งในบางรายมีอาการแพที่รุนแรง
อาจถึงแกชีวิตได โดยจะทําการศึกษาในระดับยีนเพื่อนําไปสูการพัฒนาวิธีการตรวจสอบการปนเปอน  
นอกจากนี้ ยังทําการทดสอบประสิทธิภาพของผลิตภัณฑสําหรับลาง/แชอาหารทะเลเพื่อลดการปนเปอน
ของแบคทีเรียที่สามารถผลิตฮิสตามีนอีกดวย สําหรับการทดลองในสวนนี้ไดทําการคัดแยกแบคทีเรียที่
สามารถผลิตฮิสตามีนจากตัวอยางปลาทะเลทั้งหมด 5 ชนิด ไดแก ปลาทูตัวสั้น (short-bodies 
mackerel) ปลาลัง (indian mackerel) ปลาซาบะ (pacific mackerel) ปลาอินทรีย (king mackerel) 
และปลาโอดํา (longtail tuna) ซึ่งผลจากการตรวจสอบการสรางฮีสตามีนโดยวิธี Thin layer 
chromatography สามารถคัดแยกเชื้อที่สามารถสรางฮิสตามีนไดทั้งหมด 41 ตัวโดยแบงเปน 15 ตัวที่คัด
แยกไดจากปลาทูตัวสั้น 19 ตัวคัดแยกไดจากปลาลัง 5 ตัวอยางคัดแยกไดจากปลาโอดําและ 2 ตัวที่คัด
แยกไดจากปลาอินทรีย หลังจากนั้นนําเชื้อกลุมดังกลาวมาศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมี ซึ่งผลการทดสอบ
พบวาเชื้อตัวอยางทั้ง 41 ตัวเปนแบคทีเรียแกรมลบรูปรางเปนทอนสั้น ในสวนของการทดสอบ
ความสามารถในการใชน้ําตาลกลูโคส แลกโตสและซูโครส พบวาเชื้อตัวอยางทั้งหมดสามารถยอยน้ําตาล
กลูโคสไดเพียงอยางเดียวยกเวนเชื้อ 5 ตัวอยางที่คัดแยกไดจากปลาโอดําที่สามารถยอยน้ําตาลกลูโคส 
ซูโครสหรือแลกโทสได และไมพบการสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟด แตอยางไรก็ตามพบวามีเชื้อ 8 ตัวที่
สามารถสรางกาซได นอกจากนี้ พบวาเชื้อตัวอยางทั้งหมดใหผลบวกในการทดสอบ catalase test และ
ใหผลลบในการทดสอบ oxidase และสวนในการทดสอบ motility test พบวามีเชื้อทั้งหมด 28 ตัวที่ให
ผลบวก หลังจากนั้นทําการศึกษาในระดับยีนโดยออกแบบ primers เพื่อใชในการตรวจสอบการปรากฎ
ของยีน histidine decarboxylase gene (hdc gene) โดยใชฐานขอมูลใน NCBI เพื่อเก็บรวบรวมขอมูล
ของยีน hdc ทั้งหมดเพื่อนํามาหาสวนที่เปน conserved region ของยีนนี้สําหรับออกแบบ universal 
primers ทั้งหมด 3 คู ซึ่งผลจากการทดลองในสวนของ specificity test ของ primers กับเชื้อมาตรฐาน
ที่สามารถสราง histamine ได 2 สายพันธุ คือ Morganella morganii ATCC 25830,  Enterobacter 
aerogenes ATCC 13048 และเชื้อที่สามารถสรางฮีสตามีนไดทั้ง 41 ตัวอยางซึ่งผลจากการทดลองพบวา
คู primer Hdc_2F และ Hdc_2R ใหผล specificity ดีที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับคู primers อีกสองคู โดย
คู primer Hdc_2F และ Hdc_2R ใหผลบวกกับ M. morganii, E. aerogenes และเชื้อที่คัดแยกไดจาก
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ปลาทะเล โดยขนาดของยีนเปาหมาย (PCR product) ที่ไดจากคู primer Hdc_2F และ Hdc_2R มี
ขนาดเทากับ 578 bp หลังจากนั้นทําการวิเคราะหลําดับเบสของยีนเปาหมายที่ไดจากเชื้อ M. morganii 
และ E. aerogenes ผลการจากวิเคราะหลําดับเบสที่ไดของยีนเปาหมายที่ไดจาก M. morganii พบวา
เมื่อนําไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลของ hdc gene ใน NCBI พบวาลําดับเบสของยีนเปาหมายดังกลาวมี
ความเหมือนกับ hdc gene ของ M. morganii ในฐานขอมูลถึงรอยละ 99 และในสวนของยีนเปาหมายที่
ไดจากเชื้อ E. aerogenes เมื่อนําไปเปรียบเทียบกับ hdc gene ของเชื้อ E. aerogenes ในฐานขอมูล
พบวามีความเหมือนกับ hdc gene ของเชื้อ E. aerogenes ในฐานขอมูลรอยละ94  

เมื่อทําการทดสอบ sensitivity ของคู primer Hdc_2F และ Hdc_2R ตอ M. morganii และ 
E. aerogenes โดยแบงวิธีการเตรียม template สําหรับการทดสอบเปน 3 แบบคือ whole cells, heat 
treated cell lysates และ genomic DNA ผลจากการทดลองสําหรับ M. morganii พบวา template 
ที่ไดจาก cell lysates และwhole cells ใหคา sensitivity ที่ดีที่สุดคือ 102Cfu/mL ในขณะที่ 
genomic DNA ที่ไดจากชุดสกัดทางการคาใหคา sensitivity เทากับ 104Cfu/mL สําหรับการทดสอบ 
sensitivity ของคู primer นี้ตอ E. aerogenes พบวา template ชนิด cell lysates และ genomic 
DNA ใหผลดีที่สุดโดยปริมาณเชื้อตํ่าที่สุดที่สามารถตรวจพบยีนเปาหมายเทากับ 105Cfu/mL และในสวน
ของ whole cells พบวาปริมาณเชื้อที่ต่ําที่สุดที่สามารถตรวจพบยีนเปาหมายคือ 106 Cfu/mLและใน
การทดสอบ sensitivity ของคู primer Hdc_2F และ Hdc_2R ตอเชื้อ M. morganii และ E. 
aerogenes ในสภาวะจําลองที่มีเนื้อปลาเปนองคประกอบ สําหรับเชื้อ M. morganii พบวา template 
ที่ไดจาก cell lysates ใหคา sensitivity ที่ดีที่สุดคือ 103 Cfu/mL รองลงมาคือ genomic DNA และ 
whole cells โดยมีคา sensitivity เทากับ 105 Cfu/mL และ 106Cfu/mL ตามลําดับ ขณะที่คา 
sensitivity ของคู primer ตอเชื้อ E. aerogenes พบวา templateที่ไดจาก cell lysates ใหคา 
sensitivity ดีที่สุดคือ 106 Cfu/mL ในขณะที่คา sensitivity ที่ไดจาก template ที่เปน whole cells 
และ genomic DNA มีคาเทากับ 107 Cfu/mLตามลําดับ 
 สําหรับการศึกษาฤทธิย์ับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่สามารถผลิตฮิสตามีนของตํารับน้ํามันหอม
ระเหยทั้ง 16 ตํารับ โดยพบวาตํารับที่ 3 ที่ประกอบดวยน้ํามันตะไครรอยละ 4 w/v ที่ใช polyethylene 
glycol เปนสารชวยทําละลายใหผลดีที่สดุในการยับย้ังการเจริญของเชื้อทีใ่ชในการทดสอบ โดยพบวามคีา 
MIC และ MBC ที่ระดับความเจือจาง 1 : 32 เมื่อทําการทดสอบกับเชื้อ M. morganii, E. aerogenes 
และ KM134 และนอกจากนั้นพบวาที่ระดับความเจือ 1 : 64 เปนความระดับความเขมขนที่ต่ําที่สุดที่
สามารถยับยั้งการเจริญและฆาเชื้อไดหลังจากทําการทดสอบกับเชื้อ N30 ในสวนของตํารับน้ํามันหอม
ระเหยที่ประกอบดวยน้ํามันโหระพาเปนองคประกอบ ที่ซึ่งมีฤทธิ์ดีที่สุดในการยับยั้งการเจริญของเชื้อที่ใช
ในการทดสอบคือตํารับที่ 1 ที่ประกอบดวยน้ํามันโหระพารอยละ 2 w/v โดยผลจากการทดลองพบวา
ตํารับที่ 1 ใหผลดีที่สุดในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ N30 โดยมีคา MIC และ MBC ที่ระดับความเจือจาง
เทากับ 1 : 32 ในขณะที่เมื่อทําการทดสอบกับเชื้อ M. morganii, KM134 และ E. aerogenes พบวา
ระดับความเจือจางที่ใหคา MIC และ MBC คือ 1 : 16, 1 : 16และ 1: 8 ตามลําดับ ในขณะเดียวกันพบวา
ตํารับน้ํามันหอมระเหยผสมระหวางน้ํามันตะไครและน้ํามันโหระพาตํารับที่ 5 ที่มีอัตราสวนระหวางน้ํามัน
ตะไครตอน้ํามันโหระพาในอัตราสวน 2 : 0.5 มีฤทธิ์ดีที่สุดในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ N30 และ 
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KM134 โดยพบวามีคา MIC และ MBC อยูที่ระดับความเจือจาง 1 : 32 และใหคา MIC และ MBC ที่
ระดับความเจือจาง 1 : 16 เมื่อทําการทดสอบกับเชื้อ M. morganii และ E. aerogenes ตามลําดับ  
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บทคัดยอ 
 

 โครงการวิจัยนีม้ีวัตถุประสงคหลักเพื่อทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของพืชอาหารและศึกษาแบคทีเรียที่
สามารถสรางฮิสตามีนที่ทําใหเกิดอาการแพ เพื่อนําไปสูการพัฒนาวิธีตรวจสอบเชื้อดังกลาว รวมทั้ง
ผลิตภัณฑเพื่อลดการปนเปอนเชื้อในปลาทะเลและอาการแพที่อาจเกิดขึ้นในมนุษย ในสวนแรกของ
โครงการซึง่ศึกษาถึงฤทธิ์ตานแบคทีเรียชนิดตางๆ พบวา น้ํามันตะไครมีฤทธิ์ดีทีสุ่ดสําหรบัการยบัยั้งการ
เจริญของแบคทีเรียกอโรคในชองปาก สวนฤทธ์ิตานแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหารทัง้ 11 สายพันธุของ
สารสกัดพืชพื้นเมืองทั้งหมด พบวา สารสกัดยอดหมกักากใหผลตานแบคทเีรียทีก่อโรคทางเดินอาหารไดด ี
ทั้งแบคทเีรียแกรมบวกและแกรมลบ สําหรบัฤทธิ์ตอแบคทีเรียทีส่รางฮสิตามีนไดนั้น พบวาสารสกัด
ชาเลือดและหมกักากแสดงฤทธ์ิตานเชื้อไดดีทีสุ่ด จึงเปนพืชที่มีศักยภาพและนาสนใจทีจ่ะศึกษาถึงสาร
ออกฤทธิ์ตอไป สําหรบัฤทธิ์ตานการอกัเสบของสารสกัดพืชพื้นเมืองซึ่งทําการคัดเลือกจากพืชจากโครงการ
ยอยที่ 1-3 ซึ่งมีฤทธิ์ตานอนุมลูอสิระไดดี โดยทําการทดสอบผลของสารสกัดพืชตอการหลั่ง nitric oxide 
และ pro-inflammatory cytokines เชน tumor necrosis factor-α (TNF-α) และ interleukin-6 
(IL-6) พบวา พบวา สารสกัดชะมวงใหผลดีทีสุ่ด ในสวนฤทธิ์ตานการอักเสบของน้ํามันหอมระเหย พบวา 
น้ํามันพลูและน้ํามันอบเชยสามารถยบัยั้งการหลั่งของ nitric oxide จาก murine peritoneal 
macrophage cell line (RAW 264.7) ภายหลังการกระตุนดวย lipopolysaccharides (LPS) และ
ยับยั้งการหลั่งของ pro-inflammatory cytokines ไดดีมาก 
 นอกจากนี้ โครงการนี้ยังมีเปาหมายเพื่อศึกษาแบคทเีรียทีส่ามารถผลิตฮิสตามีนจากการทํางาน
ของเอนไซม histidine decarboxylase ที่เปลี่ยนฮิสทิดีน (histidine) ไปเปนฮิสตามีน (histamine)  
สําหรับการทดลองในสวนนี ้ ไดทําการคัดแยกแบคทเีรยีที่สามารถผลิตฮิสตามีนจากตัวอยางปลาทะเล 
ดวยวธิทีางจุลชีววิทยา ชวีเคมีและชวีโมเลกลุ และทําการออกแบบ primers เพื่อใชในการตรวจสอบการ
ปรากฎของยีน histidine decarboxylase gene (hdc gene) ในตวัอยางปลาทะเล โดยใชสวนที่เปน 
conserved region ของยีนนี้สําหรับออกแบบ universal primers เพื่อใชตรวจหาแบคทเีรียที่สามารถ
ผลิตฮสิตามีนในปลาทะเลดวยวิธี PCR ซึ่งสามารถคัดเลอืก primers ที่มีความจําเพาะกับยนีดังกลาวใน
แบคทีเรียหลายชนิด คือ คู primer Hdc_2F และ Hdc_2R และสามารถใชตรวจสอบกบั template ที่
เปน whole bacterial cells, heat treated cell lysates และ genomic DNA ที่สกัดจากแบคทีเรียได 
 สําหรับการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียทีส่ามารถผลิตฮสิตามีนของตํารับน้ํามันหอม
ระเหยนั้น พบวา ตํารบัที่ประกอบดวยนํ้ามันตะไครรอยละ 4 w/v ที่ใช polyethylene glycol เปนสาร
ชวยทําละลายใหผลดีที่สุดในการยบัยั้งการเจรญิของเชื้อที่ใชในการ ในสวนของตํารบัน้ํามันหอมระเหยที่
ประกอบดวย น้ํามันโหระพาเปนองคประกอบที่ซึง่มีฤทธ์ิดีที่สุดในการยบัยั้งการเจริญของเช้ือที่ใชในการ
ทดสอบ คือ ตํารับที่ประกอบดวยนํ้ามันโหระพารอยละ 2 w/v ในขณะเดียวกันพบวาตํารับน้ํามันหอม
ระเหยผสมระหวางน้ํามันตะไครและน้ํามันโหระพาในอัตราสวน 2 : 0.5 มีฤทธิ์ดีที่สุดในการยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรียทีส่ามารถผลิตฮิสตามีนได 
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Abstract 

 This study was mainly aimed to investigate the biological activities of edible 
indigenous plants and study histamine producing bacteria which caused food allergy in 
order to develop detection method and antiseptic products to reduce bacterial 
contamination in sea fish. The first part of this study included antibacterial activity of the 
plants. The results showed that lemongrass oil possessed the best antibacterial activity 
against cariogenic bacteria while Zanthoxylum acanthopodium DC. leaf extract had the 
promising activity against gastrointestinal pathogens. Moreover, Zanthoxylum 
acanthopodium DC. and Premna obtusifolia R.Br. extracts were effective against 
histamine-producing bacteria and could be interesting for further characterization. The 
anti-inflammatory activity of edible indigenous plants was also examined by selection of 
plants with antioxidant activity from Project 1-3 and tested for the effect of nitric oxide 
and pro-inflammatory cytokines (TNF-α and IL-6) productions. It was demonstrated that 
Garcinia cowa Roxb. extract gave the best activity while betel vine and cinnamon oils 
were also of interest.   
 In addition, another study on histamine producing bacteria was focused on 
histidine decarboxylase enzyme. The contaminated bacteria from sea fish could be 
isolated by microbiological, biochemical and biomolecular techniques. The universal 
primers (Hdc_2F และ Hdc_2R)  were designed and tested for specificity and sensitivity to 
detect histidine decarboxylase gene (hdc gene) in fish samples by PCR method. This 
detection method could effectively detect histamine producing bacterial contamination 
in whole bacterial cells, heat treated cell lysates, and genomic DNA.  
 Finally, antiseptic products to reduce bacterial contamination in sea fish were 
also tested. Formulation containing 4% w/v lemongrass oil with polyethylene glycol 
gave the best antibacterial activity and formulation containing 2% w/v sweet basil oil 
was also of interest. Moreover, mixed formulation of 2% w/v lemongrass oil and 0.5% 
w/v sweet basil oil also inhibited the growth of histamine producing bacteria. 
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บทท่ี 1  
 

บทนํา 
 

1.1 ความสําคัญและที่มาของงานวิจัย 
 

พืชอาหารเปนพชืเปนท่ีนิยมรับประทานกันอยางกวางขวาง จึงจัดไดวาเปนพืชที่มคีวาม
ปลอดภยัตอผูบริโภคสูง หากมกีารศึกษาวิจัยทางวิทยาศาสตรอยางจริงจังถึงฤทธิแ์ละคุณสมบตัิทาง
ชีวภาพของพืชอาหารเหลานี ้ ก็อาจเปนการเพิ่มคุณคาและมูลคาของพืชเหลานี้ ซึ่งเปนการสงเสริม
การปลูกและเพิ่มรายไดของเกษตรกรในทางออม สําหรับในโครงการวิจัยนี ้คณะผูวิจัยมีความสนใจใน
การทดสอบฤทธ์ิตานแบคทเีรียกอโรคในระบบตางๆและฤทธ์ิตานการอักเสบของพชือาหาร เพื่อ
แสวงหาโอกาสในการพัฒนาเปนผลติภัณฑฆาเชื้อ นอกจากนี ้ คณะผูวิจัยยังมีความสนใจแบคทีเรียที่
สรางสารฮิสตามีน (histamine) ได เนื่องจากฮิสตามีน คือ สารที่กอใหเกดิอาการแพอยางรุนแรง โดย
แฝงอยูในอาหารทะเลหลายชนดิ สารชนดินี้ไมถูกทําลายดวยความรอนและจะสามารถที่จะยอยสลาย
เนื้อปลาใหยุยลงและเนาเสียไดอยางรวดเร็ว ซึง่การตกคางของสารน้ียังกอผลกระทบตอการสงออก
ของประเทศเปนอยางมาก อีกทั้งฮิสตามีนนั้นยังจัดเปนสาร biogenic amines ทีส่ําคัญ ซึ่ง
นอกเหนอืจากการกอใหเกดิอาการแพ ยงัทําใหเกดิอาการอาหารเปนพษิ ทําใหเกดิการเปลีย่นแปลง
ความดันโลหติ ตัวแดง ปวดศีรษะและคลื่นไส อาเจียนอกีดวย และเมื่อเราไดรับสารชนดินี้เขาไป
นานๆ อาจทําใหเกดิการสะสมและกลายเปนมะเร็งในทีสุ่ด การสรางสารฮิสตามีนนั้น มักเปนตัวบงชี้
วาเกิดการปนเปอนของเชื้อจลุินทรียขึ้น โดยแบคทีเรยีจะทําการเปลีย่นกรดอะมิโนที่อยูในอาหาร คือ 
ฮสิทิดีนใหเปนฮิสตามีนโดยอาศยัเอนไซมฮิสทดิีน คารบอกซิลเลส (histidine carboxylase) มี
รายงานวาแบคทีเรยีหลายสายพันธุทีแ่ยกไดจากปลาสามารถผลติเอนไซมชนดินี้ได สําหรับแบคทเีรีย
แกรมลบ เชน Morganella psychrotolerans, Morganella morganii, Raoultella planticola, 
Enterobacter aerogenes, Photobacterium phosphoreum สวนแบคทเีรียแกรมบวกไดแก 
Lactobacillus buchneri, Lactobacillus hilgardii, Clostridium perfringens, 
Staphylococcus capitis การศึกษาในเชิงลึกระดับโมเลกุลของเอนไซมฮิสทดิีน คารบอกซลิทีผ่ลติ
ขึ้นจากเชื้อทีแ่ยกไดในประเทศที่ไมเคยมีรายงานมากอน การเขาใจถึงการแสดงออกของยีนท่ีสราง
เอนไซมนี้จากแบคทเีรีย จะชวยในการคนหาและพัฒนาวิธีการตรวจสอบเอนไซมนี้ไดโดยตรง ซึ่งจะ
ชวยลดการเนาเสยีของอาหารทะเลจากการขนสง และลดปญหากบัคูคาในตางประเทศได  
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 1.2 วัตถุประสงค 
1. เพื่อศึกษาหาสารจากพืชอาหารที่มฤีทธิ์ตานเชื้อแบคทเีรียทีท่ําใหเกดิอาการแพในอาหาร

ทะเล  
2. เพื่อศึกษาฤทธิ์ตานเชื้อแบคทเีรียกอโรคในคน/สัตวและฤทธิต์านการอักเสบของสารจาก

พืชอาหาร เพือ่แสวงหาโอกาสในการพัฒนาเปนผลติภัณฑฆาเชื้อ 
3.  เพื่อศึกษาคุณสมบตัขิองเอนไซมที่สรางฮิสตามีนในระดับชีวโมเลกลุ  
 
1.3 ทบทวนวรรณกรรม 
 พืชอาหารเปนพชืเปนท่ีนิยมรับประทานกันอยางกวางขวาง  จึงอาจจัดไดวาเปนพืชที่มคีวาม

ปลอดภยัตอผูบริโภคสูง หากมกีารศึกษาวิจัยทางวิทยาศาสตรอยางจริงจังถึงฤทธิแ์ละคุณสมบตัิทาง
ชีวภาพของพืชอาหารเหลานี ้ ก็อาจเปนการเพิ่มคุณคาและมูลคาของพืชเหลานี้ ซึ่งเปนการสงเสริม
การปลูกและเพิ่มรายไดของเกษตรกรในทางออม สําหรบัวัตถุประสงคหลักของโครงการวิจัยนี้สวน
แรกจะมุงเนนศกึษาและทดสอบฤทธิ์ตานการอักเสบ ฤทธ์ิตานเชื้อแบคทีเรียกอโรคในคนและสตัว 
รวมทั้งฤทธ์ิตานแบคทเีรียที่ทําใหเกดิอาการอาหารทะเลเปนพิษของพืชอาหาร  เปนที่ทราบกันวา 
scombrotoxin เปนชือ่เรยีกฮิสตามีน (histamine) คือ สารที่กอใหเกดิอาการพิษอยางรุนแรง โดย
แฝงอยูในอาหารทะเลหลายชนดิ และเมื่อเราไดรับสารชนิดนี้เขาไปนานๆ อาจทําใหเกดิการสะสมและ
กลายเปนมะเร็งในทีสุ่ด สารนี้ไมถูกทําลายดวยความรอนและสามารถที่จะยอยสลายเนื้อปลาใหยุยลง 
และเนาเสยีอยางรวดเร็ว นอกจากผลเสยีจากการสะสมตอสขุภาพแลว การตกคางของสารน้ียังกอ
ผลกระทบตอการสงออกเปนอยางมาก ซึง่หากมีการตรวจพบสารน้ีในปริมาณที่มากเกินกําหนด อาจ
สงผลกระทบอยางรุนแรงในการสงออกของประเทศ ดังนั้นการหาสารจากธรรมชาติทีช่วยลดการสราง
ฮิสตามีน จึงนาจะเปนอีกทางเลอืกหนึง่ที่นาสนใจ  โดยพชือาหารทีม่ีฤทธ์ิดทีี่สดุจะถูกคดัเลือก และ
พัฒนาเปนผลติภัณฑฆาเชือ้ ในสวนที่สองจะเนนหนักในการศึกษาถงึยีนท่ีควบคุมการสรางสารฮิสตา
มีนในระดับโมเลกลุ ซึง่การเขาใจถึงการแสดงออกของยีนที่สรางเอนไซมนี้จากแบคทเีรีย จะชวยใน
การคนหาตรวจสอบและพัฒนาวิธีการตรวจสอบเอนไซมนี้ไดโดยตรง ซึง่สามารถลดการเกดิความเปน
พิษ การเนาเสยีของอาหารทะเลจากการขนสง และลดปญหากับคูคาในตางประเทศได 

ในปจจุบันพบวา มีการขยายตัวตลาดอาหารทะเลเพิม่ขึน้อยางรวดเร็วเนื่องจากผูบริโภคหัน
มานิยมบริโภคอาหารทะเลเพิ่มขึ้นซึง่เปนผลอันเนื่องมาจากการตื่นตัวดานการดแูลสขุภาพ อยางไรก็
ตามพบวาอาหารทะเลเปนหนึ่งในแหลงที่สําคัญที่มคีวามเกีย่วของกบัการแพรระบาดของโรคอาหาร
เปนพษิที่เกีย่วของกบัการบริโภคอาหารที่มสีารพิษปนเปอนหรือมีการปนเปอนของแบคทีเรยีกอโรค 
(food poisoning) ในหลายๆประเทศ (1, 2, 3) พบวาปลาทะเลและผลิตภัณฑที่แปรรูปจากปลา
ทะเลเปนสาเหตสุําคญัของอาการอาหารเปนพษิที่มีสาเหตมุาจากการบริโภคอาหารทะเล ซึ่งการ
ระบาดของอาการอาหารเปนพิษอันเนื่องมาจากการบริโภคปลาทะเลและผลิตภัณฑแปรรูปจากปลา
ทะเลนั้นสวนหนึง่เปนผลมาจากการเกิดการปนเปอนของ biogenic amine ที่ซึ่งถูกสรางขึ้นโดย
แบคทเีรียที่ปนเปอนอยูในปลาทะเลหรือผลติภัณฑแปรรูปจากปลาทะเล (2, 4, 5) Biogenic amines 
เปนสารประกอบที่เกดิขึ้นโดยการถูกแทนที่ hydrogen atom ของ ammonia ดวยหมู alky หรือ 
aryl (6) โดยปกติ สารประกอบ biogenic amines สามารถถูกสรางและสลายไดในระหวาง
กระบวนการ metabolism ของเซลล โดยทั่วไปการปนเปอนของสารประกอบ biogenic amines 
ในอาหารเชน ปลา ไวน ชีส เบยีร และเนื้อ สวนใหญเปนผลมาจากกระบวนการ decarboxylation 
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ของ amino acids โดยเอนไซม decarboxylase ที่ซึง่ถกูสรางโดยแบคทเีรียทีป่นเปอนอยูในอาหาร
เหลานั้น (6,7) ผลการจากศกึษาพบวาสารประกอบ biogenic amines ที่มีบทบาทสําคญัทีเ่กีย่วของ
กบัการเกิดอาการอาหารเปนพษิคือ ฮิสตามีน (8)อาการอาหารเปนพิษอันเนื่องมาจากการบริโภคปลา
ทะเลที่เปอนฮิสตามีน (Histamine fish poisoning) หรือเรียกอกีอยางวา scombroid poisoning 
เนื่องจากการระบาดของ Histamine fish poisoning สวนใหญพบในปลาที่อยูในวงศ Scombridae 
และ Scomberesocidae ยกตัวอยางเชน Tuna, Mackerel, Bonito และ Jack โดยพบวาปลาที่อยู
ในวงศ Scombridae และ Scomberesocidae เปนปลาที่มีระดับของกรดอะมิโนฮิสทีดีน 
(Histidine) ในเนื้อสงูทีซ่ึ่งสามารถถูกใชเปนสารตั้งตน(substrate) สําหรับเอนไซมดคีารบอกซเิลส 
(decarboxylase enzyme) ซึ่งถูกสรางขึ้นโดยแบคทีเรีย (9, 10) ผลจากการทํางานของ 
decarboxylase enzyme ของแบคทีเรยีทีป่นเปอนในเนือ้ปลาทําใหเกดิการเปลีย่นกรดอะมิโนฮีสที
ดีนไปเปนฮิสตามีน ซึง่เปนผลทําใหเกดิการสะสมของฮิสตามีนในระดับสูงในเนื้อปลา(9,11) นอกจากนี้
ยังพบวาปลาที่ไมไดถูกจัดอยูในกลุมของ scombroid fish ที่พบวามีสวนเกีย่วของกับการระบาดของ 
Histamine fish poisoning ยกตัวอยางเชน Mahi-Mahi (Coryphaena spp.), Sardine 
(Sardinella spp.), Pilchards (Sardine pilchardus), Anchovies (Engraulis spp.), Herring 
(Clupea spp.), marlin (Makaira spp.) และ Bluefish (Pomatomus spp.) (10) 
 กระบวนการสังเคราะหฮิสตามีนในปลานั้นสวนใหญเปนผลมาจากแบคทีเรียที่ปนเปอนใน
เนื้อปลาที่ซึ่งสามารถสรางเอนไซมฮสิทิดนีดคีารบอกซิเลส โดยเอนไซมดังกลาวสามารถเปลี่ยนกรดอะ
มิโนฮิสทดีินใหกลายเปนฮิสตามีน ซึ่งกลไกการทํางานของเอนไซมฮิสทิดีนดีคารบอกซิเลส (9, 11) 
 
 

 
 

 
รูปแสดงกลไกการทํางานของเอนไซมฮสีทิดนีดีคารบอกซิเลส 

 
 กลุมของแบคทีเรียที่สามารถคัดแยกไดจากปลาที่ซึ่งมีสวนเกี่ยวของกับการระบาดของ 
Histamine fish poisoning ไดแก Morganella morganii, Klebsella pneumoniae, Hafnia 
alvei, Proteus vulgalis, Proteus milabilis, Enterobacter aerogenes, Enterbacter 
cloacae, Serratia fonticola, Serratia liquefaciens, Raoultella planticola, Raoultella 
ornithinolytica, Citrobacter freundii, Clostridium spp., Vibrio alginolyticus, 
Acinetobacter lowffi, Plesiomonas shigelloides, Pseudomonas putida, Pseudomonas 
fluorescens, Aeromonas spp. และ Photobacterium spp. (6,12,13) 
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โดยทั่วไปจะไมพบการสะสมของฮิสตามีนในปลาสด ทั้งปลาที่จัดอยูในกลุม scombroid fish 
และปลาที่ไมไดจัดอยูในกลุม scombroid fish โดยพบวาฮิสตามีนจะถูกสรางและสามารถถูกตรวจ
พบไดเมื่อนําปลาไปเก็บรักษาในอุณหภูมิหรือผานกระบวนการผลิตที่ไมเหมาะสม ผลจากการศึกษาที่
ผานมาคาดวาแบคทีเรียที่สามารถสรางฮิสตามีนไดนั้นไมไดเปนแบคทีเรียประจําถิ่น (normal flora) 
ของปลาแตพบวาเกิดจากการปนเปอนขึน้ภายหลงัจากที่ปลาถกูจับ (14, 15) เมื่อผูบริโภคบริโภคปลา
ทะเลที่มีการปนเปอนของฮิสตามีนในระดับสูงสงผลทําใหเกิดการตอบสนองทางภูมิคุมกันไดหลาย
รูปแบบขึ้นอยูกับความไวในการตอบสนองตอระดับฮิสตามีนของระบบภูมิคุมกันในแตละบุคคล (9, 
10) โดยอาการปวยที่พบไดหลังจากการบริโภคปลาที่มีการปนเปอนของฮิสตามีนไดแก อาการแพที่
แสดงออกทางผวิหนัง อาการผิดปกติที่เกิดขึน้กับระบบทางเดินอาหาร (gastrointestinal tract) และ
อาการผิดปกติที่เกิดขึ้นเกี่ยวระบบประสาท (nervous systems) โดยแสดงไวในตารางที่ 1 (9, 10) 

 
ตารางที่ 1 อาการผิดปกติที่เกิดขึ้นหลังจากการบริโภคปลาที่มีการปนเปอนฮิสตามีน 
 

 
 
 
 
 
 
 
 ที่ผานมาพบวามีรายงานเกี่ยวกับการระบาดของ Histamine fish poisoning ในหลาย
ประเทศของทวีปเอเชีย อเมริกาเหนือ และบางประเทศในทวีปยุโรป สําหรับในสวนของทวีปเอเชีย
การปวยอันเนื่องมากจาก Histamine fish poisoning มีการรายงานวาไมเพียงแตเกิดจากการบริโภค
ปลาทะเลที่ไมสดเทานั้นแตยังรวมถึงการบริโภคผลิตภัณฑจากปลาทะเลดวยเชนกัน (15, 16) โดย
พบวาการระบาดของ Histamine fish poisoning ครั้งใหญที่สุดเทาที่มีการบันทกึไวเกิดขึน้ที่ประเทศ
ญี่ปุนในป ค.ศ. 1973 โดยพบวามีผูปวยจํานวน 2656 รายที่มีอาการอาหารเปนพิษอันเนื่องมาจาก
การบริโภคปลา Horse mackerel ตากแหงที่มีการปนเปอนของฮิสตามีนในทางกลับกันการระบาด
ของ Histamine fish poisoning ในประเทศแถบทวีปอเมริกาเหนือซึ่งมีการระบาดของอาการอาหาร
เปนพิษอันเน่ืองมากจาก Histamine fish poisoning ในจํานวนท่ีนอยกวายกตัวอยางเชนในประเทศ
สหรัฐอเมริกา พบวามีการระบาดของ Histamine fish poisoningมมีากที่สุดในรัฐฮาวายและแคลิฟอ
เนีย (17)โดยในระหวางป ค.ศ. 1983-1992 พบวาการระบาดของ Histamine fish poisoning  เปน
สาเหตุหลักของการปวยอันเน่ืองมาจากอาการอาหารเปนพิษจากการบริโภคอาหารทะเล โดยพบวา
รอยละ 57 ของอาการอาหารเปนพิษมีสาเหตุมาจาก Histamine fish poisoning เนื่องจากการ
บริโภคปลา Tuna และ Mahi-Mahi ที่มีการปนเปอนฮิสตามีน (18) แตอยางไรก็ตามการระบาดคร้ัง
ใหญที่สุดของ Histamine fish poisoning ในประเทศสหรัฐอเมริกาเกิดขึ้นในป ค.ศ. 1973 ซึ่งมี
ผูปวยทั้งหมด 254 รายจาก 8 รัฐโดยมีรายงานวามีผูปวยที่เกิดอาการอาหารเปนพิษอันเนื่องมาจาก
การบริโภคปลา Tuna กระปองที่ซึ่งมีการตรวจพบการปนเปอนของฮิสตามีนในระดับ 68-280 
มิลลิกรัมตอเนื้อปลา 100 กรัม (16, 19) สวนในของประเทศแคนาดา พบวามีการรายงานการระบาด

Location Specific symptoms 
Skin rash, urticaria, edema 
Gastrointestinal tract nausea, vomiting, diarrhea, 

abdominal cramps 
Nervous system headache, palpitations, 

tingling, flushing, itching 
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ของ Histamine fish poisoning ครั้งแรกในป ค.ศ. 1975 โดยการระบาดสวนใหญในระหวางป ค.ศ. 
1970 ถึง 1995 พบวาการระบาดสวนใหญมีสาเหตูมาจากการบริโภคปลา Tuna, Mahi-Mahi และ 
Marlin แตอยางไรก็ตามการระบาดครั้งใหญที่สุดของประเทศแคนาดาเกิดขึ้นในป ค.ศ. 1987พบวามี
ผูปวยที่มีอาการอาหารเปนพิษเนื่องมาจากการบริโภคปลา Mackerel รมควันที่มีการปนเปอนของฮิส
ตามีนจํานวน 14 ราย และในครั้งตอมาในป ค.ศ. 1991 พบวามีผูปวยจํานวน 12 รายที่มีอาการ
อาหารเปนพิษซึ่งมีสาเหตุมาจาก Histamine fish poisoning หลังจากการบริโภคปลา Marlinและ
อีกครั้งหนึ่งในป ค.ศ. 1994 มีรายงานวามีผูปวย 12 รายที่มีอาการอาหารเปนพิษหลังจากการบริโภค 
Tuna ที่มีการปนเปอนของฮิสตามีน (20, 21) สําหรับการระบาดของ Histamine fish poisoning 
ในทวีปยุโรปพบวาสวนใหญของรายงานที่พบเปนรายงานการระบาดของประเทศที่อยูในกลุมสหราช
อาณาจักรประกอบดวย อังกฤษ เวลล และสกอตแลนด โดยพบวาในชวงระหวางป ค.ศ. 1976 ถึง 
1990 มีรายงานเกี่ยวกับอาการอาหารเปนพิษที่มีสาเหตุมาจาก Histamine fish poisoning จํานวน 
441 ฉบับโดยมีผูปวยรวมกันถึง 962 ราย นอกจากนี้ในชวงระหวางป ค.ศ. 1980 ถึง 1989 ใน
ประเทศอังกฤษและเวลลมีรายงานเกี่ยวกับการปวยดวยอาการอาหารจํานวนทั้งสิ้น 294 ฉบับ โดย
พบวามี 60 ฉบับเปนรายงานการเกิดอาหารเปนพิษที่มีสาเหตุมาจาก Histamine fish poisoning 
หลังจากบริโภคปลา Meckerel และ ปลา Meckerel แปรรูป (15, 22)และนอกจากนี้พบวายังมีการ
รายงานการระบาดของ Histamine fish poisoning ในป ค.ศ. 1979 ที่เมืองปาเลโมประเทสอิตาลี 
ซึ่งสงผลใหมีผูปวยดวยอาการอาหารเปนพิษถึง 250 รายโดนพบวามีสาเหตุมาจากการบริโภคปลา 
Tuna และ Mackerel (15, 23)สําหรับประเทศไทยมีการรายงานเกี่ยวกับอาการอาหารที่เกี่ยวของกับ 
Histamine fish poisoning คอนขางนอยอาจเปนผลมาจากการวินิจฉัยที่ผิดพลาดระหวางอาการ
ปวยอันเนื่องมากจาก Histamine fish poisoning และ อาการปวยอันมีสาเหตุมาจากการแพอาหาร 
(Food allergy) ซึ่งมีลักษณะอาการผิดปกติที่ใกลเคียงกัน ในปจจุบันรายงานเกี่ยวกับอาการอาหาร
เปนที่มีสาเหตุมาจาก Histamine fish poisoning มีเพียง 1 ฉบับเทานั้นโดยเกิดขึ้นในป ค.ศ. 1989 
ซึ่งมีรายงานพบวามีผูปวยเด็ก 2 รายจากจังหวัดเชียงใหมที่ซึ่งรักษาตัวอยูในศูนย Tuberculosis มี
อาการปวดศีรษะ(frontal headache) อัตราการเตนของหัวใจไมสม่ําเสมอ มีเหงื่อออกมากบริเวณ
ใบหนา คอและลําตัว ถายเหลว คลื่นไส อาเจียน และมีอาการปวดบริเวณหลัง โดยอาการดังกลาว
ขางตนเกิดขึน้หลงัจากการบริโภคปลา Indian mackerel ที่ไมสดเพียงเล็กนอย ซึ่งหลังจากแพทยได
ทําการวินิจฉัยคาดวานาจะมีสาเหตุมาจาก Histamine fish poisoning นอกจากนี้ยังพบวาผูใหญ
จํานวน 14 รายก็ปรากฏอาการใกลเคียงกันกับคนไขเด็กทั้ง 2 รายหลังจากบริโภคปลา Indian 
mackerel ที่มาจากแหลงเดียวกัน (24) ผลจากการระบาดของอาการอาหารเปนพิษอันเนื่องมาจาก
การปนเปอนของฮิสตามีนเปนผลทําใหทางองคการอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกา (US 
FDA) ไดทําการกําหนดมาตรฐานการปนเปอนของฮิสตามีนในปลาทะเลและผลิตภัณฑที่มาจากปลา
ทะเลใหมีระดับของฮิสตามีนไมเกิน 50 มิลลิกรัมตอเนื้อปลา 100 กรัม (50 ppm) (9) ในปจจุบัน
พบวามีการพัฒนาวิธีการหลายหลากวิธีเพื่อใหในการตรวจวิเคราะหปริมาณฮิสตามีนและตรวจสอบ
การมีอยูของแบคทเีรียทีม่ีความสามารถในการสรางฮิสตามีนในปลาทะเลและผลิตภัณฑจากปลาทะเล 
ยกตัวอยางเชน อาหารทีความจําเพาะตอเชื้อแบคทีเรียที่สามารถสรางฮิสตามีน การตรวจวิเคราะห
ดวยเทคนิค Thin layer chromatography, Fluorometric method, Enzyme based screening 
test (ELISA Kit), High performance liquid chromatography (HPLC) และ Copper 
chelation method (25, 29) ซึ่งผลจากการศึกษาที่ผานมาพบวาวิธีการตรวจวิเคราะหปริมาณฮิสตา
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มีนที่ใหผลที่แมนยาํและนาเชือ่ถอืที่สดุคือการตรวจวิเคราะหดวยเทคนิค Enzyme based screening 
test (ELISA Kit) แตอยางไรก็ตามยงัเปนวิธีการวิเคราะหที่ตองใชเวลาและมีคาใชจายคอนขางสงู (15) 

เพราะฉะน้ันการทําความเขาใจเกี่ยวกับธรรมชาติรวมถึงคุณลักษณะของแบคทีเรียที่สามารถ
สรางฮิสตามีนและคุณสมบัติรวมถึงการทํางานของเอนไซมฮิสทิดีนดีคารบอกซิเลสมีความสําคัญไม
เพียงแตใชสําหรับการพัฒนาวิธีการที่ใชในการตรวจสอบแตยังสามารถใชการปองกันการระบาดของ
อาการอาหารเปนพิษที่เกี่ยวของกับ Histamine fish poisoning ซึ่งในการศึกษาทดลองครั้งได
ทําการศึกษาเกี่ยวกับคณุลักษณะของยนีฮิสทิดนีดคีารบอกซิเลสเพื่อนําไปพัฒนาการตรวจสอบดวยวิธี
ปฏิกิริยาลูกโซเพื่อใชในการตรวจหาการปนเปอนของแบคทีเรียที่สามารถสรางฮิสตามีนที่ปนเปอนใน
ปลาทะเลไดในอนาคต 
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บทท่ี 2 
 

การศึกษาฤทธิ์ตานแบคทีเรียกอโรค 
 
 2.1 การศกึษาฤทธ์ิตานแบคทีเรียกอโรคในชองปาก 
  
 น้ํามันหอมระเหย 
 1. น้ํามันพลู (betel vine) 
 2. น้ํามันกะเพรา (holy basil) 
 3. น้ํามันตะไคร (lemongrass) 
 4. น้ํามันโหระพา (sweet basil) 
 5. น้ํามันขา (galangal) 
 6. น้ํามันใบมะกรูด (kaffir lime leaf) 
 7. น้ํามันขมิ้น (turmeric) 
 8. น้ํามันผิวมะกรูด (kaffir lime peel oil) 
 9. น้ํามันกระชาย (finger root) 
 10. น้ํามันแมงลัก (hairy basil) 
 11. น้ํามันไพล (phlai) 
 12. น้ํามันผิวสมโอ (pomelo) 
 

แบคทีเรียที่ใชในการทดสอบ 
 1. Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 
 2. Streptococcus mutans ATCC 25175 
 3. Streptococcus sanguinis ATCC 10556 
 
  วิธีการทดลอง 
 นําเชื้อที่ใชในการทดสอบเพาะลงในอาหาร Brain heart infusion broth (BHI; Difco) โดย
นําเชื้อ S. mutans และ S. sanguinis ไปบมที่อุณหภูมิ 37°C ในสภาวะท่ีมีปริมาณ CO2 เทากบั 5% 
เปนเวลา 18 ชั่วโมง ในขณะท่ีเชื้อ P. gingivalis จะทําการเพาะเลี้ยงในสภาวะไรอากาศ (anaerobic 
condition) ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 18 ชั่วโมง หลังจากนั้นนําไปปรับคาความขุนโดยใหมีคาการ
ดูดแสงที่ 600 นาโนเมตรเทากับ 0.2 (107Cfu/mL) สําหรับการทดสอบฤทธ์ิตานเชื้อของน้ํามันหอม
ระเหยจะทําการทดสอบดวยวิธี broth dilution method (two fold serial dilution) ใน 96-well 
polystyrene microtiter plate โดยใช tween 80 และ ethanol เปนสารชวยทําละลาย โดย
กําหนดใหมีชวงระดับความเจือจางอยูในชวง 1 : 2 ถึง 1 : 1024 จากความเขมขนเร่ิมตนของน้ํามัน
หอมระเหยที่ใชในการทดสอบ หลังจากนั้นนําเชื้อทีป่รับความขุนแลวปริมาตร 20 µL เติมลงในแตละ
หลุมที่มีน้ํามันระเหยความเขมขนตามระดับความเจือจางที่กําหนดไวขางตนโดยกําหนดใหมีปริมาตร
สุดทายในแตละหลุมมีคาเทา 200 µL และมีความเขมขนของเชื้อที่ใชในการทดสอบเทากับ 106 
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Cfu/mL หลังจากนั้นนําไปบมที่อุณหภมูิ 37°C เปนเวลา 18 ชั่วโมงทําการบันทึกคา MIC (minimum 
inhibitory concentration) โดยดูจากความเขมขนที่นอยที่สุดที่ไมพบการเจริญของเชื้อ (สารละลาย
ใส) และทําการตรวจหาคาความเขมขนที่เปนคา MBC (minimum bactericidal concentration) 
โดยเขี่ยเชื้อจากหลุมที่ไมพบการเจริญของเชื้อลงบนอาหาร Brain heart infusion agar นําไปบมที่
อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 18 ชั่วโมง บันทึกคา MBC โดยดูจากความเขมขนที่ต่ําที่สุดที่ไมพบการเจริญ
ของเชื้อบนอาหารแข็ง 
 

 ผลการทดลอง 
 ผลจากการศึกษาฤทธ์ิตานการเจริญของน้ํามันหอมระเหยตอเชื้อกอโรคในชองปากดวยวิธี 
broth dilution method พบวา น้ํามันตะไครมีฤทธิ์ดีที่สุดสําหรับการยับยั้งการเจริญของเชื้อทั้ง 3 
ชนิดที่ใชในการทดสอบรองลงมาคอื น้ํามันใบมะกรูดและนํ้ามันพลู ตามลําดับ (ตารางที่ 2) โดยน้ํามัน
ตะไครมีคา MIC และ MBC เทากับรอยละ 0.02 v/v และรอยละ 0.04 v/v เมื่อทําการทดสอบกับ P. 
gingivalis และ S. mutans ตามลําดับ และที่ความเขมขนรอยละ 0.011 v/v และ 0.09 v/v เปน
ความเขมขนท่ีต่ําที่สุดที่น้ํามันตะไครที่สามารถยับยั้งการเจริญและฆาเชื้อ S. sanguinis ได ในขณะท่ี
น้ํามันใบมะกรูดที่ความเขมขนรอยละ 0.125 v/v เปนความเขมขนที่ต่าํที่สดุที่สามารถยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อ P. gingivalis และ S. mutans ไดและมีคา MBC เทาความเขมขนรอยละ 0.125 v/v และ 
0.25 v/v ตามลําดับ ขณะที่ความเขมขนท่ีต่ําที่สุดของน้ํามันใบมะกรูดที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญ
และสามารถฆาเชือ้ S. sanguinis ไดคือความเขมขนรอยละ 0.25 v/v และ 0.5 v/v ในสวนของฤทธ์ิ
ที่ดีที่สุดในการตานการเจริญของเชื้อที่ใชในการทดสอบในสวนของน้ํามันพลู พบวาน้ํามันพลูใหผลดี
ที่สุดในการยับยัง้การเจริญของ S. mutans เมื่อเปรียบเทยีบกับเชือ้ตวัอื่นที่ใชในการทดสอบ โดยมีคา 
MIC และ MBC เทากับรอยละ 0.15 v/v และรอยละ 0.3 v/v ตามลําดับ ในขณะที่เมื่อทําการ
ทดสอบกับเชื้อ P. gingivalis และ S. sanguinis พบวาความเขมขนที่ต่ําที่สุดที่สามารถยับยั้งการ
เจริญของเชื้อทัง้ 2 ชนิดไดคือความเขมขนรอยละ 0.3 v/v และ 0.6 v/v ตามลําดับและพบวาความ
เขนท่ีเปนคา MBC ตอเชื้อ P. gingivalis คือ ทีค่วามเขมขนรอยละ 0.6 v/v  
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   ตารางที่ 2 ฤทธิ์ตานการเจริญของน้ํามันหอมระเหยตอแบคทเีรียกอโรคในชองปาก 

 
 

น้ํามันหอมระเหย 

P. gingivalis S. sanguinis S. mutans 

MIC 
(%v/v) 

MBC 
(%v/v) 

MIC 
(%v/v) 

MBC 
(%v/v) 

MIC 
(%v/v) 

MBC 
(%v/v) 

น้ํามันพล ู 0.3 0.6 0.6 >0.6 0.15 0.3 

น้ํามันกะเพรา >1.0 >1.0 0.3 >0.6 0.15 0.3 

น้ํามันตะไคร 0.02 0.04 0.011 0.093 0.02 0.04 

น้ํามันโหระพา >1.0 >1.0 >1.0 >1.0 >1.0 >1.0 

น้ํามันขา >1.0 >1.0 >1.0 >1.0 0.208 >1.0 

น้ํามันใบมะกรูด 0.125 0.125 0.25 0.5 0.125 0.25 

น้ํามันขมิ้น >1.0 >1.0 >1.0 >1.0 >1.0 >1.0 

น้ํามันผิวมะกรูด >1.0 >1.0 >1.0 >1.0 >1.0 >1.0 

น้ํามันกระชาย 1.0 >1.0 >1.0 >1.0 0.5 >1.0 

น้ํามันแมงลัก >1.0 >1.0 >1.0 >1.0 >1.0 >1.0 

น้ํามันไพล >1.0 >1.0 >1.0 >1.0 >1.0 >1.0 

น้ํามันเปลือกสมโอ >1.0 >1.0 >1.0 >1.0 >1.0 >1.0 
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 2.2 การศกึษาฤทธ์ิยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียกอโรคในทางเดินอาหาร 
 
    2.2.1 การศกึษาฤทธ์ิของสารสกัดพืชพื้นเมือง 
 

     พืชพื้นเมืองจากทัว่ประเทศที่นํามาทดสอบ  
   ภาคอสีาน 

1.น้ําเตา 21.ผักติ้ว 

2.แกนโขม 22.ผักกาดฮีน 

3.ตดหมา 23.ยอดหมักกาก 

4.ผักอีนูนกาน 24.แตงโมออน 

5.วานตดูหมบูใบ 25.ยอดกระเจี๊ยบแดง 

6.อุตพษิกาน 26.กานคูน 

7.หมานอย 27.ผักแพงพวย 

8.อีนูนใบ 28.ผักชลีาว 

9.ชาเลือด 29.ผักแพว 

10.ผักพราย  

11.ไขน้ํา  

12.ตดูหมูบเหงา  

13.ตะครอ  

14.อุตพษิใบ  

15.ถั่วแดง  

16.แขยง  

17.ลิ้นป  

18.ตลบั  

19.กานตง  

20.หญานางแดง  

 
   ภาคเหนอืและกลาง 

1.กันภยั 11.สะแล 

2.ปลั่งขาว 12.ดอกชะคราม 
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3.กาดนา 13.ใบชะคราม 

4.ชะอม 14.ผักหวานปา 

5.แคหางคาง 15.ผักเบีย้ทะเล 

6.กระเฉด 16.ผักขี้ขวง 

7.หลุมพ ี 17.ปลีกลวยนอก 

8.ผักเบีย้หิน 18.ผักแปม 

9.ดอกปลีกลวย 19.หวายลิง 

10. ชะมวง  

 
   ภาคใต 

1.กระโดนน้ํา 12.ผักยอง 

2.ผักเหลยีง 13.ผักคาดหัวแหวน 

3.สมเมา 14.แจง 

4.ชํามะเรียง 15.ดอกขจร 

5.ผักกดู 16.ภูม ิ

6.พลองเหมือด 17.มันป ู

7.ลูกเหลยีง 18.กระโดนบก 

8.มะมุด 19.ดอกโสน 

9.ดาหลา 20.กระถิน 

10.กานจอง  21. ผักเมก็ 

11.เสมด็ชุม  

 
 พืชทั้งหมดไดถูกคดัเลือกและนํามาสกดัโดยโครงการยอยที่ 1, 2 และ 3 
 

 
แบคทีเรียที่ใชในการทดสอบ 

1. Staphylococcus aureus 
2. Enterococcus sp. 
3. Bacillus cereus 
4. Proteus vulgaris 
5. Escherichia coli 
6. Salmonella enteritidis 
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7. Salmonella typhimurium 
8. Salmonella typhi 
9. Salmonella paratyphi A 
10. Salmonella paratyphi B 
11. Shigella flexneri 

 
วิธีการทดลอง 

1. เตรียมสารสกดัที่ใชในการทดสอบโดยนํามาละลายในสารละลาย 5% DMSO โดยใหมคีวาม
เขมขนของสารสกัดที่ใชในการทดสอบเทากับ 50 mg/ml 

2. เพาะเชื้อที่ใชในการทดสอบในอาหาร TSB ณ อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีสเปนเวลา 18 
ชั่วโมง 

3. นําเชื้อที่ไดมาปรับคาการดดูกลืนแสงใหไดคาการดดูกลืนแสงเทากบั 0.2 ที่ความยาวคลื่น 
600 นาโนเมตร 

4. ทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดตอเชื้อดวยวิธี broth microdilution method แบบ two-fold 
serial dilution เพื่อหาคา MIC (minimum inhibitory concentration) และ MBC 
(minimum bactericidal concentration)   

 
ผลการทดลอง 

  จากผลการทดสอบฤทธิต์านแบคทเีรียกอโรคทางเดินอาหารของสารสกดัพชืพื้นเมืองทั้งหมด 
พบวา สารสกดัยอดหมักกากใหผลตานแบคทีเรยีที่กอโรคทางเดินอาหารไดดี และใหผลการยบัยั้งที่ดี
ทั้งแบคทเีรียแกรมบวกและแกรมลบโดยมคีา MIC และ MBC อยูในชวง 0.39-3.13 mg/ml และ 
0.78-12.5 mg/ml ตามลําดบั โดยออกฤทธ์ิดีทีสุ่ดตอ S. paratyphi B และ Enterococcus sp. 
โดยมคีา MIC ประมาณ 0.39 mg/ml สําหรับสารสกดัชาเลือดและหลุมพีออกฤทธิต์านเชื้อ S. typhi 
ไดดีมาก โดยมคีา MIC เพยีง 0.78 mg/ml โดยพชืที่มฤีทธิ์ตานเชื้อแบคทเีรียทั้งแกรมบวกและแกรม
ลบไดดีทีส่ดุ คือ ชาเลือด ซึ่งมฤีทธ์ิเปน bactericidal โดยมคีา MIC และ MBC อยูที่ 1.562 mg/ml 
เทากัน (ตารางที ่3) 
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       ตารางที่ 3    ฤทธ์ิตานแบคทเีรียกอโรคทางเดินอาหารของสารสกดัพชืพื้นเมืองแสดงเปนคา MIC และ MBC (mg/ml)  
 

Plant extract E. coli B. cereus S. typhimurium Sh. flexneri S. aureus S. enteritidis 
MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

1.ผักเบีย้หิน >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
2.ดอกปลีกลวย >25 >25 12.5 25 12.5 25 12.5 25 >25 >25 25 >25 
3.สะแล >25 >25 6.25 25 >25 >25 12.5 25 >25 >25 >25 >25 
4.ดอกชะคราม >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
5.ชะคราม >25 >25 25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
6.ผักหวานปา >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
7.ผักเบีย้ทะเล >25 >25 25 >25 25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
8.ผักขีข้วง 25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
9.ปลีกลวยนอก >25 >25 12.5 25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
10.ผักแปม >25 >25 12.5 25 >25 >25 >25 >25 25 >25 >25 >25 
11.หวายลิง >25 >25 25 25 25 >25 >25 >25 12.5 25 >25 >25 
12.น้ําเตา >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
13.แกนโขม >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 

      
      



 

14 
 

      
 
ตารางที่ 3 (ตอ) ฤทธ์ิตานแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหารของสารสกดัพืชพื้นเมอืงแสดงเปนคา MIC และ MBC (mg/ml)  

 
Plant extract E. coli B. cereus S. typhimurium Sh. flexneri S. aureus S. enteritidis 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

14.ผักชลีาว >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
15.หญานางแดง 3.13 6.25 >25 >25 >25 >25 3.13 12.5 3.13 6.25 12.5 25 
16.ชํามะเรียง >25 >25 25 >25 >25 >25 25 >25 >25 >25 >25 >25 
17.เหมือดแล 12.5 25 6.25 12.5 12.5 12.5 3.13 12.5 3.13 12.5 6.25 12.5 
18.กระโดนนํ้า 6.25 25 1.56 6.25 12.5 25 >25 >25 6.25 12.5 12.5 >25 
19.ผักเหลยีง >25 >25 12.5 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
20.สมเมา 25 25 12.5 12.5 12.5 25 12.5 >25 6.25 12.5 12.5 12.5 
21.กานคูน >25 >25 25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
22.ผักแพงพวย 6.25 12.5 6.25 3.13 12.5 25 12.5 >25 6.25 12.5 6.25 25 
23.ยอดหมกักาก 0.78 3.13 0.78 1.56 3.13 12.5 3.13 12.5 0.78 3.13 1.56 6.25 
24.ผักกาดฮีน >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
25.ยอดกระเจ๊ียบ
แดง 6.25 6.25 12.5 12.5 12.5 25 6.25 12.5 12.5 25 12.5 12.5 
26.ผักแพว 12.5 25 6.25 12.5 6.25 12.5 12.5 25 12.5 25 12.5 12.5 
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 ตารางที่ 3 (ตอ) ฤทธิ์ตานแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหารของสารสกดัพืชพืน้เมืองแสดงเปนคา MIC และ MBC (mg/ml)  
Plant extract E. coli S. enteritidis Sh. flexneri S. typhimurium S. aureus B. cereus 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 

27. ผักยอง >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 25 >25 3.125 6.25 
28. ผักคาด >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 25 >25 12.5 25 
29. แจง >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
30. ดอกขจร >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
31. ภมู ิ >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 12.5 25 3.125 6.25 
32. มันป ู >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
33. ลูกเหลยีง >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
34. กระโดน >25 >25 >25 >25 >25 >25 25 25 >25 >25 >25 >25 
35. ผักกดู >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
36. ดาหลา 12.5 25 >25 >25 12.5 25 12.5 25 6.25 12.5 3.125 12.5 
37. กานจอง >25 >25 >25 >25 25 >25 >25 >25 25 >25 25 >25 
38. ดอกโสน 12.5 25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 12.5 >25 
39. กระถิน >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 6.25 12.5 
40. มะมุด 25 >25 >25 >25 25 >25 25 >25 >25 >25 25 >25 
41. ผักเมก็ >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
42. ตดหมา >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 25 25 12.5 25 
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ตารางที่ 3 (ตอ) ฤทธ์ิตานแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหารของสารสกดัพืชพื้นเมอืงแสดงเปนคา MIC และ MBC (mg/ml) 
Plant extract E. coli S. enteritidis Sh. flexneri S. typhimurium S. aureus B. cereus 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

43. ตดูหมบู (ใบ) >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 1.562 3.125 
44. ตดูหมบู (เหงา) >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 0.781 3.125 0.195 0.195 
45. ตะครอ >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
46. แขยง >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 0.390 0.390 0.195 0.195 
47. ชาเลือด 1.562 1.562 1.562 1.562 1.562 1.562 1.562 1.562 1.562 1.562 1.562 1.562 
48. หมานอย >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
49. ไขน้ํา >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
50. อตุพษิ (ใบ) >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 12.5 25 >25 >25 
51. อีมูน (ใบ) >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
52. อตุพษิ (กาน) >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
53. อีมูน (กาน) >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
54. กานตง >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 12.5 12.5 3.125 6.25 
55. ตลบั >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 25 25 
56. ผักพราย >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 0.781 3.125 0.195 0.390 
57. ลิ้นป >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 12.5 25 12.5 25 
58. ถั่วแดง >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
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         ตารางที่ 3 (ตอ) ฤทธ์ิตานแบคทเีรียกอโรคทางเดินอาหารของสารสกัดพืชพื้นเมอืงแสดงเปนคา MIC และ MBC (mg/ml) 
 
Plant extract S. paratyphi A S. paratyphi B Enterococcus sp. P. vulgaris S. typhi 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

1.ผักเบีย้หิน >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
2.ดอกปลีกลวย 25 >25 >25 >25 25 >25 25 >25 25 >25 
3.สะแล >25 >25 >25 >25 25 >25 >25 >25 >25 >25 
4.ดอกชะคราม >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
5.ใบชะคราม >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
6.ผักหวานปา >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
7.ผักเบีย้ทะเล >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
8.ผักขีข้วง >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
9.ปลีกลวยนอก >25 >25 25 >25 >25 >25 >25 >25 25 >25 
10.ผักแปม >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
11.หวายลิง >25 >25 >25 >25 25 >25 >25 >25 25 >25 
12.น้ําเตา >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
13.แกนโขม 12.5 >25 1.56 3.13 3.13 6.25 12.5 >25 3.13 3.13 
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            ตารางที่ 3 (ตอ) ฤทธิต์านแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหารของสารสกดัพืชพื้นเมอืงแสดงเปนคา MIC และ MBC (mg/ml) 
  

Plant extract S. paratyphi A S. paratyphi B Enterococcus sp. P. vulgaris S. typhi 
MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

14.ผักชลีาว 12.5 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
15.หญานางแดง 3.13 6.25 1.56 3.13 1.56 1.56 6.25 12.5 1.56 3.13 
16.ชํามะเรียง 25 >25 >25 >25 12.5 25 12.5 >25 25 >25 
17.เหมือดแล 3.13 6.25 3.13 6.25 1.56 3.13 12.5 25 3.13 12.5 
18.กระโดนนํ้า 3.13 12.5 12.5 >25 1.56 6.25 6.25 25 3.13 6.25 
19.ผักเหลยีง >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 25 >25 
20.สมเมา 6.25 12.5 12.5 25 1.56 6.25 25 >25 6.25 25 
21.กานคูน >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
22.ผักแพงพวย 6.25 12.5 6.25 12.5 6.25 25 3.13 12.5 12.5 12.5 
23.ยอดหมกักาก 0.78 0.78 0.39 0.78 0.39 0.78 0.78 0.78 0.78 1.56 
24.ผักกาดฮีน 12.5 25 12.5 >25 25 >25 25 >25 12.5 >25 
25.ยอดกระเจ๊ียบ
แดง 6.25 25 12.5 >25 6.25 25 12.5 12.5 6.25 25 
26.ผักแพว 6.25 12.5 >25 >25 3.13 12.5 12.5 >25 12.5 25 
27.ผักติ้ว 25 >25 >25 >25 3.13 12.5 12.5 12.5 12.5 25 
28.แตงโมออน >25 >25 >25 >25 3.13 12.5 >25 >25 >25 >25 
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             ตารางที่ 3 (ตอ) ฤทธิต์านแบคทเีรียกอโรคทางเดินอาหารของสารสกดัพืชพื้นเมอืงแสดงเปนคา MIC และ MBC (mg/ml) 

  
   

Plant extract S. paratyphi A S. paratyphi B Enterococcus sp. P. vulgaris S. typhi 
MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

29.อุตพษิกาน >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
30.อุตพษิใบ >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
31.กานตง >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
32.ตลบั >25 >25 >25 >25 >25 >25 25 >25 >25 >25 
33.ผักพราย >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
34.ลิ้นป >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
35.หมานอย >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
36.แขยง 12.5 >25 12.5 25 12.5 25 25 >25 25 >25 
37.ถั่วแดง >25 >25 25 >25 25 >25 25 >25 >25 >25 
38.ลูกเหลยีง >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
39.มันป ู 1.562 6.25 3.125 12.5 1.562 12.5 6.25 25 3.125 3.125 
40.ตดหมา >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
41.อีนูนใบ >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
42.ผักเม็ก 3.125 12.5 12.5 25 3.125 12.5 6.25 >25 6.25 25 
43.ผักคาดหัวแหวน >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
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            ตารางที่ 3 (ตอ) ฤทธิต์านแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหารของสารสกดัพืชพื้นเมอืงแสดงเปนคา MIC และ MBC (mg/ml) 
Plant extract S. paratyphi A S. paratyphi B Enterococcus sp. P. vulgaris S. typhi 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

44.ผักยอง >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
45.ตดูหมูบใบ >25 >25 25 >25 25 >25 >25 >25 >25 >25 
46.อีนูนกาน 25 >25 >25 >25 25 >25 25 >25 25 25 
47.แจง >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
48.ดอกโสน >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
49.ชาเลือด 1.56 1.56 3.13 3.13 6.25 6.25 6.25 12.5 0.78 1.56 
50.ไขน้ํา >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
51.ภูม ิ >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
52.กระถิน 25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 12.5 25 
53.ดอกขจร >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
54.ดาหลา 6.25 12.5 6.25 12.5 6.25 12.5 25 >25 6.25 12.5 
55.ตะครอ >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
56.ตดูหมูบเหงา >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
57.กระโดน >25 >25 >25 >25 25 >25 >25 >25 25 >25 
58.มะมุด >25 >25 >25 >25 12.5 >25 >25 >25 25 25 
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  ตารางที่ 3 (ตอ) ฤทธิ์ตานแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหารของสารสกดัพืชพื้นเมืองแสดงเปนคา MIC และ MBC (mg/ml) 
 
Plant extract S. paratyphi A S. paratyphi B Enterococcus sp. P. vulgaris S. typhi 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

MIC 
 

MBC 
 

59.ผักกูด >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
60.กานจอง >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 25 >25 
61.กันภยั 12.5 25 >25 >25 12.5 12.5 >25 >25 12.5 25 
62.ชะมวง 12.5 12.5 3.13 6.25 12.5 12.5 6.25 12.5 3.13 6.25 
63.หลุมพ ี 12.5 12.5 3.13 6.25 12.5 12.5 3.13 6.25 0.78 1.56 
64.แคหางคาง 12.5 12.5 >25 >25 >25 >25 12.5 12.5 25 >25 
65.กาดนา 25 >25 12.5 >25 25 25 12.5 25 >25 >25 
66.ปลั่งขาว >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
67.กระเฉด  >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 
68.ชะอม >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 



 

22 
 

  2.3 การศึกษาฤทธิ์ยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียที่สรางฮสิตามีน   
  

   2.3.1 การศกึษาฤทธิ์ยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียที่สรางฮิสตามีนของน้ํามันหอมระเหย 
 

วิธีการทดลอง 
 
1. การเตรียมเชือ้  

            นําเชือ้แบคทีเรยีจาก stock มาเพาะ ลงบน TSA Plate แลวนําไปบมเพาะในตูที่
อุณหภมูิหอง เปนระยะเวลา 16-18  ชั่วโมง จากนั้นนําเชื้อจาก TSA Plate ทีเ่ปนโคโลนีเดีย่วมา
เพาะเลีย้งตอในTSB แลวนําไปบมเพาะภายใตอุณหภูมิหองนาน 16-18 ชั่วโมง 
 

2. Antimicrobial susceptibility test  
 
 2.1 Disc diffusion method 

 นําเชื้อที่บมเพาะใน TSB ภายใตอุณหภูมหิองนาน 16-18 ชัว่โมง มาปรับความขุนโดยใช
เคร่ือง spectrophotometer  ใหมีคา OD เทากบั 0.2 ที่ความยาวคลื่น 600 nm นําเชือ้ที่ทําการ
ปรับคา OD แลวมา streak  บน TSA เพื่อใหเชื้อกระจายตวัอยางสม่ําเสมอทั่วทั้ง plate จากนั้นหยด
น้ํามันหอมระเหยทีต่องการทดสอบปริมาตร 10 µL ลงบน paper disc ที ่sterile บมเพาะที่อุณหภูม ิ
37C นาน 16-18 ชั่วโมง บันทึกผลการทดลองโดยวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของ clear zone ที่
เกดิขึ้น  
 
 2.2 Broth microdilution method 
 เตรยีมนํ้ามันหอมระเหยใหมคีวามเขมขน 1.0 %v/v โดยใช  oil : tween 80 : 95% 
ethanol :TSB  ในอัตราสวน 1 : 3 : 3 : 93 นําเชื้อทีบ่มเพาะในTSB ภายใตอุณหภูมหิองนาน 16-18 
ชั่วโมงมาปรับความขุนโดยใชเครื่อง spectrophotometer ใหไดคา OD เทากบั 0.2 ทีค่วามยาวคลื่น 
600 nm   ดดูน้ํามันหอมระเหยทีต่องการทดสอบปริมาตร 100 µL ใสลงในหลุมแบบ 2-fold serial 
dilution ลงใน 96-well plate จากนั้นเตมิเชื้อที่ไดปรับคา OD เตรียมไวแลวลงใน 96-well plate 
ทุกหลุมซึง่จะไดคาความเขมขนของน้ํามันหอมระเหยดังตารางที่ 4 นําไปบมเพาะที่อุณหภมูิ 37C 
นาน 16-18 ชั่วโมง  แปลผลการทดลองโดยหลุมที่ขุน แสดงวาแบคทเีรียสามารถเจริญเติบโตได  สวน
หลุมที่ใสแสดงวาแบคทเีรียไมสามารถเจริญเติบโตได  โดยคา MIC ดูไดจากหลุมทีม่ีความเขมขนนอย
ที่สดุทีย่งัใหผลการทดลองใสอยู แลวทําหาคา MBC โดยการใชวิธี drop plate method 
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ตารางที่ 4   คาความเขมขนสุดทายของการเจือจางน้ํามนัหอมระเหย 
 

แถว 
Nutrient 
Broth 
(µL) 

Oil 
(µL) 

Adjusted 
culture 

(µL) 

Final concentration 

µL/ml %v/v 

A - 100 µL of stock 
solution 

20 5.0 0.50 

B 100 100 µL of stock 
solution 

20 2.5 0.25 

C 100 100 µL from B 20 1.25 0.13 

D 100 100 µL from C 20 0.63 0.06 
E 100 100 µL from D 20 0.31 0.03 
F 100 100 µL from E 20 0.16 0.02 
G 100 100 µL from F 20 0.08 0.01 
H 100 100 µL from H 20 0.04 0.004 

 
3. การทดลองหาสารสําคัญในน้ํามันหอมระเหย โดยวธิี Bioautography 
 

 3.1 การเตรียม TLC โดยใช Silica gel GF254  
เตรยีม System ในการ develop TLC ซึ่งประกอบดวย Toluene : EtOAC (93:7) 

สําหรับ lemongrass oil และ clove oil  สวน Toluene : CH2Cl2   (3:1) สําหรับ Sweet basil oil  
โดยทิง้ไวใหอิ่มตัวประมาณ 1 ชั่วโมง ทําการคดัเลือกน้ํามันหอมระเหยทีม่ฤีทธ์ิครอบคลุมแบคทีเรยีทีด่ี
ที่สดุโดยพิจารณาจากผลการทดลอง antimicrobial susceptibility test ซึ่งพบวามีน้ํามันหอม
ระเหยสามชนดิที่มฤีทธ์ินีค้ือ lemengrass oil,  clove oil  และ sweet basil oil   

เตรยีมนํ้ามันใหมคีวามเขมขน 1 %v/v โดยใช ethanol เจือจาง และเตรยีมสารละลาย
มาตรฐาน ซึง่เปน major components ของน้ํามันแตละชนิดใชเปน reference มีดังนี ้ คือ 
eugenol,,  caryophylline ใชเปน reference สําหรับ clove oil และ myrcene, geraniol, citral, 
citronellol, citronellal ใชเปน reference สําหรับ lemongrass oil สวน methyl charvicol, 
linalool, methyl eugenol, cineol ใชเปน reference สาํหรับ sweet basil oil  
         Spot น้ํามันแตละชนดิและสาร reference ลงบนแผน TLC แลวนําแผน TLC ที่ spot 
เรียบรอยแลว ไป develop ใน system ทีเ่ตรียมไว เมื่อถงึระยะที่กําหนดแลวจึงนําแผนTLC ขึ้นมา
และท้ิงให solvent ระเหยออกไปจากแผนจนหมด 
 

3.2 การทดลองBioautography 
นําเชื้อที่บมเพาะใน TSB ภายใตอุณหภมูิหองนาน 16-18 ชั่วโมงมามาปรับความขุนโดย

ใชเครื่อง spectrophotometer ใหมคีา OD เทากบั 0.2 ที่ความยาวคลื่น 600 nm จากนั้นนําแผน 
TLC ที่เตรียมไววางบน agar base ที่แขง็ตัวแลว โดยหงายดาน silica gel ขึ้นดานบน ทําการผสม
เชื้อที่ปรับคา OD แลวใหเขากบั agar seed แลวเท agar seed ทีผ่สมเชื้อแลวทับลงบน agar plate 
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ที่วางแผน TLC ไวแลวนําไปบมเพาะท่ีอุณหภมูิหองนาน 16-18 ชั่วโมง บันทึกผลการทดลองโดยดู
จากตําแหนงของ clear zone ที่เกดิขึ้นทั้งจากนํ้ามันหอมระเหยและสาร reference (spray ดวย 
tetrasolium salt เพื่อใหเห็น clear zone ชัดเจนยิง่ขึ้น) 

 
ผลการทดลอง 
จากการทดลองดวยวิธ ีdisc diffusion พบวา clove oil สามารถยับยั้ง  Morganella 

morganii ไดดีทีส่ดุ  สวน sweet basil oil สามารถยับยั้ง Acinetobacter junii ไดดทีี่สุด และ 
lemongrass oil สามารถยบัยั้ง Myroides sp., Psychrobacter arenosus ไดดีทีส่ดุ   ขนาดของ
เสนผานศูนยกลางของวงใสที่เกดิขึ้นของน้ํามันหอมระเหยแตละชนิดที่มผีลตอ M. morganii, 
Myroides sp., P. arenosus, A. junii ดังตารางที ่5 และรูปที่ 1 
 
ตารางที่ 5 การทดสอบฤทธ์ิตานแบคทเีรียทีส่รางฮิสตามีนของน้ํามันหอมระเหยแตละชนิดโดยวิธี  
              disc diffusion (ขนาดวงใสเปน cm) 
 
                   เชื้อ 
Oil M. morganii A. junii Myroides sp. 

 
P. arenosus 

 
1.Finger root oil 0.87  0.06 0.9  0 1.63  0.06 1.47  0.06 
2. Lime oil ND 1.4  0 2.7  0.3 1.47  0.06 
3. Betel vine oil 0.97  0.06 2.13  0.06 2.07  0.06 2.67  0.32 
4.  Clove oil 1.57  0.06 2.17  0.06 2.27  0.06 2.90  0.10 
5.  Kaffir Lime oil 1.43  0.06 1.90  0.10 1.90  0.10 1.87  0.12 
6.  Kaffir Lime Leaf  
    oil 

ND 1.33  0.12 5.70  0 4.20  0.28 

7.  Lemongrass oil 1.10  0.10 1.87  0.12 9.25  0.35 4.37  0.61 
8.  Galanga oil ND 1.20  0.10 1.13  0.06 1.23  0.06 
9.  Holy Basil oil 1.10  0.10 1.70  0 2.00  0 2.0  0.10 
10. Sweet Basil 0il 1.33  0.06 3.03  1.37 2.81  0.12 2.60  0.39 

 
**หมายเหตุ ND = not detected 
 
 
 



 

25 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
          
 
รูปที่ 1  Inhibition zone ที่เกดิจากน้ํามันหอมระเหยแตละชนิดที่มผีลตอ M. morganii (A),  
          P. arenosus (B), Myroides sp. (C), A. junii (D) โดยวิธี disc diffusion  

 A 
 

B C 
 

D 

น้ํามันกานพลู
(clove oil) 

 

น้ํามันตะไคร
(lemongrass 

oli) 

  

น้ํามันโหระพา
(sweet basil 

oil) 

  

น้ํามันกะเพรา 
(holy basil 

oil) 

  

น้ํามันขา    
(galanga oil) 

 

น้ํามันผิวมะกรูด 
(kaffir lime 

oil) 

  

น้ํามันใบมะกรูด
(kaffir lime 

leaf oli) 

  

น้ํามันมะนาว  
(lime oil) 

  

น้ํามันพลู      
(betel vine 

oil) 

  

น้ํามันกระชาย
(finger root 

oil) 
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 เมื่อพิจารณาที่คา MIC และ MBC พบวา น้ํามันกานพล ู (clove oil) แสดงฤทธิ์ดีทีส่ดุ
ตอ M. morganii (MIC=0.125%v/v, MBC=0.250%v/v)  สวนน้ํามันตะไคร (lemongrass oil) 
และนํ้ามันใบมะกรูด (kaffir lime leaf oil) แสดงฤทธ์ิดทีีส่ดุตอ P. arenosus และ Myroides sp. 
(MIC and MBC=0.016 – 0.031%v/v) และสําหรับ A. junii ถูกยับยัง้การเจริญเติบโตไดดีทีส่ดุโดย
น้ํามันพล ู (betel vine oil)  (MIC=0.031%v/v) และถกูทําลายไดดีที่สดุดวยน้ํามันตะไคร น้ํามัน
โหระพา และน้ํามันใบมะกรูด (MBC = 0.125%v/v)  ดังตารางที่ 6 

 
 
ตารางที่ 6   คา MIC และ MBC (% v/v) ของน้ํามันหอมระเหยตอเชือ้ M. morganii, P. arenosus,   
                 A. junii และ Myroides sp.  
 

          เชื้อ 
Oil 

M. morganii P. arenosus Myroides sp. A. junii 
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC 

Clove 0.13 0.25 0.06 0.13 0.06 0.25 0.06 0.13 
Lemongrass 0.50 0.50 0.02 0.02 0.02 0.03 0.13 0.13 

Lime > 0.50 > 0.50 > 0.50 > 0.50 0.03 0.25 0.50 0.50 

Betel vine > 0.50 > 0.50 0.63 > 0.50 0.13 0.50 0.03 0.25 
Kaffir lime leaf > 0.50 > 0.50 0.02 0.03 0.02 0.03 0.25 0.50 

Kaffir Lime > 0.50 > 0.50 0.25 0.25 0.13 0.25 0.13 0.13 
Galanga > 0.50 > 0.50 > 0.50 > 0.50 > 0.50 > 0.50 > 0.50 > 0.50 

Finger root > 0.50 > 0.50 0.25 0.50 0.25 0.25 0.25 > 0.50 

Sweet basil 0.25 0.50 0.06 0,25 0.06 0.13 0.13 0.25 

Holy Basil > 0.50 > 0.50 0.06 0.13 0.13 0.50 0.13 > 0.50 
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จากผลการทดสอบดวยวิธี disc diffusion และ broth microdilution เมื่อนํามาพิจารณา
คดัเลือกน้ํามันหอมระเหยที่มฤีทธิค์รอบคลุมเชื้อทัง้สีช่นดิไดดีทีส่ดุ และนําไปหาสาร major 
components ที่คาดวาเปนสารที่ทําใหนํ้ามันหอมระเหยมฤีทธิต์านเชื้อโดยวิธ ี TLC และ  
bioautography method พบวา น้ํามันหอมระเหยทีน่าสนใจในการนําไปทําการทดลองตอมีสาม
ชนดิ คือ  น้ํามันตะไคร (lemongrass oil) น้ํามันโหระพา (sweet basil oil) และ น้ํามันกานพล ู
(clove oil) 

เมื่อทําการศึกษาดวยวิธ ี TLC bioautography พบวา สารออกฤทธิข์องน้ํามันหอมระเหยที่
แสดงฤทธิ ์antibacterial activity นาจะเปน eugenol ใน clove oil  สวนใน lemongrass oil คือ 
citral และใน sweet basil oil คอื methyl charvicol (รูปที่ 2-7) ซึ่งในสวนของการตรวจสอบ
วิเคราะหเพื่อยืนยันสารออกฤทธิ์น้ี ไดสงตอใหโครงการยอยที่ 1 ดําเนินการตอแลว 

 
 

                                
 

 
 

รูปที่ 2  TLC chromatogram ของน้ํามันกานพล ู(clove oil) เมือ่พนดวย anisaldehyde-sulfuric 
            reagent 
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รูปที่ 3 ผลการทดลอง bioautography ของน้ํามันกานพลู (clove oil) 
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รูปที่ 4  TLC chromatrogram ของน้ํามันโหระพา (sweet basil oil) เมื่อพนดวย         
          anisaldehyde- sulfuric reagent 
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รูปที่ 5  ผลการทดลอง bioautography ของน้ํามันโหระพา (sweet basil oil) 
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     รูปที่ 6  TLC chromatrogram ของน้ํามันตะไคร (lemongrass oil) เมื่อ spray ดวย 
                anisaldehyde-sulfuric reagent 
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รูปที่ 7  ผลการทดลอง Bioautography ของน้ํามันตะไคร (lemongrass oil) 
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2.3.2 การศกึษาฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่สรางฮิสตามีนของสารสกัดพืช 
       พื้นเมือง 

 
แบคทีเรียทดสอบ 
1. Morganella morganii 
2. Myroides sp. 
3. Psychrobacter arenosus 
4. Acinetobacter junii 
 
วิธกีารทดลอง 

 ทําการทดลองเชนเดยีวกับขอ 2.3.1 
 
 ผลการทดลอง 

จากการทดลอง เมื่อพิจารณาที่คา MIC และ MBC ของสารสกดัพืชพื้นเมอืงที่
รวบรวมไดจากทั่วประเทศทั้งหมดตอแบคทีเรยีทีส่รางฮิสตามีน พบวา สารสกดัชาเลือดและหมักกาก
แสดงฤทธิต์านเชื้อไดดทีี่สดุ โดยมคีา MIC อยูในชวง 0.39-3.13 mg/ml และ MBC อยูในชวง 0.39-
12.5 mg/ml ดังตารางที่ 7 พืชทั้งสองชนดิ จึงเปนพชืที่มศีกัยภาพและนาสนใจที่จะศึกษาถงึสารออก
ฤทธ์ิตอไป 
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ตารางที่ 7 คา MIC และ MBC (mg/ml) ของสารสกัดพชืตอเชื้อ M. morganii, P. arenosus,  
             A. junii และ Myroides sp.  
   
 

Plant extract 

M. morganiii 
 

A. junii 
 

 
Myroides sp. 

 

 
P. arenosus 

 

MIC MBC MIC MBC 
 
MIC 
 

 
MBC 
 

    MIC MBC 

1.น้ําเตา > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 
2.แกนโขม > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 
3.ตดหมา > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 
4.ผักอีนูนกาน > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 
5.วานตูดหมูบ
ใบ 

25 > 25 > 25 > 25 25 > 25 > 25 > 25 

6.อุตพิษกาน > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 
7.หมานอย > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 
8.อีนูนใบ > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 
9.ชาเลือด 3.13 6.25 0.39 0.39 3.13 3.13 0.39 0.39 
10.ผักพราย > 25 > 25 > 25 > 25 25 > 25 > 25 > 25 
11.ไขน้ํา > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 
12.ตูดหมูบเหงา > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 
13.ตะครอ > 25 > 25 > 25 > 25 12.5 12.5 25 25 
14.อุตพิษใบ > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 
15.ถั่วแดง > 25 > 25 > 25 > 25 25 > 25 > 25 > 25 
16.แขยง 12.5 25 3.125 12.5 6.25 6.25 6.25 12.5 

17.ลิ้นป > 25 > 25  25 > 25 25 > 25 > 25 > 25 

18.ตลับ > 25 > 25  25 > 25 25 > 25 > 25 > 25 

19.กานตง > 25 > 25 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 

20.หญานางแดง 12.5 3.125 6.25 12.5 3.125 12.5 1.562 3.125 

21.ผักติ้ว 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 

22.ผักกาดฮีน > 25 > 25 > 25 > 25 25 > 25 > 25 > 25 

23. ยอด
หมักกาก 

3.13 12.5 0.39 1.56 0.39 1.56 0.39 0.78 

24.แตงโมออน > 25 > 25 25 > 25 25 > 25 > 25 > 25 
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Plant extract 

M. morganiii 
 

A. junii 
 

 
Myroides sp. 

 

 
P. arenosus 

 

MIC MBC MIC MBC 
 
MIC 
 

 
MBC 
 

    MIC MBC 

25.ยอด
กระเจี๊ยบแดง 12.5 25 12.5 12.5 12.5 25 12.5 25 
26.กานคูน 25 25 25 > 25 25 > 25 25 > 25 
27.ผักแพงพวย 3.125 12.5 25 > 25 0.78 1.562 1.562 12.5 
28.ผักชีลาว > 25 > 25  25  25 > 25 > 25 > 25 > 25 
29.ผักแพว 6.25 12.5 3.125 12.5 6.25 6.25 3.125 12.5 
30.ชะมวง 12.5 12.5 12.5 12.5 6.25 12.5 6.25 12.5 
31.กันภัย 6.25 12.5 12.5 12.5 6.25 12.5 12.5 12.5 
32.ปล่ังขาว > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 
33.กาดนา 12.5 25 12.5 12.5 6.25 12.5 12.5 12.5 
34.ชะอม > 25 > 25 25 > 25 6.25 > 25 > 25 > 25 
35.แคหางคาง > 25 > 25 25 > 25 6.25 > 25 > 25 > 25 
36.กระเฉด > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 
37.หลุมพ ี 3.13 12.5 1.56 6.25 1.56 6.25 1.56 3.13 
38.ผักเบี้ยหิน > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 
39.ดอกปลี
กลวย 12.5 25 12.5 25 25 > 25 12.5  25 
40.สะแล > 25 > 25 12.5 25 25 > 25 12.5 12.5 

41.ดอกชะคราม > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 

42.ชะคราม > 25 > 25 25 > 25 25 25 > 25 > 25 

43.ผักหวานปา > 25 > 25 6.25 12.5 > 25 > 25 > 25 > 25 

44.ผักเบี้ยทะเล > 25 > 25 25 > 25 25 25 25 > 25 

45.ผักขี้ขวง 3.125 6.25 > 25 > 25 25 25 > 25 > 25 
46.ปลีกลวย
นอก > 25 > 25 > 25 > 25 25 25 25 > 25 

47.ผักแปม > 25 > 25 12.5 25 12.5 25 6.25 3.13 

48.หวายลิง > 25 > 25 1.56 3.13 25 > 25 1.562 3.13 
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 สรุปผลการทดลอง 
 

ในสวนแรกของโครงการซึง่ศึกษาถงึฤทธิต์านแบคทีเรยีกอโรคชนดิตางๆ พบวา น้ํามันตะไคร
มีฤทธิด์ีที่สดุสําหรับการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียกอโรคในชองปาก รองลงมาคอืน้ํามันใบมะกรูด
และนํ้ามันพล ู ตามลําดบั สวนฤทธิ์ตานแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหารทัง้ 11 สายพันธุของสารสกดั
พืชพื้นเมืองทัง้หมดนั้น จากผลการทดลองพบวา สารสกดัยอดหมักกากใหผลตานแบคทีเรียที่กอโรค
ทางเดินอาหารไดด ี ทัง้แบคทีเรยีแกรมบวกและแกรมลบโดยมคีา MIC และ MBC อยูในชวง 0.39-
3.13 มก./มล. และ 3.13-12.5 มก./มล. ตามลําดบั โดยออกฤทธ์ิดีทีส่ดุตอ Salmonella paratyphi 
B และ Enterococcus sp. โดยมคีา MIC ประมาณ 0.39 มก./มล. สําหรับสารสกัดชาเลอืดและ
หลุมพีออกฤทธ์ิตานเชื้อ Salmonella typhi ไดดีมาก โดยมคีา MIC เพยีง 0.78 มก./มล. สําหรับ
ฤทธ์ิตอแบคทเีรียที่สรางฮิสตามีนไดนั้น จากผลการทดลองเมื่อพิจารณาคา MIC และ MBC พบวาสาร
สกดัชาเลอืดและหมักกากแสดงฤทธิต์านเชื้อไดดทีี่สดุ โดยมคีา MIC อยูในชวง 0.39-3.125 มก./มล. 
และ MBC อยูในชวง 0.39-12.5 มก./มล. จึงเปนพชืที่มศีกัยภาพและนาสนใจที่จะศึกษาถงึสารออก
ฤทธ์ิตอไป  

Plant extract 

M. morganiii 
 

A. junii 
 

 
Myroides sp. 

 

 
P. arenosus 

 

MIC MBC MIC MBC 
 
MIC 
 

 
MBC 
 

    MIC MBC 

49.กระโดนนํ้า 1.56 6.25 > 25 > 25 1.56 6.25 1.56 6.25 
50.ผักเหลียง > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 > 25 
51.สมเมา 6.25 12.5 12.5 > 25 3.125 12.5 12.5 12.5 
52.ชํามะเรียง 12.5 25 25 25 12.5 25 12.5 25 
53.พลอง 
    เหมือด 1.56 3.13 3.13 12.5 > 25 > 25 6.25 12.5 
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บทท่ี 3 
 

การศึกษาฤทธิ์ตานการอักเสบ 
 

 สําหรับการทดสอบฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกดัพชือาหารน้ี เนื่องจากมสีารทดสอบ
จํานวนมาก จึงไดทําการคดัเลอืกจากพืชที่มฤีทธิต์านอนุมูลอิสระไดดี โดยการประชุมหารือรวมกับ
โครงการยอยที ่ 1-3 ซึ่งรับผดิชอบในสวนของการสกดัและแยกสารออกฤทธิ์ ไดพชืทั้งหมด 11 ชนดิ 
คือ กระโดน หวายลงิ มะตูมซาอ ุ ชาเลอืด ชะมวง เสมด็ชุน มันป ู ชะอม ปลกีลวย ผักหวานปา 
ผักขี้ขวง โดยทําการทดสอบดังตอไปน้ี 
 

3.1 สารสกดัพืชพื้นเมือง 
 
3.1.1 การศกึษาฤทธ์ิยับยั้งการหลั่ง Nitric oxide ของสารสกัดสมุนไพรพื้นบานตอ  
       RAW 246.7 macrophages ทีถู่กกระตุนดวย lipopolysaccharide (LPS) 

 
  วิธีการทดลอง 
1. เพาะเลีย้ง RAW 246.7 macrophages cells ในอาหาร Dulbecco’s Modified 

Eagle’s  
Medium (DMEM, high glucose) ที่ประกอบดวย 10% fetal bovine serum, 1X 
L-glutamine และ 1X Penicillin/Streptomycin โดยใหมีปริมาณ cell เริ่มตน
เทากับ 106cell/ml นํา cell ไปเลีย้งในสภาวะ 5% CO2 ที่อุณหภูม ิ 37 oC เปนเวลา 
48ชั่วโมง 

2.  หลงัจากนั้นนําเซลลไปเพาะเลีย้งตอใน 96-well microtiter plate โดยใหจํานวนเซลล
เริ่มตนในแตละหลุมมีคาเทากบั 5x105 cells/ml เลีย้งไวเปนเวลา 48 ชั่วโมง 

 3.   เทอาหารเดมิออกและลางดวย DMEM 1 ครั้งหลังจากนั้นเตมิอาหารพรอมดวย LPS  
                100 ng/ml นําไปบมเปนเวลา 1 ชั่วโมง  
 4.   เมื่อครบเวลาหลังจากกระตุนดวย LPS แลวเติมสารสกดัที่ใชในการทดสอบใหไดความ 
               เขมขน 100 μg/ml ลงในหลมุแตละหลมุ หลังจากนั้นนําไปบมเปนเวลา 24 ชั่วโมง 
 5.   วิเคราะหปริมาณ nitric oxide โดยนําสวนใสในแตหลมุมาผสมกบั Griess reagent ใน 
                อตัราสวน 1:1 ซึ่งในการทดลองนี้ปริมาณของสวนใสและ Griess reagent เทากับ 100  
              μL 
 6.  นําไปบมที่อุณหภูมหิอง (25oC) เปนเวลา 15 นาท ีหลังจากนั้นนําไปวัดคาการดดูกลืน 
               แสงที ่540 นาโนเมตร กอนทําการวิเคราะหผลการทดลอง 
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   ผลการทดลอง 
   จากผลการทดลองเมื่อเทยีบกับสารมาตรฐาน sodium nitrite (NaNo2) พบวา สารสกดั
ชะมวงมีฤทธิ์ยบัยั้งการหลัง่ nitric oxide จากเซลล macrophage ภายหลงัการกระตุนดวย 
lipopolysaccharide ไดดีทีส่ดุ โดยสามารถลดปริมาณ nitic oxide ไดถึงรอยละ 57.33 สวนสาร
สกดัชาเลอืด เสมด็ชุน และมันปู ใหผลดีในลําดบัถดัมา คือ ยับยั้งการหลัง่ nitric oxide ไดที่รอยละ 
40.67, 39.68 และ 39.37 ตามลําดบั โดยหวายลงิและผักขีข้วงไมมผีลตานการหลัง่ของ nitric oxide 
(ตารางที ่8) ในขณะที่ dexamethasone ซึ่งเปนยาตานการอักเสบและใชเปน positive control ใน
การทดลอง สามารถยับยัง้การหลั่ง nitric oxide ไดถงึรอยละ 62.50 
 
  ตารางที่ 8 ผลการยับยั้งการหลัง่ nitric oxide ของสารสกัดพชืชนดิตางๆ 

 
สารสกัดพชื 
 

ปริมาณ nitrite 
(μmol/L) 

Percentage of 
Inhibition 

กระโดน 
มะตูมซาอ ุ
หวายลิง 
ชาเลือด 
ชะมวง 
เสมด็ชุน 
มันป ู
ชะอม 
ปลีกลวย 
ผักหวานปา 
ผักขี้ขวง 
Dexamethasone 

 
 

38.54 
40.64 
62.36 
31.56 
22.70 
32.09 
32.25 
48.55 
45.86 
39.74 
52.85 
19.95 

 

27.55 
23.62 
ND 
40.67 
57.33 
39.68 
39.37 
8.73 
13.79 
25.31 
0.65 

 62.50 

  ND : ไมสามารถประเมินได 
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3.1.2 การศกึษาฤทธิ์ยับย้ังการหลั่ง TNF-αของสารสกัดสมุนไพรพ้ืนบานตอ  
       RAW 246.7 macrophages ทีถู่กกระตุนดวย lipopolysaccharide  
      (LPS) 

 
วิธกีารทดลอง 
1. เพาะเลีย้ง RAW 246.7 macrophages cells ในอาหาร Dulbecco’s Modified 

Eagle’s  
Medium (DMEM, high glucose) ที่ประกอบดวย 10% fetal bovine serum, 1X L-
glutamine และ 1X Penicillin/Streptomycin โดยใหมปีริมาณ cell เริ่มตนเทากบั 
106cells/ml นํา cell ไปเลีย้งในสภาวะ 5% CO2 ที่อุณหภมูิ 37 oC เปนเวลา 48 
ชั่วโมง 

2. หลงัจากนั้นนําเซลลที่ไดไปเลีย้งตอใน 96-well microtiter plate โดยใหจํานวน  
cell เริ่มตนในแตละหลุมมีคาเทากบั 5x105 cells/ml เลีย้งไวเปนเวลา 48 ชั่วโมง 

3. เทอาหารเดิมออกและลางดวย DMEM 1 ครั้งหลังจากน้ันเติมอาหารพรอมดวย LPS 
100 ng/ml นําไปบมเปนเวลา 1 ชั่วโมง  

4. เมื่อครบเวลาหลังจากกระตุนดวย LPS แลวเติมสารสกดัพชืที่ใชในการทดสอบใหได
ความเขมขน 100 μg/ml ลงในหลุมแตละหลุม หลงัจากนั้นนําไปบมเปนเวลา 24 
ชั่วโมง 

5. เมื่อครบเวลาบมนําสวนที่เปนของเหลว (supernatant) ไปวิเคราะหหาปริมาณ TNF-α  
ดวยชดุทดสอบ ELISA เทยีบกับ TNF-α มาตรฐาน 

 
ผลการทดลอง 

 จากผลการทดลองเมื่อเทยีบกับสารมาตรฐาน พบวา สารสกัดชะมวงใหผลยบัยั้งการหลั่ง 
TNF-α จากเซลล macrophage ภายหลังการกระตุนดวย lipopolysachharide ไดดีทีส่ดุ โดย
สามารถลดปริมาณ TNF-α ไดถึงรอยละ 42.70 สวนสารสกัดปลกีลวย เสมด็ชุน และชะอม ใหผลดี
ในลําดบัถดัมา คือ ยบัยั้งการหลัง่ TNF-α ไดที่รอยละ 41.73, 34.02 และ 29.18 ตามลําดับ (ตาราง
ที่ 9) ในขณะที่ dexamethasone ซึ่งเปนยาตานการอักเสบและใชเปน positive control ในการ
ทดลอง สามารถยบัยั้งการหลั่ง nitric oxide ไดถงึรอยละ 53.22 
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ตารางที่ 9 ผลการยับยั้งการหลัง่ TNF-α ของสารสกัดพชืชนิดตางๆ 

 
ND : ไมสามารถประเมินได 

 
 
 

 
 
 
    

สารสกัดพชื 
 

ปริมาณ TNF-α  (ng/ml) Percentage of 
Inhibition 

กระโดน 
ยอดมะตูม 
หวายลิง 
ชาเลือด 
ชะมวง 
เสมด็ชุน 
มันป ู
ชะอม 
ปลีกลวย 
ผักหวานปา 
ผักขี้ขวง 
Dexamethasone 

 
 

2418 
2375 
2197 
2199 
1661 
2163 
3773 
2053 
1689 
2485 
2206 
1356 

 

16.60 
18.07 
24.21 
24.14 
42.70 
34.02 
ND 
29.18 
41.73 
14.28 
23.90 

  53.22 
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3.1.3 การศกึษาฤทธิ์ยับย้ังการหลั่ง IL-6 ของสารสกัดสมนุไพรพ้ืนบานตอ RAW  
       246.7 macrophages ทีถ่กูกระตุนดวย lipopolysaccharide (LPS) 
 

วิธกีารทดลอง 
1. เพาะเลีย้ง RAW 246.7 macrophages cells ในอาหาร Dulbecco’s Modified 

Eagle’s  
Medium (DMEM, high glucose) ที่ประกอบดวย 10% fetal bovine serum, 1X  
L-glutamine และ 1X Penicillin/Streptomycin โดยใหมีปริมาณ cell เริ่มตนเทากับ 
106cells/ml นํา cell ไปเลีย้งในสภาวะ 5% CO2 ที่อุณหภมูิ 37oC เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

2. หลงัจากนั้นนําเซลลที่ไดไปเลีย้งตอใน 96-well microtiter plate โดยใหจํานวนเซลล
เร่ิมตนในแตละหลุมมีคาเทากบั 5x105 cells/ml เลีย้งไวเปนเวลา 48 ชั่วโมง 

3. เทอาหารเดิมออกและลางดวย DMEM 1 คร้ังหลงัจากนั้นเตมิอาหารพรอมดวย LPS 
100 ng/ml นําไปบมเปนเวลา 1 ชั่วโมง  

4. เมื่อครบเวลาหลังจากกระตุนดวย LPS แลวเติมสารสกดัพชืที่ใชในการทดสอบใหได
ความเขมขน 100 μg/ml ลงในหลมุแตละหลมุ หลังจากนั้นนําไปบมเปนเวลา 24 
ชั่วโมง 

5. เมื่อครบเวลาบมนําสวนที่เปนของเหลว (supernatant) ไปวิเคราะหหาปริมาณ IL-6 
ดวยชดุทดสอบ ELISA เทยีบกับ IL-6 มาตรฐาน 

 
ผลการทดลอง 

 จากผลการทดลองเมื่อเทยีบกับสารมาตรฐาน พบวา สารสกัดชะมวงใหผลยบัยั้งการหลั่ง IL-
6 จากเซลล macrophage ภายหลงัการกระตุนดวย lipopolysachharide ไดดีทีส่ดุ โดยสามารถลด
ปริมาณ IL-6 ไดถึงรอยละ 76.88 สวนสารสกดัผักหวานปา ชะอม และชาเลือด ใหผลดีในลําดับถดัมา 
คือ ยับยัง้การหลั่ง IL-6 ไดที่รอยละ 70.05, 39.58 และ 33.51 ตามลําดบั (ตารางที ่ 10) ในขณะที ่
dexamethasone ซึ่งเปนยาตานการอักเสบและใชเปน positive control ในการทดลอง สามารถ
ยับยัง้การหลั่ง nitric oxide ไดถงึรอยละ 90.00 
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ตารางที่ 10 ผลการยบัยั้งการหลัง่ IL-6 ของสารสกดัพชืชนิดตางๆ 
 

สารสกัดพชื 
 

ปริมาณ IL-6 (ng/ml) Percentage of 
Inhibition 

กระโดน 
ยอดมะตูม 
หวายลิง 
ชาเลือด 
ชะมวง 
เสมด็ชุน 
มันป ู
ชะอม 
ปลีกลวย 
ผักหวานปา 
ผักขี้ขวง 
Dexamethasone 

 
 

1409 
1685 
1866 
1203 
418 
1483 
1584 
1093 
1467 
542 
1782 
181 

 

22.13 
6.91 
ND 
33.51 
76.88 
18.07 
12.46 
39.58 
18.95 
70.05 
1.55 

  90.00 

ND : ไมสามารถประเมินได 
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รูปที่ 8   ผลการทดสอบฤทธ์ิตานการอักเสบของสารสกดัพชื 11 ชนดิ แสดงเปนรอยละของการ 
            ยบัยั้ง: ก) nitric oxide ข) TNF-α และ ค) IL-6
 

ก) 

ค) 

ข) 
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ในการศึกษาถงึฤทธิ์ตานการอักเสบของสารสกดัพืชพื้นเมอืง 11 ชนดิ (รูปที่ 8) ไดแก 
กระโดนบก เสมด็ชุน มันปู มะตูมซาอ ุ ชาเลอืด ชะอม ขีข้วง หวายลิง ปลีกลวย ผักหวานปา และ
ชะมวง ซึ่งทําการคดัเลือกจากพืชจากโครงการที ่ 1-3 ซึ่งมฤีทธิต์านอนุมูลอสิระไดด ี โดยทําการ
ทดสอบผลของสารสกัดพชืตอการหลั่ง nitric oxide และ pro-inflammatory cytokines เชน 
tumor necrosis factor-α (TNF-α) และ interleukin-6 (IL-6)  เนื่องจากจัดเปนสารสําคญัที่
รางกายสรางขึ้นเมื่อเกดิการตดิเชื้อหรือการอักเสบ โดยการสรางสารนี้ในปริมาณที่มากเกินไปจะ
กอใหเกดิอันตรายกบัเซลลปกติ ในการทดลองนีเ้ซลล murine peritoneal macrophage cell line 
(RAW 264.7) ทีถู่กกระตุนดวย endotoxin คือ lipopolysaccharides (LPS) จะหลั่งสารดังกลาว
ขางตน เมื่อเตมิสารสกดัพชืพื้นเมืองชนดิตางๆ และสังเกตผลพบวา สารสกดัชะมวงที ่100 มคก./มล. 
สามารถยบัยั้งการหลั่งของ nitric oxide ไดถึงรอยละ 57.33 เมื่อทําการทดสอบหาปริมาณ tumor 
necrosis factor-α (TNF-α) และ interleukin-6 (IL-6) ที่หลัง่จากเซลล RAW 264.7 ที่ถกูกระตุน
ดวย LPS พบวา สารสกดัชะมวงใหผลดทีี่สดุ โดยสามารถยับยัง้การหลั่งของสารสื่ออักเสบไดถึงรอย
ละ 42.70 และ 76.88 ตามลําดบั เมื่อเทยีบกับ dexamethasone สารตานการอักเสบซึง่ใชเปนสาร
ควบคุมในการทดลองนี ้ มีผลยบัยั้งที่รอยละ 53.22 และ 90.00 ตามลําดับเมื่อเทยีบทีค่วามเขนขน
เทากัน ดังนั้น ชะมวงจึงเปนพชืที่มคีวามนาสนใจในการทดสอบและแยกหาสารออกฤทธ์ิตอไป 
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    3.2 นํ้ามนัหอมระเหย 
 
  3.2.1 การศกึษาฤทธิ์ยับยั้งการหลั่ง Nitric oxide ของน้ํามันหอมระเหยตอเซลล  

    RAW 246.7 macrophages ทีถ่กูกระตุนดวย lipopolysaccharide (LPS) 
สําหรับการทดสอบฤทธิ์ตานการอักเสบของน้ํามันหอมระเหยนี้ ไดทําการคดัเลือกน้ํามัน

หอมระเหยทีย่งัไมมีรายงานวิจัยเกีย่วกับฤทธ์ิตานการอักเสบ โดยการประชุมหารือรวมกับโครงการ
ยอยที่ 1 ไดพืชทั้งหมด 11 ชนดิ คอื แมงลัก กะเพรา โหระพา พล ูกานพลู อบเชย ตะไคร กระชาย 
ผิวมะกรูด ใบมะกรูด ขา โดยทําการทดสอบดังตอไปนี ้

 
วิธกีารทดลอง 
1. เพาะเลีย้ง RAW 246.7 macrophages cells ในอาหาร Dulbecco’s Modified  
    Eagle’s Medium (DMEM, high glucose) ที่ประกอบดวย 10% fetal bovine  
    serum, 1X L-glutamine และ 1X Penicillin/Streptomycin โดยใหมีปริมาณ cell  
    เร่ิมตนเทากับ 106cell/ml นํา cell ไปเลีย้งในสภาวะ 5% CO2 ที่อุณหภมูิ 37oC เปน 
    เวลา 48 ชั่วโมง 
2. หลังจากนั้นนําเซลลไปเพาะเลีย้งตอใน 96-well microtiter plate โดยใหจํานวนเซลล 
   เร่ิมตนในแตละหลุมมคีาเทากบั 5x105 cells/ml เลีย้งไวเปนเวลา 48 ชั่วโมง 

 3. เทอาหารเดิมออกและลางดวย DMEM 1 ครั้งหลังจากนัน้เตมิอาหารพรอมดวย LPS 100  
              ng/ml นําไปบมเปนเวลา 1 ชั่วโมง  

4. เมือ่ครบเวลาหลงัจากกระตุนดวย LPS แลวเติมสารสกดัที่ใชในการทดสอบใหไดความ 
    เขมขน 100  μg/ml ลงในหลมุแตละหลมุ หลังจากนั้นนําไปบมเปนเวลา 24 ชั่วโมง 
5. วิเคราะหปริมาณ nitric oxide โดยนําสวนใสในแตหลุมมาผสมกบั Griess reagent ใน 
   อัตราสวน 1:1 ซึ่งในการทดลองนี้ปริมาณของสวนใสและ Griess reagent เทากับ 100  
   μL 
6. นําไปบมที่อุณหภมูิหอง (25oC) เปนเวลา 15 นาที หลงัจากนั้นนําไปวัดคาการดดูกลืนแสง 
    ที่ 540 นาโนเมตร กอนทําการวิเคราะหผลการทดลอง 

 
 ผลการทดลอง 
 น้ํามันพลู น้ํามันอบเชย น้ํามันแมงลกั น้ํามันตะไคร น้ํามันกะเพราและนํ้ามันกานพล ูทีค่วาม
เขมขน 100 มคก./มล. สามารถยับยัง้การหลั่งของ nitric oxide จาก murine peritoneal 
macrophage cell line (RAW 264.7) ภายหลังการกระตุนดวย lipopolysaccharides (LPS) ถึง
รอยละ 89.27, 87.03, 85.14, 82.79, 73.06 และ 71.32 ตามลําดบั โดยน้ํามันหอมระเหยชนดิอื่น
ใหผลยับยั้งทีต่่ํากวารอยละ 70 เมื่อเทยีบกับ dexamethasone สารตานการอักเสบซึ่งใชเปนสาร
ควบคุมในการทดลองนี ้ทีค่วามเขมขนเทากันมีผลยับยัง้ที่รอยละ 69.32 (ตารางที ่11)  
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              ตารางที่ 11 ผลการยบัยั้งการหลั่ง nitric oxide ของน้ํามันหอมระเหยชนิดตางๆ 
 

น้ํามันหอมระเหย 
 

ปริมาณ nitrite 
(μmol/L) 

Percentage of 
Inhibition 

1. Hoary basil 
2. Holy basil 
3. Kaffir lime leaf 
4. Galanga 
5. Betel vine 
6. Sweet basil 
7. Cinnamon bark 
8. Clove 
9. Lemongrass 
10. Kaffir lime  
11. Finger root 

 12. Dexamethasone 

5.45 
9.82 
16.86 
14.54 
3.91 
22.45 
4.73 
10.45 
6.27 
23.00 
23.45 
11.18 

 

85.03 
73.06 
53.73 
60.04 
89.27 
38.39 
87.03 
71.31 
82.79 
36.89 
35.65 
69.32 

 

  

 
       

   รูปที่ 9 ผลการทดสอบฤทธิต์านการอักเสบของน้ํามันหอมระเหย 11 ชนดิ แสดงเปนรอยละ 
                 ของการยับยั้งnitric oxide 
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3.2.2 การศกึษาฤทธิ์ยับยั้งการหลั่ง TNF-α ของน้ํามันหอมระเหยตอ RAW 246.7  
   macrophages ที่ถกูกระตุนดวย lipopolysaccharide (LPS) 

 
วิธกีารทดลอง 
1.  เพาะเลีย้ง RAW 246.7 macrophages cells ในอาหาร Dulbecco’s Modified  
     Eagle’s Medium (DMEM, high glucose) ที่ประกอบดวย 10% fetal bovine  
     serum, 1X L-glutamine และ 1X Penicillin/Streptomycin โดยใหมีปริมาณ cell  
     เริ่มตนเทากบั 106cells/ml นํา cell ไปเลีย้งในสภาวะ 5% CO2 ที่อุณหภมูิ 37oC เปน 
     เวลา 48ชั่วโมง 
2.   หลังจากนั้นนําเซลลที่ไดไปเลีย้งตอใน 96-well microtiter plate โดยใหจํานวน  

cell เริ่มตนในแตละหลุมมีคาเทากบั 5x105 cells/ml เลีย้งไวเปนเวลา 48 ชั่วโมง 
3.   เทอาหารเดมิออกและลางดวย DMEM 1 ครั้งหลังจากนั้นเตมิอาหารพรอมดวย LPS 
     100 ng/ml นําไปบมเปนเวลา 1 ชั่วโมง  
4.   เมื่อครบเวลาหลังจากกระตุนดวย LPS แลวเติมนํ้ามันหอมระเหยที่ใชในการทดสอบให 
      ไดความเขมขน 100 μg/ml ลงในหลมุแตละหลมุ หลงัจากนั้นนําไปบมเปนเวลา 24  
      ชั่วโมง 
5.   เมื่อครบเวลาบมนําสวนที่เปนของเหลว (supernatant) ไปวิเคราะหหาปริมาณ TNF-α  

ดวยชดุทดสอบ ELISA เทยีบกับ TNF-α มาตรฐาน 
 

ผลการทดลอง 
 เมื่อทําการทดสอบหาปริมาณสารสื่ออกัเสบ tumor necrosis factor (TNF-) ที่หลัง่จาก
เซลล RAW 264.7 ทีถู่กกระตุนดวย LPS พบวา น้ํามันอบเชยใหผลดทีี่สดุ โดยสามารถยบัยั้งการหลัง่
ของสารสื่ออักเสบนี้ไดถึงรอยละ 98.24 นอกจากน้ี ยงัมี น้ํามันแมงลัก และน้ํามันกานพลู ทีม่ีผลยับยัง้
การหลั่ง TNF- ไดรอยละ 84.95 และ 79.90 ตามลําดับ เมื่อเทยีบกบั dexamethasone ที่ความ
เขมขนเทากันมีผลยับยั้งที่รอยละ 66.50 (ตารางที ่12 )   
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              ตารางที่ 12 ผลการยบัยั้งการหลั่ง TNF-α  ของน้ํามันหอมระเหยชนดิตางๆ 
 
น้ํามันหอมระเหย 

 
ปริมาณ TNF-α  (ng/ml) Percentage of 

Inhibition 
1. Hoary basil 
2. Holy basil 
3. Kaffir lime leaf 
4. Galanga 
5. Betel vine 
6. Sweet basil 
7. Cinnamon bark 
8. Clove 
9. Lemongrass 
10. Kaffir lime  
11. Finger root 

 12. Dexamethasone 

1239 31.96 
274 84.95 
1237 32.07 
1607 11.75 
1255 31.08 
1597 12.3 
32 98.24 
366 79.9 
1199 34.15 
1646 9.61 
1398 23.22 
610 66.5 

 

31.96 
84.95 
32.07 
11.75 
31.08 
12.3 
98.24 
79.9 
34.15 
9.61 
23.22 
66.5 

 

 

 
 

    รูปที่ 10   ผลการทดสอบฤทธิต์านการอักเสบของน้ํามันหอมระเหย 11 ชนิด แสดงเปนรอยละ 
                  ของการยับยัง้ TNF-α  
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3.1.3 การศกึษาฤทธิ์ยับย้ังการหลั่ง IL-6 ของน้ํามันหอมระเหยตอ RAW 246.7  
       macrophages ทีถ่กูกระตุนดวย lipopolysaccharide (LPS) 
 

วิธกีารทดลอง 
1.  เพาะเลี้ยง RAW 246.7 macrophages cells ในอาหาร Dulbecco’s Modified  
     Eagle’s Medium (DMEM, high glucose) ที่ประกอบดวย 10% fetal bovine  
     serum, 1X L-glutamine และ 1X Penicillin/Streptomycin โดยใหมีปริมาณ cell  
     เริ่มตนเทากบั 106cells/ml นํา cell ไปเลีย้งในสภาวะ 5% CO2 ที่อุณหภมูิ 37oC เปน 
     เวลา 48ชั่วโมง 
2.   หลังจากนั้นนําเซลลที่ไดไปเลีย้งตอใน 96-well microtiter plate โดยใหจํานวน  

cell เริ่มตนในแตละหลุมมีคาเทากบั 5x105 cells/ml เลีย้งไวเปนเวลา 48 ชั่วโมง 
3.   เทอาหารเดมิออกและลางดวย DMEM 1 ครั้งหลังจากนั้นเตมิอาหารพรอมดวย LPS  
     100 ng/ml นําไปบมเปนเวลา 1 ชั่วโมง  
4.   เมื่อครบเวลาหลังจากกระตุนดวย LPS แลวเติมนํ้ามันหอมระเหยที่ใชในการทดสอบให 
     ไดความเขมขน 100 μg/ml ลงในหลุมแตละหลุม หลังจากน้ันนําไปบมเปนเวลา 24  
     ชั่วโมง 
5. เมือ่ครบเวลาบมนําสวนที่เปนของเหลว (supernatant) ไปวิเคราะหหาปริมาณ IL-6  

ดวยชดุทดสอบ ELISA เทยีบกับ IL-6 มาตรฐาน 
 

ผลการทดลอง 
 เมื่อทําการทดสอบหาปริมาณ interleukin-6 (IL-6) ที่หลั่งจากเซลล RAW 264.7 ทีถู่ก

กระตุนดวย LPS พบวา น้ํามันอบเชยใหผลดีทีส่ดุ โดยสามารถยับยั้งการหลัง่ของสารสื่ออกัเสบไดถึง
รอยละ 97.09 นอกจากนี้ ยงัมีน้ํามันกานพล ู น้ํามันแมงลกั และน้ํามันพลูที่มผีลยับยั้งการหลัง่ IL-6 
ไดรอยละ 81.28, 72.69 และ 68.01 ตามลําดับ เมื่อเทยีบกับ dexamethasone ที่ความเขมขน
เทากันมีผลยับยั้งที่รอยละ 59.67 (ตารางที่ 13) 
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                 ตารางที่ 13 ผลการยับยั้งการหลั่ง IL-6 ของน้ํามันหอมระเหยชนิดตางๆ 
 

น้ํามันหอมระเหย 
 

ปริมาณ IL-6 (ng/ml) Percentage of 
Inhibition 

1. Hoary basil 
2. Holy basil 
3. Kaffir lime leaf 
4. Galanga 
5. Betel vine 
6. Sweet basil 
7. Cinnamon bark 
8. Clove 
9. Lemongrass 
10. Kaffir lime  
11. Finger root 

 12. Dexamethasone 

540 
865 

817.5 
910 

632.5 
1465 
57.5 
370 
2805 

3845.25 
4113.5 
797.5 

 

72.69 
56.25 
58.68 
53.98 
68.01 
25.91 
97.09 
81.28 
ND 
ND 
ND 

59.67 
 

ND : ไมสามารถประเมินได 
 

 
 

    รูปที่ 11 ผลการทดสอบฤทธ์ิตานการอกัเสบของน้ํามันหอมระเหย 11 ชนิด แสดงเปนรอยละ 
ของการยับยั้ง IL-6 
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3.3 สรุปผลการทดลอง 
 
สําหรับฤทธ์ิตานการอกัเสบของสารสกัดพชืพื้นเมอืง 11 ชนิด ไดแก กระโดนบก เสม็ด

ชุน มันป ูมะตูมซาอุ ชาเลือด ชะอม ขี้ขวง หวายลิง ปลกีลวย ผกัหวานปา และชะมวง ซึ่งทําการ
คัดเลือกจากพืชจากโครงการยอยที่ 1-3 ซึ่งมฤีทธิ์ตานอนมุูลอสิระไดด ี โดยทําการทดสอบผลของ
สารสกัดพชืตอการหลั่ง nitric oxide และ pro-inflammatory cytokines เชน tumor 
necrosis factor-α (TNF-α) และ interleukin-6 (IL-6) พบวา สารสกัดชะมวงที่ 100 มคก./
มล. สามารถยับยั้งการหลั่งของ nitric oxide จาก murine peritoneal macrophage cell 
line (RAW 264.7) ภายหลังการกระตุนดวย lipopolysaccharides (LPS) ถึงรอยละ 57.3 เมือ่
ทําการทดสอบหาปริมาณ TNF-α และ IL-6 ที่หลั่งจากเซลล RAW 264.7 ที่ถูกกระตุนดวย LPS 
พบวา สารสกัดชะมวงใหผลดีที่สุด โดยสามารถยับยั้งการหลั่งของสารสือ่อักเสบไดถึงรอยละ 
42.7 และ 76.9 ตามลําดับ เมื่อเทยีบกับ dexamethasone สารตานการอกัเสบซึ่งใชเปนสาร
ควบคมุในการทดลองนี ้ มีผลยับยั้งที่รอยละ 52.2 และ 90 ตามลําดับเมือ่เทียบทีค่วามเขนขน
เทากัน  

ในสวนฤทธ์ิตานการอกัเสบของน้ํามันหอมระเหย 11 ตัวอยาง ไดแก แมงลัก กะเพรา 
โหระพา พลู กานพล ูอบเชย ตะไคร กระชาย ผวิมะกรูด ใบมะกรูด ขา พบวา น้ํามันพล ูน้ํามัน
อบเชย น้ํามันแมงลกั น้ํามันตะไคร น้ํามันกะเพราและน้าํมันกานพลู ที่ความเขมขน 100 มคก./
มล. สามารถยับยั้งการหลั่งของ nitric oxide จาก murine peritoneal macrophage cell 
line (RAW 264.7) ภายหลังการกระตุนดวย LPS ถึงรอยละ 89.27, 87.03, 85.14, 82.79, 
73.06 และ 71.32 ตามลําดับ โดยน้ํามันหอมระเหยชนดิอื่นใหผลยับยั้งที่ต่ํากวารอยละ 70 เมือ่
เทียบกับ dexamethasone สารตานการอกัเสบซึ่งใชเปนสารควบคุมในการทดลองนี ้ ที่ความ
เขมขนเทากันมีผลยับยั้งที่รอยละ 69.32 เมื่อทําการทดสอบหาปริมาณสารสือ่อกัเสบ TNF-α ที่
หลั่งจากเซลล RAW 264.7 ทีถ่กูกระตุนดวย LPS พบวา น้ํามันอบเชยใหผลดีทีสุ่ด โดยสามารถ
ยับยั้งการหลั่งของสารสื่ออักเสบนี้ไดถึงรอยละ 98.24 นอกจากนี ้ ยังมนี้ํามันแมงลกั และนํ้ามัน
กานพลู ที่มผีลยบัยั้งการหลั่ง TNF-α ไดรอยละ 84.95 และ 79.90 ตามลําดับ เมือ่เทียบกับ 
dexamethasone ที่ความเขมขนเทากันมีผลยับยั้งที่รอยละ 66.50   เมือ่ทําการทดสอบหา
ปริมาณ IL-6 ทีห่ลั่งจากเซลล RAW 264.7 ทีถ่กูกระตุนดวย LPS พบวา น้ํามันอบเชยใหผลดี
ที่สุด โดยสามารถยบัยั้งการหลั่งของสารสือ่อกัเสบไดถึงรอยละ 97.09 นอกจากนี ้ ยังมีน้ํามัน
กานพลู น้ํามันแมงลัก และนํ้ามันพลูที่มผีลยับยั้งการหลัง่ IL-6 ไดรอยละ 81.28, 72.69 และ 
68.01 ตามลําดับ เมื่อเทยีบกับ dexamethasone ที่ความเขมขนเทากันมผีลยับยั้งที่รอยละ
59.67
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บทท่ี 4  
 

การศึกษาคุณลักษณะและพัฒนาวิธีตรวจสอบแบคทีเรียท่ีสรางฮิสตามีน 
 

  
 4.1 สายพันธุเชื้อแบคทีเรียที่ใชในการทดสอบและวิธีการเพาะเลี้ยง 

Morganella morganii ATCC 25830, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, 
Pseudomonas fluorescens ATCC 13525, Proteus vulgaris ATCC 13315, Klebsiella 
planticola DMST 15700, Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis นําเชื้อแบคทีเรียกลุม
ดังกลาวขางมาเพาะเลี้ยงลงบนอาหาร Tryptic Soy agar (TSA; Difco Laboratories, Dickinson 
and Company, USA) นําไปบมที่อุณหภูมิ 25°C เปนเวลา 18 ชั่วโมง ยกเวน เชื้อ P. fluorescens 
ที่ตองบมเปนเวลา 24 ชั่วโมง  
 
 4.2 การคัดแยกแบคทีเรียที่ปนเปอนในปลาทะเลเพื่อนําไปตรวจสอบความสามารถ 
             ในการสรางฮสิตามีน 
 

วิธีการทดลอง 
ตัวอยางปลาทะเลที่ใชในการคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถสรางฮิสตามีนไดซึ่งซื้อมาจากตลาด

อาหารสดและหางคาปลีกขนาดใหญในเขตกรุงเทพมหานครจํานวน 5 ชนิด ไดแก ปลาทูตัวสั้น 
(Short bodies mackerel; Rastrelliger brachysoma) ปลาลัง (Indian mackerel; Rastrelliger 
kanagurta) ปลาซาบะ (Pacific mackerel; Scomber japonicas) ปลาอินทรีย (King mackerel; 
Scomberomorus cavalla) และปลาโอดํา (Long tail tuna; Thunnus tonggol) จากนั้นการทํา
การคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถสรางฮิสตามีนไดจากปลาตัวอยางโดยนําเน้ือปลาตัวอยางของปลาแต
ละชนิดปริมาณ 10 กรัมนําไปบดใหละเอียด หลังจากนั้นนําไปใสใน flask ที่มี 0.1% peptone 
ปริมาตร 90 มิลลิลิตร หลังจากนั้นนําไปเขาเคร่ืองเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 
25 ̊C เปนเวลา 60 นาที เมื่อครบเวลาที่กําหนดนําตัวอยางเนื้อปลาที่อยูใน 0.1% peptone มาทํา
การเจือจางแบบ 10-fold dilution ดวย 0.1% peptone หลังจากน้ันนําไปทําการ pour plate โดย
ใชอาหาร TSA และ อาหาร differential medium 2 ชนิดสําหรับการคัดแยกเชื้อที่สามารถสรางสาร
จําพวก biogenic amines ไดโดยชนิดแรกถูกพัฒนาขึ้นโดย Niven และคณะ (27) ซึ่งประกอบ 
0.5% (w/v) tryptone, 0.5% (w/v) yeast extract, 2.7% (w/v) L-histidine, 0.5% (w/v) NaCl, 
0.1% (w/v) CaCo3, 2.0% (w/v) agar และ 0.006% bromocresol purple (pH 5.3) โดยเชื้อที่
สามารถสรางสารประกอบ biogemic amines ไดโคโลนีของเชื้อจะมีสีมวงหรือสีมวงอมเทา สวน 
differential medium ชนิดที่สองที่ถูกพัฒนาขึ้นโดย Yoshinaga และคณะ(28)ประกอบดวย 0.5% 
(w/v) tryptone, 0.5% (w/v) yeast extract, 2% (w/v) L-histidine, 0.5% (w/v) NaCl, 1.5% 
(w/v) agar และ cresol red (pH 6.5) โดยเชื้อที่สามารถสรางสารประกอบ biogenic amines ได
โคโลนีของเชื้อจะมีสีแดงอมชมพูทําการนับจํานวนเชื้อที่เจริญทั้งหมดบนอาหาร TSA (Total plate 
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count) นําเชื้อที่เจริญบนอาหาร differential medium ทั้งสองชนิดที่มีสีตามที่อธิบายไวขางตน
นําไปตรวจสอบการสรางฮิสตามีนดวยวิธี Thin layer chromatographic assay 
 
  

ผลการทดลอง 
 จากผลการคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถสรางสาร biogenic amines จากตัวอยางปลาทะเล
ทั้ง 5 ชนิดไดแก ปลาทูตัวสั้น (short bodies mackerel), ปลาลัง (indian mackerel), ปลาซาบะ 
(pacific mackerel), ปลาอินทรีย (king mackerel) และ ปลาโอดํา (long tail tuna) ดวยอาหาร 
differential medium ทั้ง 2 ชนิด ซึ่งลักษณะของโคโลนีของเชื้อที่สามารถสรางสารประกอบ 
biogenic amines เมื่อเจริญบนอาหาร differential medium ทั้ง 2 ชนิด (รูปที่ 12) โดยผลจาก
การทดลองพบวาเชื้อที่คัดแยกไดจากปลาทูตัวสั้น ปลาลัง ปลาอินทรีย ปลาโอดําและปลาซาบะที่
สามารถสรางสารประกอบ biogenic amines ไดหลังจากทําการคัดแยกโดยใชอาหาร differential 
medium ที่พัฒนาขึ้นโดย Niven และคณะมีจํานวนเทากับ 72 ตัว 109 ตัว 117 ตัว 106 ตัวและ 
109 ตัวตามลําดับ ในขณะท่ีเชื้อที่สามารถสรางสารประกอบ biogenic amines หลังจากทําการคัด
แยกโดยใชอาหาร differential medium ที่พัฒนาขึ้นโดย Yoshinaga และคณะมีจํานวนเทากับ 81 
ตัว 112 ตัว 130 ตัว 131 ตัวและ 121 ตัวตามลําดับ ในขณะที่ผลจากการหาปริมาณของแบคทีเรียที่
ปนเปอนจากปลาทะเลตัวอยางทั้ง 5 ชนิดที่ซึ่งแสดงดังตารางที่ 14 พบวาตัวอยางปลาโอดําที่ซื้อมา
จากตลาดอาหารสดมีคาการปนเปอนของเชื้อเยอะท่ีสุดคือ 2.90 x 106 Cfu/mL รองลงมาคือปลา
อินทรียและปลาทูตัวสั้นที่ซื้อมาจากหางสะดวกซื้อโดยมีคาการปนเปอนเทากับ 2.70 x 106 และ 
2.47x 106 Cfu/mL ตามลําดับในขณะท่ีปลาลังที่ซื้อตลาดขายอาหารสดมีคาการปนเปอนที่นอยที่สุด
คือ 1.49 x 106 Cfu/mL 
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รูปที่ 12 การเจริญและลักษณะของโคโลนีของเชื้อที่สามารถสรางสารประกอบ biogenic  
           amines ไดบนอาหาร differential medium ที่ถกูพัฒนาขึ้นโดย Niven และคณะ (A) และ 
           ทีถู่กพฒันาขึ้นโดย Yoshinaga และคณะ (B) 
 
 
ตารางที่ 14 การปนเปอนของแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากตัวอยางปลาทะเล 

ตัวอยาง จํานวนเชื้อที่ตรวจพบ ระดับความเจือจาง ปริมาณเชื้อตอตัวอยาง 

1 มิลลลิติร (Cfu/mL) 

ปลาทตูัวสั้น 247 10-4 2.47  106 

ปลาทูตัวสั้นb 207 10-4 2.07  106 

ปลาลังa 191 10-4 1.91  106 

ปลาลังb 149 10-4 1.49  106 

ปลาซาบะa 215 10-4 2.15  106 

ปลาซาบะb 206 10-4 2.06  106 

ปลาอินทรียa 271 10-4 2.70  106 

ปลาโอดําb 290 10-4 2.90  106 

 
a; ตัวอยางปลาทะเลที่ไดจากหางสะดวกซื้อ 
b; ตัวอยางปลาทะเลที่ไดจากตลาดจําหนายอาหารสด 
  

A B 
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4.3 การทดสอบความสามารถในการสรางฮิสตามีนของเชื้อทีค่ัดแยกไดจากปลาทะเลดวย 
              วิธี Thin layer chromatographic assay 
 

วิธีการทดลอง 
นําเชื้อตัวอยางแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากปลาทะเลมาทําการทดสอบความสามารถในการ

สรางฮิสตามีนดวยวิธี Thin layer chromatographic assay โดยนําเชื้อที่คดัแยกไดจากตัวอยางปลา
ทะเลทั้ง 5 ชนิด นําไปเพาะลงในอาหาร TSB ที่มีสวนผสมของกรดอะมิโนฮีสทิดีนในอัตราสวน 1% 
W/V นําไปบมที่อุณหภูมิ 25 ̊C เปนเวลา 24 ชั่วโมงหลังจากนั้นนําเชื้อที่ไดไปทําการปนเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 8000 รอบตอนาทีเปนเวล 3 นาที จากนั้นนําสวนใสที่ไดปริมาตร 2 ไมโครลิตรนําไป 
spot ลงบนแผน TLC (Aluminium sheet Silica gel 60 F254) หลังจากนั้นนําไปพัฒนาโดยใชระบบ
ที่มีอัตราสวนของ chloroform :methanol :ammonia ในอัตราสวน 25 :15:3 ปริมาตรตอปริมาตร 
จากนั้นนําแผน TLC ที่พัฒนาเสร็จแลวไปตรวจสอบการปรากฏของฮิสตามีนโดยใชสารที่เปนตัวทํา
ปฏิกิริยาคือ Pauly’s reagent ซึ่งประกอบดวยสารละลายทั้งหมด 3 สวนคือ solution A ที่ซึ่งมี
สวนผสมของกรดซัลฟานิลิกจํานวน 9.55 กรัมละลายอยูในกรดไฮโครคลอลิกเขมขน 2.5 นอรมัล 
solution B ประกอบดวยสารละลายโซเดียวไนไทรดความเขมขน 5% และ solution C 
ประกอบดวยสารละลายโซเดียมคารบอเนตความเขมขน 10% โดยขั้นตอนในตรวจสอบการปรากฏ
ของฮิสตามีนใหนํา solution A และ solution B มาผสมใหเขากันกอนในอัตราสวน 1:1 หลังจากนั้น
นําพนลงบนแผน TLC ที่พัฒนาแลวทิ้งไวใหแหง จากนั้นนํา solution C มาพนทับลงไป โดยฮิสตามีน
จะปรากฏขึ้นบนแผน TLC โดยมีสีสมแดง 

 
ผลการทดลอง 

 ผลจากการทดสอบความสามารถในการสรางฮิสตามีนของแบคทีเรียตัวอยางที่คัดแยกไดจาก
ปลาทะเลโดยใชเทคนิค Thin layer chromatographic assay (รูปที่ 13) ซึ่งผลจากการทดลอง
พบวาจากจํานวนตัวอยางแบคทีเรียทั้งหมดที่คัดแยกไดจากปลาทะเลที่มีความสามารถในการสราง
สารประกอบ biogenic amines ไดจากการคัดแยกโดยใชอาหาร differential medium ทั้ง 2 ชนิด
พบวามีแบคทีเรียตัวอยางเพียง 44 ตัวเทานั้นที่สามารถสรางฮิสตามีนได โดยแบงเปน 15 ตัวอยางที่
คัดแยกไดจากปลาทูตัวสั้น ซึ่งเปนตัวอยางที่ไดมาจากปลาทูตัวสั้นที่ซื้อจากหางสะดวกซื้อจํานวน 6 
ตัวอยาง (N1, N2, N4, N5, N9 และ N10) และตัวอยางที่คัดแยกไดจากปลาทูตัวสั้นที่ซื้อจากตลาด
จําหนายอาหารสดจํานวน 9 ตัวอยาง (N11, N12, N15, N16, N17, N18, N20, N21 และ N24)
ในขณะที่ตัวอยางของแบคทีเรียที่สามารถสรางฮิสตามีนไดจํานวน 19 ตัวอยางเปนตัวอยางที่คัดแยก
ไดจากปลาลังโดยแบงเปน11 ตัวอยาง (N25, N26, N27, N28, N29, N30, N31, N32, N33, N35 
และ N39)ที่คัดแยกไดจากปลาลังที่ซื้อมาจากหางสะดวกซื้อและอีก 8 ตัวอยาง (N41, N43, N45, 
N47, N48, N49, N50 และ N51) คัดแยกไดจากปลาลังที่ซื้อมาจากตลาดจําหนายอาหารสดและ
นอกจากน้ียังสามารถคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถสรางฮิสตามีนไดจากปลาอินทรียและปลาโอดําที่ซื้อ
จากตลาดจําหนายของสดจํานวน 2 ตัวอยาง (KM 134.1.1, KM 134.2.1) 5 ตัวอยาง (LT94B1, 
LT94B2, LT94B3, LT94C1 และ LT94C2) ตามลําดับในขณะท่ีไมพบแบคทีเรียที่สรางฮิสตามีนจาก
แบคทีเรียที่คัดแยกไดจากปลาซาบะ 
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รูปที่ 13 การทดสอบความสามารถในการสรางฮิสตามีนของเชื้อตัวอยางที่คัดแยกไดจากปลาทะเล  
          (S: standard. KM1: KM134.1.1, KM2: KM134.2.1, LT1: LT94B1, LT2: LT94B2, LT3:  
          LT94B3, LT4: LT94C1, LT5: LT94C2, MM: M. morganii, Ea: E. aerogenes) 
 
 
 

S    N1  N2   N4 N5   N9N10  N11  N12  N15  N16  N17  S S     N18 N20N21  N24   N25N26  N27  N28  N29  N30  N31    S 

S     N32 N33N35  N39   N41N43  N45  N47  N48  N49  N50    S 

 

S     N51 KM1KM2 LT1  LT2LT3  LT4  LT5  MM   Ea     S 
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4.4 การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมเีบื้องตนของเแบคทีเรียที่สามารถสรางฮสิตามีนได 
               ที่คัดแยกจากปลาทะเล 
 

วิธีการทดลอง 
การศึกษาคุณสมบตัิทางชวีเคมีเบื้องตนของแบคทเีรียที่สามารถสรางฮิสตามีนไดนั้นจะทําการ

ทดสอบเบื้องตนดวยการยอมสีเชื้อตัวอยาง (Gram stain) และรวมถึงการทดสอบความสามารถใน
การยอยน้ําตาลกลูโคส แลกโทสและซูโครส การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟล การสรางกาซ การทดสอบ
การทํางานของเอนไซมคะตะเลสและเอนไซฒออกซิเดส และการทดสอบความสามารถในการ
เคลื่อนที่ของเชือ้ ซึ่งในการทดลองครั้งนี้ใชอาหาร Triple sugar iron agar (TSI agar) ในการทดสอบ
ความสามารถในการยอยน้ําตาลและการสรางกาซของเชื้อ โดยทําการเพาะเชื้อที่คัดแยกไดลงใน
อาหาร TSI agar slant โดยใชเข็มแตะโคโลนีแลวแทงลงตรงกลางในอาหาร TSI agar จากนั้นดึง
ขึ้นมาตรงๆและ streak บนอาหารสวนที่เปน slant นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ̊C เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
สําหรับการตรวจสอบการทํางานของเอนไซมคะตะเลสสามารถทําไดโดยการเขีย่เชือ้ที่ตองการทดสอบ
ลงบนแผน slide ที่มีไฮโดรเจนเปอรออกไซดอยูสังเกตฟองที่เกิดขึ้นและทําการบันทึกผล การทดสอบ
การทํ างานของเอนไซมออกซิ เดสสามารถทํ าได โดยการสอบดวยสาร Tetramethyl-p-
phenylenediamineTPD โดยทําการหยดสาร TPD ลงบนแผนกระดาษกรองใหชุม จากนั้นเขี่ยเชื้อที่
ใชในการทดสอบลงบนกระดาษกรอง สังเกตดูสีมวงที่เกิดขึ้นและบันทึกผล สําหรับการทดสอบ
ความสามารถในการเคลื่อนที่ของเชื้อนั้นจะทําการทดสอบโดยใชอาหาร Motility test medium 
(MO) ซึ่งเปนอาหารกึ่งแข็ง (semi-solid medium) โดยใชเข็มเขี่ยเชื้อที่จะใชในการทดสอบแทงลง
ตรงกลางของอาหาร จากนั้นดึงขึ้นมาตรงๆ นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 ̊C เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
 
 ผลการทดลอง 
 สําหรับการศึกษาคุณสมบตัิทางชีวเคมเีบื้องตนของเชื้อที่สามารถสรางฮิสตามีนไดจํานวน 41
ตัวอยาง ซึ่งคดัแยกไดจากปลาทะเล โดยคุณสมบตัิทางชีวเคมเีบื้องตนท่ีทําการทดสอบคอื การยอมส ี
(gram stain) และรวมถึงการทดสอบความสามารถในการยอยน้ําตาลกลูโคส แลกโทสและซูโครส 
การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟล การสรางกาซ การทดสอบการทํางานของเอนไซมคะตะเลสและเอน
ไซฒออกซิเดส และการทดสอบความสามารถในการเคลื่อนที่ของเชื้อ ซึ่งแสดงดงัรูปที ่ 14 และตาราง
ที ่ 15 โดยผลจากการทดลองพบวาเชื้อทีค่ดัแยกไดทัง้ 41 ตัวอยางและรวมถึงเชื้อมาตรฐาน M. 
morganii และ E. aerogenes เมื่อทําการยอมสีพบวาเชื้อตัวอยางทัง้หมดเปนแบคทีเรยีแกรมลบ
และมีลักษณะเปนแทงสั้นสามารถยอยน้ําตาลกลูโคสไดเพยีงอยางเดยีวโดยสขีองอาหาร TSI จะ
เปลีย่นสีจากสีสมไปเปนสเีหลืองบริเวณกนหลอด และเปลีย่นเปนสีแดงบริเวณผิวหนาอาหารที่มกีาร 
streak เชื้อ ยกเวนเชื้อตัวอยางทีค่ดัแยกไดจากปลาโอดํา LT94B1, LT94B2, LT94B3, LT94C1 
และ LT94C2 ที่สามารถยอยน้ําตาลกลูโคส ซูโครสหรือแลกโทสไดซึง่เปนผลทําใหสขีองอาหาร TSI 
เปลีย่นเปนสเีหลืองทั้งกนหลอดและผิวหนาอาหาร 
 นอกจากน้ี พบวาเชื้อตัวอยางทั้งหมดที่ทําการทดสอบใหผลบวกเมื่อทําการทดสอบปฏิกิริยา
ของเอนไซมคะตาเลส และใหผลลบเมื่อทําการทดสอบปฏิกริิยาของเอนไซมออกซเิดส รวมถงึไมพบ
การสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟล แตอยางไรก็ตามพบวาเชื้อตัวอยางที่ทําการทดสอบ 8 ตัวอยางไดแก 
N10, N12, N45, LT94B1, LT94B2, LT94B3, LT94C1 และ LT94C2 สามารถสรางกาซไดสําหรับ
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การทดสอบความสามารถในการเคลื่อนที่พบวามีเชื้อตัวอยางทั้งหมด 30 ตัวอยางทีม่คีวามสามารถใน
การเคลื่อนไดแก N2, N4, N5, N9, N10, N11, N12, N15, N16, N17, N18, N 20, N21, N24, 
N25, N26, N28, N32, N33, N41, N43, N48, N51, KM134.1.1, KM134.2.1,LT94B1, LT94B2, 
LT94B3, LT94C1 และ LT94C2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 14 การทดสอบทางชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรียที่สามารถสรางฮิสตามีนไดที่คัดแยกไดจากปลา 
          ทะเล ดังตอไปน้ี 

 ภาพ A ลักษณะของเชื้อและการติดสียอมไดกลองจุลทรรศน  
 ภาพ B การทดสอบการทํางานของเอนไซมคะตะเลส  
 ภาพ C ถึง E การทดสอบความสามารถในการใชน้ําตาลชนิดตางๆและการสราง 
                 กาซ 
 ภาพ F การทดสอบการเคลื่อนที่ของเชื้อที่คัดแยกได 

A B 

C D E F 
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ตารางที่ 15 การศึกษาคุณสมบตัิทางชีวเคมเีบื้องตนของแบคทเีรียทีส่ามารถสรางฮิสตามีนทีค่ดัแยก 
               ไดจากปลาทะเล 

Culture Glucose 
fermentation 

Lactose/Sucrose 
fermetation 

Gas 
production 

H2S 
production 

Catalase 
activity 

Oxidase 
activity 

motality 

1. N1 + - - - + - - 
2. N2 + - - - + - + 
3. N4 + - - - + - + 
4. N5 + - - - + - + 
5. N9 + - - - + - + 
6. N10 + - + - + - + 
7. N11 + - - - + - + 
8. N12 + - + - + - + 
9. N15 + - - - + - + 
10. N16 + - - - + - + 
11. N17 + - - - + - + 
12. N18 + - - - + - + 
13. N20 + - - - + - + 
14. N21 + - - - + - + 
15. N24 + - - - + - + 
16. N25 + - - - + - + 
17. N26 + - - - + - + 
18. N27 + - - - + - - 
19. N28 + - - - + - + 
20. N29 + - - - + - - 
21. N30 + - - - + - - 
22. N31 + - - - + - - 
23. N32 + - - - + - + 
24. N33 + - - - + - + 
25. N35 + - - - + - - 
26. N39 + - - - + - - 
27. N41 + - - - + - + 
28. N43 + - - - + - + 
29. N45 + - + - + - - 
30. N47 + - - - + - - 
31. N48 + - - - + - + 
32. N49 + - - - + - - 
33. N50 + - - - + - - 
34. N51 + - - - + - + 
35. KM 
134.1.1 

+ - - - + - + 

36. KM 
134.2.1 

+ - - - + - + 



 

63 
 

 

37. 
LT94B1 

+ + + - + - + 

38. 
LT94B2 

+ + + - + - + 

39. 
LT94B3 

+ + + - + - + 

40. 
LT94C1 

+ + + - + - + 

41. 
LT94C2 

+ + + - + - + 

M. 
morganii 

+ - - - + - + 

E. 
aerogenes 

+ + + - + - + 
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4.5 การจดัจําแนกสายพนัธุของแบคทีเรียที่สามารถสรางฮิสตามีนไดที่คดัแยกได 
     จากปลาทะเลโดยการวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดของ 16S rDNA 
 
วิธกีารทดลอง 
ในการทดลองนี้จะทําการเพิ่มจํานวนของยีน 16S rDNA ของแบคทเีรียทีส่ามารถสรางฮิสตา

มีนไดโดยใชคู primers ซึ่งประกอบดวย forward primer คือ 27F ซึ่งมีลําดบันิวคลีโอไทด 5´-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3´ และ reverse primer คือ 1492R ซึ่งมลีําดับนิวคลโีอไทด 5´-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3´ โดยปฏิกิรยิาจะประกอบดวย 10 mM Tris-HCl (pH 8.3), 50 
mM KCl, 1.5 mM MgCl, 0.25 mM dNTP, 20 pmol primer, 10 ng DNA template และ 0.5 
U Taq DNA polymerase โดยสภาวะที่ออกแบบสําหรับการเพิ่มจํานวนยีน 16S rDNA ดวยวิธี PCR 
เริ่มตนดวยการ denaturation เริ่มตนท่ีอุณหภูม ิ94ºC เปนเวลา 3 นาทีหลังจากนั้นจะเขาสูรอบของ
การเพิ่มจํานวนยีนเปาหมายซึ่งในการทดลองนี้จะทําทั้งหมด 35 รอบ โดยขั้นตอนในแตละรอบ 
ประกอบดวย กระบวนการ denaturation ที่อุณหภูม ิ 94ºC เปนเวลา 30 วินาท ี กระบวนการ 
annealing ที่อุณหภูม ิ55ºC เปนเวลา 60 วินาทีและกระบวนการ extension ที่อุณหภูม ิ72ºC 90 
วินาที และเมื่อดําเนินปฏกิิริยา PCR จนครบ 35 รอบแลวขั้นตอนสดุทายกระบวนการ final 
extension เปนเวลา 5 นาที หลังจากนั้นนํา PCR product ที่ไดตรวจสอบการปรากฏของ DNA 
เปาหมายดวยวิธี gel electrophoresis โดยขนาดของยีนเปาหมายมีขนาดเทากบั 1.5 kb หลงัจาก
นั้นนํา DNA เปาหมายที่ไดนําไปทําใหบริสทุธ์ิโดยวิธีการ gel extraction ดวย commercial kit 
(QIAquick Gel Extraction Kit) หลงัจากนั้นนําเชือ่มกบั cloning vector คือ pGEM-T Easy 
vector (Promega) (รูปที่ 15) เพื่อนําไปเพิ่มจํานวนใน cell เจาบาน โดยการเชื่อม DNA เปาหมาย
กับ cloning vector นั้นจะทําในหลอดปฏิกิริยา (ligation mixture) ทีป่ระกอบดวย 2X ligation 
buffer, vector, PCR product, T4 DNA ligase และ ultrafiltration water หลงัจากนั้นนําหลอด
ปฏิกิริยาไปบมที่อุณหภมูิ 16°C เปนเวลา 16 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาที่กําหนดนําชิ้น DNA เปาหมายที่
เชื่อมตอเขากบั vector แลวเขาสู cell เจาบานโดยวิธี heat shock method ซึ่งในที่นี้ใช E. coli 
สายพันธุ DH5α เปน cell เจาบาน นําเวกเตอรพรอมดวย DNA เปาหมายที่ไดจาก ligation 
mixture ปริมาตร 2 ไมโครลติรเติมลงหลอดทดลองที่ม ี50 ไมโครลติรของเซลลเจาบานอยูผสมใหเขา
กันหลังจากน้ันนําไปแชน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที เมือ่ครบเวลานําตัวอยางไปบมที่อุณหภมูิ 42ºC เปน
เวลา 90 วินาที หลังจากนั้นนําไปแชน้ําแขง็อีก 1-2 นาที เติม 850 ไมโครลติรของอาหาร LB broth 
(Lennox; Difco) นําไปบมที่อุณหภูม ิ 37ºC พรอมเขยาที่ 200 รอบตอนาทีเปนเวลา 45 นาที 
หลงัจากนั้นนําตัวอยางไป spread ลงบนอาหาร LB agar ที่ประกอบดวยยาปฏชิีวนะ ampicillin 
100 ไมโครกรัมตอมลิลลิติร 0.5 mM IPTG และ 80 ไมโครกรัมตอมิลลลิติร X-gal จากนั้นนํา plate 
ไปบมทีอุ่ณหภูมิ 37ºC เปนเวลา 16 ชั่วโมง ตรวจสอบวาเซลลเจาบานไดรับเวกเตอรพรอมดวย DNA 
เปาหมายหรือไมโดยใชวิธี blue/white screening โดยเซลลเจาบานทีส่ามารถรับเวกเตอรพรอมดวย 
DNA เปาหมายจะปรากฏโคโลนีสีขาว สวนเซลลเจาบานทีส่ามารถรับเวกเตอรแตไมม ีDNA เปาหมาย
จะปรากฏโคโลนสีีฟา หลงัจากนั้นนําเชื้อทีป่รากฏโคโลนีสขีาวนําไปสกดัพลาสมดิและตดัดวยเอนไซม
ตดัจําเพาะเพื่อตรวจสอบวามีชิ้นของ DNA เปาหมายอยูใน vector หรือไมซึ่งเอนไซมตดัจําเพาะที่ใช
ในการทดลองนีค้ือ NcoI (NEB) และ EcoRI (NEB) หลังนั้นนําพลาสมิดที่มี DNA เปาหมายไป
วิเคราะหลําดับเบสของยีน 16S rDNA เพื่อจําแนกสายพันธุของเชื้อตอไป 
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รูปที ่15 โครงสรางของ pGEM-T Easy 
 

ผลการทดลอง 
สําหรับการวิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA เพื่อจําแนกสายพันธุของ

แบคทเีรียที่สามารถสรางฮิสตามนีทีค่ดัแยกไดจากปลาทะเลนั้น การทดลองในครั้งนีไ้ดทําการคดัเลือก
แบคทเีรียที่สามารถสรางฮิสตามนีจํานวน 9 ตัวอยางจากทัง้หมด 41 ตัวอยาง เพื่อใชในการจําแนก
สายพันธุโดยอาศยัความแตกตางของคุณสมบตัิทางชีวเคมีโดยเชื้อจํานวน 9 ตัวอยางประกอบดวย N1, 
N10, N12, N30, N31, N39, N48, N51 และ LT94B1 ซึ่งผลการเพิ่มจํานวน 16S rDNA ดวยคู 
primers 27F และ 1492R โดยผลจากการทดลองพบวาเชื้อตัวอยางท้ัง 9 ตัวอยางใหขนาดของ PCR 
product ตรงกบัขนาดของ DNA เปาหมายคือ 1.5 kb (รูปที ่16) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 16 ภาพแสดงขนาดของยีน 16S rDNA ของเชือ้ตัวอยางหลกัจากการเพิ่มจํานวนโดยใชคู 
           primer 27F และ 1492R 

      1kb        N1         N10       N12      N30       N31      N39       N48         1kb       N51      94B1 

DNA เป้าหมาย 

ขนาด 1.5 kb 
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หลงัจากนั้นเมื่อนํา DNA เปาหมายเชื่อมเขากับ cloning vector และนําเขาสูเซลล
เจาบานเพื่อทําการเพิ่มจํานวน หลงัจากนั้นตรวจสอบการมีอยูของ DNA เปาหมายที่อยูใน cloning 
vector โดยการนํามาตดัดวยเอนไซนตดัจําเพาะ NcoI และ EcoRI โดยผลการตดัดวยเอนไซนตดั
จําเพาะแสดงดังรูปที ่ 17 และหลงัจากนั้นนํายีน 16S rDNA ของเชื้อตัวอยางที่ทําการเพิม่จํานวนใน 
cloning vector ไปทําการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและนําผลที่ไดไปเปรียบกับลําดับนิวคลโีอไทด
ของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรยีที่อยูฐานขอมูล NCBI พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA 
ของเชื้อตัวอยางจํานวน 8 ตัวอยางไดแก N1, N10, N12, N30, N31, N39, N48 และ N51 มีลําดบันิ
วคลีโอไทดเหมือนกบัลําดบันิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ของเชื้อ Morganella morganii subsp. 
morganii KT (CP004345.1) ถึงรอยละ 99 ดังแสดงในรูปที ่18 ขณะท่ีเมื่อทําการเปรียบเทียบลําดบั
นิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ที่ไดจากเชื้อ LT94B1 พบวามีความเหมอืนกับลําดับนิวคลโีอไทดของ
ยีน 16S rDNA ของเชื้อ Enterobacter aerogenes KCTC 2190 (CP00284.1) ถึงรอยละ 99 ดัง
แสดงในรูปที ่19 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 17 การตรวจสอบมอียูของ DNA เปาหมายใน cloning vector หลังจากตัดดวย     
           เอนไซมตดัจําเพาะ EcoRI และ NcoI 

uncut 

vector 

cut 

vector 

uncut 

94B1 

cut 

94B1 

uncut 

N51 

cut 

N51 

uncut 

N48 

cut 

N48 

uncut 

vector 

cut 

vector 
uncut 

N39 

cut 

N39 

uncut 

N31 

cut 

N31 

uncut 

N30 
cut 

N30 

uncut 

N12 

cut 

N12 

uncut 

N10 

cut 

N10 

uncut 

N1 

cut 

N1 
1Kb 1Kb 
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รูปที่ 18 การเปรียบเทยีบลําดบันิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ระหวางเชื้อตัวอยางที่ใชใน  
  การทดสอบ (N1, N10, N12, N30, N31, N39, N48, N51) และ Morganella morganii  
            subsp. morganii KT (CP004345.1) 
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รูปที่ 19 การเปรียบเทยีบลําดับนิวคลโีอไทดของยีน 16S rDNA ระหวางเชื้อตัวอยางที่ใชใน 
           การทดสอบ (LT94B1) และเชื้อ Enterobacter aerogenes KCTC 2190 (CP00284.1) 
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4.6 การออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทด (primers) สําหรับใชในการตรวจสอบการปรากฎ  
     ของยีนฮสิทิดีนดีคารบอกซิเลส (hdc gene) 
 
วิธีการทดลอง 
การออกแบบ primers ที่ใชสําหรับการตรวจสอบการปรากฏของ hdc gene นั้นในขั้นตอน

แรกตองทําการเก็บของมูลที่มีรายงานเกี่ยวกับลําดับนิวคลีโอไทดของ hdc gene ที่มีอยูในฐานขอมูล 
ซึ่งในการทดสอบคร้ังนี้ใชฐานขอมูลของแบคทีเรียที่สามารถสรางฮิสตามีนไดที่ซึ่งมีรายงานอยูใน
ฐานขอมูลของ National Center of Biotechnology Information (NCBI) จากนั้นทําการรวบรวม
ขอมูลของ hdc gene ที่อยูในฐานขอมูลและนํามาจัดเรียงโดยใชโปรแกรม bioedit และ clustralX 
เพื่อชวยในการหาสวนที่เปนบริเวณอนุรักษ (conserve sequence) ของ hdc gene เพิ่อใชสําหรับ
การออกแบบ primers สําหรับการตรวจสอบการมีอยูของ hdc gene 

 
 ผลการทดลอง 
 ผลจากการรวบรวมขอมลูของเชือ้ทีส่ามารถสรางฮิสตามีนไดจากฐานขอมลู NCBI เพื่อใช
สําหรับการออกแบบ primers ที่ใชสําหรับการตรวจสอบการปรากฏของ hdc gene พบวามีเชื้อที่
สามารถสรางฮิสตามีนไดทั้งหมดจํานวน 24 สายพันธุคือ Acinetobacter spp., Aeromonas sp., 
Bacteroides sp., Clostridium sp., Escherichia sp., Enterobacter sp., Erwinia sp.,  
Haemophilus sp., Halomonas sp., Klebsiella sp., Lactobacillus spp., Morganella sp., 
Marinomonas sp., Oenococcus sp., Ornithobacterium sp., Photobacterium spp., 
Proteus sp., Pseudomonas spp., Raoultella spp., Staphylococcus spp., Streptococcus 
sp., Sulfurovum sp., Tetragenococcus spp. และ Vibrio sp. และหลงัจากนั้นเมื่อนําลําดับเบส
ของ hdc gene ของเชือ้ในกลุมตัวอยางดังกลาวนํามาจัดเรียงโดยใชโปรแกรม bioedit และ 
clustralX เพื่อชวยในการหาสวนที่เปนบริเวณอนุรักษ (conserve sequence) ของ hdc gene เพือ่
ใชสําหรับการออกแบบ primers ซึ่งผลจากการจัดเรยีงพบวาสามารถออกแบบ primers สําหรับสวน
ที่เปนบริเวณอนุรักษของ hdc gene ไดจากตัวอยางเชือ้ 2 กลุมคอื กลุมแรกประกอบดวย A. 
salmonicida (CP000644.1), E. aerogenes (CP002824), H. influenzae (FQ670204, 
FQ670178), Marinomonas sp. (CP000749), M. mediterranea (CP002583), P. fluorescens 
(CP003041, Y09356), P. entomophila (CT573326) และ V. harveyi (CP000789) โดยผลการ
จัดเรียงเพื่อหาบริเวณอนุรักษของเชื้อในกลุมแรก แสดงดังภาพที ่ 4 โดยลําดบัเบสของ primersที่ใช
สําหรับการตรวจสอบการมีอยูของ hdc gene ที่ออกแบบจากบริเวณอนุรักษของเชื้อในกลุมแรกคอื 
Hdc_1F 5´TTT-AAA-ATC-GGG-TAT-CCT-GA-3´และ Hdc_1R 5´TGA-GGC-ATG-GTA-ATC-
AAA-TG-3´ โดย PCR product ที่ไดจากการเพิ่มจํานวนโดย primer คูดงักลาวจะมีขนาดเทากับ 
996 bp สําหรับเชื้อที่ในกลุมที ่2 ที่ใชสําหรับการออกแบบ primer เพื่อใชในการตรวจสอบการมีอยู
ของ hdc gene ประกอบดวย K. planticola (M62746), M. morganii (AB259290, J02577), P. 
vulgaris (AB083204), P. fluorescens (CP003041, Y09356), P. entomophila (CT573326), R. 
planticola (AB083205), R. ornithinolytica (FJ469565), V. harveyi (CP000789), E. 
aerogenes (M62745), P. damselae (AB084251, AB259289) และ P. phosphoreum 
(AB259287) ซึ่งผลของการจัดเรียงแสดงดังรูปที ่ 20 โดยลําดบัเบสของ primers ที่ใชสําหรับการ
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ตรวจสอบการมีอยูของ hdc gene ที่ออกแบบจากบริเวณอนุรักษของเชือ้ในกลุมที ่ 2 คือ Hdc_2F 
5´TGG-GGT-GTS-ACC-AAT-GG-3´และ Hdc_2R 5´GTR-TGG-CCG-TTA-CGY-GAR-CC-3´ โดย 
PCR product ที่ไดจากการเพิ่มจํานวนโดย primer คูดงักลาวจะมีขนาดเทากับ 578 bp และ
นอกจากน้ีสําหรับ Hdc_3F 5´TCH-ATY-ARY-AAC-TGY-GGT-GAC-TGG-RG-3´และ Hdc_3R 
5´CCC-ACA-KCA-TBA-RWG-GDG-TRT-GRC-C-3´ นั้นเปน primer ที่ใชสําหรับการตรวจสอบการมี
อยูของ hdc gene ที่ออกแบบโดย Takahashi และคณะ โดย PCR product ที่ไดจากการเพิ่ม
จํานวนดวย primer คูนี้จะมีขนาดเทากับ 709 bp 
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Hdc_1R 
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Hdc_2F 
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รูปที่ 20 การจัดเรียงลําดับเบสบริเวณอนุรักษของ hdc geneสําหรับการออกแบบ Hdc_1F  
           และ Hdc_1R 
 
  

Hdc_2R 
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4.7 การหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการเพิ่มจํานวน hdc gene ดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ  
      (Polymerase chain reaction; PCR) 

 
วิธีการทดลอง 
สําหรับการทดลองเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการเพิ่มจํานวนของ hdc gene นั้น ใน

การทดลองคร้ังจะทําการศึกษาถึงอุณหภมุิที ่primers สามารถเขาจับกับดเีอ็นเอตนแบบ (Annealing 
temperature) และความเขมขนของแม็กนีเซียมไอออนที่เหมาะสมสําหรับการเพิ่มจํานวนของ hdc 
gene โดยในหลอดปฏิกิริยาสําหรับการเพิ่มจํานวน hdc gene นั้นจะประกอบดวย 1.forward 
primer (20 pmol/µL) 2.reverse primer (20 pmol/µL) 3.dNTP (0.2 mM)4. 1X PCR 
reaction buffer (NEB; 20 mM Tris-HCl, 10 mM (NH4)2SO4, 10 mM  KCl, 2 mM Mg2SO4, 

0.1% TritonX-100) 5. Taq DNA polymerase (1Unit) 6.template DNA (20 ng) 7. น้ําปลอด
ประจุที่ผานการฆาเชื้อและเมื่อไดสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการเพิ่มจํานวนของ hdc gene แลวจึง
นําไปทดสอบความจําเพาะและความไวของ primers ตอ hdc gene ของเชื้อแบคทีเรียที่สรางฮิสตา
มีนตอไปโดยเชื้อมาตรฐานที่สามารถสรางฮิสตามีนไดที่ใชการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการ
ตรวจสอบการมีอยูของ hdc gene คือ E. aerogenes และ M. morganii 
 
 ผลการทดลอง 
 สําหรับการทดสอบเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจสอบการมีอยูของ hdc gene นั้น 
โดยการทดลองคร้ังนี้ไดทําการศึกษาเพือ่หา annealing temperature ที่เหมาะสมสําหรับการเพิม่
จํานวนของ hdc gene โดย primer ที่ใชในการศึกษาทดลองคร้ังนีป้ระกอบดวย Hdc_1F Hdc_1R, 
Hdc_2F Hdc_2R และ Hdc_3F Hdc_3R ซึ่งมกีารกําหนดชวงของ annealing temperature ที่ใช
ในการทดสอบที่แตกตางกัน สําหรับ Hdc_1F และ Hdc_1R ซึ่งคา annealing temperature ที่ใช
ในการทดสอบคือ 42°C, 44°C ,46°C, 48°C และ 50°C ในขณะที่คา annealing temperature ที่ใช
ในการทดสอบสําหรับ Hdc_2F และ Hdc_2R คือ 46°C, 48°C, 50°C, 52°C และ 54°C และสดุทาย
คา annealing temperature ที่ใชในการทดสอบสําหรับ Hdc_3F และ Hdc_3R คือ 50°C, 52°C, 
54°C, 56°C และ58°C ซึ่งผลจากการทดลองพบวาการทดสอบเพื่อหา annealing temperature ที่
เหมาะสมสําหรับการตรวจสอบการมีอยูของ hdc gene โดยใชคู primer Hdc_1F และ Hdc_1R 
พบวาทุก annealing temperature ที่ใชในการทดสอบนัน้ไมสามารถให pcr product ที่ตรงกับ
ขนาดของยีนเปาหมายทีต่องการซึ่งมีขนาดเทากบั 996 bp จากทุกเชือ้ตัวอยาง 
 ในขณะที่การทดสอบเพื่อหา annealing temperature ที่เหมาะสมสําหรับการตรวจสอบ
การมีอยูของ hdc gene โดยใช Hdc_2F และ Hdc_2R primer (รูปที่ 21) พบวาที่ทุก annealing 
temperature ที่ใชในการทดสอบ primers ที่ใชในการทดสอบสามารถตรวจพบ hdc gene E. 
aerogenes และ M. morganii ไดโดยมีขนาดของ PCR product เทากับ 578 bp แตอยางไรก็ตาม
ไมพบการปรากฏ PCR product ที่มีขนาดเทากับยีนเปาหมายเมื่อทําการทดสอบกับเชื้อ K. 
planticola, K. pneumonia และ P. fluorescens ซึ่งผลจากการทดลองพบวาที่ annealing 
temperature เทากับ 54°C เปนอุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับใชในการตรวจสอบการมีอยูของ hdc 
gene เนื่องจากพบวาที่อุณหภูมิดังกลาวไมมีการปรากฏของ PCR product ขนาดอื่นๆเกิดขึ้นในการ
เพิ่มจํานวนของยีนเปาหมายของเชื้อ E. aerogenesและ M. morganii ดังแสดงในรูปที่ 22 สําหรับ
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ผลการทดลองเพื่อหา annealing temperature ที่เหมาะสมในการตรวจสอบการมีอยู hdc gene 
โดยใช Hdc_3F และ Hdc_3R นั้นพบวาคู primersที่ใชการทดสอบสามารถให PCR product ที่มี
ขนาดตรงกับขนาดของยีนเปาที่ตองการคือ 709 bp หลังจากทําการทดสอบที่ annealing 
temperature เทากับ 0°C, 52°C และ 54°C กับเชื้อ M. morganii เทานั้น แตอยางไรก็ตามไมพบ
การปรากฏของ PCR product ที่มีขนาดตรงกับยนีเปาหมายหลงัจากทดสอบกบัเชื้อ E. aerogenes, 
K. planticola, K. pneumoniae และ P. fluorescens ในทุกอุณหภูมิที่ใชในการทดสอบดังแสดง
ในรูปที ่23 



 

78 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 21 ผลการทดสอบหา annealing temperature ที่เหมาะสมสําหรับการตรวจสอบการปรากฎ 
          ของ hdc gene โดยใช Hdc_1F และ Hdc_1R primer (A : 42°C, B : 44°C, C : 46°C,  
          D : 48°C, E : 50°C) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่22 ผลการทดสอบหา annealing temperature ที่เหมาะสมสําหรับการตรวจสอบการปรากฎ 
          ของ hdc gene โดยใช Hdc_2F และ Hdc_2R primer (A : 46°C, B : 48°C, C : 50°C,  
          D : 52°C, E : 54°C) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 23 ผลการทดสอบหา annealing temperature ที่เหมาะสมสําหรับการตรวจสอบการปรากฎ 
          ของ hdc gene โดยใช Hdc_3F และ Hdc_3R primer (A : 50°C, B : 52°C, C : 54°C,  
          D : 56°C, E : 58°C) 

1   2   3  4   5   6  1   2  3  4   5   6  1  2   3  4   5   6   1  2   3  4   5  6  1   2   3  4   5   6   
B C D E A 

1  2  3   4  5  6   7 1  2  3  4  5   6  7 1  2  3   4  5  6  7 1  2   3  4  5   6  7 1  2  3   4  5  6   7 
A E B C D 

1  2  3  4  5  6 7 1  2  3  4  5  6 7 1  2   3 4  5  6 7 
A C D E 
1  2  3 4  5  6 7 1  23   4  5  6 7 
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4.8 การทดสอบความจําเพาะของ primers ตอแบคทีเรียที่สามารถสรางฮิสตามีน 

              โดยวิธี PCR 
 
หลังจากทําการทดสอบเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสําหรับการเพิ่มจํานวน hdc gene ของเชื้อ

แบคทีเรียสายพันธุมาตรฐานที่สามารถสรางฮิสตามีนได เมื่อไดสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการเพิ่ม
จํานวนของ hdc gene แลวจากนั้นจึงทําการทดสอบความจําเพาะของ primers ตอ hdc gene ของ
แบคทีเรียที่สามารถสรางฮิสตามีนไดดวยวิธี PCR โดยทําการทดสอบทั้งเชื้อมาตรฐานและเชื้อที่คัด
แยกไดจากปลาทะเล  
 สําหรับการทดสอบความจําเพาะของ Hdc_2F และ Hdc_2R primer ตอ hdc gene ของ
แบคทเีรียที่สามารถสรางฮิสตามนีไดทั้งในสวนของเชื้อมาตรฐาน E. aerogenes และ M. morganii 
และเชื้อทีค่ดัแยกไดจากปลาทะเลจํานวน 41 ตัวอยาง นอกจากน้ีทําการทดสอบความจําเพาะของ 
primer ตอเชือ้มาตรฐานที่ไมสามารถสรางฮิสตามีนไดจํานวน 3 สายพันธุ ไดแก K. platicola, K. 
pneumoniae และ P. fluorescens ซึง่ผลจากการทดลองพบวา Hdc_2F และ Hdc_2R primer ที่
สามารถตรวจพบ hdc gene ในเชื้อมาตรฐานและเชื้อตัวอยางที่คดัแยกไดจากปลาทะเลทุกตัวที่
สามารถสรางฮิสตามีนได โดย PCR product ที่เกดิขึ้นมีขนาดตรงกบัขนาดของยีนเปาหมายคือมี
ขนาดเทากับ 576 bp ในขณะท่ีไมพบการปรากฏของ PCR product เมื่อทําการทดสอบกับเชื้อ P. 
fluorescens ดังแสดงในรูปที ่ 24 และเมื่อนํา PCR product ที่ไดจากเชื้อ E. aerogenes, M. 
morganiiและ K. planticola ไปทําการวิเคราะหลําดบันวิคลีโอไทดและนําไปเปรียบเทยีบกับลําดับ
นิวคลีโอไทดของ hdc gene ในฐานขอมูล NCBI พบวาลําดับนิวคลโีอไทดของ PCR product ที่ได
จากเชื้อ E. aerogenes มีความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดของ hdc gene ของเชื้อ E. aerogenes 
ในฐานขอมูลเทากับ 94% และลําดบันิวคลีโอไทดของ PCR product ที่ไดจากเชื้อ M. morganii 
พบวามีความเหมือนกบัลําดบันิวคลีโอไทดของเชื้อ M. morganii ในฐานขอมูลเทากบั 99% ดังรูปที ่
25-26 
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รูปที่ 24 การทดสอบความจําเพาะของ Hdc_2F และ Hdc_2R primer ตอแบคทีเรยีมาตรฐาน:  
           A (S1: E. aerogenes, S2: M. morganii, S3: K. planticola, S4: K. pneumoniae และ  
           S5: P. fluorescens) และแบคทีเรยีตัวอยางที่คัดแยกไดจากปลาทะเลทีส่ามารถสรางฮิสตา 
           มีนได (B, C, Dและ E) 

M  S1 S2  S3  S4 S5   

A 
M   N1   N2   N4  N5   N9   N10  N11 N12  N15 N16 N17   

C 

M  N18 N20  N21  N24  N25 N26 N27  N28  N29  N30 N31  N32 

D 
M   N33 N35 N39 N41 N43 N45 N47  N48 N49 N50 N51 KM1 KM2   

E 

B 
M LT1 LT2 LT3 LT4LT5 
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รูปที่ 25 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ hdc gene ของ E. aerogenes ที่ไดจากการเพิ่ม 
          จํานวนดวย Hdc_2F และ Hdc_2R primer กับลําดับนิวคลีโอไทดของ hdc gene ของ E.  
          aerogenes ที่อยูฐานขอมูล NBCI 
 
 

 
 
รูปที่ 26  การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ hdc gene ของ M. morganii ที่ไดจากการเพิ่ม 
           จํานวนดวย Hdc_2F และ Hdc_2R primer กับลําดับนวิคลีโอไทดของ hdc gene ของ M.  
           morganii ที่อยูฐานขอมูล NBCI 
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4.9 การทดสอบความไวของ primers ตอ hdc gene ของแบคทีเรียที่สามารถสราง 
     ฮิสตามีนโดยวิธี PCR 

 
  วิธีการทดลอง 

4.9.1 การเตรียมตัวอยางเช้ือเพื่อใชในการทดสอบ 
ในการทดลองสําหรับการทดสอบความไวของ primers ตอ hdc gene ตอเชื้อ

แบคทีเรียที่สามารถสรางฮิสตามีน สําหรับการทดลองในครั้งนี้ทําการทดสอบโดยใชเชื้อมาตรฐาน 2 
สายพันธุคือ E. aerogenes ATCC 13048 และ M. morganii ATCC 25830 ทําการเพาะเชื้อที่ใชใน
การทดสอบทั้งสองสายพันธุลงในอาหาร TSB โดยนําบมในเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 180 รอบตอ
นาที ที่อุณหภูมิ 25 ̊C เปนเวลา 18 ชั่วโมง นําเชื้อที่เจริญแลวดังกลาวมาใชเปนเชื้อตั้งตน โดยนําเชื้อ
ตั้งตนไปเพาะตอลงในอาหาร TSB ปริมาตร 50 มิลลิลิตรซึ่งกําหนดใหมีปริมาณเชื้อตั้งตนเทา 1% 
ปริมาตรหลังจากนั้นนําไปบมในเคร่ืองเขยาที่ความเร็วรอบ 180 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 25 ̊C จนกระ
ทั้งเชื้อที่ใชในการทดลองเจริญจนมีคาการดูดกลืนแสง (optical density) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโน
เมตรเทากับ 1.0 จากน้ันทําการคํานวณหาปริมาณเชื้อตอปริมาตร 1 มิลลิลิตร (Cfu/mL) 

 
4.9.2 การเตรียมตัวอยางดีเอ็นเอเพื่อใชในการทดสอบ 
โดยในการทดลองคร้ังนี้จะทําการทดสอบความไวของ primers ตอ hdc gene ของ

แบคทีเรียมาตรฐานโดยแบงการทดสอบออกเปน 3 สวนคือ 1) การทดสอบความไวของ primers ตอ 
hdc gene จากตัวอยางดืเอ็นเอที่ไดจากการสกัดโดยชุดสกัดทางการคา (Commercial DNA 
extraction kit) ซึ่งชุดสกัดทางการคาที่ใชสาํหรับการทดลองในคร้ังนี้คอื Puregene Core Kit B ของ
บริษัท QIAGEN 2) การทดสอบความไวของ primers ตอ hdc gene จากตัวอยางดีเอ็นเอที่สกัดได
โดยการตม โดยในขั้นตอนนี้นําเชื้อที่ใชในการทดสอบที่เจริญจนมีคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโน
เมตรเทา 1.0 นํามาทําการเจือจางที่ละ 10 เทาโดยใหเชื้อที่จะใชในการทดสอบมีความเขมขนเชื้ออยู
ในชวง 109ถึง 101Cfu/mL หลังจากนั้นนําเชื้อที่ความเขนขนตางๆปริมาตร 1 มิลลิลิตรไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 8000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที จากนั้นดูดสวนใสทิ้ง เติมน้ําปลอดประจุที่ผาน
การฆาเชื้อปริมาตร 25 ไมโครลิตร ทําการผสมใหเขากันจากนั้นนําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที
เมื่อครบเวลาที่กําหนดนําตัวอยางมาแชในน้ําแข็งเปนเวลา 1 นาที หลังจากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 10000 รอบตอนาทีเปนเวลา 5 นาที นําสวนใสปริมาตร 2 ไมโครลิตรเพื่อมาตรวจสอบ
การมีอยูของ hdc gene และ 3) การทดสอบความไวของ primers ตอเชื้อที่ใชในการสอบทดสอบ
โดยตรงโดยไมไดทําการสกัดดีเอ็นเอนําเชื้อที่ใชในการทดสอบที่เจริญจนมีคาการดูดกลืนแสงที่ 600 
นาโนเมตรเทา 1.0 นํามาทําการเจือจางที่ละ 10 เทาโดยใหเชื้อที่จะใชในการทดสอบมีความเขมขน
เชื้ออยูในชวง 108 ถึง 102Cfu/mLหลังจากนั้นนําเชื้อที่ความเขมขนตางๆปริมาตร 1 มิลลิลิตรนําไป
ปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 8000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที ดูดสวนใสทิ้ง หลังจากนั้นเติม
สารละลาย 0.1% peptone ปริมาตร 50 ไมโครลิตรทําการผสมใหเขากัน จากนั้นนําเชื้อที่ความ
เขมขนตางในสารละลาย 0.1% peptone ปริมาตร 5 ไมโครลิตรนํามาตรวจสอบการมีอยูของ hdc 
gene 
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 ผลการทดลอง 
 

 สําหรับการทดสอบความไวของ Hdc_2F and Hdc_2R ในการตรวจสอบการมีอยูของ hdc 
gene ในเชื้อ M. morganii และ E. aerogensในตัวอยางtemplate ที่แตกตางกันคือgenomic 
DNA ที่ไดจากการสกดัดวยชดุสกดัทางการคา cell lysates ที่ไดจากการตมและการทดสอบโดยใชตัว
เชื้อโดยตรง(whole cells) ซึ่งผลจากการทดลองพบวาสําหรับเชื้อ M. morganii นั้น primer ที่ใชใน
การทดสอบสามารถตรวจพบ hdc gene ไดที่ระดับความเขมขนของเชื้อที ่102 Cfu/mL จากตัวอยาง 
cell lysates และ whole cells ในขณะท่ีตัวอยาง genomic DNA ที่ไดจากการสกดัโดยชดุสกดัทาง
การคาสามารถตรวจพบการมีอยูของ hdc gene ที่ความเขมขนของเชื้อเทากับ 104 Cfu/mL (รูปที ่
27) ในขณะที่เมือ่ทําการตรวจสอบการมีอยูของ hdc gene ในเชือ้ E. aerogenesพ บวาคู primer 
ที่ใชในการทดสอบสามารถตรวจพบ hdc gene ได ที่ความเขมขนของเชือ้ที ่105 Cfu/mL หรับcell 
lysates และ genomic DNA ในขณะที่เมื่อทําการทดสอบกับ whole cells พบวา คูprimer ที่ใชใน
การทดสอบสามารถตรวจพบ hdc gene ณ ระดับความเขมขนของเชื้อเทากับ 106 Cfu/mL (รูปที ่
28) 
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รูปที่ 27 การทดสอบความไวของ primer Hdc_2F และ Hdc_2R ในการตรวจสอบการมีอยูของ 
           hdc gene ใน M. morganii จากตัวอยาง cell lysates (A) whole cells (B) และ  
           genomic DNA (C) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่28 การทดสอบความไวของ primer Hdc_2F และ Hdc_2R ในการตรวจสอบการมีอยูของ  
           hdc gene ใน E. aerogenes จากตัวอยาง cell lysates (A) whole cells (B) และ  
           genomic DNA (C) 
 

 

M    108   107  106   105   104 103  102 

A 
M    108  107   106  105  104   103  102 

B 
 M   108  107  106  105   104       

C 

  M   108 107 106 105 104 103 

A 
M   108107106 

B 
   M  108 107 106 105 

C 



 

85 
 

4.10 การทดสอบความไวของ primers ตอ hdc gene ของแบคทีเรียที่สามารถสราง 
        ฮสิตามีนในสภาวะจําลองที่มีเนื้อปลาเปนองคประกอบ 
 
 วิธีการทดลอง 
 สําหรับการทดสอบในขั้นตอนนี้เชื้อมาตรฐานที่ใชในการทดสอบคือ E. aerogenes ATCC 
13048 และ M. morganii ATCC 25830 ซึ่งขั้นตอนในการเตรียมเชื้อเพื่อใชในการทดสอบนั้นมี
ขั้นตอนเหมือนดังที่กลาวมาแลวขางตน ซึ่งเมื่อเพาะเลี้ยงเชื้อที่ใชในการทดสอบเจริญจนมีคาการ
ดูดกลืนเทา 1.0 ที่คาการดูดกลืนแสง 600 นาโนเมตรจากน้ันนําเชื้อดังกลาวปริมาตร 10 มิลลิลิตรเตมิ
ลงในสารละลาย 0.1% peptone ปริมาตร 40 มิลลิลิตรและหลังจากนั้นนําเนื้อปลาที่บดละเอียด
ปริมาณ 10 กรัมใสลงในสารละลาย 0.1% peptone ที่มีเชื้ออยู ซึ่งเนื้อปลาที่ใชในการทดสอบคือ 
Indian mackerel หลังจากนั้นทําการเจือจางที่ละ 10 เทาในสารละลาย 0.1% peptone โดยใหมี
ความเขมขนของเชื้ออยูในชวง 108ถึง 101 Cfu/mL จากนั้นทําการทดสอบความไวของ primers 
เหมือนดังขั้นตอนที่กลาวมาแลวในหัวขอกอนหนาน้ี 
 

ผลการทดลอง 
สําหรับการทดสอบความไวของ Hdc_2F และ Hdc_2R primers ในการตรวจสอบการ

ปรากฎของ hdc gene ของเชื้อ M. morganii และ E. aerogenes ในสภาวะจําลองที่มีเนื้อปลาเปน
องคประกอบ ซึ่งในการทดลองครั้งนี้ไดทําการเปรียบเทียบความสามารถของ primer ในการสอบการ
มีอยูของ hdc gene ในตัวอยาง genomic DNA ที่ไดจากการสกัดดวยชุดสกัดทางการคา cell 
lysates ที่ไดจากการตมและ whole cellsซึ่งผลจากการทดลองพบวาสําหรับเชื้อ M. morganii นั้น
คู primer ที่ใชในการทดสอบสามารถตรวจพบการมีอยูของ hdc gene ไดที่ณ ระดับความเขมขน
ของเชื้อที่ 102Cfu/mL จากcell lysates และเมื่อทําการทดสอบกับ whole cells พบวาความระดับ
ความเขมขนของเชื้อที่สามารถตรวจพบวาการมีอยูของ hdc gene ไดคือ 105Cfu/mL และในสวน
ของตัวอยางของ genomic DNA ของเชื้อ M. morganii ที่ไดจากการสกัดดวยชุดสกัดทางการคา
พบวาความเขมขนท่ีนอยที่สุดของเชื้อที่สามารถตรวจพบการปรากฏของ hdc gene ไดมีคาเทากับ 
104Cfu/mL ดังแสดงในรูปที ่29 ในขณะที่เมื่อทําการทดสอบเพื่อตรวจสอบการมีปรากฎของ hdc 
gene ในเชื้อ E. aerogenes พบวาคู primers สามารถตรวจพบ hdc gene ไดที่ระดับความเขมขน
ของเชื้อเทากับ 107 Cfu/mL จากตัวอยาง cell lysates และ whole cells ในขณะที่ตัวอยาง 
genomic DNA สามารถตรวจพบ hdc gene ไดที่ระดับความเขมขอเชื้อเทากับ 105 Cfu/mL ดัง
แสดงในรูปที่ 30 
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รูปที่ 29 การทดสอบความไวของ primer Hdc_2F และ Hdc_2R ในการตรวจสอบการปรากฎของ 
          hdc gene ในเชื้อ M. morganii จากตัวอยาง cell lysates (A) whole cells (B) และ  
          genomic DNA (C) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 30 การทดสอบความไวของ primer Hdc_2F และ Hdc_2R ในการตรวจสอบการปรากฎของ 
          hdc gene ในเชื้อ E. aerogenes จากตัวอยาง cell lysates (A) whole cells (B) และ 
          genomic DNA (C) 

A 

M  108  107 

A 
M    108 107 

B 
M 108 107106 

C 

M  108107106105104103102 M  108107106105104 

C 
M  108 107106105  104103102101 

B 
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4.11 สรุปผลการทดลอง 

 
 การปนเปอนของแบคทีเรียที่สามารถสรางฮิสตามีนไดในอาหารทะเลโดยเฉพาะในปลาทะเล 
สงผลใหเกิดการสะสมของสารประกอบ biogenic amines โดยเฉพาะอยางยิ่งฮิสตามีน ทีเ่กิดขึ้นจาก
การทํางานของเอนไซมฮสิทีดีนดีคารบอกซิเลสที่ซึ่งสามารถเปลี่ยนกรดอะมิโนฮีสทีดีนในเนื้อปลาให
กลายเปนฮิสตามีน การปนเปอนของฮิสตามีนในปลาทะเลไมเพียงแตสงผลกระทบตอสุขภาพของ
ผูบริโภคยังสงผลกระทบตอธุรกิจที่เกี่ยวของกับการสงออกปลาทะเลและผลิตภัณฑที่แปรรูปมาจาก
ปลาทะเล ดวยเหตุนี้จึงมีความจําเปนที่ตองมีการพัฒนาวิธีการตรวจสอบที่รวดเร็วและนาเชื่อถือใน
ตรวจสอบการปนเปอนของแบคทีเรียทีส่ามารถสรางฮิสตามีนไดทีซ่ึ่งจัดเปนตนเหตุของการสะสมและ
การเพิ่มปริมาณของฮิสตามีนในเนื้อปลา ซึ่งในศึกษาคร้ังนี้ไดทําการพัฒนาระบบตรวจสอบการ
ปนเปอนของแบคทเีรียที่สามารถสรางฮิสตามีนไดดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ โดยทําการออกแบบ primers 
ที่มีความจําเพาะบริเวณอนุรักษของ hdc gene ของกลุมเชื้อที่สามารถสรางฮิสตามีนได โดยในการ
ทดลองคร้ังนี้ไดทําการคัดแยกแบคทีเรียที่ปนเปอนในตัวอยางปลาทะเลที่คาดวาสามารถสรางฮิสตา
มีนไดดวยวิธีเบื้องตนโดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด differential medium 2 ชนิดหลังจากนั้นนําไป
ทดสอบความสามารถในการสรางฮิสตามีนดวยวิธี Thin layer chromatographic assay ซึ่งผลจาก
การทดลองพบวา เชื้อที่คัดแยกไดจากปลาทะเลที่ซึ่งใหผลเปนบวกเมื่อเจริญบนอาหาร differential 
medium ทั้ง 2 ชนิด เมื่อนํามายืนยันความสามารถในการสรางฮิสตามีนดวยวิธี Thin layer 
chromatographic assay พบวาเชื้อสวนใหญใหผลเปน false positive เนื่องจากมีเชื้อที่สามารถ
สรางฮิสตามีนไดเพียง 41 ตัวเทานั้นจากเชื้อที่คัดแยกไดจากอาหาร differential medium ทั้ง 2 
ชนิดจํานวน 1,088 ตัว โดยผลที่เปน false positive ที่เกิดขึ้นนั้นอาจเปนผลเนื่องมาจากเชื้อที่เจริญ
บนอาหาร differential medium สวนใหญสามารถสรางสารประกอบ biogenic amines ชนิดอื่นท่ี
ซึ่งสามารถเปลี่ยนสีของ indicator ที่อยูในอาหารไดจึงทําใหสีของโคโลนีมีสีเหมือนกันหรือใกลเคียง
กับสีของโคโลนีของเชื้อที่สามารถสรางฮิสตามีนได หลังนั้นนําเชื้อที่สามารถสรางฮิสตามีนไดจํานวน 
41 ตัวนําทดสอบความจําเพาะและความไวของ primers ที่ออกแบบ ซึ่งผลการทดลองพบวา 
Hdc_2F และ Hdc_2R primer สามารถตรวจสอบการปรากฎของ hdc gene ไดในตัวอยางทั้ง 41 
ตัวของเชื้อที่ตัดแยกไดจากปลาทะเลและในเชื้อมาตรฐานที่สามารถสรางฮิสตามีนไดคือ E. 
aerogenes และ M. morganii นอกจากนั้นเมื่อทําการทดสอบความไวของ Hdc_2F และ Hdc_2R 
primer พบวาคู primers ที่ใชในการทดลองมีคาไวตอ hdc gene ของเชื้อ M. morganii มากกวา
เชื้อ E. aerogenes โดยพบวาปริมาณความเขมขนของเชื้อที่ต่ําที่สุดที่สามารถตรวจพบการปรากฏ
ของ hdc gene ไดคือ 102 Cfu/mL จากตัวอยาง cell lysates ที่ไดจากเชื้อตัวอยางที่เจริญในอาหาร
เลี้ยงเชื้อและการทดสอบในสภาวะที่มีเนื้อปลาเปนองคประกอบ ในขณะที่ความเขมขนของเชื้อ E. 
aerogenes ที่ต่ําที่สุดที่สามารถตรวจพบการปรากฏของ hdc gene คือ 105 Cfu/mL ในตัวอยาง 
cell lysates ที่ไดจากเชื้อที่เจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ สําหรับการทดสอบในสภาวะท่ีมีเนื้อปลาเปน
องคประกอบนั้น ปริมาณเชื้อ E. aerogenes ที่ต่ําที่สุดทีส่ามารถตรวจพบการปรากฏของ hdc gene 
ไดคือ 106 Cfu/mL จากตัวอยางที่เปน genomic DNA สําหรับความแตกตางระหวางผลการทดสอบ
ความไวของคู primer ที่ใชในการตรวจสอบการมีอยูของ hdc gene ของเชื้อ M. morganii และ E. 
aerogenes นั้นอาจมีผลมาจากความแตกตางกันระหวางลําดับนิวคลีโอไทดของ hdc gene ของเชื้อ
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ทั้งสองชนิด แตอยางไรก็ตามจากรายงานการศึกษาที่ผานมาพบวาการสรางฮิสตามีนของเชื้อที่
ปนเปอนในปลาทะเลจะสามารถตรวจพบไดก็ตอเมื่อปลาเริ่มมีการเนาเสียหรือมีปริมาณของเชื้อ
ปนเปอนเกินกวา 107 Cfu/mL (30) ซึ่งเปนปริมาณที่สูงกวาปริมาณที่ตรวจวัดไดโดย Hdc_2F และ 
Hdc_2R ที่ใชในการทดลองนี้ ดวยเหตุนี้การพัฒนาระบบตรวจสอบการปนเปอนของแบคทีเรียที่
สามารถสรางฮิสตามีนไดดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซจึงเปนวิธีที่มีประสิทธิภาพและนาเชื่อถือสําหรับใชใน
การตรวจสอบการปนเปอนของเชื้อแบคทีเรียที่สามารถสรางฮิสตามีนไดในปลาทะเลและผลิตภัณฑที่
แปรรูปจากปลาทะเล 
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บทท่ี 5 
 

การทดสอบฤทธิ์ตานการเจริญของตํารับน้ํามนัหอมระเหย 
ตอแบคทีเรียท่ีสามารถสรางฮิสตามีนท่ีคัดแยกไดจากปลาทะเล 

 
 

1. ตํารับน้ํามันหอมระเหยที่ใชในการทดสอบ 
 ตํารับที ่1 ตํารับน้ํามันโหระพาความเขมขน 2% (w/v) 
 ตํารับที ่2 ตํารับน้ํามันตะไครความเขมขน 3% (w/v) 
 ตํารับที ่3 ตํารับน้ํามันตะไครความเขมขน 4% (w/v) 
 ตํารับที ่4 ตํารับน้ํามันหอมระเหยผสมระหวางน้ํามันตะไครกับน้ํามันโหระพาในอัตราสวน  
                       1:1 (Mix 1:1) 
 ตํารับที ่5 ตํารับน้ํามันหอมระเหยผสมระหวางน้ํามันตะไครกับน้ํามันโหระพาในอัตราสวน 
                       2:0.5 (Mix 2:0.5) 
 ตํารับที ่6 ตํารบัน้ํามันตะไครความเขมขน 1% (w/v) 
 ตํารับที ่7 ตํารับน้ํามันตะไครความเขมขน 2% (w/v) 
 ตํารับที ่8 ตํารับน้ํามันตะไครความเขมขน 3% (w/v) 
 ตํารับที ่9 ตํารับน้ํามันตะไครความเขมขน 4% (w/v) 
 ตํารับที ่10 ตํารับน้ํามันโหระพาความเขมขน 0.5% (w/v) 
 ตํารับที ่11 ตํารับน้ํามันโหระพาความเขมขน 1% (w/v) 
 ตํารับที ่12 ตํารับน้ํามันโหระพาความเขมขน 1.5% (w/v) 
 ตํารับที ่13 ตํารับน้ํามันโหระพาความเขมขน 2% (w/v) 
 ตํารับที ่14 ตํารับน้ํามันผสมระหวางน้ํามันตะไครกับน้ํามันโหระพาในอัตราสวน 1:05 
                        (Mix 1:0.5) 
 ตํารับที ่15 ตํารับน้ํามันผสมระหวางน้ํามันตะไครกับน้ํามันโหระพาในอัตราสวน 1:1  
                        (Mix 1:1) 
 ตํารับที ่16 ตํารับน้ํามันผสมระหวางน้ํามันตะไครกับน้ํามันโหระพาในอัตราสวน 2:0.5  
                        (Mix 2:0.5) 
 

โดยตํารับน้ํามันหอมระเหยตํารับที ่1 ถงึตํารับที่ 5 ใช polyethylene glycol (PEG) เปน
สารชวยทําละลายในขณะที่ตํารับที ่6 ถงึตํารับที่ 16 ใช xanthan gum เปนสารชวยทําละลาย 
 

2. แบคทีเรยีที่ใชในการทดสอบ 
 Morganella morganii ATCC 25830 
 Enterbacter aerogenes ATCC 13048 
 N30 เปนแบคทเีรียที่สามารถสรางฮิสตามีนไดทีค่ดัแยกไดจากปลาลัง (indian mackerel) 
 KM134 เปนแบคทีเรยีทีส่ามารถสรางฮิสตามีนทีค่ัดแยกไดจากปลาอินทรีย (king mackerel) 
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3. การทดสอบฤทธ์ิตานการเจริญของตํารับน้ํามันหอมระเหยตอแบคทีเรียที่สามารถสราง 
    ฮิสตามีนโดยวิธี broth dilution method 

 
วิธกีารทดลอง 

 นําเชื้อท่ีใชในการทดสอบเพาะลงในอาหาร Muller hinton broth (MHB; Difco) ที่
อุณหภมู ิ 37°C เปนเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นนํามาปรับคาความขุนใหมีคาเทากับ 0.5 McFarland 
standard และนําไปเจือจางอีก 10 เทาใน 0.1% peptone เพื่อใหไดความเขมขนของเชื้อเริม่ตน
ประมาณ 107Cfu/mL นําตํารับที่ใชในการทดสอบนํามาเจือจางดวยวิธี two fold serial dilution 
โดยกําหนดใหมีชวงระดับความเจือจางอยูในชวง 1:2 ถึง 1:1024 จากความเขมขนเร่ิมตนของตํารับที่
ใชในการทดสอบ นําเชื้อที่ปรับความเขมขนแลวปริมาตร 50 µL นําลงไปเติมลงในหลอดทดลองที่มี
ตํารับที่ใชในการทดสอบทีท่ําการเจือจางแลวโดยกําหนดใหความเขมขนของเชื้อที่ใชในการทดสอบใน
แตละหลอดมคีาเทากับ 5x105Cfu/mL หลังจากน้ันนําไปบมที่อุณหภูม ิ37°C เปนเวลา 18 ชั่วโมงทํา
การบันทึกคา MIC (minimum inhibitory concentration) โดยดูจากความเขมขนที่นอยที่สดุที่ไม
พบการเจริญของเชื้อ (สารละลายใส) และทําการตรวจหาคาความเขมขนท่ีเปนคา MBC (minimum 
bactericidal concentration) โดยเขี่ยเชื้อจากหลอดทดลองที่ไมพบการเจริญของเชื้อลงบนอาหาร 
Muller Hinton agar (MHA) นําไปบมทีอุ่ณหภูมิ 37°C เปนเวลา 18 ชั่วโมง บันทึกคา MBC โดยดู
จากความเขมขนทีต่่ําทีส่ดุที่ไมพบการเจริญของเชือ้บนอาหารแขง็ 
 

ผลและสรุปผลการทดลอง 
สําหรับการศึกษาฤทธ์ิยบัยั้งการเจริญของแบคทีเรยีที่สามารถผลติฮิสตามีนของตํารับ

น้ํามันหอมระเหยทัง้ 16 ตํารับโดยตํารับที่ 1 ถงึตํารับที่ 5 ซึ่งประกอบดวยน้ํามันโหระพา (sweet 
basil) ทีค่วามเขมขนรอยละ 2 w/v ตํารับน้ํามันตะไคร (lemongrass) ทีค่วามเขมขนรอยละ 3 และ 
4 w/v และตํารับทีม่ีสวนผสมระหวางน้ํามันตะไครตอนํ้ามันโหระพาตามอตัราสวน 1 : 1 และ 2 : 0.5 
ตามลําดับ ซึ่งตํารับที่ 1 ถึงตํารับที่ 5 ใช polyethylene glycol (PEG) เปนตัวชวยทําละลาย ในขณะ
ที่ตํารับที่ 6 ถึงตํารับที ่ 16 ซึ่งประกอบดวยน้ํามันตะไครทีค่วามเขมขนรอยละ 1, 2, 3 และ 4 w/v 
ตํารับน้ํามันโหระพาที่ความเขมขนรอยละ 0.5, 1, 1.5 และ 2 w/v และตํารับทีม่ีสวนผสมระหวาง
น้ํามันตะไครตอน้ํามันโหระพาตามอตัราสวน 1 : 0.5, 1 : 1 และ 2 : 0.5 ตามลําดับ ซึง่ตํารับที ่6 ถงึ
ตํารับที ่ 16 ใช xanthan gum เปนตัวชวยทําละลาย โดยการทดสอบครั้งนี้ใชเชื้อทดสอบคือ M. 
morganii, E. aerogenes และเชื้อตัวอยางที่คดัแยกจากปลาทะเลอกี 2 ตัว ( N30 และ KM 134) 
ซึ่งผลจากการทดลองพบวา ตํารับน้ํามันหอมระเหยที่ใช polyethylene glycol เปนสารชวยทํา
ละลายใหผลในการยับยั้งการเจริญของเชื้อที่ใชในการทดสอบไดดีกวาตํารับน้ํามันหอมระเหยที่ใช 
xanthan gum เปนสารชวยทําละลาย โดยพบวาตํารับที ่ 3 ที่ประกอบดวยน้ํามันตะไครรอยละ 4 
w/v ที่ใช polyethylene glycol เปนสารชวยทําละลายใหผลดีที่สดุในการยบัยั้งการเจริญของเชือ้ที่
ใชในการทดสอบดังแสดงในรูปที่ 31 โดยพบวามคีา MIC และ MBC ที่ระดับความเจือจาง 1 : 32 เมื่อ
ทําการทดสอบกับเชือ้ M. morganii, E. aerogenesและ KM134 และนอกจากนั้นพบวาที่ระดับ
ความเจือจาง 1 : 64 เปนความระดับความเขมขนทีต่่ําทีส่ดุที่สามารถยบัยั้งการเจริญและฆาเชื้อได
หลงัจากทําการทดสอบกบัเชื้อ N30 ในสวนของตํารับน้ํามันหอมระเหยที่ประกอบดวยน้ํามันโหระพา
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เปนองคประกอบซึ่งมีฤทธ์ิดทีี่สดุในการยับยัง้การเจริญของเชื้อที่ใชในการทดสอบ คือ ตํารับที่ 1 ที่
ประกอบดวยน้ํามันโหระพารอยละ 2 w/v โดยผลจากการทดลองพบวาตํารับที ่1 ใหผลดทีี่สุดในการ
ยับยัง้การเจริญของเชื้อ N30 โดยมคีา MIC และ MBC ที่ระดับความเจือจางเทากบั 1 : 32 ในขณะท่ี
เมื่อทําการทดสอบกับเชือ้ M. morganii, KM134 และ E. aerogenes พบวาระดับความเจือจางที่ให
คา MIC และ MBC คือ 1 : 16, 1 : 16 และ 1: 8 ตามลําดับ ในขณะเดยีวกันพบวาตํารับน้ํามันหอม
ระเหยผสมระหวางน้ํามันตะไครและนํ้ามันโหระพาตํารับที ่ 5 ที่มีอตัราสวนระหวางน้ํามันตะไครตอ
น้ํามันโหระพาในอัตราสวน 2 : 0.5 มีฤทธิด์ีทีส่ดุในการยบัยัง้การเจริญของเชื้อ N30 และ KM134 
โดยพบวามคีา MIC และ MBC อยูที่ระดับความเจือจาง 1 : 32 และใหคา MIC และ MBC ที่ระดับ
ความเจือจาง 1 : 16 เมื่อทําการทดสอบกับเชื้อ M.morganii และ E. aerogenes ตามลําดับ 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 31 ความสามารถในการยับยัง้การเจริญของแบคทเีรียที่สามารถสรางฮสิตามีนของตํารับน้ํามัน 
           ตะไครที่ความเขมขน 4% (w/v) (A: M. morganii, B: N30, C: KM134, D: E. aerogenes) 

 
 
 
 
 
 
 

D 

A 

1:21:41:81:161:321:641:1281:2561:5121:1024 

MIC, MBC 

B 

1:21:41:81:161:321:641:1281:2561:5121:1024 

MIC, MBC 

C 

1:21:41:81:161:321:641:1281:2561:5121:1024 

MIC, MBC 

1:21:41:81:161:321:641:1281:2561:5121:1024 

MIC, MBC 
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ตารางที่ 16 คา MIC และ MBC ของตํารับนํ้ามันหอมระเหยตอเช้ือแบคทีเรยีที่สามารถสรางฮิสตามีน 
 

 

 
 
 

 
ตํารับ 

น้ํามันหอม
ระเหย 

M. morganii E. aerogenes N30 KM134 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC 

ตํารับที่ 1 1:16 1:16 1:8 1:8 1:32 1:32 1:16 1:16 

ตํารับที ่2 1:16 1:16 1:16 1:16 1:32 1:32 1:32 1:32 

ตํารับที่ 3 1:32 1:32 1:32 1:32 1:64 1:64 1:32 1:32 

ตํารับที่ 4 1:16 1:16 1:16 1:16 1:32 1:32 1:16 1:16 

ตํารับที่ 5 1:16 1:16 1:16 1:16 1:32 1:32 1:32 1:32 

ตํารับที่ 6 1:2 1:2 >1:2 >1:2 1:4 1:2 1:2 1:2 

ตํารับที่ 7 1:4 1:2 >1:2 >1:2 1:8 1:8 1:4 1:4 

ตํารับที่ 8 1:4 1:4 1:2 >1:2 1:8 1:8 1:4 1:4 

ตํารับที่ 9 1:8 1:8 1:2 >1:2 1:16 1:16 1:8 1:8 

ตํารับที่ 10 >1:2 >1:2 >1:2 >1:2 >1:2 >1:2 >1:2 >1:2 

ตํารับที่ 11 >1:2 >1:2 >1:2 >1:2 1:2 1:2 1:2 >1:2 

ตํารับที่ 12 1:2 >1:2 >1:2 >1:2 1:4 1:4 1:2 >1:2 

ตํารับที่ 13 1:2 >1:2 >1:2 >1:2 1:8 1:8 1:2 >1:2 

ตํารับที่ 14 1:2 1:2 >1:2 >1:2 1:16 1:16 1:2 1:2 

ตํารับที่ 15 1:2 1:2 1:2 >1:2 1:8 1:8 1:2 1:2 

ตํารับที่ 16 1:4 1:4 1:2 >1:2 1:8 1:8 1:4 1:4 
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INTRODUCTION 
Histamine is one of the important biogenic amines which can be isolated from fish in 
family of mackerel, tuna, mahimahi, and sardine. Many reports indicated that high 
level of histamine contamination in fish was a result ofbacteria converted free amino 
acid, histidine to histamine, by histidine decarboxylase enzyme1-2. The results 
ofprevious studies indicated that histamine producing bacteria were not part of fish 
normal flora but insteadrepresented post-catching contamination3. Varieties of 
bacterial species have been isolated from fish such asMorganella morganii, Klebsiella 
pneumoniae, Proteus vulgalis, Enterobacter aerogenes, and Hafnia alvei. 
Consumption of fish containing high amount of histamine can cause hypotension 
illness with a variety ofsymptoms including rash, urticaria, nausea, vomiting, diarrhea, 
flushing and itching of the skin2,4. The U.S. Food and Drug Administration established 
the standard program and guideline for monitoring histamine in fishproduct not 
higher than 5 mg/100 g (50 ppm)1. Therefore, the aim of present study is to develop 
the simple andreliable method for detection of histamine producing bacteria. 
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MATERIALS AND METHODS 
Media:.Histamine forming bacterium isolation agar (BHI) was prepared from 0.5% 
trytone, 0.5% yeast extract, 2.7% L-histidine, 0.5% NaCl, 0.1% CaCO3, 2.0% agar, and 
0.006% bromocresol purple1. Histidine broth wasprepared from 1% peptone, 0.3% 
yeast extract, 1.5% NaCl, and 0.5% L-histidine5. 
Bacterial strains and Determination of histamine production: Positive histamine 
producing bacteria, Morganella morganii was provided by the Department of Fishery 
Products, Faculty of Fisheries, Kasetsart University, Thailand. The histamine producing 
bacteria were screened from fresh Tuna fish which were purchased from 
convenience store. HBI agar, developed by Niven and co-worker, was used for 
primary screening of histamine producing bacteria. All positive colonies which 
producing purple halo colony on HBI agar were transferred to histidine broth and 
further incubated at room temperature for 18 h. After that the ability of histamine 
production was confirmed by thin layer chromatography method. Five microliters of 
histidine broth were drawn for each tube and spotted on TLC plate (Silica gel 60 
F254). The TLC was performed using methanol: ammonia: chloroform (20:1:1) as 
mobile phase. The spot of histamine was visualized after sprayed with Pauly’s 
reagent. 
PCR assay: Specific detection of histamine decarboxylase gene (hdc) was performed 
using specific set of primer  (HDCpf:5’-ATGGCGTATTTTGCTGAAATT-3’, HDCpr:5’-
CTAAAAGCCAACTGTACGTTT-3’). PCR amplification was performed in 20 μl reaction 
mixture containing 20 mM Tris-HCl, 10 mM (NH4)2SO4, 2 mM MgSO4, 0.1% Triton X-
100 (pH 8.8), 20 pmol of each primer, 0.5 mM each of four dNTPs, 0.5 U of Taq DNA 
polymerase, and 10 ng of DNA template. The amplification processes were carried 
out 30 cycles (94ºC for 1 min, 58ºC for 1 min, and 72ºC for 1 min).with an initial 
denaturation at 94ºC for 4 min and a final extension at 72ºC for 4 min. PCR products 
were analyzed on 1% agarose gel electrophoresis with ethidium bromide and 
visualized under aUV at 245 nm. 
 
RESULTS AND DISCUSSION 
In this study, histamine producing bacteria were primarily determined by differential 
medium based on the color change of bromocresol purple, from yellow to purple, in 
response to a pH change from 5.3 or higher as showed in Figure 1. The positive 
results observed from differential medium were further confirmed by thin layer 
chromatography method. The TLC results indicated that false positive could be 
obtained from differential medium assay since no histamine production was 
detected by TLC after growth in histidine broth. Nine out of seventeen isolates 
showed orange spots at the same level of the histamine standard after developed 
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and visualized with Pauly’s reagent (Figure 2). Next, histidine decarboxylase gene was 
examined by PCR assay. Nine isolates of histamine producing bacteria showed PCR 
bands at the expected size approximately 709 bp. which was indifferent when 
compared with the standard strain (Figure 3). Our data indicated that the isolated 
bacteria could contain hdc gene which involved in histamine production.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1. (a); Histamine forming bacterium agar (HBI), (b); HBI agar changed from 
yellow to purple as a result from growth of histamine forming bacteria. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2. The band pattern of histamine from each isolated colony. The level of 
histamine of each isolated was compared with histamine . Lanes: S, histamine 
standard, 1 tuna 49, 2 tuna 51, 3 tuna 52, 4 tuna 53, 5 tuna 54, 6 tuna 55, 7 tuna 56, 
8 M. morganii, 9 tuna 57, 10 tuna 58, 11 tuna 59, 12 tuna 60, 13 tuna 61, 14 tuna 62, 
15 tuna 63, and 16 tuna 64. The identical spots were indicated by arrow.  
 
 

a b 

 S    1     2    3   4   5    6   7   8   9  10  11 12 13 14  15 16  S    1    2     3   4    5  6   7   8   9   10  11 12 13 14  15 16  

                                                                
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Figure 3. The band pattern of PCR products of the hdc gene. The PCR products was 
performed by comparing with reference strain (M. morganii). Lanes: M, 100bp ladder 
size marker 1 tuna 49, 2 tuna 51, 3 tuna 52, 4 tuna 53, 5 tuna 54, 6 tuna 55, 7 tuna 
56, 8 tuna 57, 9 tuna 58, 10 tuna 59, 11 tuna 60, 12 tuna 61, 13 tuna 62, 14 tuna 63, 
15 tuna 64, and S, M. morganii. The identical bands were indicated by arrow. 
 
CONCLUSION 
This study provided the reliable method for detection of histamine producing 
bacteria. The HBI agar and thin layer chromatography were the appropriate 
procedures for primary screening of histamine producing bacteria. However, the 
results from HBI agar must be confirm with thin layer chromatography assay to 
abstain from false positive results. The presence of hdc gene could be confirmed by 
PCR. However, quantitative assay such as HPLC and ELISA may be needed to 
determine the amount of histamine contamination in food samples. 
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