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บทคัดยอ 

 
 เชื้อแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากทะเลเปนแหลงที่สําคัญของสารที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
(Bioactive compounds) อยางไรก็ตามขั้นตอนของการคัดกรองสารที่ไดจากแอคติโนมัยสีทซึ่งมีฤทธิ์
ทางชีวภาพ ไมวาจะเปนขั้นตอนของการเลี้ยงแอคติโนมัยสีท การสกัดสารเพื่อนํามาใชในการ
ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ จึงมีความจําเปนอยางมากในการหาวิธีการที่สามารถทุนแรงในการเลี้ยง  
แอคติโนมัยสีทจํานวนมาก รวมทั้งชวยลดตนทุนในการคัดกรองสาร ซ่ึงการศึกษาครั้งนี้มุงเนนใน
เร่ืองของการลดปริมาตรที่ใชในการเลี้ยงแอคติโนมัยสีท และมีการดัดแปลงวิธีการสกัดสาร เพื่อชวย
ใหสะดวกตอการสกัดสารหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีท โดยทําการเปรียบเทียบภาชนะที่ใชเล้ียง   
แอคติโนมัยสีทจํานวน 5 สายพันธุเล้ียงในอาหารที่แตกตางกัน 4 สูตร โดยเลือกใชฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร ขวดรูปทรงกระบอกปริมาตร 20 มิลลิลิตร และ 24-well plate ปริมาตรหลุมละ 5 มิลลิลิตร 
และมีการควบคุมอัตราสวนของปริมาตรอาหารตอปริมาตรภาชนะบรรจุ ในอัตราสวน 1 ตอ 2.5 
จากนั้นนําสวนของน้ําหมักที่ผานการเลี้ยงไปทําใหแหงดวยเครื่อง freeze dry ตอจากนั้นทําการสกัด
สารหยาบดวยตัวทําละลายเมทานอล พบวาการเลี้ยงในขวดรูปทรงกระบอกมีความเหมาะสมตอการ
นํามาใชในการคัดกรองสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีท จากนั้นเลี้ยงแอคติโนมัยสีทจํานวน 
21 สายพันธุ ดวยขวดรูปทรงกระบอก และทําการสกัดสารตามขั้นตอนที่กลาวมาขางตน ผลจากการ
ทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเซลลมะเร็งทั้ง 4 ชนิด (KB, MCF-7, HT-29 และ HeLa) ที่เตรียมจากสารสกัด
หยาบมีความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากจํานวนสารสกัดหยาบทั้งหมด 84 ตัวอยางพบวามี
สารสกัดหยาบจํานวน 24 ตัวอยางที่สามารถยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งทั้ง 4 ชนิดได และเมื่อ
พิสูจนเอกลักษณของสารที่เปนองคประกอบ พบวาสารสกัดหยาบทั้ง 24 ตัวอยางมีสารในกลุม   
แอลคาลอยด สารกลุมเทอรพีนอยด และกลุมของกรดอะมิโนเปนองคประกอบของสารสกัดหยาบ 
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ABSTRACT 

 
Marine-derived actinomycetes are important sources of bioactive compounds. However, 

the screening of actinomycetes-derived bioactive compounds including cultivation, extraction and 
testing for biological activities is labor and cost intensive. The aim of this study was to reduce the 
volume of cultivation and to modify the extraction method in order to address these problems. 
Three sizes of containers i.e. 250 ml Erlenmeyer flask, 20 ml vial and 24-well plate, were used for 
cultivation with a fixed ratio of media:container volume at 1:2.5. Five strains of marine-derived 
actinomycetes were cultured in each container using four different media. The culture broth of 
each strain was freeze-dried, extracted and screened for cytotoxic activities by SRB assay against 
KB, MCF-7, HT-29 and HeLa cell lines. The result showed that 20 ml scintillation vial was 
considered to be the most appropriate cultivation container for screening of marine-derived 
actinomycetes for bioactive compounds. Twenty-one strains of marine-derived actinomycetes 
were cultivated in 20 ml scintillation vial which obtained 4 differences culture media, the result 
showed that 24 active crude extracts from 84 crude extracts of marine-derived actinomycetes had 
a potentially to cytotoxicity against in 4 difference human cell lines which obtained for all crude 
extracts at concentration of crude extract 25 mg/ml. Base on TLC analysis showed the chemical 
components of alkaloids, terpenoids and amino acid. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

บทนําตนเรื่อง 
 
               เชื้อแอคติโนมยัสีทเปนแบคทีเรียแกรมบวกที่พบทั่วไปตามธรรมชาติ ทั้งในดนิ บน
บก ทะเลลึก บริเวณพืน้ดนิใกลชายฝง และบริเวณปาชายเลน (Jensen et al., 1991 and Takizawa et 
al., 1993) แบคทีเรียในกลุมนี้มีการสรางเสนใย และมกีารสรางสปอร อาจเปนสปอรเดี่ยว สปอรคู 
หรือ สรางสายสปอร เชน การสรางสปอรเดี่ยวใน Micromonospora, Thermomonospora และ 
Saccharomonospora เปนตนและมีการสรางโคโลนีที่มีสีตางๆ เชน สีขาว, เทา, น้ําตาล, เหลือง, แดง, 
เขียว, ฟา, มวง และดํา (Vobis, 1997) แอคติโนมัยสีทมีความสําคัญตอระบบนิเวศน เนื่องจากเปนผู
ยอยสลายอินทรียวัตถุที่มีโครงสรางซับซอนได เชน เฮมิเซลลูโลส, ลิกโนเซลลูโลส, เพคติน และไค
ติน เปนตน 

          แอคติโนมัยสีทเปนแหลงของสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ (Bioactive compounds) ซ่ึง
สารที่ผลิตไดเหลานี้มีความสําคัญทางดานการแพทย ทางดานเภสัชกรรม และการนําไปใชทางดาน
เทคโนโลยีชีวภาพ เชน สารปฏิชีวนะ รงควัตถุ และสารตานมะเร็ง เปนตน (Mitchell et al., 2004) 
เนื่ องจากปจจุบันโรคดื้อยาและโรคฉวยโอกาสมี เพิ่มมากขึ้น  ไดแก  โรคที่ เกิดจากเชื้อ 
Staphylococcus aureus ที่ดื้อตอยา Methicillin (MRSA) โรคเอดส (AIDS) โรคไขหวัดนก (Avian 
Influenza) และโรคมะเร็ง (Cancer) ดังนั้นความตองการยาสําหรับยับยั้งโรคที่เกิดขึ้นเหลานี้กําลัง
เปนที่ตองการสูง แตปจจุบันอัตราการคนพบแอคติโนมัยสีทและสารปฏิชีวนะชนิดใหมจากแหลง
ธรรมชาติที่อยูบนพื้นดินมีแนวโนมลดลง จนในที่สุดไดมีการศึกษาจนพบแหลงของผลิตภัณฑ
ธรรมชาติแหงใหม นั่นก็คือ ผลิตภัณฑธรรมชาติจากทะเล โดยเฉพาะภูมิประเทศทางภาคใตของ
ประเทศไทยที่มีพื้นที่ติดกับทะเลทั้งฝงทะเลอาวไทย และฝงทะเลอันดามัน จึงมีความเปนไปไดที่จะ
สามารถนําแบคทีเรียเหลานี้มาใชใหเกิดประโยชนสูงสุด ดังนั้นการคัดกรองสารที่ออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพจากแอคติโนมัยสีทเพื่อใหมีความรวดเร็วในการคัดกรองสารจึงมีความจําเปนอยางยิ่ง 

            โดยทั่วไปการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีท  เพื่อทดสอบการสรางสารทุติยภูมิของเชื้อ
แบคทีเรีย (Secondary metabolites) มักกระทําในอาหารเหลวที่บรรจุในขวดเขยา (flasks) ขนาด 250 
มิลลิลิตร (Stritzke et  al., 2004; Cai et  al., 2005) และอยางไรก็ตามการเลี้ยงเชื้อเพื่อทดสอบหรือคัด
กรอง (screening) วาเชื้อที่แยกไดมีความสามารถในการสรางสารที่มีคุณสมบัติเปนที่ตองการนั้นมี
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ขอจํากัดอยูหลายประการดวยกัน เชน ความยุงยากในการเตรียมอาหารหลายๆ สูตรที่มีความ
เหมาะสม ความสิ้นเปลืองทั้งในดานคาใชจาย เวลา และวัสดุอุปกรณที่เกี่ยวของตลอดถึงปริมาณ
สารเคมีและตัวทําละลายที่ใชในการสกัดซึ่งขึ้นอยูกับปริมาณของอาหารเลี้ยงเชื้อ ซ่ึงเปนอุปสรรคที่
สําคัญในการทดสอบความสามารถของเชื้อจุลินทรียในการสรางสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพจํานวนมาก
พรอมๆกัน และการเลี้ยงเชื้อในระดับขวดเขยาขนาด 250 มิลลิลิตร มักเปนวิธีการที่นิยมใชใน
หองปฏิบัติการอยางแพรหลาย แตก็มีขอจํากัดในเรื่องของอุปกรณที่ตองใช ในขณะที่ปจจุบันวิธีการ
ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพหลายชนิดโดยเฉพาะการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง
และจุลินทรียไดพัฒนาไปมากจนถึงระดับที่สามารถทดสอบสารตัวอยางที่มีปริมาณเพียงเล็กนอยใน
ระดับของหนวยมิลลิกรัมและไมโครกรัม จึงไมจําเปนตองใชสารสกัดในปริมาณที่มากอีกตอไป 
การศึกษาวิธีการเลี้ยงเชื้อที่มีขนาดเล็กลง (miniaturization) จึงมีความเปนไปไดที่จะใชสําหรับการ
เล้ียงเชื้อเพื่อผลิตสารสกัดหยาบสําหรับการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพที่ตองการ ดังนั้นการศึกษาและ
เปรียบเทียบวิธีการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทในแบบตางๆ คือ การเลี้ยงเชื้อใน 24-well plates และการ
เล้ียงเชื้อใน scintillation vials โดยใชสูตรอาหารที่แตกตางกันเทียบกับการเลี้ยงเชื้อในระดับขวด
เขยาจึงมีความสําคัญในการพัฒนาวิธีการคัดกรองเชื้อซ่ึงการเลี้ยงเช้ือใน 24-well plates และการเลี้ยง
เชื้อใน scintillation vials เปนการลดขนาดของการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทลง ทําใหสามารถเลี้ยงเชื้อ
ไดพรอมๆ กันเปนจํานวนมาก รวมถึงการใชสารเคมีและตัวทําละลายในปริมาณที่ลดลง อันจะ
นําไปสูวิธีการคัดกรองสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น 
 
ตรวจเอกสาร 
 
1.  แอคติโนมัยสที (Actinomycetes) 

 
เชื้อแอคติโนมัยสีทเปนกลุมแบคที เ รียแกรมบวกเปนแบคที เ รียที่ จัดอยู ใน  order 

Actinomycetales (Miyadoh, 1997) และไดรับการจัดใหอยูในกลุมของแบคทีเรีย เนื่องจากไมมีเยื่อ
หุมนิวเคลียส และไมโทคอนเดรีย (Goodfellow and Brand, 1980) โดยถูกจัดไดวาเปนแบคทีเรียที่
แทจริง เนื่องจากมีลักษณะที่สําคัญ คือ ผนังเซลลที่ประกอบดวยช้ันของเปปทิโดไกลแคน 
(peptidoglycan) กรดมิวรามิก (muramic acid) กรดไดอะมิโนไพมีริค (diaminopimeric acid) แตไมมี
สวนของไคติน (chitin)  และเซลลูโลส (cellulose) เปนองคประกอบ แอคติโนมัยสีทมีลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาที่หลากหลายตั้งแตลักษณะเปนทรงกลม ทอน และเปนเสนสายคลายเชื้อราที่มีการแตก
แขนงและมีการแตกหักของเสนใยเพื่อสรางสปอรบนเสนใยอากาศ (aerial mycelium)  แอคติโนมัย
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สีทสวนใหญเปนกลุมแบคทีเรียที่ตองการออกซิเจนในการเจริญเติบโต ยกเวนบางชนิดที่ไมตองการ
หรือตองการออกซิเจนเพียงเล็กนอยในการเจริญเติบโต ลักษณะของแอคติโนมัยสีทจะมีความสําคัญ
ตอการจัดจําแนกแบคทีเรียกลุมนี้ในระดับ Family และ Genus นอกจากนี้วิธีการทาง 
Chemotaxonomy เชน การวิเคราะหกรดอะมิโนซึ่งเปนองคประกอบของผนังเซลล และชนิดของ
น้ําตาลก็ยังมีความสําคัญในการจัดจําแนกแอคติโนมัยสีทในระดับที่ละเอียดมากขึ้น นอกจากนั้นยังง
อาศัยความแตกตางของลําดับเบสใน 16s และ 23s ribosomal RNA เพื่อชวยจัดกลุมแบคทีเรียชนิดนี้
ในระดับ species ไดอีกดวย และลักษณะที่สําคัญอีกประการหนึ่งที่ทําใหแอคติโนมัยสีทตางจาก
แบคทีเรียแกรมบวกอื่นๆ คือ มีเปอรเซ็นตเบสกวานีน (guanine) และไซโตซีน (cytosine) ในดีเอ็นเอ
มากกวา 55 ในขณะที่แบคทีเรียแกรมบวกทั่วไปมีเปอรเซ็นตเบสกวานีนและไซโตซีนในดีเอ็นเอ     
ต่ํากวา 50 เชน Bacillus, Clostridium, Staphylococcus และ Streptococcus (Glazer and Nikaido, 
1994) และวัฏจักรชีวิตของแอคติโนมัยสีทแสดงดังภาพที่ 1 ซ่ึงวัฎจักรชีวิตของแอคติโนมัยสีทจะ
เร่ิมตนจากการสรางเสนใยใตพื้นผิวอาหาร เพื่อใชสารอาหารในการเจริญเติบโต และภายหลังจะมี
การสรางเสนใยอากาศเพื่อใชสืบพันธุ หรือในกรณีที่มีการขาดอาหาร การขาดน้ํา หรือการสะสมสาร 
ที่ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1  วัฏจักรชีวิตของแอคติโนมัยสีท 
             Figure 1. The life cycle of actinomycetes. 
             ที่มา : Chater และคณะ (1997) 
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             ลักษณะการเจริญของเชื้อบนอาหารแข็ง (surface culture) และในอาหารเหลว (submerge 
culture) มีลักษณะตางกันคือ การเจริญของเชื้อในอาหารเหลวเซลลจะจับกันเปนกลุมของเสนใยที่
เรียกวา pellets แตสําหรับเชื้อบางชนิด เชน Norcadia coralline เมื่อเจริญในอาหารเหลวที่มีการเขยา
เพื่อใหอากาศ พบวาเชื้อจะมีลักษณะเปนรูปแทง (rod) มีการแบงเซลลแบบทวีคูณ (binary fission) 
และแบบแตกหักของเสนใย (fragmentation) เมื่อหยุดการเจริญเติบโต ในขณะที่การเจริญบนอาหาร
แข็งที่มีสวนประกอบของอาหารเชนเดียวกับในอาหารเหลว เชื้อเจริญแบบสรางเสนใย (filamentous 
form) ในลักษณะที่ยึดติด แนนกับผิวหนาวุน และมีการแตกหักของเสนใยเมื่อมีอายุมากขึ้น 
โดยทั่วไปลักษณะการเจริญของเชื้อบนอาหารแข็งจะมีลักษณะของโคโลนีที่แตกตางขึ้นอยูกับชนิด
ของเชื้อสามารถพบได 3 แบบ คือ 

1.โคโลนีแบบหยาบหรือเรียบยึดเกาะกับผิวหนาอาหารอยางหลวมๆ เปนการสรางเสนใย
เหนือผิวอาหารปกคลุมผิวหนาอาหารมักพบในแอคติโนมัยสีทที่มีการเจริญของเสนใยที่ไมแนนอน 

2.โคโลนีที่ไมมีเสนใยใตผิวอาหารแตมีเสนใยเหนือผิวอาหารที่ยึดเกาะกับอาหารดวยสวน
พิเศษที่เรียกวา holdfast 

3.โคโลนีที่มีลักษณะเกาะกันแนนคลายแผนหนังจะมีเสนใยเหนือผิวอาหารที่คอนขางโปง
และยึดกับเสนใยใตผิวอาหาร 
 
             1.1 สัณฐานวิทยาแอคติโนมัยสีท 
                   1.1.1 โครงสรางภายในของโคโลนี 
              แอคติโนมัยสีทมีลักษณะเปนเสนใยคลายราแตมีขนาดเล็กกวา คือ มีขนาดประมาณ 
0.4-1.2 ไมโครเมตร มีการสรางผนังกั้นเสนใยแบบตางๆ ขึ้นอยูกับชนิดของเชื้อและมีการเจริญโดย
สามารถแตกแขนงบริเวณปลาย สําหรับโครงสรางหลักในเสนใยพบวาในไซโตพลาสซึมจะ
ประกอบไปดวย  สายดี เอ็นเอ  ไรโบโซม  และสารตางๆรวมอยูดวยกัน  เชน  ไขมัน  หรือ 
polysaccharides, polyphosphates โดยสวนของผนังเซลลที่อยูติดกับสวนของไซโตพลาสซึม ทําให
เกิดเปนมีโซโซม ซ่ึงเปนสวนที่อยูติดกับโครงสรางของผนังเซลล ผนังเซลลของเสนใยมีคุณสมบัติ
เปนผนังชั้นเดียว ความหนาประมาณ 10-20 นาโนเมตร และมีการสรางผนังกั้น หรือเรียกวา septum 
ซ่ึงสรางในขณะที่เสนใยมีการเจริญ แสดงดังภาพที่ 2 
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 ภาพที่ 2  โครงสรางของเสนใยอากาศของแอคติโนมัยสีท  
  cp  : ไซโตพลาสซึม                           pm : ช้ันผนังพลาสมา 
  cw  : ผนังเซลล                                    me : มีโซโซม                                                                   
  se    : ผนังกั้นเซลล                           ri  :  ไรโบโซม                                                         
  DNA : บริเวณที่มีสารพันธุกรรม         re : บริเวณแหลงพลังงาน 

Figure 2. Cytological organization of aerial mycelium of actinomycetes. 
  cp : cytoplasma                                pm : plasmamembrane 
  cw : cell wall                                   me  :  mesosome                                                     
  se : septum                                      ri  :  ribosome                                                        
  DNA : nucleiod region re : reserve material 
 ที่มา : Vobis (1997) 
 
       1.1.2 การสรางโคโลนี 
               โคโลนีของแอคติโนมัยสีทเกิดจากการรวมตัวกันของเสนใย ทําใหเสนใยมีความ
หนาแนนเกิดเปนโคโลนี สําหรับการสรางโคโลนีนั้น เร่ิมตนจากการลงเชื้อในอาหารแข็ง โดยอาจ
เกิดจากสปอร อับสปอร สวนของเสนใยที่หักหรือจากบางสวนของโคโลนีเดิม (ภาพที่ 3A) หลังจาก
นั้นมีการพัฒนาเปนเสนใยอาหาร (substrate mycelium) (ภาพที่ 3B) และหลังจากนั้นเสนใยอาหาร
เจริญโดยการแทงผานอาหารขึ้นมาเปนเสนใยอากาศ (aerial mycelium) (ภาพที่ 3C) ซ่ึงเปนสวนที่
สัมผัสกับอากาศโดยตรง ดังแสดงในภาพที่ 3 ตอมาไดมีการเปลี่ยนแปลงลักษณะโคโลนี เชน การ
สรางสปอร 
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 ภาพที่ 3   ขั้นตอนการสรางโคโลนีของแอคติโนมัยสีท 

Figure 3. Development of colony of actinomycetes 
ที่มา : Vobis (1997) 

  
            ลักษณะของโคโลนีมีความแตกตางกันในแตละสปชีส เชนใน Streptomyces ที่มีทั้ง
เสนใยอากาศ และเสนใยอาหาร และในบางครั้งอาจไมพบการสรางเสนใยอากาศในสายพันธุ 
Micromonospora หรือบางกรณีในระยะที่มีการสรางเสนใยอาหารมีความสมบูรณ เนื่องจากมีความ
เหมาะสมทางสภาพแวดลอมเพื่อใชในการเจริญ จึงสงผลใหการสรางเสนใยอากาศสั้นลง โดยพบวา
โครงสรางหลักของโคโลนีขึ้นกับเสนใยอากาศและเสนใยอาหาร ถาหากเสนใยถูกจํากัดทําใหมีเสน
ใยอากาศสั้น โคโลนีอาจฟูหรือเรียบแบน ผิวของโคโลนีอาจมีลักษณะเรียบ ขรุขระ นูน หรือเปน
เกล็ด โคโลนีของแอคติโนมัยสีท สามารถสรางสีได เชน สีขาว สีเหลือง สีชมพู สีแดง สีน้ําตาลดํา 
เปนตน 
 1.1.3 ชนิดของสปอร 
         แอคติโนมัยสีทสรางสปอรโดยสามารถแบงไดเปน 3 แบบตามลักษณะโครงสราง
ภายนอก คือ สปอรเดี่ยว ลักษณะเปนสาย และสรางสปอรในอับสปอร 

        (1.) การสรางสปอรแบบเดี่ยว 
               สําหรับการสรางสปอรในลักษณะนี้ เรียกวา monosporous พบในหลายสกุล ใน 
Thermomonospora สรางสปอรเดี่ยวบนเสนใยอากาศที่ปลายกานชูสปอรที่แตกแขนงหรือไมแตก
แขนง การแตกแขนงทําใหเกิดการสรางเปนกลุมของสปอร ในสกุลอ่ืนๆที่มีการสรางสปอรเดี่ยว
ไดแก Saccharomonospora มีการสรางสปอรเดี่ยวรูปไขที่ปลายเสนใยอากาศ ดังแสดงในภาพที่ 4 
ลักษณะการสรางสปอรเดี่ยวของ Micromonospora, Thermomonospora และ Saccharomonospora 
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ภาพที่ 4  การสรางสปอรเดี่ยวของแอคติโนมัยสีทในสกลุตางๆ พบใน 
  A. Micromonospora  
  B. Thermommonospora 
  C. Saccharomonospora 
Figure 4. Single spore production 
  A. Micromonospora  
  B. Thermommonospora 
  C. Saccharomonospora 

 ที่มา : Vobis (1997) 
  
       (2.) การสรางสปอรแบบสาย 
             การสรางสปอรของแอคติโนมัยสีทจะสรางในลักษณะนี้เปนสวนมาก สามารถแบง
ลักษณะของสายสปอร โดยพิจารณาจากความยาวหรือจํานวนสปอร เชน disposrous หรือ bisporous, 
oligosporous และ polysporous 
  (3.) การสรางสปอรจํานวนมาก 
      โดยพบวาจุลินทรียในกลุม Streptomyces มีการสรางสปอรที่เปนสายมากกวา 50 
สปอร ซ่ึงสปอรของ Streptomyces และแอคติโนมัยสีทชนิดอื่นที่สามารถสรางสปอรมาก เรียก
สปอรเหลานี้วา arthospores โดย arthospores ดังกลาวมีความสอดคลองกับ arthospores ของเชื้อรา
ในกลุม Deuteromycoitna ที่สรางสายของสปอรและมีการแตกหักของเสนใย ซ่ึงความแตกตางของ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสายสปอรสามารถใชเปนมาตรฐานในการจัดหมวดหมูได การสราง
เสนใยอากาศของ Streptomyces  สามารถแบงไดเปน 4 ลักษณะดังภาพที่ 6 
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   ภาพที่ 5  การสรางสปอรรูปแบบตางๆของแอคติโนมัยสีท 
            A: สปอรแบบ disporous ของ Microbiospora  
            B: สปอรแบบ Oligosporous ของ Nocardia brevicatena  
            C: สปอรแบบ Oligosporous ของ Catellatospore  

  Figure 5. Dispore and oligosporous production of actinomycetes 
            A: Disporous of Microbiospora  
            B: Oligosporous of Nocardia brevicatena  

           C: Oligosporous of Catellatospore 
  ที่มา : Vobis (1997) 
 

           จากการรายงานของ Krasil’ nikov (1981) และ Williams (1989) พบวา ในบาง
กรณีการขดของสายสปอรจนเปนเกลียวแนน และมีการแยกของสายสปอร ทําใหเกิดลักษณะที่
คลายคลึงกับอับสปอร หรือ pycnidia เชน Actinosporangium และ Actinopynidium ที่จัดอยูในกลุม
ของ Streptomyces และจากการรายงานของ Embley (1992) พบวา เชื้อที่อยูในวงศ 
Pseudonocardiaceae มีการสรางสปอรแบบจํานวนมาก เชื้อสายพันธุ Pseudonocardia มีการสราง
สายสปอรไดทั้งในสายใยอาหารและในสายใยอากาศ โดยมีการสรางสายสปอรแบบซิกแซก และใน
สายพันธุ Actinokineospora สรางสปอรจํานวนมากเชนกัน และสปอรของเชื้อสายพันธุนี้สามารถ
เคลื่อนที่ได 
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 ภาพที่ 6  การสรางสปอรแบบสายยาวของ Streptomyces  
  A: ลักษณะสปอรเปนสายตรง 
  B: ลักษณะสปอรเปนสายคลายขอ (hook) เปนวงเปดเปนเกลียวซอนทับกัน  
    1-3 ช้ัน 
  C: ลักษณะสายสปอรเปนเกลียว แบงออกเปน 2 แบบ คือ เปนเกลียววงปด  
      และเปนเกลียววงเปด เกลียวยาว และไมติดกันแนน 
  D: ลักษณะสายสปอรขดเปนเกลียวคลายกนหอย และแตกแขนงออกเปนชอ 
 Figure 6. Spore production in long chains of actinomycetes. 
   A: Rectiflexibiles  
  B: Retinaculiaperti  
  C: Spira  
  D: Verticillati  

ที่มา : Vobis (1997) 
 

            1.1.4 การสรางสปอรในอับสปอร  
         การสรางสปอรในอับสปอร (sporangia) มีหลายสายพันธุ สามารถแบงกลุมการสราง
สปอรไดเปน 2 กลุม คือ กลุมที่สรางอับสปอรบนเสนใยผิวอาหาร และกลุมที่สรางอับสปอรบนเสน
ใยที่ชูขึ้นในอากาศ 
         (1.) กลุมที่สรางอับสปอรบนเสนใยผิวอาหาร ไดแก Actinoplanes อับสปอรมีลักษณะ
เปนทรงกลม เสนผานศูนยกลาง 5-15 ไมโครเมตร สปอรตอกันเปนสายและมีการแตกแขนงขดเปน
กอนอยูภายในผนังโดยถูกหอหุมไว โดยพบวาสายพันธุ Ampullariella สามารถสรางอับสปอรบน
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เสนใยอาหารไดหลายรูปแบบ เชน ทรงกลม ทรงกระบอก แบบเปนพู เปนตน ดังแสดงในภาพที่ 7 
ซ่ึงโดยเฉลี่ยแลวอับสปอรมีความกวาง 10 ไมโครเมตร และความยาว 15 ไมโครเมตร 
 
 
 
 

 
 
 
 ภาพที่ 7  รูปทรงของอับสปอรที่เจริญบนเสนใยอาหาร 

  A. อับสปอรของสกุล Actinoplanes รวมทั้ง Ampullariella 
             1. ทรงกลม 2. ทรงกระบอก 3. เปนพู 4. กึ่งทรงกลม 5. ไมเปนรูปทรง 
  B. อับสปอรของสกุล Pilimelia  
         6. ทรงรี 7. รูประฆัง 8. ทรงกระบอก 
  C. อับสปอรของสกุล Dactylosporangium  
                    9. รูปทรงกระบอก 

 Figure 7. Spore production within sporangia 
  A. Actinoplanes (Ampullariella) : polysporous 
                     1. globose 2. cylindrical 3. lobate 4. subglobose 5. irregular 
          B. Pilimelia  
                    6. ovoid 7. campanulate 8. cylindrical 
          C. Dactylosporangium : oligosporous 
                       9. claviform 

 ที่มา : Vobis (1997) 
 
          (2.) กลุมที่สรางอับสปอรบนสายใยที่ชูขึ้นในอากาศ ไดแก  Planomonospora อับ
สปอรมีลักษณะเปนทรงกระบอก ภายในมีหนึ่งสปอร (Vebis, 1986) Planobispora มีสปอรคูกันอยู
ภายในอับสปอร (Thiemann และ Beretta, 1968) Streptosporangium โดยสวนใหญอับสปอรเปน
ทรงกลมเสนผานศูนยกลาง 10 ไมโครเมตร มีการสรางผนังกั้นเปนสปอรเดี่ยวตอกันเปนสายยาวขด
อยูภายในอับสปอร (Williams และ Sharples, 1976 ; Petrolini et  al.,1992 อางโดย Vobis, 1997) 
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 ภาพที่ 8 รูปทรงของอับสปอรที่เจริญบนเสนใยอากาศ 

A. อับสปอรของสกุล Planomonospora แบบ monosporous สปอรรูปทรงกระบอง 
B. อับสปอรของสกุล Planobispora แบบ disporous สปอรรูปทรงกระบอก 
C. อับสปอรของสกุล Planotatraspora แบบ tetrasporous สปอรรูปทรงกระบอก 
D. อับสปอรของสกุล Planopolyspora แบบ polysporous สปอรรูปทรงคลายทอ 
E. อับสปอรของสกุล Spirillospora แบบ polysporous สปอรรูปทรงกลม 
F.     อับสปอรของสกุล Streptosporangium แบบ polysporous สปอรรูปทรงกลม 

 Figure 8.Sporangia developed on aerial mycelium 
A. Planomonospora : monosporous  
B. Planobispora : disporous รูปทรงกระบอก 
C. Planotatraspora : tetrasporous รูปทรงกระบอก 
D. Planopolyspora : polysporous รูปทรงคลายทอ 
E. Spirillospora : polysporous รูปทรงกลม 
F. Streptosporangium : polysporous รูปทรงกลม 

 ที่มา : Vobis (1997) 
 

1.1.5 องคประกอบของผนังเซลลแอคติโนมัยสีท 
                    เมื่อพิจารณาองคประกอบทางเคมีของแอคติโนมัยสีทจากกรดอะมิโนที่ เปน
สวนประกอบของผนังเซลล (major wall amino acid) และชนิดของน้ําตาลที่เปนสวนประกอบอยู
ในนเซลลทั้งหมด (whole cell hydrolyzed) สามารถแบงผนังเซลลของแอคติโนมัยสีทออกไดเปน 4 
ชนิด แสดงดังตารางที่ 1 และสามารถจัดแบบแผนน้ําตาลของแอคติโนมัยสีทไดดังแสดงในตารางที่ 
2 
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ตารางที่ 1 องคประกอบทางเคมีผนังเซลลของแอคติโนมัยสีท 
Table 1.   Chemotaxonomic characteristics of actinomycete cell wall. 
 

Type Major amino acids Distinguishing 
major constituent 

I L-Diaminopimelic acid (L-DAP) Glycine 
II meso-Diaminopimelic acid (meso-DAP) Glycine 
III meso*-Diaminopimelic acid (meso-DAP or OH-DAP) None 
IV meso-Diaminopimelic acid (meso-DAP) None 

หมายเหตุ *อาจพบในรูปของ 3-hydroxy aminopimelic acid 
ที่มา: Bergey’s Manual of systematic Bacteriology เลม 4 (William, 1989) 
 
ตารางที่ 2 แบบแผนน้ําตาลของแอคติโนมัยสีท 
Table 2.   Whole cell sugar patterns of actinomycetes. 
 

Sugar Pattern 
Arabinose Galactose Madurose* Xylose 

A + +   
B   +  
C No diagnostic sugar 
D +   + 

หมายเหตุ *Madurose คือ 3-O-methyl-D-galactose 
ที่มา: Bergey’s Manual of systematic Bacteriology เลม 4 (William, 1989) 
 
2. การจัดจําแนกแอคติโนมัยสีท (Classification of actinomycetes) 
  
 โดยทั่วไปการจัดจําแนกแอคติโนมัยสีทอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา เชน ลักษณะของ
เสนใยอากาศ เสนใยอาหาร โคนิเดีย สปอร และอับสปอร นอกจากที่ไดกลาวมาขางตนนั้นสามารถ
จัดแบงกลุมโดยอาศัยการวิเคราะหองคประกอบทางเคมี เชนการวิเคราะหองคประกอบของผนัง
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เซลล การวิเคราะหน้ําตาลซึ่งเปนองคประกอบของผนังเซลล รูปแบบของฟอสโฟลิปด และ
ประเภททของเมนาควิโนน เปนตน เมื่อใชลักษณะทางสัณฐานวิทยา และองคประกอบทางเคมีของ
เซลลในการพิจารณา ทําใหสามารถจัดกลุมแอคติโนมัยสีทไดเปน 8 กลุม ไดแก Nocardioform 
actinomycetes, Actinomycetes with multilocular sporangia, Actinoplanetes, Streptomycetes, 
Maduromycetes, Thermomonospora, Thermoactinomycetes และสกุลอ่ืนๆที่ไมสามารถจัดอยูใน
กลุมที่กลาวมาได โดยอาศัยการจัดจําแนกจาก Bergey’s Manual of systematic Bacteriology เลม 4 
(William, 1989)  

2.1 Nocardioform actinomycetes 
 สําหรับแอคติโนมัยสีทในกลุมนี้มีลักษณะที่แตกตางกัน สวนมากจะมีการแตกหักของเสน
ใยเปนแบบแทงหรือกลม บางสายพันธุมีการสรางเสนใยอากาศ บางสายพันธุสามารถสรางโคนิเดีย 
Nocardioforms เปนกลุมที่เสนใยมีการแตกหักเปนแทงหรือกลม บางชนิดสามารถสรางโคนิเดีย   
แอคติโนมัยสีทกลุมนี้ทุกสกุลเปนพวกที่ตองการอากาศในการเจริญ ยกเวน Oerskoviae ซ่ึงเปนพวก
ที่ตองการอากาศเล็กนอยในการเจริญ เชื้อในกลุมนี้มีผนังเซลลเปนแบบ I (L – DAP และ glycine) 
ในสกุล Nocardia และ Rhodococcus ที่ผนังเซลลจะมี mycolic acid และมีน้ําตาลในเซลลเปน type 
A (Arabinose และ Galactose) โดยสกุล Nocardia และ Rhodococcus มีเปอรเซ็นต G+C ใน DNA 
อยูระหวาง 64-72 เปอรเซ็นต และ 60-69 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

2.2 Actinomycetes with multilocular sporangia 
             เชื้อในกลุมนี้มีการสรางผนังกั้นแบบตามยาว และแบบตามขวาง สรางสปอรขนาดใหญ แอ
คติโนมัยสีทในกลุมนี้มีทั้งหมด 3 สกุล ไดแก Dermatophilus, Geodermatophilus และ Frankia โดย
มีลักษณะแตกตางกันคือ เชื้อสกุล Geodermatophilus ซ่ึงมีเสนสายงายๆ ที่ยังไมพัฒนามากนัก 
thallus ทั้งหมดสรางเปน sporangium สวนสกุล Dermatophilus เสนสายจะมีการพัฒนามากขึ้นมีการ
สราง multilocular sporangium แบบยาว โดยทั้งสองสายพันธุขางตน สรางสปอรที่สามารถเคลื่อนที่
ได และสกุล Frankia สามารถตรึงกาซไนโตรเจนไดในสภาพไมโครแอโรฟลิก มีการสราง 
sporangium และ filament ทั้งบริเวณ intercalary swelling ตอนปลายหรือบนกิ่ง lateral branches 
สรางสปอรที่เคลื่อนที่ไมไดและทั้ง 3 สกุลจะไมพบการสรางเสนใยที่ชูขึ้นมาในอากาศ (aerial 
mycelium) 
             2.3 Actinoplanetes 
             แอคติโนมัยสีทในกลุมนี้มีทั้งสิ้น 5 สกุล ไดแก Actinoplanes, Ampullariella, Pilimelia, 
Dactylosporangium และ Micromonospora โดยสวนมากเชื้อในกลุมนี้อยูในน้ํา เพราะสรางสปอรที่
สามารถเคลื่อนที่ไดในน้ําในชวงหนึ่งของวงชีวิต ซ่ึงเชื้อที่มีการสรางเสนใยที่แข็งแรง ไมพบการ
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สรางเสนใยอากาศหรือมีการสรางนอย สปอรเคลื่อนที่ไดภายในอับสปอร (sporangia หรือ vesicles) 
ซ่ึงมีการพัฒนาใหไปอยูที่สวนปลายของ sporangiophore มีทั้งขนาดสั้นและยาว สปอรมักถูกสราง
อยูใน sporangium ที่ถูกปกคลุมไวดวยกิ่งกานที่แตกหัก หรืออาจเปนเสนใยของ sporogenous 
hyphae ตรงหรือขดเปนเกลียว สวนของ mutisporous sporangia มีหลายรูปราง ไดแก เชื้อในสกุล 
Actinoplanes, Ampullariella, Pilimelia และ Dactylosporangium ยกเวน Micromonospora ที่สราง
สปอรที่ไมเคลื่อนที่ (nonmotile spore) สรางสปอรแบบเดี่ยวๆไมมีกานหรือมีเพียงสั้นๆมักพบรวม
เปนกลุม มีลักษณะกลม รูปไขหรือวงรี ผนังหนาบางครั้งพบตุมหรือหนามที่ผนัง และลักษณะสําคัญ
ของเชื้อในกลุมนี้คือ เจริญโดยไมมีการแตกหัก มีการแตกกิ่งกานแลวสรางสปอรเปนสายอยูบนเสน
ใยที่มีผนังกั้น ผนังเซลลเปนแบบ III (meso – DAP และ OH – DAP) และมีน้ําตาลในเซลลเปน type 
D (Xylose และ Arabinose)  
             2.4 Streptomycetes และเชื้อในสกุลท่ีเก่ียวของ 

แอคติโนมัยสีทในกลุมนี้มีทัง้สิ้น 5 สกุล ไดแก Streptomyces, Streptoverticillium, 
Kineosporia, Intrasporangium และ Sporichthya ลักษณะที่สําคัญของเชื้อในกลุมนี้คือ เสนใยอากาศ
เปนแบบไมมผีนังกั้น และเมื่อเจริญเต็มที่จะสรางสปอรเปนลูกโซ มีจํานวนสปอรตั้งแต 3 ขึ้นไป 
เชน Streptomyces และ Streptoverticillium สวนในสกุล, Kineosporia, Intrasporangium และ 
Sporichthya มีการสรางสายใยอากาศนอย หรืออาจไมสราง และสปอรมีลักษณะทีแ่ตกตางกัน
ออกไป ลักษณะบริเวณผิวของโคโลนีมีลักษณะยนเมือ่มีอายุมาก สปอรที่สรางขึ้นบริเวณผวิหนา
ของเสนใยมีลักษณะเปนฝุนผง เชื้อในกลุมนี้มี L – DAP ผนังเซลลเปนแบบ I และมีไกลซีนเปน
องคประกอบ  

2.5 Maduromycetes 
แอคติโนมัยสีทในกลุมนี้มีทั้งสิ้น 7 สกุล ไดแก Actinomadura, Microbispora, 

Microtetraspora, Planobispora, Planomonospora, Spirillospora และ Streptosporan- gium กลุมนี้
เปนพวกที่ตองการอากาศในการเจริญ สรางเสนใยราบที่มีการแตกแขนงไมมีสปอร แตมีเสนใยที่ชู
ขึ้นมาในอากาศซึ่งมีการสราง arthrospore ที่มีลักษณะเปนสายสั้น หรือใน sporangia ที่มี 1 ถึงหลาย
สปอร โดยพบวาในสกุล Microbispora มีการสรางสปอรสายส้ันๆ แบบสองสปอร (disporous) ใน
สกุล Actinomadura มีการสรางสปอรแบบหลากหลาย ในบางสายพันธุมีการสรางสปอรในอับ
สปอรแบบเคลื่อนที่ได ไดแก Planobispora, Planomonospora และ Spirillospora สวนสายพันธุมี
การสรางสปอรแบบเคลื่อนที่ไมได ไดแก Streptosporangium ผนังเซลลของเชื้อในกลุมนี้เปนแบบ 
III (meso– DAP) น้ําตาลในเซลลเปนแบบ type B คือน้ําตาล 3-O-methyl–D-galactose (madurose)  
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2.6 Thermomonospora และสกุลใกลเคียง 
แอคติโนมัยสีทในกลุมนี้มีทั้งสิ้น 4 สกุล ไดแก Thermomonospora, Actinosyn- nema, 

Nocardiopsis และ Streptoalloterichus โดยพบวา Thermomonospora สรางสปอรแบบเดี่ยว สวน
เชื้อ Actinosyn- nema และ Nocardiopsis สรางสปอรเปนสาย และเชื้อในกลุมของ 
Streptoalloterichus สรางสปอรภายในอับสปอร โดยเชื้อในกลุมนี้เปนเชื้อที่ตองการอากาศในการ
เจริญ และสรางสปอรอยูบนเสนใยที่แตกกิ่งกานชูขึ้นในอากาศ ผนังเซลลเปนแบบ III (meso – 
DAP) ไมมี mycolic acid ในชั้นเปปทิโดไกลแคน แตมี phospholipids, menaquinone และ fatty 
acids ซ่ึงเปนองคประกอยในเซลลที่แตกตางกัน ทําใหสามารถจัดกลุมไดเปน 3 กลุม ไดแก กลุมที่มี 
MK-9 (H4, H6 และ H8) เปน isoprenologes เชน T. sensu stricto, T. curvata เปนตน กลุมที่มี MK-9 
(H2) และMK-9(III, VIII-H4)เปน isoprenologes เชน T.chromogena, T. mesophila และกลุมสุดทาย
เปนกลุมที่มี MK-10(H6 และ H8) เปน isoprenologes เชน T. alba, T. fusa และ T. mesouviformis 
เปนตน  

2.7 Thermoactinomycetes 
ในกลุมนี้มี Thermoactinomyces เพียงสกุลเดียว เปนพวกที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิสูง สราง

สปอรเดี่ยวซ่ึงเปนเอ็นโดสปอรอยางแทจริง ทนความรอนไดดี   และมีคุณสมบัติของเอนโดสปอร
ของแบคทีเรียครบถวน มี G+C Content ต่ํากวาพวกแอคติโนมัยสีททั่วๆไป แตกลับมีความสัมพันธ 
ใกลเคียงกับพวก Bacillus และมีการพัฒนาสรางเสนใยอยางดี และมีสัณฐานวิทยาที่ตางจากพวก 
Bacillus 

นอกจากนั้นกลุมนี้มีการสรางเสนใยชูขึ้นในอากาศพวก T. dichotomous มีสีเหลืองสวนพวก
อ่ืนจะมีสีขาวทุกสปชีสเปนพวกตองการอากาศในการเจริญ และเปนพวกที่ชอบยอยสลายเศษซาก
และเกือบทั้งหมดเปนพวกที่ชอบเจริญในที่มีอุณหภูมิสูง เจริญไดไมดีที่อุณหภูมิต่ํากวา 45 องศา
เซลเซียสผนังเซลลกลุมนี้เปนแบบที่ III (meso-DAP) แตจะไมมีลักษณะของน้ําตาลและ amino acid 
สวน menaquinone เปนแบบไมอ่ิมตัวเชน MK-7 หรือ MK-9 ในสปอรมี dipicolinic acid อยูดวย 

2.8 กลุมอ่ืนๆ  
แอคติโนมัยสีทในกลุมนี้เปนกลุมที่ยังหาความสัมพันธกับแอคติโนมัยสีทกลุมอื่นๆไมได 

ทําใหไมสามารถจัดเขาอยูในกลุมอื่นได มี 4 สกุล ประกอบดวย Glycomyces, Kibdelosporangium, 
Kitasatosporiaและ Saccharothrix โดยพบวาทุกสกุลมีการสรางสปอรบนสายใยอากาศ             
ดังนั้นสามารถสรุปลักษณะที่สําคัญของแอคติโนมัยสีทดังแสดงในตารางที่ 3 และการจัดจําแนก   
แอคติโนมัยสีทดังแสดงในตารางที่ 4 
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ตารางที่ 3 ลักษณะที่สําคัญของแอคติโนมยัสีททั้ง 7 กลุม                                                                      
Table 3.   Characteristic of 7 groups of actinomycetes. 
 

Group Cell wall 
type 

Cell sugar 
patterns 

Mol % 
G+C Sporangia 

Nocardioforms I A 59-79 - 
Multilocular sporangia III B,C,D 57-75 + / - 
Actinoplanetes II D 71-73 + 
Streptomycetes I - 69-78 - 
Maduromycetes III B,C 64-74 + / - 
Thermomonospora III major C 64-73 - 
Thermoactinomycetes III C 52-55 - 

 
ที่มา : Glazer และ Nikaido (1994) 
 
ตารางที่ 4 การจัดจําแนกกลุมของแอคติโนมัยสีทใน Order Actinomycetales                                  
Table 4.   Classification of actinomycetes in Order Actinomycetales. 
 

Order Families Genera 
Actinomycetales Actinomycetaceae 

Micrococcaceae 
Bogoriellaceae 
Rarobateraceae 
Sanguibacteraceae 
Brevibacteriaceae 
Cellulomonadeceae 
 

 
 
Bogoriella 
Rarobacter 
Sanguibacter 
Brevibacterium 
Cellulomonas 
Oerskovia 

 
ที่มา : Stackbrandt และคณะ (1997) 
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ตารางที่ 4 (ตอ)  
Table 4.   (Cont.) 
 

Order Families Genera 
Actinomycetales Dermabacteraceae 

 
Dermatophilaceae 
Dermacoccaceae 
Intrasporangiaceae 
Jonesiaceaea 
Microbacteriaceae 
Beutenberggiaceae 
Promicromonosporaceae 
Corynebacteriaceae 
Dietziaceae 
Gordoniaceae 
 
Nocardiaceae 
 
Williumsiaceae 
Micromonosporaceae 
Propionibacteriaceae 
Nocardioidaceae 
Pseudonocardiaceae 
Actinosynnemataceae 
Streptomycetaceae 
Streptosporangiaceae 

Dermabacter 
Brachybacterium 
Dermatophilus 
 
 
Jonesia 
 
Beutenberggia 
Promicromonospora 
Corynebacterium 
Dietzia 
Gordonia 
Skermania 
Nocardia 
Rhodococcus 
Williumsia 
 
 
 
 
 
 
 

 
ที่มา : Stackbrandt และคณะ (1997) 
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ตารางที่ 4 (ตอ)  
Table 4.   (Cont.) 
 

Order Families Genera 
Actinomycetales Nocardiopsaceae 

 
Thermomonosporaceae 
Frankiaceae 
Geodermatophilaceae 
Microspheraceae 
Sporichthyaceae 
Acidothermaceae 
Kineosporiaceae 
Glycomycetaceae 

Nocardiopsis 
Thermobifida 
 
Frankia 
 
 
Sporichthya 
Acidothermus 
 
Glycomyces 

 
ที่มา : Stackbrandt และคณะ (1997) 
 
3. แอคติโนมัยสีทท่ีแยกไดจากทะเล  
   
  แอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากทะเลสามารถแยกไดจากความลึกในระดับที่แตกตางกัน      
และแอคติโนมัยสีทที่แยกไดโดยสวนใหญมาจากตะกอนดิน อาจเนื่องมาจากแอคติโนมัยสีทเปน     
จุลินทรียที่สามารถยอยสลายอินทรียวัตถุไดดี ดังแสดงในตารางที่ 5 
 
ตารางที่ 5 แอคติโนมัยสีทที่พบในทะเลที่ระดับความลึกตางๆ 
Table 5.   Marine actinomycetes isolated at various depth. 

Depth Group of actinomycetes Location References  
0-100 m. Streptomyces halstedii Christchurch,  

New Zealand 
Jiang et al.,1997 

 Streptomyces sp. Lorne, Australia Capon et al.,2000 
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ตารางที่ 5 (ตอ) 
Table 5.   (Cont.) 
 

Depth Group of actinomycetes Location References  

0-100 m. Nocardiopsis dassonvillei Kauai Island, USA Schumacher et al.,2001 
 Streptomyces sp. Oahu Island, USA Schumacher et al.,2003 
 Salinospora tropica Bahamas Feling et al.,2003 
 Streptomyces albogriseolus Papau New Guinea Stritzke et al.,2004 
 Family Micromonosporaceae Papau New Guinea Magarvey et al.,2004 
 Salinispora sp. Bahamas Kim et al.,2003 
 Streptomyces sp. Guam Miller et al.,2007 
 Salinispora arenicola Guam Williams et al.,2007 

100-200 m. Verrucosispora sp. 
Streptomyces sp. 

Japan 
California, USA 

Riedlinger et al., 2004  
Soria-Mercado et al.,2005 

> 500 m. Streptomyces sp. Not report Schumacher et al.,1995 
 Streptomyces coelicolor New Zealand Mukku et al.,2000 
 Norcadioforms sp. Pacific Ocean Shin et al.,2003 
 Streptomyces sp. Bahamas Cho et al.,2006 
 Salinispora pacifica North Pacific Ocean Oh et al., 2006 

 
4. สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งท่ีไดจากแอคติโนมัยสีทท่ีไดจากทะเล 

สารในกลุมที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งจัดไดวาเปนสารที่มีความสําคัญมากกลุม
หนึ่ง เนื่องจากในปจจุบันพบไดวาสาเหตุหลักของการตายของประชากรโลก นั่นคือโรคมะเร็ง และ
โรคมะเร็งก็เปนอีกโรคหนึ่งที่มีความสามารถในการดื้อยา ทําใหไมสามารถที่จะรักษาโรคที่เกิดขึ้น
ใหหายขาดได และยารักษาโรคมะเร็งที่ใชอยูในปจจุบันมีผลขางเคียงตอผูปวยสูง จึงไดมีความ
พยายามในการคนหาสารชนิดใหมๆ เพื่อนํามาใชในการรักษาโรคเหลานี้ ซ่ึงเปนสารที่มีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพจากแอคติโนมัยสีทที่มาจากทะเล และมีรายงานเกี่ยวกับสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งจาก  
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แอคติโนมัยสีทที่ไดจากทะเลดังแสดงตามรายงานดังตอไปนี้ และสามารถสรุปสารที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
เซลลมะเร็งจากแอคติโนมัยสีทที่ไดจากทะเลดังแสดงในตารางที่ 6 
            Schumacher และคณะ (1995) แยก Streptomyces sp. สายพันธุ PC1/B2 จากตะกอนดินที่
ระดับความลึก 4,680 เมตร โดยวิธี serial dilution จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบวาเชื้อ
ที่แยกไดสามารถสรางสปอรสีเหลืองขาวบนเสนใยที่ชูขึ้นในอากาศ และมี arthrospore แบบ 
sheathed chain สีเหลืองปานกลาง ที่มีจํานวน 20-30 สปอรตอสายใน substrate mycelium เชื้อชนิดนี้
สามารถสรางสารได 3 ชนิด โดยเปนสารชนิดใหมในกลุม pluramycin ที่เรียกวา γ-indomycinone 
(ภาพที่ 9a) และอีก 2 ชนิดคือสารที่มีรายงานกอนหนานี้คือ rubiflavinone C-1 (ภาพที่ 9b) และ ß-
indomycinone (ภาพที่ 9c) จากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งพบวา rubiflavinone 
C-1 มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งปากมดลูก (KB cell) โดยมีคา MIC นอยกวาหรือเทากับ 
0.001 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
 

 
 
 
(a)                                                 (b)                                        (c)                                                                                    
 
ภาพที่ 9   สูตรโครงสราง pluramycin (a), rubiflavinone C-1 (b)  และ ß-indomycinone (c)  
 Figure 9. Chemical structures of pluramycin (a), rubiflavinone C-1 (b)  and ß-indomycinone  
                 (c). 
ที่มา: Schumacher และคณะ (1995) 
     
    Hardt และคณะ (2000) แยกแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNH-099 จากตะกอนดินที่ระดับ
ความลึก 1 เมตร บริเวณ Batiquitos Lagoon ทางตอนเหนือของเมืองซานดิเอโก รัฐแคลิฟอรเนีย 
ประเทศสหรัฐอเมริกา เชื้อดังกลาวสามารถสรางสารชนิดใหมคือ neomarinone (ภาพท่ี 10a) และ
สารที่เปนอนุพันธอีก 3 ชนิด คือ isomarinone (ภาพที่ 10b), hydroxy- debromomarinone (ภาพที่ 
10c) และ methoxydebromomarinone (ภาพที่ 10d) โดยจัดอยูในกลุม ses-quiterpene รวมกับ 
polyketide-derived carbon skeleton สารดังกลาวทั้งหมดมีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของ
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เซลลมะเร็งไดปานกลาง โดยสามารถยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งลําไส (HCT-116 colon 
carcinoma) ดวยคา IC50 เทากับ 8.0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
 
 
 
 
 
                                 (a)                                                       (b) 
                                 
 
 
 
 
 

(c) R=H 
    (d) R=CH3 

ภาพที่ 10   สูตรโครงสราง neomarinone (a), isomarinone (b), hydroxy- debromomarinone (c)  
                 และ methoxydebromomarinone (d) 
Figure 10. Chemical structures of neomarinone (a), isomarinone (b),  
                  hydroxy- debromomarinone (c) and methoxydebromomarinone (d). 
 ที่มา: Hardt และคณะ (2000) 

 
Zheng และคณะ (2000) ทําการแยกแอคติโนมัยสีทจากสัตวทะเลที่ไมมีกระดูกสันหลัง เชน 

sea hare, sea anemone และพืชทะเลชนิดอื่นๆ ซ่ึงแอคติโนมัยสีทที่แยกไดสวนใหญจัดอยูในกลุม 
Streptomyces sp. และ Micromonospora sp. โดยเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในอาหารเหลวกอนที่จะนํามา
สกัดน้ําเลี้ยงรวมทั้งตัวเซลล จากนั้นสกัดดวยตัวทําละลายเอทิลอะซิเตทจะไดสารสกัดหยาบ เมื่อด
สอบฤทธิ์ชีวภาพของสารสกัดจากแอคติโนมัยสีทโดยเลือกแบบสุม พบวามีสารสกัดที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
การเจริญของจุลินทรียถึง 43.6% และเมื่อทดสอบคุณสมบัติ cytotoxic activity โดยวิธี MTT assay 
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และ DNA target activity ในเซลล P-388 lymphocytic leukemia และเซลลมะเร็งลําไส ( KB cells, 
HLF cells และ CNE cells ) พบวามีสารสกัดที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลดังกลาว 20% และมีฤทธิ์ inducing 
ตอเซลลดังกลาวเพียง 3% 

He และคณะ (2001) แยกแอคติโนมัยสีทสายพันธุ LL-371366 พบวาเปนเชื้อสายพันธุ 
Micromonospora lomaivitiensis จากการทดลองเลี้ยงเชื้อดังกลาวในอาหารที่มีน้ําทะเล และเรซิน 
HP20 สามารถแยกสาร lomaviticins A (ภาพที่ 11a) และ B (ภาพที่ 11b) ไดจากสารสกัดหยาบที่ถูก
ดูดซับไวดวย    เรซิน ผลการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งจุลินทรียพบวา lomaviticins A และ B สามารถ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย Staphylococcus aureus และEntercoccus faecilium ไดและจากการ
ทดสอบการปองกันการทําลาย DNAโดยวิธี Biochemical Induction Assay (BIA) พบวา 
lomaviticins A และ B สามารถปองกันการทําลาย DNA ได โดยมีคา MIC นอยกวาหรือเทากับ 0.1 
นาโนกรัมตอมิลลิลิตร อีกทั้งพบวา lomaviticins A ยังมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งไดอีก
ดวย ( IC50 เทากับ 0.01-98.0 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 
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(b) 
ภาพที่ 11   สูตรโครงสราง lomaviticins A (a) และ B (b) 
Figure 11. Chemical structures of lomaviticins A (a) and B (b).   
ที่มา: He และคณะ(2001) 
  
 Tsuda และคณะ (2005) ไดทําการสกัดสารจากเชื้อ Nocardia brasiliensis สายพันธุ IFM 
0995 ไดสารชนิดใหม คือ Brasilibactin A (ภาพที ่ 12a) ซ่ึงเปนสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย ไดแก 
Micrococcus luteus และStaphylococcus aureus ที่ MIC เทากับ 0.73 และ 4.5 mg/mL ตามลําดับ 

และสารชนิดนี้ยังมีความเปนพิษตอเซลลมะเร็งชนิด murine leukemia L1210 และ เซลลมะเร็งชนิด 
epidermoid carcinoma KB cells ที่ IC50 เทากับ0.02 และ 0.04 �g/mL ตามลําดับ 
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ภาพที่ 12   สูตรโครงสราง Brasilibactin A (a)   
Figure 12. Chemical structure of Brasilibactin A (a).   
ที่มา: Tsuda และคณะ (2005) 
 Manam และคณะ (2005) ไดทําการแยกเชื้อสายพันธุ Streptomyces nodosus (NPS007994) 
จากตะกอนดินบริเวณ Scripps Canyon, La Jolla, California โดยพบวาเชื้อสายพันธุนี้สามารถผลิต
สารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ สารนี้มีช่ือวา Lajollamycin (ภาพที่ 13a) สามารถยับยั้งไดทั้งกิจกรรมการดื้อ
ยาของเชื้อแบคทีเรีย (Staphylococcus aureus - methicillin resistant, Streptococcus 
pneumoniae - penicillin resistant, Enterococcus faecium - vancomycin resistant โดยมีคา 
MIC เทากับ 5, 1.5 และ 20 µg/mL) และความไวตอยาของเชื้อแบคทีเรีย (Staphylococcus aureus - 
methicillin sensitive, Streptococcus pneumoniae - penicillin sensitive, Enterococcus faecalis - 
vancomycin sensitive โดยมีคา MIC เทากับ 4, 2 และ 14 µg/mL) ซ่ึงสารชนิดนี้จัดเปนสารปฏิชีวนะ
ในกลุมของ nitro-tetraene spiro-�-lactone-�-lactam antibiotic รวมทั้งยังสามารถยับยั้งการเจริญ
ของเซลลมะเร็งชนิด Murine melanoma cell line B16-F10 ที่ EC50 เทากับ 9.6 µM. 
 
 
 

 
(a) 

ภาพที่ 13   สูตรโครงสราง Lajollamycin (a)   
Figure 13. Chemical structure of Lajollamycin (a). 
ที่มา: Manam และคณะ (2005)   
  
 Soria-Mercado และคณะ (2005) ไดทําการแยกเชื้อแอคติโนมัยสีทจากตะกอนดินที่เก็บ
บริเวณ Lajolla รัฐแคลิฟอรเนีย ที่ระดับความลึก 152 เมตร เมื่อวิเคราะหโดยใชแผนภูมิตนไมแสดง
ความสัมพันธของเชื้อแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากทะเลสายพันธ CNQ-525 และพบวาเชื้อแอคติโน
มัยสีทสายพันธุนี้เปนเชื้อ Streptomyces sp. สายพันธุใหม ที่อยูในกลุม MAR4 เมื่อทําการลี้ยงเชื้อ
สารพันธุนี้ในอาหารเหลวที่มีเรซิน Amberlite XAD-7 บรรจุอยู โดยเลี้ยงเปนระยะเวลา 9 วัน 
จากนั้นสกัดสารที่อยูในเรซินดวยตัวทําละลายอะซีโตน พบสาร Terpenoid Chloro-Dihydroquinone 
ชนิดใหม 3 ชนิด (ภาพที่ 14a-c) และยังมีสารอีก 2 ชนิด (ภาพที่ 14d, e) ที่จัดไดวาเปนสารชนิดนี้แต
มีคลอรีนเปนสารประกอบอยูในโครงสรางของสาร Terpenoid Chloro-Dihydroquinone นี้ดวย สาร 
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Terpenoid Chloro-Dihydroquinone (ภาพที่ 14a-e) เมื่อทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง
ดวยวิธีMTT assay ในการวิเคราะห พบวามีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสชนิด HCT-116 
ที่คา IC50 เทากับ 2.40, 0.97 และ 1.84 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และพบวาสารดังกลาวมี
ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ที่มีคา MIC 
เทากับ 1.95, 15.6, 1.95 และ 1.90 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรีย vancomycin-resistant Enterococcus faecium (MRSA) ที่มีคา MIC เทากับ 3.90, 15.6, 
1.95 และ 3.90 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
 
 
 
 
 
 
                                           (a)                                              (b) 
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ภาพที่ 14   สูตรโครงสราง Terpenoid Chloro-Dihydroquinone (a-e)  
Figure 14. Chemical structures of Terpenoid Chloro-Dihydroquinone (a-e). 
ที่มา: Soria-Mercado และคณะ (2005)
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ตารางที่ 6. สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งจากแอคติโนมัยสีทที่ไดจากทะเล 
Table 6. Cytotoxic compounds from marine derived actinomycetes. 
 

Microorganism Source Structure Application Reference 
Streptomyces hygroscopicus Halichoeres bleekeri 

(The gastro-intestinal 
tract of the marine fish) 

 
 
 
 

 
 
 

Halichomycin 

Antitumor Takahashi et al., 1994 

Nocardioforms sp. Marine sediment      
 
 
 
 
 

MKN-349A 

Anticancer Chin et al., 2003 
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ตารางที่ 6. (ตอ) 
Table 6. (Cont.) 
 

Microorganism Source Structure Application Reference 
Streptomyces 

aureoverticillatus 
Marine sediment      

 
 
 

 
Aureoverticillactam 

Anticancer Mitchell et al., 2004 

Streptomyces albogriseolus 
 
 
 

 

Mangrove sediment, 
Papua New Guinea 

 
 
 
 

Caprolactones 

Anticancer Stritzke et al., 2004 
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ตารางที่ 6. (ตอ) 
Table 6. (Cont.) 
 

Microorganism Source Structure Application Reference 
Salinospora tropica Marine sediments  

 
 

 
 
 

Salinosporamide A 

Antitumor 
(Proteosome Inhibitor) 

Marcherla et al., 2005 

Salinospora tropica     
(strain CNB-392) 

 
 
 

 

Marine sediments  
 
 
 

 
 

Salinosporamide B 

Anticancer Williams et al., 2005 
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ตารางที่ 6. (ตอ) 
Table 6. (Cont.) 
 

Microorganism Source Structure Application Reference 
Streptomyces corchorusii 

AUBN1/7 
Marine sediment       
Bay of Bengal, 

India 

 
 
 
 
 

 
Resistomycin 

 
 
 
 

 
Tetracenomycin D 

Cytotoxic 
 

Adinarayana et al., 2006 
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ตารางที่ 6 (ตอ) 
Table 6 (Cont.) 
 

Microorganism Source Structure Application Reference 
Nocardiopsis lucentensis Marine sediment        

Little San Salvador 
island 

 
 
 
 

 
 
           Lucentamycin A (1) R=  
 
 
 
 
 
 
 

Lucentamycin B 

Cytotoxic 
 

Cho et al., 2007 H
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ตารางที่ 6 (ตอ) 
Table 6.   (Cont.) 
 

Microorganism Source Structure Application Reference 
Streptomyces sp. Marine-sediments  

 
 
 
 
 

Marmycin A (1) R=H 
Marmycin B (2) R=Cl 

Cytotoxic Martin et al., 2007 

Streptomyces arenicola No report  
 
 
 
 

Saliniketal A (1) R=H 
Saliniketal B (2) R=OH 

Cancer chemoprevention 
(Ornithine 

Decarboxylase) 

Williams et al., 2007 
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5. สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียซ่ึงไดจากแอคติโนมัยสีทท่ีไดจากทะเล 
 นอกเหนือจากสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งชนิดตางๆแลวนั้น ยังพบวาแอคติโนมัยสีท 

สามารถผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดหลายชนิดรวมถึงสารชนิดใหมหลายชนิดที่
ซ่ึงผลิตจากแอคติโนมัยสีทที่ไดจากทะเลดังรายงานตอไปนี้ และสามารถสรุปสารที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
แบคทีเรียชนิดตางดังแสดงในตารางที่ 7 รวมถึงสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพอื่นๆ เชน สารที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
การสังเคราะห Lanosterol, สารยับยั้งการสังเคราะหเอนไซม chymase เปนตนดังแสดงในตารางที่ 8 
 Mukku และคณะ (2000) คนพบสารในกลุม antimycin ทั้งหมด 8 ชนิด โดยเปนสารที่
รายงานแลว 4 ชนิด และเปนสารกลุมบิวทิโนไลดชนิดใหมอีก 3 ชนิด ไดแก 4,10-dihydroxy-10-
methyl-dodec-2-en-1,4-olide(ภาพที่ 15a) และสาร diastereomeric4,11-dihydroxy -10-methyl-
dodec-2-en-1,4-olides (ภาพที่ 15b) จากน้ําหมักของ Streptomyces coelicolor สายพันธุ B5632 ใน
อาหารเหลว YMG และสารคีโตบิวนาโนไลด คือ 4-hydroxy-10-methyl-11-oxo-dodec-2-en-1,4-
olide (ภาพที่ 15c) จากน้ําหมักกของStreptomyces coelicolor สายพันธุ B3497 ในอาหารเหลว YMG 
โดยที่เชื้อทั้งสองสายพันธุดังกลาวแยกไดจากตะกอนดินโคลนบริเวณปาชายเลน เมือง Auckland 
ประเทศนิวซีแลนด และจากการทดสอบคุณสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย พบวา 4-
hydroxy-10-methyl-11-oxo-dodec-2-en-1,4-olide ไมสามารถยับยั้งการเจริญของ Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus, Candida albicans,  Mucor miehei (Tu284), Streptomyces 
viridochromogenes (Tu57) ได 
 
 
 
                                 (a) R=H, R=OH 
                                 (b) R=OH, R=H (diastereometric structure) 
                                 (c) R=               , R=H 
ภาพที่ 15   สูตรโครงสราง 4,10-dihydroxy-10-methyl-dodec-2-en-1,4-olide(a),  
                  สาร diastereomeric4,11-dihydroxy -10-methyl-dodec-2-en-1,4-olides (b)  
                  และสาร 4-hydroxy-10-methyl-11-oxo-dodec-2-en-1,4-olide (c) 
Figure 15. Chemical structures of 4,10-dihydroxy-10-methyl-dodec-2-en-1,4-olide(a),  
                 diastereomeric4,11-dihydroxy -10-methyl-dodec-2-en-1,4-olides (b)  
                 and 4-hydroxy-10-methyl-11-oxo-dodec-2-en-1,4-olide (c). 
ที่มา: Mukku และคณะ (2000) 
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 Capon และคณะ (2000) ไดทําการแยกสาร lorneamides A (ภาพที่ 16a) และ B (ภาพที่ 16b) 
ซ่ึงเปนสารอะโรมาติก เอไมดชนิดใหมท่ีจัดอยูในกลุม tri-alkyl-substituted benzenes ไดจากการ
เล้ียงแอคติโนมัยสีทสายพันธุ MST-MA190 ท่ีแยกจากตัวอยางทรายของชายหาดบริเวณเมือง Lorne 
รัฐวิกตอเรีย ประเทศออสเตรเลีย เมื่อทดสอบฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียของสารดังกลาวพบวา 
lorneamides A สามารถยับยั้งการเจริญของ Bacillus subtilis ( LD99 เทากับ 50.0 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร) 
 
 
 
 
 
                               (a)                                                           (b) 
ภาพที่ 16   สูตรโครงสราง lorneamides A (a) และ B (b) 
Figure 16. Chemical structures of lorneamides A (a) and B (b). 
ท่ีมา: Capon และคณะ (2000) 
  
 Charan และคณะ (2004) ไดทําการแยกเชื้อ Micromonospora sp. สายพันธุ DPJ12 จาก
เพรียงหวัหอม Didemnum proliferum ในบริเวณเกาะ Shishijima ประเทศญี่ปุน โดยเล้ียงในอาหาร
เหลวที่บรรจุเรซินชนิด HP20 เล้ียงเปนระยะเวลา 9 วัน หลังจากนัน้สกัดดวยตัวทําละลายเมทานอล 
ไดสารในกลุม Dibenzodiazepine alkaloid ซ่ึงพบวาเปนสารกลุมใหมท่ีมีช่ือวา Diazepinomycin 
(ภาพที่ 17a) มีฤทธ์ิในการยับยั้งแบคทีเรียไดด ี
 
 
 
 
                                                                            

(a) 
ภาพที่ 17   สูตรโครงสราง Diazepinomycin (a)  
Figure 17. Chemical structure of Diazepinomycin (a). 
ท่ีมา: Charan และคณะ (2004) 
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  Cai และคณะ (2005) ไดทําการศึกษาเชื้อสายพันธุ Streptomyces hygroscopicus 
ATCC25293 เปนเชื้อท่ีสามารถผลิตสารที่มีฤทธ์ิยับยั้งกิจกรรมการเจริญของแบคทีเรีย คือ Hygrocin 
A (ภาพที่ 18a) และ Hygrocin B (ภาพท่ี 18b)  ซ่ึงสารทั้งสองชนิดนี้จัดวาเปนสารใหมท่ีจัดอยูใน
กลุมของ ansamycin macrolides ซ่ึงเปนสารผลิตภัณฑธรรมชาติท่ีมีความนาสนใจ เชน 
Streptovaricins, Naphthomycins และ rafamycins ซ่ึงสาร Hygrocin A มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของเชื้อ 
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus faecalis1362/3, Haemophilus 
influenzae, Niesseria gonorheae, Escherichia coli 1074, Candida albicans, Aspergillus fumigatus 
และ Aspergillus niger  ท่ีคา MIC เทากับ 128, 16, 128, 128, 64, 128, 128,16 และ 32 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ สวนสาร Hygrocin B มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของเชื้อ Staphylococcus aureus, 
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus faecalis1362/3, Haemophilus influenzae, Niesseria 
gonorheae, Escherichia coli 1074, Candida albicans ซ่ึงคา MIC ของเชื้อทดสอบทุกตัวมีคาเทากับ 
128 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สวน Aspergillus fumigatus และ Aspergillus niger  มีคา MIC เทากับ 
32 และ 64 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
 
 
 
 
 
 
 
 
                        (a)                                                                      (b) 
 
ภาพที่ 18. สูตรโครงสราง Hygrocin A (a) และ Hygrocin B (b)    
Figure 18. Chemical structures of Hygrocin A (a) and Hygrocin B (b).    
ท่ีมา: Cai และคณะ (2005)     
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36 ตารางที่ 7 สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียจากแอคติโนมัยสีทที่ไดจากทะเล 
Table 7.   Antimicrobial compounds from marine derived actinomycetes. 
 

Microorganism Source Structure Activity Reference 
Streptomyces hygroscopicus Not reported  

 
 
 
 

 
   
  
 
  R=Mannosyl disaccharide 
  R=H 
  R=Mannosyl disaccharide-2-isovaleryl 
  R=Mannosyl disaccharide-3-isovaleryl 
  R=Mannosyl disaccharide-4-isovaleryl 
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Antibacterial Singh et al., 2003 
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37 ตารางที่ 7 (ตอ) 
Table 7.   (Cont.) 
 

Microorganism Source Structure Activity Reference 
Verrucosispora sp. Marine sediment 

The Sea of Japan 
 
 
 

 
 
 

 
Abyssomicin C 

Antibacterial Riedlinger et al., 2004 

Streptomyces fumanus Not reported  
 
 
 
 

Fumaquinone 

Antimicrobial Charan et al., 2005 
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38 ตารางที่ 7 (ตอ) 
Table 7.   (Cont.) 
 

Microorganism Source Structure Activity Reference 
Marinispora sp. Marine sediments 

Cocos lagoon, Guam 
 
 

(1) 
 

 
(2) 

 
 

(3) 
Lipoxazolidinones A(1), B(2), and C(3) 

Antibacterial Macherla et al., 2007 
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39 ตารางที่ 8 สารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพจากแอคติโนมัยสีทที่ไดจากทะเล 
Table 8.   Bioactive compounds from marine derived actinomycetes. 
 

Microorganism Source Structure Activity Reference 
Streptomyces sp. Not reported  

 
 
 
 

(A1) R=Isohexadecyl 
  (A2) R=Isooctadecenyl 

                    (B1) R=Hexadecyl 
                    (B2) R=Octadecenyl 

Lanopylins A1, A2, B1 and B2 

Lanosterol synthase 
inhibitor 

Sakano et al., 2003 

 
 
 
 

N
R

 



 

40 ตารางที่ 8 (ตอ) 
Table 8.   (Cont.) 
 

Microorganism Source Structure Activity Reference 
Streptomyces sp. K99-5278 Soil sample  

Minato-ku, Tokyo 
 

 
 
 
         TakanawaeneA : R1=H, R2=CH3 

TakanawaeneB : R1=CH3, R2= CH2CH3 
         TakanawaeneC : R1= CH3, R2=CH(CH3)2 

         AB023a : R1=H, R2=CH3 

Antifungal 
Antibiotics 

Kim et al., 2003 

Dactylosporangium sp. 
 
 
 
 

 

Not reported 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 

(V) R=Acethyamino 
(VI) R=Hydroxy 

Alkaloid SF-2809 V-VI 

Chymase Inhibitors 
 
 
 
 
 

 

Tani et al., 2004 (a) 
and 

Tani et al., 2004 (b) 
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41 ตารางที่ 8 (ตอ) 
Table 8.   (Cont.) 
 

Microorganism Source Structure Activity Reference 
Dactylosporangium sp. Not reported  

 
 
 

 
(I)    R=Acethylamino 

                       (III)  R=Hydroxy 
 
 
 
 
 

(II)  R=Acethyamino 

(IV) R=Hydroxy 

Alkaloid SF-2809 I-IV 

Chymase Inhibitors Tani et al., 2004 (a) 
and 

Tani et al., 2004 (b) 
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42 ตารางที่ 8 (ตอ) 
Table 8.   (Cont.) 
 

Microorganism Source Structure Activity Reference 
Streptomyces sp. Marine-sediments  

 
 
 
 
 

Marmycin A (1) R=H 
Marmycin B (2) R=Cl 

Cytotoxic Martin et al., 2007 

Streptomyces arenicola Not reported  
 
 
 
 

Saliniketal A (1) R=H 
Saliniketal B (2) R=OH 

Antitumor 
(Ornithine 

Decarboxylase Induced 
Inhibitor) 

Williams et al., 2007 
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6. ปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพของแอคติโนมยัสีทท่ีไดจากทะเล  
 
             6.1 ชนิดของเชื้อแอคติโนมยัสีท 
            แอคติโนมัยสีทสามารถผลิตสารไดมากมายหลายชนิดที่แตกตางกันไปตามชนิดและสาย
พันธุของเชื้อตัวอยางเชน Streptomyces sp. สามารถผลิต Caprolactones, Chinikomycins, 3,6-
disubstituted indoles  และ Trioxacarcins   ได ซ่ึงสารดังกลาวนอกจากจะสามารถยับยั้งเซลลมะเร็ง
ได รวมถึงสามารถผลิตสารที่มีฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรียและยับยั้งการเกิดไขมาลาเรียได  และพบวาแอคติ
โนมัยสีทในสกุลอ่ืนๆ สามารถผลิตสารที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งเซลลมะเร็งไดดีเชนกัน ตัวอยางเชน  
Actinomadura   sp. สามารถผลิต IB-00208 และ Salinispora tropica สามารถผลิต Salinosporamide 
A   เปนตน (Cascon et al., 2003; Feling et al., 2004) ซ่ึงชนิดของเชื้อแอคติโนมัยสีทจะมีผลตอการ
ผลิตสารชนิดตางๆที่มีฤทธ์ิยับยั้งเซลลมะเร็ง หรือสารที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพ 
             6.2 องคประกอบของอาหาร 
            เช้ือแอคติโนมัยสีทสามารถเจริญและสรางสารที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง
ไดในอาหารที่แตกตางกัน จากรายงานพบวาแหลงของสารอาหารที่เปนที่นิยมใชในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เพื่อผลิตสารที่มีฤทธ์ิดังกลาว ไดแก แหลงคารบอน อาทิเชน glucose, starch, glycerol แหลง
ไนโตรเจน อาทิเชน asparagine, soybean meal, yeast extract, peptone แรธาตุ อาทิเชน NaCl, 
CaCO3, MgSO4, K2HPO4 (Kala and Chandrika, 1993; Moore et  al., 1999) 
 Vasavada และคณะ (2006) ไดทําการศึกษาเชื้อ Streptomyces sannanensis strain RJT-1 
พบวาเชื้อชนิดนี้สามารถผลิตเอนไซมออกนอกตัวเซลล (extracellular enzyme) ซ่ึงมีลักษณะคลาย
กับ amylase, protease, lipase และ cellulase สารที่ไดมีฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดดี เมื่อศึกษา
องคประกอบของอาหารที่มีผลตอการเจริญและการผลิตสารปฏิชีวนะ ทดสอบโดยเปรียบเทียบการ
เล้ียงเชื้อ Streptomyces sannanensis strain RJT-1 บนอาหาร nutrient agar, starch agar, gelatin agar 
และ actinomycetes agar ท่ีมีรอยละ5 ของ NaCl พบวาการเล้ียงบน starch agar มีผลตอการ
เจริญเติบโตและการผลิตสารของเชื้อชนิดนี้ไดดี นอกจากนั้นไดทําการศึกษาแหลงคารบอนที่
เหมาะสม โดยทดสอบดวยรอยละ 1 ของ arabinose, xylose, glucose, sucrose และ lactose พบวา 
glucoseและ lactose เปนแหลงคารบอนที่ดีตอการเจริญเติบโตและการผลิตสารปฏิชีวนะ และ
ทําการศึกษาแหลงของไนโตรเจนที่เหมาะสม ทดสอบดวยรอยละ 1 ของ yeast extract, 
casaminoacid, peptone, casein, sodium sulphate, sodium nitrate และ ยูเรีย พบวาพวก Inorganic 
nitrogen ไดแก sodium sulphate, sodium nitrate และ ยูเรีย จะใหผลตอการเจริญและผลิตสารได
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ดีกวาพวก organic nitrogen จากขอมูลขางตนสามารถนํามาเปนขอมูลเบื้องตนที่ทําใหทราบถึงปจจัย
ท่ีเหมาะสมตอการเจริญเติบโตและการผลิตสารปฏิชีวนะ   
      6.3 ระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อและอัตราการใหอากาศ 
      เนื่องจากแอคติโนมัยสีทเปนแบคทีเรียท่ีมีความตองการออกซิเจนเพื่อใชในกระบวนการ
เจริญของเซลล และการผลิตสารที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพชนิดตางๆ ดังนั้นอัตราการใหอากาศจึงมีผลตอ
การเจริญและการผลิตสารยับยั้งเซลลมะเร็ง จากการรายงานพบวาอัตราการใหอากาศจะขึ้นอยูกับ
ปจจัยท่ีสําคัญ 2 ปจจัย คือ อัตราสวนอาหารตอปริมาตรภาชนะบรรจุ โดยสวนใหญแลวอัตราสวนนี้
จะอยูระหวาง 1:2.5 - 1:5 ดังแสดงในตารางที่ 9 และความเร็วรอบในการเขยาโดยแตกตางกันไปใน
แตละรายงานโดยอยูในชวงตั้งแต 90-400 รอบตอนาที (Stritzke et  al., 2004; Cai et  al., 2005) 
 
ตารางที่ 9 อัตราสวนปริมาตรอาหารตอปริมาตรภาชนะบรรจุของภาชนะทั้ง 3 ชนิด 
Table 9.   Ratios of cultivation medium volume per container volume. 
 

Containers 
  Flask Scintillation vial 24 - well plate 

Volume of media (ml) 
Container volume (ml) 

Ratio 

100 
250 

1 : 2.5 

8 
20 

1 : 2.5 

2 
5 

1.: 2.5 
 
ท่ีมา : ดัดแปลงจาก Manam และคณะ (2005) และ Cai และคณะ (2005) 
 
  Katzer และคณะ (2001) ศึกษาการผลิตสารทุติยภูมิของเชื้อแอคติโนมัยสีท 3 สายพันธุ โดย 
พบวา Streptomyces sp. X01/4/100  ผลิตสารในกลุม Diketopiperazine  เช้ือ Streptomyces colillnus  
X5623 ผลิตสาร naphthomycin  และเชื้อ Streptomyces sp. X18097  ผลิตสาร naphthopyranomycin 
โดยใชระยะเวลาในการเลี้ยงที่เหมาะสมตอการผลิตสารคือ 7, 6 และ 7 วัน ตามลําดับ และจากกราฟ
การเจริญในชวงวันที่ 4-5 ของการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทจะใหผลผลิตสูงที่สุด อัตราเร็วในการให
อากาศที่เหมาะสมตอการผลิตสารของ Streptomyces sp. X01/4/100 คือ 240 รอบตอนาที   สําหรับ
เช้ือ Streptomyces colillnus X5623 คือ 180 และ240 รอบตอนาที และเชื้อ Streptomyces sp. X1809 
คือ 240 รอบตอนาที จากปจจัยดังกลาวทําใหสามารถผลิตสารที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพไดในปริมาณที่
สูงข้ึน 
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             6.4 พีเอชและอุณหภูมิ 
แอคติโนมัยสีทสามารถเจริญไดท่ีพีเอชเปนกลาง (neutrophilic) พีเอชที่เหมาะสมในการ

เจริญอยูในชวง 6.0-8.0 พบวาเมื่อพีเอชลดต่ํากวา 6.0 จะมีผลทําใหโคโลนีมีขนาดเล็กลง และจะไมมี
การสรางเสนใยที่ชูข้ึนในอากาศ (arial mycelium) เมื่อเล้ียงบนอาหารแข็ง สําหรับพีเอชท่ีเหมาะสม
ตอการผลิตสารที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งเซลลมะเร็งของแอคติโนมัยสีท คือ 7.3- 7.8 (Goodfellow et  al., 
1984; Charan et  al., 2004; Stritzke et  al., 2004) 
            จากรายงานพบวาแอคติโนมัยสีทสามารถเจริญไดท่ีอุณหภูมิในชวง 10 – 60 องศาเซลเซียส 
แตอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญและผลิตสาร secondary metabolites คือ 26 – 28 องศาเซลเซียส 
(Stritzke et  al., 2004; Manam et  al.,2005) 

Shik และคณะ (2000) ไดศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของตอการเจริญของเชื้อ Streptomyces 
sp. NS 13239 พบวาอุณหภูมิท่ีเหมาะสม คือ 28 องศาเซลเซียส พีเอช 7.0 และความเขมขนรอยละ 3 
ของโซเดียมคลอไรด จากสภาวะขางตนทําใหเช้ือ Streptomyces sp. NS 13239 สามารถผลิตสารที่มี
ฤทธ์ิยับยั้งกิจกรรมของจุลินทรียแกรมบวกไดดี โดยเฉพาะ methicillin-resistant Staphylococus 
aureus (MRSA) แตไมสามารถยับยั้งกิจกรรมของจุลินทรียพวกยีสตและราได 
             6.5 ผลของอิออนและน้ําทะเลในอาหารเลี้ยงเชือ้ 

Mincer และคณะ (2002) ศึกษาผลของน้ําทะเล และโซเดยีมคลอไรดท่ีมีผลตอการเจริญของ 
แอคติโนมัยสีท โดยใชอาหาร M1 ในการแยกเชื้อซ่ึง M1 มีสวนประกอบของ starch, yeast extract 
และ peptone ทําการเติมน้ําทะเลในอาหาร M1 (M1/natural seawater),    การเติมน้ําที่ไมมีไอออนใน 
อาหาร M1 (M1/DI water), การเติมน้ําทะเลเทียมและโซเดียมไอออนในอาหาร M1 (M1/artificial 
seawater Na+), การเติมน้ําทะเลเทียมและโพแทสเซียมไอออนในอาหาร M1 (M1/artificial seawater 
K+) และการเติมน้ําที่ไมมีไอออน และ 1 Mโซเดียมไอออนในอาหาร M1 (M1/DI+1M Na+) พบวา
แอคติ โนมัย สีททุกสายพัน ธุสามารถเจริญไดดี ท้ั ง ในอาหารที่ มีส วนประกอบของน้ํ า                          
ทะเล (M1/natural seawater) และน้ําทะเลเทียม (M1/artificial seawater Na+) ซ่ึงแสดงวาแอคติโนมัย
สีทที่แยกจากทะเลในการศึกษานี้ มีความตองการโซเดียมไอออนเพื่อใชในการเจริญ 
            Imada และคณะ (1994) ทําการศึกษาการผลิตสารยับยั้งเอนไซม ß-glucosidase จากเชื้อ      
แอคติโนมัยสีทที่แยกจากตะกอนดินบริเวณอาวโตเกียว อาว Sagami และ Ensya nada ท่ีความลึก 
1,500 เมตร พบวาเชื้อในกลุมของ Streptomyces sp. strain 62 สามารถผลิตสารยับยั้งเอนไซม          
ß-glucosidase เพ่ือใชในการรักษาโรคมะเร็ง (antitumor) และโรคเอดส (anti-HIV) ซ่ึงเชื้อดังกลาว
สามารถเจริญไดดีและสามารถผลิตเอนไซมไดสูงเมื่อเล้ียงในสภาวะที่มีน้ําทะเลและเจริญไดเมื่อม
ความเขมขนของโซเดียมคลอไรดสูงถึงรอยละ 6 และสามารถเจริญไดดีในชวงอุณหภูมิ 13.5-41 
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องศาเซลเซียสและเมื่อเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยสีทในกลุมนี้ในสภาวะที่ไมมีน้ําทะเลพบวาเชื้อไม          
สามารถเจริญได 
 
7. การศึกษาฤทธิ์ของสารสกดัหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทท่ีแยกไดจากทะเลที่มีผลยับยั้งการเจริญ
ของเซลลมะเร็ง 
  
 จากรายงานการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งของสารสกัดหยาบ เพื่อนําผลการ
ทดลองที่ไดใชในการพิจารณาคัดเลือกแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากทะเลจํานวนทั้งส้ิน 5 สายพันธุ ท่ี
ไดการคัดกรองเบื้องตนแลววามีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งชนิดตางๆ ไดแก มะเร็ง
ชองปาก (KB), มะเร็งเตานม (MCF-7), มะเร็งลําไส (HT-29) และมะเร็งปากมดลูก (HeLa) 
(สุภานันท แซล่ิม, 2548) ท่ีมีรอยละของการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งที่สูงกวา 70 ดังแสดงใน
ตารางที่ 10 
 
ตารางที่ 10 รอยละของการยบัยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งของสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัย 

     สีทที่แยกไดจากทะเลทั้ง 5 สายพันธุท่ีเล้ียงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร 
Table 10.    Cytotoxicity of selected marine derived actinomycetes crude extracts. 
 

Cytotoxicity (%) 
Strain Cultivation 

media Location Source 
MCF-7 HeLa HT-29 KB 

CNA002 A Losin, Pattani Algae 50.42 24.36 -13.07 17.32 
 B   5.79 -15.64 5.85 -18.9 
 C   -13.17 -5.79 9.3 -26.79 
 D   92.53 58.32 72.73 53 

CNA003 A  Sponge -4.35 -41.39 3.61 6.43 
 B   57.27 6.93 74.52 24.35 
 C   -2.97 -33.24 22.49 13.41 
 D Tao Island,Surattani  85.7 95.75 84.33 94.66 

 
ท่ีมา : สุภานันท แซล่ิม (2548) 
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ตารางที่ 10 (ตอ) 
Table 10.    (Cont.) 
 

Cytotoxicity (%) 
Strain Cultivation 

media 
Location Source 

MCF-7 HeLa HT-29 KB 
CNA031 A  Sponge 88.79 88.56 77.78 83.33 

 B Losin, Pattani  90.21 88.66 42.3 78.46 
 C   97.49 97.22 94.94 97.58 
 D   84.65 79.91 33.22 65.37 

CNA039 A Toa Island,Surattani Algae 85.87 72.62 93.11 96.02 
 B   51.25 -11.01 16.64 -35.22 
 C   93.56 44.73 95.76 97.89 
 D   76.34 88.31 78.06 61.96 

CNA053 A  Sponge 92.82 99.26 93.35 98.14 
 B   90.87 97.75 92.76 97.58 
 C   89 97.19 88.02 98.2 
 D   91.09 97.17 91.27 97.62 
 
ท่ีมา : สุภานันท แซล่ิม (2548) 
 
วัตถุประสงค 
  

1. ศึกษาแนวทางที่เหมาะสมในการเลือกภาชนะในการเลี้ยงเช้ือแอคติโนมัยสีทในการ
ทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง 

2. การคัดเลือกแบคทีเรียแอคติโนมัยสีทจากทะเลที่สามารถสรางสารยับยั้งเซลลมะเร็ง 
3. การคัดเลือกสารสกัดหยาบที่ผานการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็ง และศึกษา

องคประกอบเบื้องตนของสารสกัดหยาบที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง
ท่ีคัดเลือกได 



บทที่ 2 
 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง 
 

วัสดุ อุปกรณ 
 
1. เชื้อแอคติโนมัยสีทท่ีแยกไดจากทะเล 
 
 เชื้อแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากทะเลในประเทศไทย จากการศึกษาของสุภานันท แซล่ิม 
(2548) จํานวน 5 สายพันธุ ไดแก CNA002, CNA003, CNA031, CNA039 และ CNA053 ซ่ึงผาน
การคัดเลือกแลววาผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็ง 4 ชนิด คือ KB, HT-29, MCF-7 และ HeLa 
และเชื้อแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากทะเลในคลังเก็บรักษาของหองปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพ
ทางทะเลจํานวน 21 สายพันธุ ไดแก CNA083, 086, 088, 089, 090, 091, 092, 093, 095, 097, 098, 
099, 100, 101, 102, 103, 104, 112, 113, 145 และ 146 
 
2. เซลลมะเร็ง 
  
 เซลลมะเร็ง 4 ชนิด (ภาคผนวก ค) ซ่ึงไดรับความอนุเคราะหจาก ผศ.ดร.สุปรียา ยืนยง
สวัสดิ์ ภาควิชาเภสัชเวทและเภสัชพฤกษศาสตร คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
ไดแก  

- มะเร็งเยื่อบุชองปาก (Human oral cancer; KB) 
- มะเร็งเตานม (Breast adenocarcinoma; MCF-7 ) 
- มะเร็งลําไส ( Human colon adenocarcinoma; HT-29) 
- มะเร็งปากมดลูก (Human cervical cancer; HeLa) 
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3. อาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อแอคติโนมยัสีทท่ีแยกไดจากทะเล 
 
 3.1 อาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีท  
 อาหารที่ใชในการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทในการวิจัยนี้สวนใหญดัดแปลงมาจากสูตร
อาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทที่มีการรายงานมากอนหนาจํานวนทั้งหมด 4 สูตร (A, B, C 
และ D) ซ่ึงองคประกอบและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแสดงในภาคผนวก ก  

3.2 น้ําทะเล 
น้ําทะเลที่ใชในการเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อในการวิจัยนี้ นํามาจากชายทะเลบริเวณ

สถาบันวิจัยการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําชายฝง อ.เมือง จ.สงขลา โดยเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
และกรองดวยผาขาวบางกอนนํามาใชงาน 

 
4. สารเคมี 
 

- Dichloromethane (LAB-SCAN, IRELAND) 
- Ethyl acetate (LAB-SCAN, IRELAND) 
- Methanol (LAB-SCAN, IRELAND) 

 
อุปกรณ 

- ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร 
- ขวดรูปทรงกระบอก ขนาดเสนผานศูนยกลาง 2.5 เซนติเมตร ความสูง 5.5 เซนติเมตร 
- 24-well plate ขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.55 เซนติเมตรความสูง 1.76 เซนติเมตร, ยี่หอ  
   nuncTM, พลาสติกชนิด polystyrene  
- เครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ (Shaker incubation) รุน VS-8480SRN  
- เครื่องทําแหงแบบเยือกแข็ง (Freeze dryer) รุน Dura Dry ยี่หอ FTS systems, USA 
- เครื่องระเหยสุญญากาศ (Rotary evaporator) (Buchi) 
- เครื่องวัดไมโครเพลท (Microplate reader) รุน Power Wavex ยี่หอ Biotek, USA 
- กลองจุลทรรศนแบบ Inverted microscope (Olympus, CKX41) 
- ตูบมคารบอนไดออกไซด (Thermo Forma 3111) 
- TLC Alumina Sheets silica gel 60 F254 (Fluka) 
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วิธีการทดลอง 
 
1. การเปรียบเทียบวิธีการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทเพื่อผลิตสารที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็ง 

 
  ในขั้นตอนนี้เปนการศึกษาเปรียบเทียบวิธีการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทสายพันธุที่ผานการ
ทดสอบมากอนหนานี้แลววาสามารถสรางสารที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็งชนิดตางๆ ในระดับ
ขวดเขยาขนาด 250 มิลลิลิตร (ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 100 มิลลิลิตร) จํานวน 5 สายพันธุ (CNA 
002, CNA 003, CNA 031, CNA 039, CNA 053) (สุภานันท แซล่ิม, 2548) โดยทําการเปรียบเทียบ
วิธีการเลี้ยงเชื้อที่ตางกัน  3 แบบ คือ 

(1) การเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทใน 24-well plate ปริมาตรหลุมละ 5 มิลลิลิตร โดยมี
ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อแตละหลุมเทากับ 2 มิลลิลิตร  
  (2) การเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทในขวดรูปทรงกระบอก ปริมาตร 20   มิลลิลิตร ที่มีปริมาตร
อาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 8 มิลลิลิตร 
  (3) การเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทในฟลาสกขนาด   250  มิลลิลิตร ที่มีปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ
เทากับ 100 มิลลิลิตร (ชุดควบคุม) 
  โดยควบคุมอัตราสวนของปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อตอปริมาตรของภาชนะที่ใชในการเลี้ยง
เชื้อแตละแบบใหมีอัตราสวนเทากันคือ 1:2.5 ดังแสดงในตารางที่ 9 เพื่อเปรียบเทียบวาวิธีการเลี้ยง
เชื้อวิธีใดที่ใหผลใกลเคียงกับการเลี้ยงเชื้อในระดับขวดเขยาขนาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงเปนที่นิยมใชอยู
ในปจจุบันโดยมีวัตถุประสงค เพื่อลดปริมาณของตัวทําละลาย และพื้นที่ในการเพาะเลี้ยงเชื้อ
ตลอดจนการเพิ่มประสิทธิภาพในขั้นตอนของการเตรียมตัวอยางสําหรับทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง
เซลลมะเร็ง ซ่ึงสามารถสรุปไดดังภาพที่ 19   

1.1 การเตรียมกลาเชื้อเร่ิมตน 
  นําเชื้อแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากทะเลซึ่งเปนเชื้อบริสุทธิ์ที่ เก็บไวในสารละลาย            
กลีเซอรอลรอยละ 50 ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส มาเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร NA/SW เปน
ระยะเวลา 7 วันหรือจนมีการเจริญของโคโลนี ในกรณีที่เชื้อเจริญไดชากวา 7 วัน เขี่ยเชื้อแอคติโน
มัยสีทที่บริสุทธิ์  2 ลูป ถายใสขวดเขยาขนาด 250 มิลลิลิตรที่มีอาหารในแตละสูตร A, B, C และ D 
ตามภาคผนวก ก ปริมาตร 50 มิลลิลิตร กอนนําไปเขยาที่ความเร็ว 220 รอบตอนาที อุณหภูมิ 28 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน 
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        1.2 การเลี้ยงแอคติโนมยัสีทในภาชนะบรรจุซ่ึงมีขนาดแตกตางกนั 3 แบบ 
1.2.1 การเลี้ยงแอคติโนมัยสทีในขวดเขยา (Shaked flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร 
เตรียมอาหารเหลวสําหรับเลี้ยงแอคติโนมัยสีทแตละสูตร A, B, C และ D บรรจุลงในขวด

เขยาขนาด 250 มิลลิลิตร โดยมีปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อในแตละขวดเขยาเทากับ 100 มิลลิลิตร 
จากนั้นทําการถายกลาเชื้อที่ไดจากการเตรียมกลาเชื้อในขอ 1.1 ลงในขวดเขยาที่มีอาหารเหลวสูตร
เดียวกัน โดยใชปริมาตรของกลาเชื้อที่เติมลงไปคิดเปนรอยละ 5 ของปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อใน
ขวดเขยา จากนั้นนําไปเลี้ยงเชื้อดวยเครื่องเขยาชนิดที่สามารถควบคุมอุณหภูมิได ที่อุณหภูมิ 28 
องศาเซลเซียส ความเร็ว 220 รอบตอนาที เปนเวลา 10 วัน 

1.2.2 การเลี้ยงแอคติโนมัยสีทใน scintillation vial 
เตรียมอาหารเหลวสําหรับเลี้ยงแอคติโนมัยสีทสูตร A, B, C และ D บรรจุลงใน 

scintillation vial ขนาด 20 มิลลิลิตร โดยมีปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อในแตละหลอดเทากับ 8.0 
มิลลิลิตร จากนั้นทําการถายกลาเชื้อที่ไดจากการเตรียมกลาเชื้อในขอ 1.1 ลงในหลอดที่มีอาหารสูตร
เดียวกัน โดยใชปริมาตรของกลาเชื้อคิดเปนรอยละ 5 ของปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อในหลอด จากนั้น
นําไปเลี้ยงเชื้อในเครื่องเขยาชนิดที่สามารถควบคุมอุณหภูมิได ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 220 รอบตอนาที เปนเวลา 10 วัน 

1.2.3 การเลี้ยงแอคติโนมัยสีทใน 24-well plate 

เตรียมอาหารเหลวสําหรับเลี้ยงแอคติโนมัยสีทสูตร A, B, C และ D บรรจุลงในแตละหลุม
ของ 24-well plate โดยมีปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อหลุมละ 2.0 มิลลิลิตร จากนั้นทําการถายกลา
เชื้อที่ไดจากการเตรียมกลาเชื้อในขอ 1.1 ลงใน 24-well plate ที่มีอาหารเหลวสูตรเดียวกัน โดยใช
ปริมาตรของกลาเชื้อคิดเปนรอยละ 5 ของปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อในแตละหลุม จากนั้นนําไปเลี้ยง
ในเครื่องเขยาชนิดที่สามารถควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ความเร็ว 220 รอบตอ
นาที เปนเวลา 10 วัน 
        1.3 การเตรียมสารสกัดหยาบจากแอคติโนมัยสีท 
    นําอาหารเหลวและเซลลที่ไดจากการเลี้ยงในขวดเขยาขนาด 250 มิลลิลิตรปริมาตร 20 
มิลลิลิตร และอาหารเหลวและเซลลที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อใน Scintillation vial ปริมาตร 8 มิลลิลิตร 
และ 24-well plate ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เพื่อทําแหงโดยใชเครื่อง Freeze dryer จากนั้นสกัดสาร
ตัวอยางที่ผานการทําแหงแลวทั้งหมดซ้ํา 2 คร้ังดวยเมทานอล (อัตราสวน 1:1) นําสวนของ            
เมทานอลมารวมกันแลวระเหยเอาเมทานอลออกดวยเครื่องระเหยสุญญากาศจนไดสารสกัดหยาบ



 

51 

แหง นําไปหาน้ําหนักแหงของสารสกัดหยาบที่ได  เพื่อเตรียมเปนสารละลายของสารสกัดหยาบที่
ความเขมขน 25.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในตัวทําละลายชนิด DMSO เก็บตัวอยางไวที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียสจนกวาจะทดสอบฤทธิ์ในการยังยั้งเซลลมะเร็ง 
  1.4 การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเซลลมะเร็ง (Skehan et al., 1990) 
  1.4.1 การเตรียมเซลลมะเร็งเพื่อใชทดสอบสารสกัดหยาบ 
  1.4.1.1 เล้ียงเซลลมะเร็งทั้ง 4 ชนิด คือ HeLa, HT-29, KB และ MCF-7 ในขวดเพาะเลี้ยง
เซลลมะเร็ง ขนาด 50 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเซลลมะเร็งชนิด EMEM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร (มี
สวนผสมของรอยละ10 ของ newborn calf serum, penicillin G sodium 50 ยูนิตตอมิลลิลิตร, 
streptomycin sulphate 50 ยูนิตตอมิลลิลิตร และ amphotericin B 0.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
นําไปเลี้ยงใน CO2 incubator ที่มีปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด (CO2) รอยละ 5 อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส และมีปริมาณความชื้นรอยละ 95 
  1.4.1.2 เตรียมเซลลแขวนลอย (cell suspension) ของเซลลมะเร็งแตละชนิด โดยถายอาหาร 
EMEM ที่อยูในขวดเพาะเลี้ยงออก แลวทําการลางเซลลที่เกาะอยูที่ผิวของกนขวดดวยสารละลาย 
Phosphate buffer saline (pH 7.4) ยอยเซลลมะเร็งออกเปนเซลลเดี่ยวๆ ดวยสารละลาย         
Trypsin-EDTA ที่มีความเขมขนรอยละ 0.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยดูดสารขึ้นลงเบาๆดวยปเปต 
ประมาณ 2-3 คร้ัง จากนั้นถายสารละลาย Trypsin-EDTA ออกประมาณ 0.5 มิลลิลิตร กอนนําไปบม
ใน CO2 incubator ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวเติมอาหาร EMEM ปริมาตร 2 
มิลลิลิตรลงในขวดเพาะเลี้ยง 
  1.4.1.3 นับจํานวนเซลลมะเร็งในขวดเพาะเลี้ยงที่รอดชีวิต (viable cell) ที่ติดสี Trypan blue 
(ในกรณีที่เซลลมีชีวิตจะไมติดสีและสังเกตไดวาเซลลมีลักษณะใส แตถาเซลลตายจะติดสีน้ําเงิน) 
นับจํานวนเซลลดวย heamocytometer คํานวณความเขมขนของเซลลมะเร็ง ในสารแขวนลอยที่ได
และทําการเจือจางเซลลมะเร็งดวยอาหาร EMEM เพื่อใหไดสารแขวนลอยของเซลลมะเร็งที่มีความ
เขมขนเทากับ 3.0 X 104 เซลลตอมิลลิลิตร ถายเซลลลงใน 96-well microtiter plate ปริมาตรหลุมละ 
100 ไมโครลิตร (โดยมีจํานวนเซลลเทากับ 3,000 เซลลตอหลุม) นําเซลลไปเลี้ยงใน CO2 incubator 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด (CO2) รอยละ 5 และมีปริมาณ
ความชื้นรอยละ 95 นาน 18-24 ช่ัวโมง เพื่อใหเซลลเกาะผิวกนหลุมเปน monolayer  
  1.4.1.4 เติมสารสกัดหยาบที่ตองการทดสอบกับเซลลมะเร็งทั้ง 4 ชนิด โดยเติมสารสกัด
หยาบที่ละลายใน DMSO ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ซ่ึงจะมีเนื้อสารสกัดหยาบเทากับ 200 
ไมโครกรัมในแตละหลุม จากนั้นทําการเจือจางสารละลายตัวอยางดวยอาหาร EMEM ใหมีความ
เขมขนเทากับ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แลวเติมสารละลายของสารสกัดหยาบลงไปหลุมละ 100 
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ไมโครลิตร เพื่อใหความเขมขนสุดทายของสารสกัดหยาบเปน 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ในกรณี
ที่ใช DMSO เปนตัวทําละลายเมื่อทําการเจือจางดวยอาหารเพาะเลี้ยง แลวจะมีความเขมขนของ 
DMSO สูงสุดไมเกินรอยละ 0.5 ซ่ึงไมมีผลตอการเจริญของเซลลมะเร็ง (สุภานันท แซล่ิม, 2548)) 
นําไปบมใน CO2 incubator ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด 
(CO2) รอยละ 5 และมีปริมาณความชื้นรอยละ 95 เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
  1.4.2 การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเซลลมะเร็งโดยวิธี sulphorodamine B (SRB assay) 
  1.4.2.1 ทําการถายอาหารเลี้ยงเซลลมะเร็ง EMEM ในขอ 1.4.1.4 ออกจาก 96-well 
microtiter plate โดยคอยๆ ดูดอาหารออกอาหาร EMEM ใหมลงในแตละหลุมปริมาตรหลุมละ 200 
ไมโครลิตร ปเปตอาหารขึ้นลงเบาๆ 2-3 คร้ัง ทั้งนี้ตองระวังไมใหสวนปลายปเปตโดนเซลลที่เกาะ
อยูบริเวณกนหลุม หลังจากนั้นถายอาหาร EMEM ออก เพื่อลางเซลลมะเร็งที่ตายออกไป และเติม
อาหาร EMEM ลงไปใหมในแตละหลุมของ 96-well microtiter plate ปริมาตรหลุมละ 200 
ไมโครลิตร แลวนํา 96-well microtiter plate ไปบมตอใน CO2 incubator ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ที่มีปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด (CO2) รอยละ 5 และมีปริมาณความชื้นรอยละ 95 
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
  1.4.2.2 คํานวณอัตราการรอดชีวิตของเซลลมะเร็งโดยเทียบกับชุดควบคุมซึ่งไมมีการเติม
สารสกัดหยาบ โดยตรึงเซลลมะเร็งที่ยังมีชีวิตอยูในแตละหลุม ดวยการเติมสารละลาย
trichloroacetic acid ความเขมขนรอยละ 0.4 ลงไป หลุมละ 100 ไมโครลิตร บม 96-well microtiter 
plate ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง จากนั้นใหนํา 96-well microtiter plate ไปลางดวย
น้ําสะอาด โดยการผานน้ําลงในแตละหลุมของ 96-well microtiter plate จากนั้นเทน้ําออกจาก     
96-well microtiter plate แลวทําซ้ําจํานวน 5 คร้ัง ในขั้นตอนนี้เซลลที่ตายเนื่องจากการยับยั้งของ
สารที่ทดสอบจะถูกลางออกไป ทิ้งให 96-well microtiter plate แหงที่อุณหภูมิหอง แลวเติม
สารละลาย ของ Sulphorodamine B ที่ความเขมขนรอยละ 0.4 ซ่ึงเตรียมในกรดแอซิติก             
ความเขมขนรอยละ 1 ลงไปหลุมละ 50 ไมโครลิตร เพื่อยอมเซลลมะเร็งที่รอดชีวิตและติดอยูบริเวณ
กนหลุม โดยตั้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที แลวนํามาลางดวยสารละลายกรดแอซิติก ความเขมขน
รอยละ 1 จํานวน 5 คร้ัง แลวตั้งทิ้งไวให 96-well microtiter plate แหงที่อุณหภูมิหอง 
  1.4.2.3 เติมสารละลาย 10 mM  tris base ลงในแตละหลุมของ 96-well microtiter plate 
หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อละลายสีของ Sulphorodamine B ที่ติดอยูออกจากเซลลมะเร็ง โดย
นําไปเขยาบน gyratory shaker ที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที นาน 20 นาที นํา 96-well microtiter 
plate ที่ไดมาวัดคาการดูดกลืนแสง UV ดวยเครื่อง Microplate reader ที่ความยาวคลื่น 492            
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นาโนเมตร คาการดูดแสงที่วัดไดจะแปรผันตรงกับจํานวนเซลลที่ถูกตรึงไวในแตละหลุม นําคาการ
ดูดกลืนแสงที่ไดมาทําการคํานวณหารอยละของการรอดชีวิตของเซลลมะเร็งจากสูตร 
 
 
 
2. การคัดเลือกรูปแบบวิธีการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีท  
 
  นําผลการทดลองที่ไดวิธีการทั้ง 3 วิธีมาวิเคราะหความแตกตางทางสถิติโดยใชโปรแกรม 
SPSS 14.00 ดวยวิธี one-way ANOVA ที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับ 0.05 โดยจะคัดเลือกวิธีการเลี้ยง
เชื้อที่ใหผลใกลเคียงกับการเลี้ยงเชื้อในขวดเขยาปริมาตร 250 มิลลิลิตร มากที่สุดซึ่งการเลี้ยงเชื้อวิธี
นี้เปนชุดควบคุม ในกรณีที่ไมสามารถคัดเลือกวิธีการใดที่ใหผลดังกลาวจะคงใชวิธีการเลี้ยงเชื้อตาม
แบบของชุดควบคุมในการทดลองขั้นตอนตอไป 
 
3. การเลี้ยงแอคติโนมัยสีทจํานวน 21 สายพันธุ ดวยวิธีการที่คัดเลือกไดขางตน 
 
  เมื่อคัดเลือกรูปแบบการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทที่เหมาะสมไดแลว จึงนําเชื้อแอคติโน
มัยสีทซึ่งเปนเชื้อบริสุทธิ์ที่มีอยูในหองปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพทางทะเล จํานวนทั้งหมด 21 
สายพันธุ ไดแก CNA083, 086, 088, 089, 090, 091, 092, 093, 095, 097, 098, 099, 100, 101, 102, 
103, 104, 112, 113, 145 และ 146 มาเลี้ยงเพื่อทดสอบการสรางสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งทั้ง 4 
ชนิด ตามวิธีการที่ไดกลาวมาแลวขางตน และขั้นตอนการทดลองเปนไปตามไดอะแกรมสรุปการ
ทดลองเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในสภาวะตางๆ และการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็งดังแสดง
ในภาพที่ 19 
 
4. การวิเคราะหองคประกอบของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็ง โดยใชเทคนิค Thin-
Layer Chromatography (TLC) 
 
  คัดเลือกสารสกัดหยาบจากแอคติโนมัยสีทที่ใหผลการยับยั้งเซลลมะเร็งสูงกวารอยละ 70 
มาวิเคราะหหาองคประกอบเบื้องตนของสารสกัดหยาบ เพื่อเปรียบเทียบองคประกอบของสารสกัด
หยาบแตละตัวอยาง โดยนําสารสกัดหยาบมาหยดลงบนแผน TLC ชนิด normal phase ที่มี silica gel 
60 (MERCK) เปน stationary phase และใชระบบตัวทําละลายที่มี dichloromethane และ methanol 

รอยละของการรอดชีวิต=คาการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม-คาการดูดกลืนแสงของชุดทดสอบ 
                                                         คาการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม 

X 100 
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ในอัตราสวน 9 ตอ 1 เปนตัวทําละลายเคลื่อนที่ (mobile phase) จากนั้นทําการตรวจสอบตําแหนง
ของสารที่เปนองคประกอบในแตละตัวอยางบนแผน TLC ภายใตรังสีอัลตราไวโอเลตที่ความยาว
คล่ืน 254 นาโนเมตร และพิสูจนเอกลักษณขององคประกอบของสารสกัดหยาบโดยการใชรีเอเจนท
ชนิดตางๆที่มีความจําเพาะตอหมูฟงกชันแตละชนิดในการทดสอบ เชน การใชสารละลาย vanillin 
ในกรดซัลฟวริก เพื่อทดสอบสารในกลุม terpeniods ซ่ึงเมื่อนําแผน TLC ไปใหความรอนหาก
ปรากฏสีมวงแดงก็สามารถบอกไดวามีสารในกลุมนี้เปนองคประกอบ สําหรับการพิสูจนเอกลักษณ
ของกรดอะมิโน (amino acids) สามารถทําไดโดยใชสารละลาย ninhydrin ในการทดสอบ ซ่ึง
หลังจากนําแผน TLC มาใหความรอนแลวพบวามีสารกลุมดังกลาวก็จะปรากฏสีมวงแดง และการ
ใช Wagner’s reagent เพื่อทดสอบสารในกลุมแอลคาลอยด หลังจากนําแผน TLC ผานความรอน 
หากมีสารกลุมนี้ก็จะปรากฏสีน้ําตาล (Jork et al., 1990) 
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ภาพที ่19 ไดอะแกรมสรุปการทดลองเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในสภาวะตางๆ และการทดสอบฤทธิ์ใน 

   การยับยั้งเซลลมะเร็ง 
Figure 19. Diagram of actinomycetes cultivation and screening for cytotoxicity. 

เลี้ยงเช้ือแอคติโนมัยสีท 

ฟลาสก 
ขนาด 250 มิลลิลิตร 

ปริมาตรอาหาร100 มิลลิลิตร 

ขวดรูปทรงกระบอก 
ขนาด 20 มิลลิลิตร 

ปริมาตรอาหาร 8 มิลลิลิตร 

24-well plate แตละหลุมมี
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

ปริมาตรอาหาร 2 มิลลิลิตร 

น้ําหมักและตัวเซลล 
80 มิลลิลิตร 

น้ําหมักและตัวเซลล 
20 มิลลิลิตร  

ทําแหงดวยเครื่อง Freeze dryer 

สกัดดวยเมทานอล 
สกัดดวยเอทิลอะซิเตท 

Cytotoxic assay 
ทดสอบความเปนพิษตอเซลลมะเร็งทั้ง 4 ชนิด 

                          - มะเร็งชองปาก (KB) 
                           - มะเร็งเตานม (MCF-7) 
                           - มะเร็งลําไส (HT-29) 
                           - มะเร็งปากมดลูก (HeLa) 

ผลยับยั้งเซลลมะเร็ง 



บทที่ 3 
 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 
 
 
1. การเปรียบเทียบวิธีการเล้ียงเชื้อแอคติโนมัยสีท เพื่อผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ

เซลลมะเร็ง   
ผลจากวิธีการเลี้ยงแอคติโนมัยสีททั้ง 3 รูปแบบ นั่นคือ การเลี้ยงในภาชนะยอสวน ขวดรูป

ทรงกระบอก และ 24-well plate เพื่อผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง โดยเทียบกับ
ชุดควบคุมที่เปนการเลี้ยงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงจะนําเชื้อแอคติโนมัยสีทที่คัดเลือกแลว
จํานวน 5 สายพันธุ ไดแก CNA 002, CNA 003, CNA 031, CNA 039 และ CNA 053 (จากขอมูลใน
ตารางที่ 10) ทําการเลี้ยงในภาชนะทั้ง 3 รูปแบบ พบวาสารสกัดหยาบที่ไดจากการเลี้ยง                 
แอคติโนมัยสีทมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งทั้ง 4 ชนิด ดังแสดงในตารางที่ 11 
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ตารางที่ 11 ผลการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งที่ไดจากแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากทะเลจํานวน 5 สายพันธุ ซึ่งเลี้ยงดวยวิธีการตางกัน 
Table 11.   Cytotoxicity against human cell lines of marine-derived actinomycetes extracts obtained from 3 different cultivation methods. 
 

Cytotoxicity (%) Actinomycetes Method of 
cultivation Media 

MCF-7 HeLa HT-29 KB 
A 97.22±1.72Aab NC 95.77Aa±2.00 NC 
B 84.82±5.84Aabc NC 89.70Aa±5.07 73.49±0.61Ac 
C 100±0.00Aa NC 85.93Ba±1.77 85.67±0.33Bb 

Shake flask 

D NC NC NC NC 
A NC 98.95±1.04Aa 92.33Aa±5.26 NC 
B NC 80.92±7.31Ab 82.34Aa±7.04 NC 
C NC NC 79.84Aa±4.66 NC Scintillation vial 

D 74.25±0.45Bc 100±0.00Aa 93.99ABa±4.89 NC 
A NC 90.73±8.07Aab NC  88.26±4.91Ab 
B 85.45±8.00Aabc 83.47±7.93Aab NC 100±0.00Aa 
C 77.73±3.12Cc 100±0.00Aa NC 94.06±1.59Bab 

CNA002 

24-well plate 

D 83.12±7.95Bbc 100±0.00Aa NC 94.78±2.30ABab 
 
 
 
 
 



 

 

 2 ตารางที่ 11 (ตอ) 
Table 11. (Cont.) 
 

Cytotoxicity (%) Actinomycetes Method of 
cultivation Media 

MCF-7 HeLa HT-29 KB 
A 81.88±4.90Ab 95.21±2.40Aab 94.85±2.78Aa 87.20±4.68Ab 
B NC 84.33±1.67Ac 84.38±1.96Aa NC 
C 77.78±0.39Abc 97.10±1.84Aa 95.71±2.22Aa NC 

Shake flask 

D 96.27±2.50Aa 87.66±2.34Bc 88.71±1.56Ba 73.09±0.37Cc 
A 72.47±1.51Bc 97.66±1.40Aa 93.73±2.63Aa NC 
B NC 89.45±4.15Abc NC NC 
C NC 94.43±2.78Aac NC NC Scintillation vial 

D 83.51±1.19Bb 100±0.00Aa NC 96.33±1.52Aa 
A 78.89±4.57Bbc 100±0.00Aa NC 99.56±0.43Aa 
B 98.33±1.66Aa 100±0.00Aa NC 100±0.00Aa 
C NC NC NC NC 

CNA003 

24-well plate 

D NC 98.45±1.54Aa 92.14±7.85Aa NC 
 
 
 
 



 

 

 3 ตารางที่ 11 (ตอ) 
Table 11. (Cont.) 
 

Cytotoxicity (%) Actinomycetes Method of 
cultivation Media 

MCF-7 HeLa HT-29 KB 
A 100±0.00Aa 100±0.00Aa 81.36±0.85Bb 72.32±0.66Cd 
B 100±0.00Aa 100±0.00Aa 78.29±5.78Bb 79.03±0.57Bcd 
C 100±0.00Aa 77.94±0.57Cc 78.34±4.57Cb 87.16±0.59Babc 

Shake flask 

D 100±0.00Aa 98.13±1.78ABab 95.01±0.58Ba 88.07±0.58Cabc 
A 96.72±1.68Bab 100±0.00Aa 99.68±0.31Aa 100±0.00Aa 
B 79.75±4.72Bd 91.39±6.81ABb 97.13±3.43Aa 100±0.00Aa 
C 86.65±3.30Acd 97.70±2.29Aab 92.69±4.58Aa NC Scintillation vial 

D 91.00±3.82Babc 99.94±0.05Aa 99.23±0.41Aa NC 
A NC 97.93±2.06Aab NC 82.20±9.02Abcd 
B 87.35±4.71Acd 98.89±1.10Aa NC 94.32±5.67Aab 
C 100±0.00Aa 100±0.00Aa NC 91.56±4.42Aabc 

CNA031 

24-well plate 

D 88.59±4.54Abcd 100±0.00Aa NC 92.94±7.05Aabc  
 
 
 
 



 

 

 4 ตารางที่ 11 (ตอ) 
Table 11. (Cont.) 
 

Cytotoxicity (%) Actinomycetes Method of 
cultivation Media 

MCF-7 HeLa HT-29 KB 
A 96.53±1.07Ba 99.14±0.85Aa 98.94±0.53Aa 100.00±0.00Aa 
B 98.37±1.08Aa 100.00±0.00Aa 98.86±0.46Aa 100.00±0.00Aa 
C 98.72±0.85Aa 100.00±0.00Aa 100.00±0.00Aa 99.52±0.47Aab 

Shake flask 

D 99.52±0.29Aa 98.79±1.20Aa 99.91±0.08Aa 99.90±0.09Aa 
A 99.91±0.07Aa 99.10±0.57Aa 100.00±0.00Aa 99.22±0.24Aabc 
B 96.94±0.35Aa 73.10±2.38Bc 96.49±0.48Aa 98.90±0.56Abc 
C 98.13±0.42Aa NC 91.63±1.25Ab 98.56±0.32Ac Scintillation vial 

D 96.76±0.88Aa 76.87±1.68Bc 97.53±0.34Ab 100.00±0.00Aa 
A 98.60±0.09Ba 100.00±0.00Aa 100.00±0.00Aa 100.00±0.00Aa 
B 74.08±1.25Ab NC 71.07±0.82Aa NC 
C 77.40±3.70Ab 82.64±2.56Ab 79.55±4.09Ac NC 

CNA039 

24-well plate 

D NC 86.70±2.55Ab NC NC 
 
 
 
 



 

 

 5 ตารางที่ 11 (ตอ) 
Table 11. (Cont.) 
 

Cytotoxicity (%) Actinomycetes Method of 
cultivation Media 

MCF-7 HeLa HT-29 KB 
A 98.25±1.71Aa 100.00±0.00Aa 99.22±0.39Aa 100.00±0.00Aa 
B 99.98±0.01Aa 100.00±0.00Aa 99.20±0.35Aa 100.00±0.00Aa 
C 99.82±0.10Aa 99.16±0.46Aa 98.91±0.33Aa 99.70±0.17Aa 

Shake flask 

D 100.00±0.00Aa 100.00±0.00Aa 100.00±0.00Aa 98.07±0.53Bb 
A 99.35±0.64Aa 100.00±0.00Aa 98.93±0.51Aa 100.00±0.00Aa 
B 96.02±0.82Bab 91.19±0.47Cb 96.47±1.20Ba 100.00±0.00Aa 
C 93.81±2.51Bab  84.84±1.09Cc 97.22±0.61ABa 100.00±0.00Aa Scintillation vial 

D 96.23±1.35Aab 98.79±1.20Aa 98.63±1.36Aa 96.11±0.24Ac 
A 86.43±7.59ABbc 100.00±0.00Aa 96.91±3.08Aa 73.92±1.19Bd 
B NC NC NC NC 
C NC 100.00±0.00Aa NC 90.15±5.20Bc 

CNA053 

24-well plate 

D 80.00±0.00ABc 100.00±0.00Aa NC NC 
*Significant different between type of cultivation and percent inhibition at p<0.05 
Different letters in the same column indicated the significant differences (p<0.05) of cultivation method and media. 
Different letters in the same row indicated the significant differences (p<0.05) of cultivation method and percentage of cytotoxicity. 
NC = Not cytotoxic
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แอคติโนมัยทั้ง 5 สายพันธุที่เล้ียงในภาชนะทั้งสามชนิดซึ่งแตละวิธีของการเลี้ยงจะมี
ตัวอยางสารสกัดตัวอยาง 20 ตัวอยาง เมื่อทดสอบดวยเซลลมะเร็งแตละชนิดจะใหผลดังแสดงใน
ภาพที่ 20 พบวาการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ในภาพรวมจะใหผลการ
ยับยั้งเซลลมะเร็งทั้ง 4 ชนิดไดดีที่สุด โดยพบวาสารสกัดหยาบสามารถยับยั้งเซลลมะเร็งลําไส (HT-
29), เซลลมะเร็งเตานม (MCF-7),เซลลมะเร็งชองปาก (KB) ไดมากถึง  19, 18, 16 ตัวอยาง
ตามลําดับ แตสารสกัดหยาบที่ไดจากการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในขวดรูปทรงกระบอกสามารถผลิต
สารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งปากมดลูก (HeLa) ไดมากถึง 18 ตัวอยาง ในขณะที่สาร
สกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งปากมดลูก (HeLa) ที่ไดจากการเลี้ยงในฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตรไดเพียง 16 ตัวอยาง แตเมื่อพิจารณาสารสกัดหยาบที่ไดจากการเลี้ยงในแบบยอสวน คือ 
ขวดรูปทรงกระบอก และ24-well plate พบวาการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในขวดรูปทรงกระบอกให
จํานวนสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งมากกวาการเลี้ยงใน 24-well plate อาจ
เนื่องมาจากชนิดของเชื้อแอคติโนมัยสีทแตละสายพันธุมีความสามารถในการผลิตสารไดแตกตาง
กัน และแอคติโนมัยสีทโดยสวนใหญนั้นเปนแบคทีเรียที่ตองการอากาศไปใชในกระบวนการเผา
ผลาญสารอาหารระดับเซลล ดังนั้นการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในภาชนะที่มีพื้นที่ในการสัมผัส
ระหวางอากาศและผิวอาหารที่เหมาะสม จึงสงผลตอการผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ
เซลลมะเร็ง ดังเชนการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตรที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อ
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร คิดเปนอัตราสวนปริมาตรอาหารตอปริมาตรภาชนะบรรจุเทากับ 1:2.5 ซ่ึง
สอดคลองกับการเล้ียงเชื้อ Streptomyces hygroscopicus ซ่ึงสามารถผลิตสาร hygrocins เมื่อใช
อัตราสวนปริมาตรอาหารตอปริตรภาชนะบรรจุเทากับ 1:2.5 (Cai et al., 2005) และแอคติโนมัยสีท
ที่ถูกเลี้ยงในขวดรูปทรงกระบอกสามารถผลิตจํานวนสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งได
มากกวาแอคติโนมัยสีทที่เล้ียงใน 24-well plate อาจเนื่องมาจากอัตราสวนปริมาตรอาหารตอ
ปริมาตรภาชนะบรรจุของภาชนะ 24-well plate มีพื้นที่ภายในของภาชนะเหลือนอยกวาพื้นทีภ่ายใน
ของขวดรูปทรงกระบอก ทําใหการสัมผัสระหวางอาหารและอากาศมีนอยลง แมจะมีอัตราสวน
ปริมาตรอาหารตอปริมาตรภาชนะบรรจุเทากันทุกชุดการทดลอง นั่นคือ 1:2.5 ก็ตาม แตเนื่องจาก
ภาชนะชนิดนี้มีลักษณะเปนหลุมกนแบนทําใหมีขอจํากัดของการสัมผัสอากาศของอาหารที่ใชเล้ียง
แบคทีเรีย คือ เมื่อบรรจุอาหารปริมาตร 2 มิลลิลิตร ทําใหเหลือพื้นที่ในการสัมผัสอากาศของอาหาร
เหลืออยูนอย จึงสงผลตอการสัมผัสระหวางอากาศและอาหารเลี้ยงเชื้อที่นอยลง เมื่อใชความเร็วรอบ 
220 รอบตอนาที ทําใหเชื้อแอคติโนมัยสีทมีการนําออกซิเจนไปใชในกระบวนการเผาผลาญระดับ
เซลลไดนอยจึงสงผลตอการผลิตสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ ดังนั้นอัตราการถายเทอากาศจึงเปนอีกตัว
แปรหนึ่งที่สําคัญตอการผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง (Betts and Baganz, 2006) 
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จากการศึกษาการเลี้ยงแบคทีเรียในภาชนะ 24-well plate พบวาการบรรจุอาหารปริมาตร 1 มิลลิลิตร
ตอหลุม และมีการเขยาที่ความเร็ว 300 รอบตอนาที ทําใหเกิดการเขยาในแนวระนาบ (shaking 
amplitude) ซ่ึงมีเสนผานศูนยกลางเทากับ 5 เซนติเมตร มีผลใหเกิดอัตราการสงถายอากาศเทากับ 30 
มิลลิโมลตอลิตรตอช่ัวโมง ซ่ึงสงผลใหมีความเหมาะสมตอการเกิดอัตราการสัมผัสอากาศ และไม
เกิดแรงเฉือนที่เปนอันตรายตอตัวเซลล (shear sensitive) ดังนั้นสภาวะดังกลาวจึงมีความเหมาะสม
ตอการเลี้ยงเซลลแบคทีเรีย (Duezt et al., 2000)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 20   จํานวนสารสกัดหยาบที่ไดจากการเลี้ยงแอคติโนมัยสีททั้ง 5 สายพันธุที่ไดจากวิธีการ   
                เล้ียง 3 รูปแบบซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง 
Figure 20. Cytotoxic crude extracts from five strains of actinomycetes from three method of  

    cultivation.  
 
สําหรับการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทแบบยอสวนดวยขวดรูปทรงกระบอก และ 24-well plate 

สามารถสรุปไดวาการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทแบบยอสวนควรเลือกเล้ียงแอคติโนมัยสีทในขวดรูป
ทรงกระบอก และเมื่อพิจารณาการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในชุดควบคุมโดยเทียบกับการเลี้ยงแอคติโน
มัยสีทในขวดรูปทรงกระบอก ถึงแมวาจํานวนสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเรง็
ที่ไดจากการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในขวดรูปทรงกระบอกจะใหจํานวนสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
การเจริญของเซลลมะเร็งที่นอยกวาการเลี้ยงในชุดควบคุม แตหากพิจารณาในดานความสะดวก 
ความรวดเร็วในการคัดกรองสารสกัดหยาบ การใชพื้นที่ในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิใหได
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ประโยชนมากยิ่งขึ้น และการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทเพื่อคัดกรองสารสกัดหยาบในแตละครั้งสามารถ
เล้ียงแอคติโนมัยสีทไดจํานวนมากกวาเมื่อเทียบกับการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร (ชุดควบคุม) พบวาการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในขวดรูปทรงกระบอกสามารถใชเล้ียงใหมี
จํานวนชนิดของเชื้อไดมากกวาถึง 10 เทาของการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร อีกทั้งยังสามารถลดคาใชจายไมวาจะเปนในสวนของสารเคมีที่ใชในการเตรียมอาหาร
เล้ียงแอคติโนมัยสีท รวมถึงการลดปริมาณตัวทําละลายที่ใชในการกัดสารหยาบไดนอยลง ซ่ึง
กอนที่จะสกัดสารหยาบตองนําน้ําหมักทําแหงกอน เนื่องจากงายตอการสกัด และไดสารที่สามารถถ
ละลายไดในตัวทําละลายเมทานอลทั้งหมด โดยทั่วไปแลวนั้นแอคติโนมัยสีทเปนแบคทีเรียที่มี
ลักษณะเปนเสนสาย ซ่ึงการเลี้ยงในระดับการเลี้ยงขนาดเล็กจะมีผลตอการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียกลุมนี้ แตการเลี้ยงในระดับนี้สามารถผลิตสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่ตองการได (Minas et 
al., 2000) และสําหรับการเลี้ยงใน 24-well plate นั้น คาดวาหากมีการปรับปรุงในเรื่องของอัตราการ
สัมผัสอากาศก็สามารถนํามาใชในการผลิตสารสกัดหยาบซึ่งอาจใชในการผลิตสารสกัดหยาบไดดี
หรือเทียบเทากับการเลี้ยงในฟลาสก และในขวดรูปทรงกระบอก เนื่องจากการสัมผัสระหวางอาหาร
และอากาศในการทดลองนี้มีนอยเนื่องจากฝาปดของเพลทเปนพลาสติกจึงมีผลตอการสงถายอากาศ
ในแตละหลุมของเพลท ดังนั้นจึงตองมีการปรับปรุง และดัดแปลงโดยอาจใชแผนสําลีใชปดฝา
เพลทแทนการใชฝาปดพลาสติก เพื่อเพิ่มอัตราการสัมผัสระหวางอากาศกับอาหารซึ่งจะสงผลตอ
การผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งได ในการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในขนาดยอสวนที่มีขนาดเล็ก
กวา 24-well plate นั้นก็สามารถนําไปใชในการผลิตสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพได เชนการเลี้ยงเชื้อใน 
96-well plate แตในการวิเคราะหผลนั้นตองมีเครื่องมือที่เหมาะสมตอการวิเคราะหสารในปริมาณ
นอยๆได ซ่ึงในการวิเคราะหสารของการศึกษาในครั้งนี้ตองมีปริมาณสารที่เพียงพอตอการนําไปใช
ในการวิเคราะหดวยวิธีตางๆ เชนการนําไปวิเคราะหดวย HPLC การวิเคราะหดวย TLC การนําไป
ทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง รวมถึงการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย เปนตน         
ซ่ึงสามารถรายงานผลของปริมาณสารสกัดหยาบดังแสดงในตารางที่ 14 

สําหรับการศึกษาในครั้งนี้ พบวายังไมมีรายงานการใชขวดรูปทรงกระบอกในการเลี้ยง   
แอคติโนมัยสีทเพื่อการคัดกรองสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งซึ่งรูปแบบ
วิธีการเลี้ยงดวยภาชนะชนิดนี้สามารถใชงานไดงาย เหมาะตอการนําไปใชเล้ียงแอคติโนมัยสีท 
จํานวนมาก และเพื่อใหเกิดความรวดเร็วในการคัดกรองสารสกัดหยาบ เนื่องจากอาหารที่ใชในการ
เล้ียงแอคติโนมัยสีทนั้นมีถึง 4 สูตร ทําใหการเตรียมอาหารเลี้ยงแอคติโนมัยสีทสามารถใชใน
ปริมาตรที่นอยกวา ดังนั้นการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในขวดรูปทรงกระบอก จึงมีความเหมาะสมตอ
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การนําไปประยุกตใชในการเลี้ยงแอคติโนมัยสีท เพื่อการคัดกรองสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ
เซลลมะเร็งในขั้นตอนตอไป 
 
2. การวิเคราะหองคประกอบของอาหารที่มีผลตอการผลิตสารสกัดหยาบของเชื้อแอคติโนมัยสีท 

 
เชื้อแอคติโนมัยสีทแตละสายพันธุสามารถผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง

ไดตางกัน เนื่องจากความสามารถในการผลิตสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพของแอคติโนมัยสีทแตละสาย
พันธุมีความแตกตางกัน ซ่ึงอาจกลาวไดอีกนัยหนึ่งวา One Strain Many Compounds (OSMAC) 
(Bitzer et al., 2006) จากตารางที่ 12 พบวาแอคติโนมัยสีททั้ง 5 สายพันธุ สามารถใชอาหารสูตร A 
ในการผลิตสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งไดดีที่สุด โดยสามารถผลิตสารที่มี
ฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งปากมดลูก (HeLa)ไดมากที่สุด คือ 14 สาร คิดเปนรอยละ 
93.33 และผลิตสารที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งเตานม (MCF-7), เซลลมะเร็ง
ลําไส (HT-29) และเซลลมะเร็งชองปาก (KB)ไดจํานวนที่เทากันคือ 12 สาร คิดเปนรอยละ 80    
จากขอมูลที่แสดงพบวาสารสกัดหยาบที่ไดจากการเลี้ยงในอาหารสูตร A มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ
เซลลมะเร็งทั้ง 4 ชนิด ซ่ึงใหจํานวนสารสกัดหยาบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งมากที่สุด อาจ
เนื่องมาจากแอคติโนมัยสีทเปนผูยอยสลายอินทรียวัตถุที่มีโครงสรางซับซอนได เชน เฮมิเซลลูโลส, 
ลิกโนเซลลูโลส, เพคติน และไคติน เปนตน เมื่อพิจารณาถึงองคประกอบของอาหารสูตรนี้ พบวามี
สาหราย เปลือกกุงบด และตะกอนดินเปนองคประกอบ ซ่ึงอาหารจากแหลงนี้ไดมีการดัดแปลงให
เหมือนแหลงอาหารที่มีอยูตามธรรมชาติ ทําใหแอคติโนมัยสีทตองมีการสรางเอนไซม เพื่อยอย
สลายองคประกอบของอาหารในสูตรดังกลาวนี้ ซ่ึงอาหารสูตรนี้เปนอาหารเพียงสูตรเดียวที่มีความ
ซับซอน และยากตอการนําไปใช สงผลใหแอคติโนมัยสีทมีการปรับตัวทําใหมีการสงเสริมใหมีการ
ผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งเกิดขึ้น  
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ตารางที่ 12 จํานวนสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งจากการเลี้ยงแอคติโนมัย 
    สีททั้ง 5 สายพันธุในอาหารที่แตกตางกัน 4 สูตร 

Table 12.  Number of crude extracts with cytotoxicity classified by cultivation media. 
 

Number of crude extract with cytotoxicity 
Cultivation media MCF-7 HeLa HT-29 KB 

A 12 14 12 12 
B 11 12 10 10 
C 11 11 10 9 
D 11 12 9 9 

 
 จากการทดสอบสารสกัดหยาบดวยการใชรีเอเจนทที่มีความจําเพาะตอการพิสูจน
เอกลักษณของสารที่เปนองคประกอบ เพื่อศึกษาองคประกอบเบื้องตนของสารสกัดหยาบอยาง
คราวๆ ที่ไดจากการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในแตละสายพันธุ สามารถแสดงผลดังตารางที่ 13 และ
ตารางที่ 14 แสดงน้ําหนักของสารสกัดหยาบที่ไดจากการสกัดดวยวิธีแตกตางกัน  พบวาสารสกัด
หยาบที่ผานการเลี้ยงดวยภาชนะในชนิดตางๆ แลว จากนั้นทําการสกัดดวยวิธีการที่แตกตางกันเชน 
การทําแหงตัวอยางกอนการสกัดสารหยาบทําใหสารสกัดหยาบที่ไดมีองคประกอบของสารสกัด
หยาบในกลุมที่แตกตางกัน โดยพบวาการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในอาหารสูตรเดียวกันภาชนะ
เดียวกัน เมื่อทําการสกัดสารหยาบดวยเอทิลอะซีเตท และเปรียบเทียบสารสกัดหยาบที่ผานการทํา
แหงตัวอยางแลวสกัดดวยเมทานอลพบวาสารสกัดหยาบที่สกัดดวยเอทิลอะซีเตทจะไดสารโดยสวน
ใหญเปนกลุมของสารที่มีขั้วต่ํา และสารสกัดหยาบที่ผานการทําแหงตัวอยางแลวสกัดดวย             
เมทานอลจะไดสารในกลุมที่เปนสารที่มีขั้วสูง ซ่ึงวิธีการสกัดสารมีผลตอกลุมของสารสกัดหยาบที่
ไดจากการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทที่แตกตางกัน พบวาสารสกัดหยาบที่ไดจากการทําแหงกอนแลวจึง
จะนําไปสกัดดวยเมทานอลจะไดสารโดยสวนใหญเปนสารในกลุมของสารที่มีความเปนขั้วสูง และ
พบวาโครมาโตแกรมที่เกิดขึ้นในแตละสายพันธุของแอคติโนมัยสีทมีความคลายคลึงกัน จึงขอ
ยกตัวอยางดังแสดงในภาพที่ 21-23  
 



ตารางที่ 13 องคประกอบของสารที่มีในสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีททั้ง 5 สายพันธุ 
Table 13.   Composition of marine-derived actinomycetes crude extracts. 
 

Composition of crude extracts 
Cultivation in flask extracted with 

Ethyl acetate 
Cultivation in flask extracted with 

Methanol Scintillation vial 24-well plate Strains Media 

Alkaloids 
Amino 
acids Terpenoids Alkaloids 

Amino 
acids Terpenoids Alkaloids 

Amino 
acids Terpenoids Alkaloids 

Amino 
acids Terpenoids 

A      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      + 
B      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      + 
C      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      + 

CNA002 

D      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      + 
A      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      + 
B      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      + 
C      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      + 

CNA003 

D      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      + 
A      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      + 

B      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +     - 

C      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      - 
CNA031 

D      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      - 
 



 

 

 68 ตารางที่ 13 (ตอ) 
Table 13.   (Cont.) 

 
Composition of crude extracts 

Cultivation in flask extracted with 
Ethyl acetate 

Cultivation in flask extracted with 
Methanol Scintillation vial 24-well plate Strains Media 

Alkaloids 
Amino 
acids Terpeniods Alkaloids 

Amino 
acids Terpeniods Alkaloids 

Amino 
acids Terpeniods Alkaloids 

Amino 
acids Terpeniods 

A      +      +      +      +      +      +      +      -      +      +      -      + 
B      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      + 
C      +      +      +      +      +      +      +      +      -      +      +      - 

CNA039 

D      +      +      +      +      +      +      +      +      -      +      +      - 
A      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      +      + 
B      +      +      +      +      +      +      -      +      +      +      -      - 
C      +      +      +      +      +      +      -      +      +      +      -      - 

CNA053 

D      +      +      +      +      +      +      +      +      -      +      -      - 
 
 
 
 
 

 



 

 

 69 ตารางที่ 14 น้ําหนักสารสกัดหยาบที่ไดจากการสกัดสารจากแอคติโนมัยสีททั้ง 5 สายพันธุ 
Table 14.   Yield of crude extracts from 5 strains of actinomycetes. 
 

Strain of Actinomycetes Method of cultivation Media yield of crude extracts (mg/mL) 

A 23.03 
B 24.67 
C 26.66 

Shake flask 

D 22.19 
A 12.07 
B 10.70 
C 8.95 Scintillation vial 

D 6.74 
A 7.69 
B 6.82 
C 6.04 

CNA002 

24-well plate 

D 5.46 

 



 

 

 74  
ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14.   (Cont.) 
 

Strain of Actinomycetes Method of cultivation Media yield of crude extracts (mg/mL) 

A 20.40 
B 24.67 
C 18.58 

Shake flask 

D 22.25 
A 37.90 
B 26.50 
C 25.80 Scintillation vial 

D 25.48 
A 18.36 
B 24.88 
C 21.17 

CNA003 

24-well plate 

D 12.74 
 
 
 

 



 

 

 75 ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14.   (Cont.) 
 

Strain of Actinomycetes Method of cultivation Media yield of crude extracts (mg/mL) 

A 26.64 
B 27.23 
C 26.83 

Shake flask 

D 24.66 
A 33.13 
B 25.68 
C 28.61 Scintillation vial 

D 26.30 
A 25.13 
B 18.99 
C 18.17 

CNA031 

24-well plate 

D 18.65 
 
 
 
 

 



 

 

 76 ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14.   (Cont.) 
 

Strain of Actinomycetes Method of cultivation Media yield of crude extracts (mg/mL) 

A 24.97 
B 26.50 
C 29.50 

Shake flask 

D 24.87 
A 34.42 
B 23.87 
C 25.68 Scintillation vial 

D 25.69 
A 15.81 
B 18.91 
C 14.47 

CNA039 

24-well plate 

D 15.03 
 
 
 
 

 

 



 

 

 77 ตารางที่ 14 (ตอ) 
Table 14.   (Cont.) 
 

Strain of Actinomycetes Method of cultivation Media yield of crude extracts (mg/mL) 

A 25.24 
B 26.88 
C 24.38 

Shake flask 

D 22.42 
A 35.86 
B 22.45 
C 30.09 Scintillation vial 

D 26.08 
A 18.35 
B 18.59 
C 18.59 

CNA053 

24-well plate 

D 19.72 
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               A                               B                                  C                                  D 
 
ภาพที่ 21  โครมาโตแกรมของ TLC ชนิด normal phase (มี mobile phase เปน CH2Cl2:MeOH ใน 

    อัตราสวน 9:1) ของสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA053 เล้ียงใน   
    อาหารสูตร A, B, C และ D วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด Wagner’s reagent  
    A. สารสกัดหยาบที่ไดจากการสกัดดวยเอทิลอะซิเตทที่เล้ียงในฟลาสกขนาด 250  
         มิลลิลิตร 
    B. สารสกัดหยาบที่ไดจากการทําแหงและสกัดดวยเมทานอลที่เล้ียงในฟลาสกขนาด 250  
     มิลลิลิตร 
  C. สารสกัดหยาบที่ไดจากการทําแหงและสกัดดวยเมทานอลที่เล้ียงในขวดทรงกระบอก 
  D. สารสกัดหยาบที่ไดจากการทําแหงและสกัดดวยเมทานอลที่เล้ียงใน 24-well plate 

Figure 21. Normal phase TLC chromatogram of crude extract of CNA053 (9:1 CH2Cl2:MeOH) in  
    media A, B, C and D medium analyzed by Wagner’s reagent  
    A. Crude extracts which cultivation in flask and extracted with ethylacetate. 
    B. Crude extracts which cultivation in flask and freeze dried then extracted with  
        methanol. 

     C. Crude extracts which cultivation in scintillation vial and freeze dried then extracted  
                     with methanol. 

    D. Crude extracts which cultivation in 24-well plate and freeze dried then extracted           
         with methanol. 
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               A                                  B                                  C                                  D 
 
ภาพที่ 22  โครมาโตแกรมของ TLC ชนิด normal phase (มี mobile phase เปน CH2Cl2:MeOH ใน 

    อัตราสวน 9:1) ของสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA053 เล้ียงใน 
    อาหารสูตร A, B, C และ D วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด ninhydrin reagent 
    A. สารสกัดหยาบที่ไดจากการสกัดดวยเอทิลอะซิเตทที่เล้ียงในฟลาสกขนาด 250  
         มิลลิลิตร 
    B. สารสกัดหยาบที่ไดจากการทําแหงและสกัดดวยเมทานอลที่เล้ียงในฟลาสกขนาด 250  
     มิลลิลิตร 
  C. สารสกัดหยาบที่ไดจากการทําแหงและสกัดดวยเมทานอลที่เล้ียงในขวดทรงกระบอก 
  D. สารสกัดหยาบที่ไดจากการทําแหงและสกัดดวยเมทานอลที่เล้ียงใน 24-well plate 

Figure 22. Normal phase TLC chromatogram of crude extract of CNA053 (9:1 CH2Cl2:MeOH) in  
                media A, B, C and D medium analyzed by ninhydrin reagent. 

    A. Crude extracts which cultivation in flask and extracted with ethylacetate. 
    B. Crude extracts which cultivation in flask and freeze dried then extracted with  
        methanol. 

     C. Crude extracts which cultivation in scintillation vial and freeze dried then extracted  
                    with methanol. 
     D. Crude extracts which cultivation in 24-well plate and freeze dried then extracted   
                     with methanol. 
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                  A                              B                                  C                                  D 
 
ภาพที่ 23  โครมาโตแกรมของ TLC ชนิด normal phase (มี mobile phase เปน CH2Cl2:MeOH ใน 

    อัตราสวน 9:1) ของสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA053 เล้ียงใน  
    อาหารสูตร A, B, C และ D วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด vanillin in conc. H2SO4 
    A. สารสกัดหยาบที่ไดจากการสกัดดวยเอทิลอะซิเตทที่เล้ียงในฟลาสกขนาด 250  
         มิลลิลิตร 
    B. สารสกัดหยาบที่ไดจากการทําแหงและสกัดดวยเมทานอลที่เล้ียงในฟลาสกขนาด 250  
     มิลลิลิตร 
  C. สารสกัดหยาบที่ไดจากการทําแหงและสกัดดวยเมทานอลที่เล้ียงในขวดทรงกระบอก 
  D. สารสกัดหยาบที่ไดจากการทําแหงและสกัดดวยเมทานอลที่เล้ียงใน 24-well plate 

Figure 23. Normal phase TLC chromatogram of crude extract of CNA053 (9:1 CH2Cl2:MeOH) in  
                media A, B, C and D medium analyzed by vanillin in conc. H2SO4.    

    A. Crude extracts which cultivation in flask and extracted with ethylacetate. 
    B. Crude extracts which cultivation in flask and freeze dried then extracted with  
        methanol. 

C. Crude extracts which cultivation in scintillation vial and freeze dried then extracted       
    with methanol. 

     D. Crude extracts which cultivation in 24-well plate and freeze dried then extracted  
                    with methanol. 
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3. การวิเคราะหองคประกอบของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็ง โดยใชเทคนิค Thin-
Layer Chromatography (TLC) 
 
 จากการเลี้ยงแอคติโนมัยสีททั้ง 21 สายพันธุโดยทําการเลี้ยงในขวดรูปทรงกระบอกซึ่งเลี้ยง
ในอาหาร 4 สูตร (A, B, C และ D) ไดสารสกัดหยาบทั้งหมด 84 สาร จากนั้นทดสอบความเปนพิษ
ตอเซลลมะเร็งทั้ง 4 ชนิด (KB, MCF-7, HT-29 และ HeLa) จากนั้นทําการคัดเลือกสารสกัดหยาบที่
มีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็ง เพื่อศึกษาองคประกอบเบื้องตนของสารสกัดหยาบ โดยอาศัยเทคนิค 
Thin-Layer Chromatography (TLC) และเลือกใชรีเจนทที่มีความจําเพาะตอการพิสูจนเอกลักษณ
ของสารที่เปนองคประกอบซึ่งผลจากการศึกษาสามารถแสดงดังรูปภาพที่ 24-31 
 
 
 
 
 
 
         

 
 
 
          A             B 

ภาพที่ 24  โครมาโตแกรมของ TLC ชนิด normal phase (มี mobile phase เปน CH2Cl2:MeOH ใน 
    อัตราสวน 9:1)  
    A. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA097 เล้ียงในอาหารสูตร D    
         วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด ninhydrin 
    B. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA097 เล้ียงในอาหารสูตร D    
         วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด vanillin in conc. H2SO4 

Figure 24. Normal phase TLC chromatogram of crude extract of CNA097 (9:1 CH2Cl2:MeOH). 
    A. Crude extract of CNA097 in D medium analyzed by ninhydrin reagent. 
    B. Crude extract of CNA097 in D medium analyzed by vanillin in conc. H2SO4    
        reagent. 
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    A                                       B                                          C 
 
ภาพที่ 25    โครมาโตแกรมของ TLC ชนิด normal phase (มี mobile phase เปน CH2Cl2:MeOH ใน 

     อัตราสวน 9:1)  
     A. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA099 เล้ียงในอาหาร 4 สูตร    
         วิเคราะหดวย Wagner’s reagent 
     B. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA099 เล้ียงในอาหาร 4 สูตร   
         วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด ninhydrin 
     C. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA099 เล้ียงในอาหาร 4 สูตร    
         วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด vanillin in conc. H2SO4 

 Figure 25. Normal phase TLC chromatogram of crude extracts of CNA099 (9:1 CH2Cl2:MeOH). 
     A.  Crude extracts of CNA099 in 4 different medium analyzed by Wagner’s reagent. 
     B.  Crude extracts of CNA099 in 4 different medium analyzed by ninhydrin reagent. 
     C.  Crude extracts of CNA099 in 4 different medium analyzed by vanillin in conc.    
          H2SO4 reagent. 
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           A             B                       C 

 
ภาพที่ 26    โครมาโตแกรมของ TLC ชนิด normal phase (มี mobile phase เปน CH2Cl2:MeOH ใน 

     อัตราสวน 9:1)  
     A. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA102 เล้ียงในอาหารสูตร A และ   
          D วิเคราะหดวย Wagner’s reagent 
     B. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA102 เล้ียงในอาหารสูตร A และ   
          D วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด ninhydrin 
     C. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA102 เล้ียงในอาหารสูตร A และ   
          D วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด vanillin in conc. H2SO4 

 Figure 26. Normal phase TLC chromatogram of crude extracts of CNA102 (9:1 CH2Cl2:MeOH). 
     A. Crude extracts of CNA102 in A and D medium analyzed by Wagner’s reagent. 
     B. Crude extracts of CNA102 in A and D medium analyzed by ninhydrin reagent. 
     C. Crude extracts of CNA102 in A and D medium analyzed by vanillin in conc.     
         H2SO4 reagent. 
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    A                                        B                                          C 
 
ภาพที่ 27    โครมาโตแกรมของ TLC ชนิด normal phase (มี mobile phase เปน CH2Cl2:MeOH ใน 

     อัตราสวน 9:1)  
     A. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA103 เล้ียงในอาหารสูตร               
          A, B และ C วิเคราะหดวย Wagner’s reagent. 
     B. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA103 เล้ียงในอาหารสูตร               
         A, B และ C วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด ninhydrin. 
     C. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA103 เล้ียงในอาหารสูตร               
         A, B และ C วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด vanillin in conc. H2SO4. 

 Figure 27. Normal phase TLC chromatogram of crude extracts of CNA103 (9:1 CH2Cl2:MeOH). 
     A. Crude extracts of CNA103 in A, B and D medium analyzed by Wagner’s reagent. 
     B. Crude extracts of CNA103 in A, B and D medium analyzed by ninhydrin reagent. 
     C. Crude extracts of CNA103 in A, B and D medium analyzed by vanillin in conc.  
      H2SO4 reagent. 
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              A                      B                      C 
 
ภาพที่ 28    โครมาโตแกรมของ TLC ชนิด normal phase (มี mobile phase เปน CH2Cl2:MeOH ใน 

     อัตราสวน 9:1)  
     A. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA104 เล้ียงในอาหารสูตร A และ   
         D วิเคราะหดวย Wagner’s reagent 
     B. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA104 เล้ียงในอาหารสูตร A และ   
          D วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด ninhydrin 
     C. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA104 เล้ียงในอาหารสูตร A และ   
         D วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด vanillin in conc. H2SO4 
 

 Figure 28. Normal phase TLC chromatogram of crude extracts of CNA104 (9:1 CH2Cl2:MeOH). 
     A. Crude extracts of CNA104 in A and D medium analyzed by Wagner’s reagent. 
     B. Crude extracts of CNA104 in A and D medium analyzed by ninhydrin reagent. 
     C. Crude extracts of CNA104 in A and D medium analyzed by vanillin in conc.    
         H2SO4 reagent. 
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                        A                                          B                                             C 
 
ภาพที่ 29    โครมาโตแกรมของ TLC ชนิด normal phase (มี mobile phase เปน CH2Cl2:MeOH ใน 

     อัตราสวน 9:1)  
     A. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA112 เล้ียงในอาหาร 4 สูตร    
         วิเคราะหดวย Wagner’s reagent 
     B. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA112 เล้ียงในอาหาร 4 สูตร   
         วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด ninhydrin 
     C. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA112 เล้ียงในอาหาร 4 สูตร    
         วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด vanillin in conc. H2SO4 

 Figure 29. Normal phase TLC chromatogram of crude extracts of CNA112 (9:1 CH2Cl2:MeOH). 
     A. Crude extracts of CNA112 in 4 different medium analyzed by Wagner’s reagent. 
     B. Crude extracts of CNA112 in 4 different medium analyzed by ninhydrin reagent. 
     C. Crude extracts of CNA112 in 4 different medium analyzed by vanillin in conc.  
          H2SO4 reagent. 
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                        A                                          B                                            C 
 
ภาพที่ 30    โครมาโตแกรมของ TLC ชนิด normal phase (มี mobile phase เปน CH2Cl2:MeOH ใน 

     อัตราสวน 9:1)  
     A. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA145 เล้ียงในอาหาร 4 สูตร    
         วิเคราะหดวย Wagner’s reagent 
     B. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA145 เล้ียงในอาหาร 4 สูตร   
         วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด ninhydrin 
     C. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA145 เล้ียงในอาหาร 4 สูตร    
         วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด vanillin in H2SO4 

 Figure 30. Normal phase TLC chromatogram of crude extracts of CNA145 (9:1 CH2Cl2:MeOH). 
     A. Crude extracts of CNA145 in 4 different medium analyzed by Wagner’s reagent. 
     B. Crude extracts of CNA145 in 4 different medium analyzed by ninhydrin reagent. 
     C. Crude extracts of CNA145 in 4 different medium analyzed by vanillin in conc.    
         H2SO4 reagent. 
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                         A                                          B                                            C 
 
ภาพที่ 31    โครมาโตแกรมของ TLC ชนิด normal phase (มี mobile phase เปน CH2Cl2:MeOH ใน 

     อัตราสวน 9:1)  
     A. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA146 เล้ียงในอาหาร 4 สูตร    
         วิเคราะหดวย Wagner’s reagent 
     B. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA146 เล้ียงในอาหาร 4 สูตร   
         วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด ninhydrin 
     C. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA146 เล้ียงในอาหาร 4 สูตร    
         วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด vanillin in conc. H2SO4 

 Figure 31. Normal phase TLC chromatogram of crude extracts of CNA146 (9:1 CH2Cl2:MeOH). 
     A. Crude extracts of CNA146 in 4 different medium analyzed by Wagner’s reagent. 
     B. Crude extracts of CNA146 in 4 different medium analyzed by ninhydrin reagent. 
     C. Crude extracts of CNA146 in 4 different medium analyzed by vanillin in H2SO4  
         reagent. 

  
 ผลจากการศึกษาองคประกอบอยางคราวๆ ของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ
เซลลมะเร็งนั้น สามารถแสดงไดดังตารางที่ 15 พบวาแอคติโนมัยสีทเกือบทุกสายพันธุมีสารใน
กลุมแอลคาลอยด สารในกลุมของกรดอะมิโน และสารกลุมเทอรพีนอยดเปนองคประกอบ ดัง
แสดงในโครมาโตแกรมของภาพที่ 24-31 ยกเวนสายพันธุ CNA097 ที่เล้ียงในอาหารสูตรA ที่ไมพบ
สารในกลุมแอลคาลอยด ซ่ึงในการนําองคประกอบที่เปนสวนผสมของแตละสูตรอาหาร เชน 
สาหราย, soytone, polypeptone และ yeast extracts ที่มีการนําไปใชในกระบวนการเจริญของเชื้อ
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โดยผานวิถีชีวสังเคราะห เพื่อใหไดโมเลกุลของสารที่เชื้อสามารถนําไปใชได เนื่องจากการนํา
สารอาหารดังกลาวเพื่อนําไปใชในวิถีชีวสังเคราะหของเชื้อแตละสายพันธุนั้นมีความสามารถ
แตกตางกัน ทําใหสารสกัดหยาบที่ถูกพิสูจนดวยเทคนิค TLC อาจใหสารในกลุมเดียวกัน หรืออาจ
ใหสารในกลุมที่แตกตางกัน ดังปรากฏตามโครมาโตแกรมที่ไดแสดงไวขางตน และเปนที่นาสนใจ 
คือ แอคติโนมัยสีทที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งสามารถแยกไดจากตะกอนดินในทะเล
ทั้งหมด ดังนั้นตะกอนดินจึงนาจะเปนแหลงของแอคติโนมัยสีทที่สามารถผลิตสารที่มีฤทธิ์ตาน
เซลลมะเร็งที่ดี และเหมาะตอการเก็บตัวอยางเพื่อการศึกษาตอไป 
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marine-derived actinomycetes crude extracts. 
สารที่มีในสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีท ตารางที่ 15 ผลของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง และองคประกอบของ 

Table 15.   Cytotoxicity against four human cell lines and composition of 
 

% Cytotoxic activity Composition of crude extracts Strains Source Media 
MCF-7 HeLa HT-29 KB Alkaloids Amino acids  Terpenoids 

CNA097 
CNA099 

 
 
 

CNA102 
 

CNA103 
 
 

CNA104 
 

Sediment 
Sediment 

 
 
 

Sediment 
 

Sediment 
 
 

Sediment 
 

D 
A 
B 
C 
D 
A 
D 
A 
B 
C 
A 
D 

85.60 
100 

94.84 
100 

92.78 
88.56 
92.79 
100 

99.09 
96.85 
96.76 
93.97 

89.45 
94.04 
88.01 
87.53 
89.98 
100 
100 
100 
100 
100 

85.33 
97.00 

95.55 
97.38 
98.00 
96.53 
97.91 
71.72 
94.22 
94.04 
80.93 
86.97 
92.61 
82.07 

75.47 
89.78 
78.02 
74.96 
85.69 
88.93 
89.68 
97.66 
81.26 
83.43 
79.05 
74.46 

- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
 



 

 

 87 ตารางที่ 15 (ตอ) 
Table 15. (Cont.) 
 

% Cytotoxic activity Composition of crude extracts Strains Sources Media 
MCF-7 HeLa HT-29 KB Alkaloids Amino acids  Terpenoids 

CNA112 
 
 
 

CNA145 
 
 
 

CNA146 

Sediment 
 

 
 

Sediment 
 
 
 

Sediment 
 
 

 

A 
B 
C 
D 
A 
B 
C 
D 
A 
B 
C 
D 

100 
100 
100 

99.22 
100 

99.87 
100 
100 
100 
100 

99.07 
99.47 

100 
100 
100 
100 

97.43 
97.64 
95.34 
94.43 
100 
100 
100 
100 

100 
100 
100 
100 

72.51 
90.66 
97.79 
92.56 
78.55 
91.32 
98.02 
90.36 

100 
100 
100 
100 

80.38 
80.47 
70.95 
79.80 
98.18 
99.09 
87.24 
90.89 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
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4. องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีผลตอการผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งท่ี
ไดจากการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทจํานวน 21 สายพันธุ 
 

จากการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากทะเลจํานวน 21 สายพันธุ ในขวดรูปทรงกระบอก
ทําใหไดสารสกัดหยาบทั้งหมด 84 สาร เมื่อนําไปทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง
ทั้ง 4 ชนิด พบวาสารสกัดที่ไดจากการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในอาหารเหลวสูตร A (มีองคประกอบ
ของสาหราย เปลือกกุงบด และตะกอนดิน) สามารถผลิตจํานวนสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการ
เจริญของเซลลมะเร็งชองปาก (KB) ไดมากที่สุด รองลงมา คือ เซลลมะเร็งปากมดลูก (HeLa) 
เซลลมะเร็งเตานม (MCF-7) และเซลลมะเร็งลําไส (HT-29) ซ่ึงมีจํานวน 20, 14, 13 และ 12 สาร คิด
เปนรอยละ 23.81, 16.67, 15.48 และ 14.29 ตามลําดับแสดงดังตารางที่ 16 และภาพที่ 32 
 
ตารางที่ 16 จํานวนสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งจากการเลี้ยงแอคติโนมัย 

    สีททั้ง 21 สายพันธุในอาหารที่แตกตางกัน 4 สูตร 
Table 16.  Number of crude extracts with cytotoxicity classified by cultivation media. 
 

Number of crude extract with cytotoxicity Cultivation media 
MCF-7 HeLa HT-29 KB 

A 13 14 12 20 
B 11 9 12 16 
C 11 12 12 15 
D 10 11 12 18 
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ภาพที่ 32   รอยละของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งที่ไดจากการเลี้ยง         

    แอคติโนมัยสีทในขวดรูปทรงกระบอก  
Figure 32. The percentage of crude extract with cytotoxicity classified by media. 

 
เมื่อพิจารณาองคประกอบของอาหารสูตร A พบวามีสาหราย เปลือกกุงบด และตะกอนดิน 

ซ่ึงองคประกอบของอาหารในสูตรนี้ไดมีการดัดแปลงใหเหมือนแหลงอาหารที่มีอยูตามธรรมชาติ 
ทําใหยากตอการนําอาหารที่เปนองคประกอบเหลานี้ไปใช ทําใหเชื้อแอคติโนมัยสีทตองมีการสราง
เอนไซม เพื่อยอยสลายองคประกอบของอาหารในสูตรดังกลาว เพื่อใหเหมาะสมตอการนําไปใชใน
กระบวนการในระดับเซลล เชนการสรางเอนไซมเพื่อยอยสาหราย เนื่องจากสาหรายมีโปรตีนเปน
องคประกอบที่สําคัญ ทําใหไดสารตั้งตนซึ่งเปนแหลงไนโตรเจน  ไดแก สารในกลุมของ         
กรดอะมิโนที่ประกอบดวย คือ Cysteine, Lysine, Aspartic, Glutamic, Proline, Methionine, 
Tryptophane, Arginine, และ Ornithine เปนตน ซ่ึงสารในกลุมของกรดอะมิโนที่กลาวมานั้นจะเปน
สารตั้งตนในกระบวนการชีววิถีสังเคราะหทําใหไดสารที่มีความหลากหลาย รวมถึงการปรับตัวของ
แอคติโนมัยสีทอาจทําใหมีการสงเสริมใหมีการผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง 
และพบวาองคประกอบหลักในเปลือกกุง นั่นคือ ไคติน ซ่ึงแอคติโนมัยสีทสามารถใชเปนแหลง
คารบอน รวมท้ังเปนแหลงไนโตรเจนไดอีกดวย ไคตินเปนสารจําพวกโพลีเมอรที่มีสายยาวมี
องคประกอบของหนวยยอยเปนอนุพันธของน้ําตาลกลูโคสมีช่ือวา N-acetyl glucosamine ซ่ึงมีธาตุ
ไนโตรเจนรวมอยูดวย ทําใหสูตรอาหาร A มีความหลากหลายของสารตั้งตนจึงสงผลตอการผลิต
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สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็ง ไมวาจะเปนสารกลุมแอลคาลอยด สารในกลุมกรดอะมิโน รวมทั้ง
สารในกลุมเทอรพีนอยด  
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บทที่ 4 
 

สรุปผลการทดลอง 
 
 งานวิจัยคร้ังนี้มุงเนนการศึกษาแนวทางที่เหมาะสมในการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจาก
ทะเล ซ่ึงทําการคัดเลือกแอคติโนมัยสีทจํานวน 5 สายพันธุที่ผานการคัดกรองเบื้องตนแลววามีฤทธิ์
ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง 4 ชนิด ไดแก KB, MCF-7, HeLa และ HT-29 โดยมีรูปแบบของการ
เล้ียงในแบบยอสวน คือ ขวดรูปทรงกระบอก และ 24-well plate แลวเปรียบเทียบกับการเลี้ยงใน 
ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร เพื่อพิจารณาผลของแตละวิธีในการผลิตสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
การเจริญของเซลลมะเร็ง นําวิธีการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทที่มีความเหมาะสมไปใชในการเลี้ยง         
แอคติโนมัยสีทจํานวน 21 สายพันธุ ทําการคัดเลือกสารสกัดหยาบที่ผานการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการ
เจริญของเซลลมะเร็ง และหาองคประกอบเบื้องตนของสารสกัดหยาบ 
 จากการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทจํานวน 5 สายพันธุ พบวาการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในขวดรูป
ทรงกระบอกมีความเหมาะสมตอการนําไปใชในการเลี้ยงแอคติโนมันสีท และมีผลทําใหสามารถ
คัดกรองสารสกัดหยาบ เพื่อที่จะนําสารสกัดหยาบไปทําการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพไดอยาง
รวดเร็ว และจากวิธีการสกัดสารหยาบโดยใชเอทิลอะซีเตท และการทําแหงกอนการสกัดสารหยาบ
ดวยเมทานอล พบวาจะใหสารสกัดหยาบในกลุมที่แตกตางกัน คือ เมื่อสกัดสารหยาบดวย     
เอทิลอะซีเตทจะใหสารในกลุมที่มีขั้วต่ํา แตเมื่อทําแหงตัวอยางกอนการสกัดจดวยเมทานอลจะ    
ไดสารในกลุมที่มีความเปนขั้วสูง 

จากการใชขวดรูปทรงกระบอกเปนภาชนะที่ใชเล้ียงแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากทะเล
จํานวน 21 สายพันธุ ทําใหไดสารสกัดหยาบจํานวน 84 สาร พบวามีสารสกัดหยาบจํานวน 24 สาร
ซ่ึงเปนสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งทั้ง 4 ชนิด (KB, MCF-7, HeLa และ HT-29) 
ไดแก สาร CNA097D, CNA099A, CNA099B, CNA099C, CNA099D, CNA102A, CNA102D, 
CNA103A, CNA103B, CNA103C, CNA104A, CNA103D, CNA112A, CNA112B, CNA112C, 
CNA112D, CNA145A, CNA145B, CNA145C, CNA145D, CNA146A, CNA146B, CNA146C 
และ CNA146D เมื่อทําการพิสูจนเอกลักษณของสารที่เปนองคประกอบอยางคราวของสารสกัด
หยาบโดยการใชรีเอเจนทที่มีความจําเพาะตอกลุมสาร พบวาสารสกัดหยาบที่ไดมีองคประกอบสาร
ในกลุมแอลคาลอยด สารกลุมกรดอะมิโน และสารในกลุมเทอรพีนอยด 
 เมื่อพิจารณาแหลงที่มาของเชื้อแอคติโนมัยสีทที่สามารถผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญ
ของเซลลมะเร็ง พบวาเชื้อแอคติโนมัยสีททั้งหมดมีแหลงที่มาจากตะกอนดิน ดังนั้นแหลงตะกอน
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ดินจึงเปนแหลงของแอคติโนมัยสีทอีกแหลงหนึ่งที่นาสนใจ เพื่อใชเปนแหลงในการเก็บตัวอยาง 
และการแยกตัวอยางในการศึกษาในครั้งตอไป 
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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหาร และวิธีการเตรียมอาหารเพื่อใชเล้ียงเชื้อแอคติโนมัยสีท 

1. อาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อแอคติโนมยัสีท 4 สูตร 

อาหารสูตร A (ดัดแปลงจาก Mitchell et al., 2004) 

องคประกอบของอาหาร 
 ตะกอนดินจากทะเล    1.0   กรัม 

สาหราย                       2.0   กรัม 
เปลือกกุงปน                1.0   กรัม 
น้ําทะเล                   100   มิลลิลิตร 

 อาหารสูตร A ที่มีองคประกอบของวัสดุมาจากธรรมชาติ ไดแก ตะกอนดิน 
สาหราย และเปลือกกุงบด วิธีการเตรียมตะกอนดินสามารถทําไดโดยการนําตะกอนดินที่เก็บมาจาก
ทะเลที่ระดับความลึกประมาณ 1 เมตร นํามาผ่ึงแดดใหแหงสนิท จากนั้นจึงรอนแยกขนาดคัดเลือก
เฉพาะตะกอนดินที่มีขนาดกลางและขนาดเล็กประมาณ 500-1,000 ไมครอน อบตะกอนดินที่
อุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง การเตรียมสาหรายเลือกใชสาหราย Porphyra sp. 
แบบแหงที่มีจําหนายทั่วไป นํามาบดใหละเอียด และสําหรับการเตรียมวัสดุที่มีไคติน จากเปลือกกุง
โดยการนําเปลือกกุงตากใหแหงสนิท บดใหละเอียด และเก็บรักษาไวในที่แหง นําสวนประกอบ
ของอาหารทั้งหมดละลายในน้ําทะเล ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปริมาตร 8   มิลลิลิตร และปริมาตร 2 
มิลลิลิตร สําหรับเลี้ยงในขวดเขยาขนาด 250 มิลลิลิตร Scintillation vial และ 24-well plate 
ตามลําดับ โดยนําไปนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งความดัน (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 
15 นาที 

  

 

 

 



 

 

     

 อาหารสูตร B (ดัดแปลงจาก Capon et al., 2000) 

 องคประกอบของอาหาร 

 กลีเซอรอล                   2.0   กรัม 
 Soytone                       1.0   กรัม 
 น้ําทะเล                       100   มิลลิลิตร 

 นําสวนประกอบของอาหารทั้งหมดละลายในน้ําทะเล ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
ปริมาตร 8   มิลลิลิตร และปริมาตร 2 มิลลิลิตร สําหรับเลี้ยงในขวดเขยาขนาด 250 มิลลิลิตร 
Scintillation vial และ 24-well plate ตามลําดับ โดยนําไปนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งความดัน (autoclave) 
ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

 อาหารสูตร C (ดัดแปลงจาก Moore et al., 1999) 

      องคประกอบของอาหาร 
 Polypeptone                1.0   กรัม 

Soluble starch             1.0   กรัม 
Yeast extracts             1.0   กรัม 
น้ําทะเล                      100   มิลลิลิตร 

 นําสวนประกอบของอาหารทั้งหมดละลายในน้ําทะเล ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
ปริมาตร 8   มิลลิลิตร และปริมาตร 2 มิลลิลิตร สําหรับเลี้ยงในขวดเขยาขนาด 250 มิลลิลิตร 
Scintillation vial และ 24-well plate ตามลําดับ โดยนําไปนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งความดัน (autoclave) 
ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

  

 

 

 

 



 

 

     

 อาหารสูตร D (ดัดแปลงจาก Imada and Okami, 1994) 

 องคประกอบของอาหาร  
 Peptone                      0.5   กรัม 
 Yeast extracts            0.5   กรัม 

น้ําทะเล                     100   มิลลิลิตร 

 นําสวนประกอบของอาหารทั้งหมดละลายในน้ําทะเล ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
ปริมาตร 8   มิลลิลิตร และปริมาตร 2 มิลลิลิตร สําหรับเลี้ยงในขวดเขยาขนาด 250 มิลลิลิตร 
Scintillation vial และ 24-well plate ตามลําดับ โดยนําไปนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งความดัน (autoclave) 
ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

2. Nutrient agar 

 Nutrient broth 8.0 กรัม                                                                        
Agar 20.0 กรัม                                                     
น้ําทะเล 1000 มิลลิลิตร 

              นําสวนประกอบของอาหารทั้งหมดละลายในน้ําทะเล ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
โดยนําไปนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งความดนั (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาท ี

 



 

 

ภาคผนวก ข 
 

1. เซลลมะเร็งท่ีใชในการทดสอบสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีท 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 33    เซลลมะเร็งเยื่อบชุองปาก 

Figure 33.  Human oral cancer cell line (KB) 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 34    เซลลมะเร็งเตานม 
Figure 34.  Breast adenocarcinoma cell line (MCF-7)  



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 35    เซลลมะเร็งลําไส 
Figure 35.  Human colon adenocarcinoma  cell line (HT-29)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 36   เซลลมะเร็งปากมดลูก 

Figure 36. Human cervical cancer cell line (HeLa)  
 



 

 

2. การเตรียมอาหารสําหรับเลี้ยงเซลลมะเร็ง 
 อาหารเลี้ยงเซลลที่มีจําหนายอาจจะอยูในรูปของผงแหง หรือเปนของเหลว อาหารที่
เปนผงแหงจะมีราคาถูกและเก็บไวไดนานกวาแตตองนํามาละลายน้ําทําการปรับ pH และทําให
ปราศจากเชื้อเอง โดยในสูตรอาหารอาจจะมี NaHCO3, glutamine หรือ pyruvate อยูใน
สวนประกอบอยูแลว แตถาไมมีตองทําการเติมสารอาหารเหลานี้ภายหลังตามที่กําหนดไว (โดยดูได
จากรายละเอียดของสวนประกอบใหครบถวน เนื่องจากอาหารที่มีจําหนายมีสูตรแตกตางกันหลาย
แบบ) น้ําที่ใชเตรียมจะตองเปนน้ําบริสุทธิ์เปนพิเศษ (ultrapure water) คือ มีกรรมวิธีที่ผานการกลั่น
ดวยภาชนะที่เปนแกว ผานการกรองดวยคารบอนฟลเตอร ผานการกําจัดไอออน (deionization) และ
ผานการทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองในขั้นตอนสุดทายของกระบวนการทําน้ําใหบริสุทธิ์ โดย
เครื่องมือทุกอยางที่สัมผัสกับอาหารตองทําใหปราศจากเชื้อมากอน ซ่ึงกระบวนการกรองเพื่อให
อาหารปราศจากเชื้อ และทําการแบงอาหารเลี้ยงเซลลที่ผานการกรองมาแลวโดยตองทําใน laminar 
air flow hood อาหารที่เตรียมไดตองทําการทดสอบความปราศจากเชื้อ และเก็บไวในตูเย็น ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และควรใชใหหมดภายในเวลา 3 เดือน เมื่อตองการใชอาหารเลี้ยงเซลล
จะตองทําการเติมสารที่จําเปนตอการเจริญของเซลล เชน glutamine, non-essential amino acids 
หรือ ยาปฏิชีวนะ และ serum (fetal calf serum หรือ new born calf serum) อาหารที่มีการเติมสารที่
จําเปนตอการเจริญของเซลลควรใชใหหมดภายในเวลา 3 สัปดาห 
2.1 สารเคมีและอุปกรณ 

1. อาหารเลี้ยงเซลล Eagle’s minimum essential media (EMEM) ชนิดผงที่มีสวนประกอบ
ของ Earle’s salts, L-glutamine แตไมมีสวนประกอบของ โซเดียมไบคารบอเนต (NaHCO3) โดย 1 
ซอง สําหรับเตรียมอาหาร 1 ลิตร (โดยเก็บอาหารชนิดผงไวที่อุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส)  

2. น้ําบริสุทธิ์ ปริมาตร 1500 มิลลิลิตร ซ่ึงสามารถใช Sterile water for injection ได 
3. 100x Antibiotics ประกอบดวย 1,000 units/ml penicillin G sodium, 10,000 µg/ml 

streptomycin sulfate และ 25 µg/ml amphotericin B as fungizone in 0.85% saline (สารเหลานี้จะทาํ
การเก็บไวที่อุณหภูมิ -5 หรือ -20 องศาเซลเซียส) 

4.Heat Inactivated new born calf serum (เก็บไวที่อุณหภูมิเ -5 หรือ -20 องศาเซลเซียส) 
5. Sodium bicarbonate (NaHCO3) 
6.ชุดเครื่องกรอง 
7. แผนกรอง ขนาดรู 0.22 ไมครอน 
8.เครื่อง Pump 
9.ภาชนะสําหรับใสอาหารเลี้ยงเซลล 



 

 

2.2 วิธีการเตรียมอาหาร 
 1. นําน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 900 มิลลิลิตร ใสลงในขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) 
ขนาด 1000 มิลลิลิตร 
 2. เทอาหารออกจากซอง โดยทําการนําน้ํากลั้วภายในซองเพื่อละลายอาหารออกมาให
หมด คนจนผงละลายน้ําหมด 
 3. เติมโซเดียมไบคารบอเนต (NaHCO3) 3.7 กรัม ตออาหาร 1 ลิตร ผสมใหเขากัน เติม 
100x Antibiotics solution 1 มิลลิลิตร แลวทําการปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร 
 4. ทําการปรับ pH โดยการเติม 1N NaOH หรือ 1 N HCl ใหได pH 7.2-7.3 (โดยทําการ
ปรับ pH ใหต่ํากวาที่ตองการอยูประมาณ 0.2-0.3 unit เมื่อทําการกรอง pH จะเพิ่มขึ้นอีกเล็กนอยจน
ไดคา pH ที่ตองการ) เมื่อทําการปรับ pH แลวปดฝาขวดใหสนิท 
 5. ทําการกรองอาหารเลี้ยงเซลลใหปราศจากเชื้อทันที เนื่องจากหากมีการวางอาหารทิ้ง
ไวจะทําให pH ของอาหารมีการเปลี่ยนแปลง โดยทําการกรองซึ่งใชแผนกรอง polycarbonate, 
cellulose acetate หรือ cellulose nitrate ที่มีเสนผานศูนยกลาง 47 มิลลิลิเมตร ขนาดรูของกระดาษ
กรอง 0.22 ไมครอน 
 6. เมื่อทําการกรองเสร็จ จากนั้นทําการแบงอาหารใสภาชนะที่ปราศจากเชื้อ เพื่อนําไป
เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทําการทดสอบอาหารวามีการปนเปอนหรือไม โดยการนําอาหาร
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสในขวดปลอดเชื้อ นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 
ช่ัวโมง หากมีความขุนเกิดขึ้นใหทดลองกับขวดอื่น ถาใหผลเหมือนเดิมใหกําจัดอาหารทิ้งใหหมด 
หากอาหารสามารถใชไดควรใชอาหารใหหมดภายในระยะเวลา 3 เดือน 
 7. ทําการแบงอาหารใสภาชนะปราศจากเชื้อขนาด 250 มิลลิลิตร บรรจุอาหารปริมาตร 
180 มิลลิลิตร และทําการเติม New born calf serum (NCS) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร (คิดเปน 10 % 
NCS) สําหรับอาหารเลี้ยงเซลลที่มีการเติมเซรั่มลงไป ควรใชเล้ียงเซลลใหหมดภายในระยะเวลา 2-3 
สัปดาห 



   

   

ภาคผนวก ค 
 

ผลการทดลอง 
 

ตารางที่ 17 รอยละของการยบัยั้งเซลลมะเร็งของสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทที่ 
     เล้ียงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร และสกัดสารหยาบดวยเอทิลอะซีเตท 

Table 17.   Percentage of cytotoxicity of marine-derived actinomycetes extracts were  
     cultivated in shaked flasks that extracted with ethyl acetate.  
 

Cytotoxicity (%) 
MCF-7 HeLa HT-29 KB Culture number 

(Breast cancer) (Cervical cancer) (Colon cancer) (Oral cavity cancer) 
CNA002A F80 74.06±6.85 87.45±7.32 87.96±6.86 81.42±4.13 
CNA002B F80 82.59±13.39 84.24±21.14 78.29±19.93 81.19±11.69 
CNA002C F80 36.27±7.36 22.63±5.24 27.63±7.79 -96.013±38.70 
CNA002D F80 70.57±15.69 68.19±35.55 76.94±4.22 55.25±40.95 
CNA003A F80 86.75±18.43 94.58±9.06 100 -17.44±26.33 
CNA003B F80 96.93±2.94 91.46±13.04 100 -11±31.87 
CNA003C F80 90.53±11.03 99.43±1.13 100 69.02±27.19 
CNA003D F80 96.54±3.74 99.58±0.50 100 100 
CNA031A F80 100 100 100 99.76±0.30 
CNA031B F80 100 100 97.63±6.65 100 
CNA031C F80 100 100 100 100 
CNA031D F80 100 98.75±5.15 100 100 
CNA039A F80 99.48±0.46 99.57±0.37 100 99.99±0.02 
CNA039B F80 97.93±2.00 99.61±0.44 100 99.97±0.06 
CNA039C F80 98.73±2.92 100 100 100 
CNA039D F80 99.64±1.23 100 100 99.74±0.35 

 CNA053A F80 99.89±0.34 100 100 100 
 



 

 

ตารางที่ 17 (ตอ) 
Table 17. (Cont.) 
 

Cytotoxicity (%) 
MCF-7 HeLa HT-29 KB Culture number 

(Breast cancer) (Cervical cancer) (Colon cancer)  (Oral cavity cancer) 
CNA053A F80 99.89±0.34 100 100 100 
CNA053B F80 100 100 100 100 
CNA053C F80 100 100 100 100 
CNA053D F80 99.45±0.19 100 100 90.53±13.39 
 
F80 หมายถึง น้ําหมักและตวัเซลลของแอคติโนมัยสีทปริมาตร 80 มิลลิลิตรที่สกัดดวยตวัทําละลาย 
เอทิลอะซีเตทในอัตราสวน 1:1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

ตารางที่ 18 รอยละของการยบัยั้งเซลลมะเร็งของสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทซึ่ง 
     เล้ียงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร และทําแหงกอนสกัดสารหยาบดวยเมทานอล 

Table 18.   Percentage of cytotoxicity of marine-derived actinomycetes extracts were  
     cultivated in shaked flasks that extracted with methanol. 
 

Cytotoxic activity (%) 
รหัสตัวอยาง MCF-7 

(Breast cancer) 
HeLa 

(Cervical cancer) 
HT-29 

(Colon cancer) 
KB 

(Oral cavity cancer) 
CNA002A F20 
CNA002B F20 
CNA002C F20 
CNA002D F20 
CNA003A F20 
CNA003B F20 
CNA003C F20 
CNA003D F20 
CNA031A F20 
CNA031B F20 
CNA031C F20 
CNA031D F20 
CNA039A F20 
CNA039B F20 
CNA039C F20 
CNA039D F20 
CNA053A F20 
CNA053B F20 
CNA053C F20 
CNA053D F20 

97.22±1.72 
84.82±5.54 
100±0.00 

59.28±28.07 
81.88±4.90 
56.89±5.26 
77.78±0.39 
96.27±2.50 
100.00±0.00 
100.00±0.00 
100.00±0.00 
100.00±0.00 
96.53±1.07 
98.37±1.08 
98.72±0.85 
99.52±0.29 
98.25±1.71 
99.98±0.01 
99.82±0.10 
100.00±0.00 

32.46±12.29 
40.22±20.41 
33.07±13.54 
61.10±0.07 
95.21±2.40 
84.33±1.67 
97.10±1.84 
87.66±2.34 
100.00±0.00 
100.00±0.00 
77.94±0.57 
98.13±1.78 
99.14±0.85 
100.00±0.00 
100.00±0.00 
98.79±1.20 
100.00±0.00 
100.00±0.00 
99.16±0.46 
100.00±0.00 

95.77±2.00 
89.70±5.07 
85.93±1.77 
33.97±1.78 
94.85±2.78 
84.38±1.96 
95.71±2.22 
88.71±1.56 
81.36±0.85 
78.29±5.78 
78.34±4.57 
95.01±0.58 
98.94±0.53 
98.86±0.46 
100.00±0.00 
99.91±0.08 
99.22±0.39 
99.20±0.35 
98.91±0.33 
100.00±0.00 

29.09±1.01 
73.49±0.61 
85.67±0.33 
56.61±0.73 
87.20±4.68 
4.13±0.54 
42.60±5.61 
73.09±0.37 
72.32±0.66 
79.03±0.57 
87.16±0.59 
88.07±0.58 
100.00±0.00 
100.00±0.00 
99.52±0.47 
99.90±0.09 
100.00±0.00 
100.00±0.00 
99.70±0.17 
98.08±0.53 

F20 หมายถึง น้ําหมักและตัวเซลลของแอคติโนมัยสีทปริมาตร 80 มิลลิลิตรที่ไดจากการเลี้ยงใน
ขวดเขยา ที่ผานการทําแหง และสกัดดวยตัวทําละลายเมทานอลในอตัราสวน 1:1 



 

 

ตารางที่ 19 รอยละของการยบัยั้งเซลลมะเร็งของสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทซึ่ง 
     เล้ียงในขวดรูปทรงกระบอกขนาด 8 มิลลิลิตร และสกัดสารหยาบดวยเมทานอล 

Table 19.   Percentage of cytotoxicity of marine-derived actinomycetes extracts were  
     cultivated in scintillation vial that extracted with methanol. 
 

Cytotoxic activity (%) 
รหัสตัวอยาง MCF-7 

(Breast cancer) 
HeLa 

(Cervical cancer) 
HT-29 

(Colon cancer) 
KB 

(Oral cavity cancer) 
CNA002A V 
CNA002B V 
CNA002C V 
CNA002D V 
CNA003A V 
CNA003B V 
CNA003C V 
CNA003D V 
CNA031A V 
CNA031B V 
CNA031C V 
CNA031D V 
CNA039A V 
CNA039B V 
CNA039C V 
CNA039D V 
CNA053A V 
CNA053B V 
CNA053C V 
CNA053D V 

40.37±2.66 
22.99±4.26 
21.22±5.81 
74.25±0.45 
72.47±1.51 

-100.00±0.00 
-100.00±0.00 
83.51±1.19 
96.72±1.68 
79.75±4.72 
86.65±3.30 
91.00±3.82 
99.91±0.07 
96.94±0.35 
98.13±0.42 
96.76±0.88 
99.35±0.64 
96.02±0.82 
93.81±2.51 
96.23±1.35 

98.95±1.04 
80.92±7.31 
44.42±5.32 
100.00±0.00 
97.66±1.40 
89.45±4.15 
94.43±2.78 
100.00±0.00 
100.00±0.00 
91.39±6.81 
97.70±2.29 
99.94±0.05 
99.10±0.57 
73.10±2.38 
61.50±6.66 
76.87±1.68 
100.00±0.00 
91.19±0.47 
84.84±1.09 
98.79±1.20 

92.33±5.26 
82.34±7.04 
79.84±4.66 
93.99±4.89 
93.73±2.63 

-58.39±22.26 
-47.99±16.05 
-25.77±17.06 
99.68±0.31 
97.13±3.43 
92.69±4.58 
99.23±0.41 
100.00±0.00 
96.49±0.48 
91.63±1.25 
97.53±0.34 
98.93±0.51 
96.47±1.20 
97.22±0.61 
98.63±1.36 

-9.41±7.60 
32.02±7.30 
46.57±4.79 
50.56±0.99 
27.17±1.24 

-100.00±0.00 
-100.00±0.00 
96.33±1.52 
100.00±0.00 
100.00±0.00 
39.44±7.01 
26.74±1.99 
99.22±0.24 
98.90±0.56 
98.56±0.32 
100.00±0.00 
100.00±0.00 
100.00±0.00 
100.00±0.00 
96.11±0.24 

V หมายถึง น้ําหมักและตัวเซลลของแอคติโนมัยสีทปริมาตร 8 มิลลิลิตรที่ไดจากการเลี้ยงใน 
scintillation vial ที่ผานการทําแหง และสกัดดวยตัวทําละลายเมทานอลในอัตราสวน 1:1 



 

 

ตารางที่ 20 รอยละการยับยั้งเซลลมะเร็งของสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทซึ่ง 
     เล้ียงใน 24-well plate และสกัดสารหยาบดวยเมทานอล 

Table 20.   Percentage of cytotoxicity of marine-derived actinomycetes extracts were  
     cultivated in 24-well plate that extracted with methanol. 
 

Cytotoxic activity (%) 
รหัสตัวอยาง MCF-7 

(Breast cancer) 
HeLa 

(Cervical cancer) 
HT-29 

(Colon cancer) 
KB 

(Oral cavity cancer) 
CNA002A WP 
CNA002B WP 
CNA002C WP 
CNA002D WP 
CNA003A WP 
CNA003B WP 
CNA003C WP 
CNA003D WP 
CNA031A WP 
CNA031B WP 
CNA031C WP 
CNA031D WP 
CNA039A WP  
CNA039B WP 
CNA039C WP 
CNA039D WP 
CNA053A WP 
CNA053B WP 
CNA053C WP 
CNA053D WP 

61.77±5.21 
85.45±8.00 
77.73±3.12 
83.12±7.95 
78.89±4.57 
93.33±1.66 
15.47±0.84 
15.83±0.29 

-21.67±12.67 
87.35±4.71 
100.00±0.00 
88.59±4.54 
98.60±0.09 
74.08±1.25 
77.40±3.70 

-34.62±38.07 
86.43±7.59 
-5.18±0.75 

44±5.66 
80.00±0.00 

90.73±8.07 
83.47±7.93 
100.00±0.00 
100.00±0.00 
100.00±0.00 
100.00±0.00 
17.02±1.00 
98.45±1.54 
97.93±2.06 
98.89±1.10 
100.00±0.00 
100.00±0.00 
100.00±0.00 
-86.85±19.68 
82.64±2.56 
86.70±2.55 
100.00±0.00 
-8.57±0.51 

100.00±0.00 
100.00±0.00 

4.56±0.62 
8.51±0.71 
11.50±0.71 
15.00±1.34 
31.65±0.57 
14.44±0.83 
17.02±1.00 
92.14±7.85 

-55.76±31.64 
-22.79±23.03 
-70.65±16.00 
-11.37±1.97 
100.00±0.00 
71.07±0.82 
79.55±4.09 
-18.14±2.96 
96.91±3.08 

 -61.09±55.03 
 -22.39±2.51 
35.75±2.14 

88.26±4.91 
100.00±0.00 
94.06±1.59 
94.78±2.30 
99.56±0.43 
100.00±0.00 
-33.72±3.02 
-33.62±9.93 
82.20±9.02 
94.32±5.67 
91.56±4.42 
92.94±7.05 
100.00±0.00 
-68.62±3.13 
63.52±13.52 
64.36±3.25 
73.92±1.19 
32.12±1.02 
90.15±5.20 
66.54±3.72 

WP หมายถึง น้ําหมักและตัวเซลลของแอคติโนมัยสีทปริมาตร 2 มิลลิลิตรที่ไดจากการเลี้ยงใน 24-
well plate ที่ผานการทําแหง และสกัดดวยตัวทําละลายเมทานอลในอัตราสวน 1:1 



 

 

ตารางที่ 21 รอยละของการยบัยั้งเซลลมะเร็งของสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีท 21 สายพันธุ 
Table 21.    Percentage of cytotoxicity of  marine-derived actinomycetes extracts from 21 strains. 
 

Cytotoxic activity (%) 
รหัสตัวอยาง MCF-7 

(Breast cancer) 
HeLa 

(Cervical cancer) 
HT-29 

(Colon cancer) 
KB 

(Oral cavity cancer) 
CNA083A  
CNA083B  
CNA083C  
CNA083D  
CNA086A  
CNA086B  
CNA086C  
CNA086D  
CNA088A  
CNA088B  
CNA088C  
CNA088D  
CNA089A   
CNA089B  
CNA089C  
CNA089D  
CNA090A  
CNA090B  
CNA090C  
CNA090D 
CNA091A  
CNA091B  
CNA091C  
CNA091D  

72.90 
86.25 
51.61 
45.56 
91.34 
86.01 
87.62 
74.35 
77.85 
67.52 
87.18 
56.70 
83.01 
72.35 
100.00 
100.00 
88.84 
99.11 
64.29 
100.00 
100.00 
87.05 
100.00 
82.59 

-8.31 
0.29 
4.19 
17.17 
80.73 
7.28 

-19.88 
-20.69 
-15.52 
-14.05 
3.17 
-3.89 
-14.05 
6.14 
17.88 
41.70 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 

100.00 
47.60 
99.28 
43.84 
59.35 
-0.43 
43.53 
58.64 
75.94 
79.39 
41.63 
-15.59 
49.75 
57.60 
66.29 
7.61 

-18.02 
-96.08 
-97.87 
-36.48 
66.45 
93.15 
16.96 
72.66 

100.00 
-33.55 
89.64 
-48.68 
-75.49 
-9.90 
-83.06 
-96.05 
-39.47 
-91.61 
68.11 
30.78 
69.94 
67.40 
93.07 
81.62 
ND 

-4.58 
-6.83 
10.29 
78.63 
97.67 
77.75 
91.25 



 

 

ตารางที่ 21 (ตอ) 
Table 21.    (Cont.) 
 

Cytotoxic activity (%) 
รหัสตัวอยาง MCF-7 

(Breast cancer) 
HeLa 

(Cervical cancer) 
HT-29 

(Colon cancer) 
KB 

(Oral cavity cancer) 
CNA092A  
CNA092B  
CNA092C  
CNA092D  
CNA093A  
CNA093B  
CNA093C  
CNA093D  
CNA095A  
CNA095B  
CNA095C  
CNA095D  
CNA097A   
CNA097B  
CNA097C  
CNA097D  
CNA098A  
CNA098B  
CNA098C  
CNA098D 
CNA099A  
CNA099B  
CNA099C  
CNA099D  

100.00 
74.62 
91.63 
90.24 
99.70 
98.79 
100.00 
72.73 
94.40 
56.80 
68.53 
87.20 
80.53 
71.73 
61.51 
85.60 
85.33 
78.40 
87.12 
84.87 
100.00 
94.84 
100.00 
92.78 

ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 
ND 

61.54 
78.09 
95.61 
89.45 
100.00 
100.00 
91.69 
74.78 
94.04 
88.01 
87.53 
89.98 

74.43 
99.34 
91.80 
71.92 
92.97 
54.69 
84.98 
88.32 
88.10 
44.47 
34.93 
-2.56 
96.00 
93.42 
95.37 
95.55 
ND 
ND 

33.61 
15.93 
97.38 
98.00 
96.53 
97.91 

70.06 
95.59 
78.12 
67.22 
73.55 
58.95 
59.19 
82.42 
87.06 
38.16 
18.45 
-20.37 
61.67 
68.31 
72.40 
75.47 
100.00 
90.89 
27.83 
-6.96 
89.78 
78.02 
74.96 
85.69 



 

 

ตารางที่ 21 (ตอ) 
Table 21.    (Cont.) 
 

Cytotoxic activity (%) 
รหัสตัวอยาง MCF-7 

(Breast cancer) 
HeLa 

(Cervical cancer) 
HT-29 

(Colon cancer) 
KB 

(Oral cavity cancer) 
CNA100A  
CNA100B  
CNA100C  
CNA100D  
CNA101A  
CNA101B  
CNA101C  
CNA101D  
CNA102A  
CNA102B  
CNA102C  
CNA102D  
CNA103A   
CNA103B  
CNA103C  
CNA103D  
CNA104A  
CNA104B  
CNA104C  
CNA104D 
CNA112A  
CNA112B  
CNA112C  
CNA112D  

97.34 
100.00 
100.00 
100.00 
94.30 
65.06 
76.83 
96.58 
88.56 
87.39 
93.51 
92.79 
100.00 
99.09 
96.85 
97.12 
96.76 
63.93 
18.02 
93.97 
100.00 
100.00 
100.00 
99.22 

82.34 
100.00 
100.00 
100.00 
93.77 
95.85 
95.85 
100.00 
100.00 
100.00 
97.76 
100.00 
100.00 
100.00 
100.00 
100.00 
85.33 
98.36 
96.73 
97.00 
100.00 
100.00 
100.00 
100.00 

13.44 
49.87 
36.09 
8.04 
22.75 
-4.24 
32.37 
-49.85 
71.72 
67.43 
56.37 
94.22 
94.04 
80.93 
86.97 
65.23 
92.62 
97.02 
98.84 
82.07 
100.00 
100.00 
100.00 
100.00 

-12.30 
-13.30 
-1.74 
-42.61 
-50.44 
-34.78 
-24.35 
-32.17 
88.93 
61.98 
50.64 
89.68 
97.66 
81.26 
83.43 
61.12 
79.05 
81.09 
94.99 
74.46 
100.00 
100.00 
100.00 
100.00 



 

 

ตารางที่ 22 (ตอ) 
Table 22.    (Cont.) 
 

Cytotoxic activity (%) 
รหัสตัวอยาง MCF-7 

(Breast cancer) 
HeLa 

(Cervical cancer) 
HT-29 

(Colon cancer) 
KB 

(Oral cavity cancer) 
CNA113A  
CNA113B  
CNA113C  
CNA113D  
CNA145A  
CNA145B  
CNA145C  
CNA145D  
CNA146A  
CNA146B  
CNA146C  
CNA146D   

-5.74 
-6.49 
0.90 
-1.54 

100.00 
99.87 
100.00 
100.00 
100.00 
100.00 
99.07 
99.47 

98.51 
98.14 
98.72 
96.08 
97.43 
97.64 
95.34 
94.43 
100.00 
100.00 
100.00 
100.00 

24.97 
99.72 
95.27 
65.70 
72.51 
90.66 
97.79 
92.56 
78.55 
91.32 
98.02 
90.36 

78.66 
35.57 
92.63 
74.98 
80.38 
80.47 
70.95 
79.80 
98.18 
99.09 
87.24 
90.89 

 
เปอรเซ็นตการยับยั้งเซลลมะเร็งที่ติดลบ คือ สารสกัดหยาบมีฤทธิ์กระตุนการเจริญของเซลลมะเร็ง 
ND = Not Detect. 



 ภาคผนวก ง  
 

องคประกอบของสารเคม ี
 

การเตรียมสารเคมีสําหรับทดสอบองคประกอบทางเคมีโดยเทคนิค  
Thin Layer Chromatography (TLC) 

 
1.  Vanillin reagent 

องคประกอบของสาร 
 Vanillin     15.0 กรัม 
 เอทานอล  250.0 มิลลิลิตร 
 กรดซัลฟวริก  2.5 มิลลิลิตร 
รีเอเจนทที่ไดจากการเตรียม นํามาบรรจุใสในขวดที่หุมดวยฟลอยด เพื่อปองกันแสง โดย

การทดสอบสารตัวอยางหลังจากสเปรยดวยรีเอเจนทชนิดนี้ และหลังผานความรอนบนแผน 
TLC หากสารปรากฎเปนสีมวงแดง สามารถสรุปไดวาสารที่ทดสอบมีสารในกลุม terpenes และ 
terpenoids เปนองคประกอบ 

  
  2.  Wagner’s reagent 

องคประกอบของสาร 
 Iodine   10.0 กรัม 
 เอทานอล  250 มิลลิลิตร 
 กรดซัลฟวริก    2.5 มิลลิลิตร 
รีเอเจนทที่ไดจากการเตรยีม นํามาบรรจุใสในขวดทีหุ่มดวยฟลอยด เพื่อปองกันแสง โดยการ

ทดสอบสารตัวอยางหลังจากสเปรยดวยรีเอเจนทชนดินี ้ และหลังผานความรอนบนแผน TLC 
หากสารปรากฏเปนสีน้ําตาลแดง สามารถสรุปไดวาสารที่ทดสอบมีสารในกลุมแอลคาลอยดเปน 

      องคประกอบ 
 
 
 
 



 

 

3. Ninhydin reagent 
องคประกอบของสาร 
 Ninhydrin  20.0 มิลลิกรัม 
 บิวทานอล  95 มิลลิลิตร 
 100% AcOH    5.0 มิลลิลิตร 
รีเอเจนทที่ไดจากการเตรียม นํามาบรรจุใสในขวดที่หุมดวยฟลอยด เพื่อปองกันแสง โดย

การทดสอบสารตัวอยางหลังจากสเปรยดวยรีเอเจนทชนิดนี้ และหลังผานความรอนบนแผน 
TLC หากสารปรากฎเปนสีมวงแดง สามารถสรุปไดวาสารที่ทดสอบมีสารในกลุมกรดอะมิโน
เปนองคประกอบ 
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