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บทคัดยอ 

 
 เชื้อแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากทะเลเปนแหลงที่สําคัญของสารที่ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 
(Bioactive compounds) อยางไรก็ตามขั้นตอนของการคัดกรองสารที่ไดจากแอคติโนมัยสีทซึ่งมีฤทธิ์
ทางชีวภาพ ไมวาจะเปนขั้นตอนของการเลี้ยงแอคติโนมัยสีท การสกัดสารเพื่อนํามาใชในการ
ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ จึงมีความจําเปนอยางมากในการหาวิธีการที่สามารถทุนแรงในการเลี้ยง  
แอคติโนมัยสีทจํานวนมาก รวมทั้งชวยลดตนทุนในการคัดกรองสาร ซ่ึงการศึกษาครั้งนี้มุงเนนใน
เร่ืองของการลดปริมาตรที่ใชในการเลี้ยงแอคติโนมัยสีท และมีการดัดแปลงวิธีการสกัดสาร เพื่อชวย
ใหสะดวกตอการสกัดสารหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีท โดยทําการเปรียบเทียบภาชนะที่ใชเล้ียง   
แอคติโนมัยสีทจํานวน 5 สายพันธุเล้ียงในอาหารที่แตกตางกัน 4 สูตร โดยเลือกใชฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร ขวดรูปทรงกระบอกปริมาตร 20 มิลลิลิตร และ 24-well plate ปริมาตรหลุมละ 5 มิลลิลิตร 
และมีการควบคุมอัตราสวนของปริมาตรอาหารตอปริมาตรภาชนะบรรจุ ในอัตราสวน 1 ตอ 2.5 
จากนั้นนําสวนของน้ําหมักที่ผานการเลี้ยงไปทําใหแหงดวยเครื่อง freeze dry ตอจากนั้นทําการสกัด
สารหยาบดวยตัวทําละลายเมทานอล พบวาการเลี้ยงในขวดรูปทรงกระบอกมีความเหมาะสมตอการ
นํามาใชในการคัดกรองสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีท จากนั้นเลี้ยงแอคติโนมัยสีทจํานวน 
21 สายพันธุ ดวยขวดรูปทรงกระบอก และทําการสกัดสารตามขั้นตอนที่กลาวมาขางตน ผลจากการ
ทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเซลลมะเร็งทั้ง 4 ชนิด (KB, MCF-7, HT-29 และ HeLa) ที่เตรียมจากสารสกัด
หยาบมีความเขมขน 25 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากจํานวนสารสกัดหยาบทั้งหมด 84 ตัวอยางพบวามี
สารสกัดหยาบจํานวน 24 ตัวอยางที่สามารถยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งทั้ง 4 ชนิดได และเมื่อ
พิสูจนเอกลักษณของสารที่เปนองคประกอบ พบวาสารสกัดหยาบทั้ง 24 ตัวอยางมีสารในกลุม   
แอลคาลอยด สารกลุมเทอรพีนอยด และกลุมของกรดอะมิโนเปนองคประกอบของสารสกัดหยาบ 
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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 
 

บทนําตนเรื่อง 
 
               เชื้อแอคติโนมยัสีทเปนแบคทีเรียแกรมบวกที่พบทั่วไปตามธรรมชาติ ทั้งในดนิ บน
บก ทะเลลึก บริเวณพืน้ดนิใกลชายฝง และบริเวณปาชายเลน (Jensen et al., 1991 and Takizawa et 
al., 1993) แบคทีเรียในกลุมนี้มีการสรางเสนใย และมกีารสรางสปอร อาจเปนสปอรเดี่ยว สปอรคู 
หรือ สรางสายสปอร เชน การสรางสปอรเดี่ยวใน Micromonospora, Thermomonospora และ 
Saccharomonospora เปนตนและมีการสรางโคโลนีที่มีสีตางๆ เชน สีขาว, เทา, น้ําตาล, เหลือง, แดง, 
เขียว, ฟา, มวง และดํา (Vobis, 1997) แอคติโนมัยสีทมีความสําคัญตอระบบนิเวศน เนื่องจากเปนผู
ยอยสลายอินทรียวัตถุที่มีโครงสรางซับซอนได เชน เฮมิเซลลูโลส, ลิกโนเซลลูโลส, เพคติน และไค
ติน เปนตน 

          แอคติโนมัยสีทเปนแหลงของสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ (Bioactive compounds) ซ่ึง
สารที่ผลิตไดเหลานี้มีความสําคัญทางดานการแพทย ทางดานเภสัชกรรม และการนําไปใชทางดาน
เทคโนโลยีชีวภาพ เชน สารปฏิชีวนะ รงควัตถุ และสารตานมะเร็ง เปนตน (Mitchell et al., 2004) 
เนื่ องจากปจจุบันโรคดื้อยาและโรคฉวยโอกาสมี เพิ่มมากขึ้น  ไดแก  โรคที่ เกิดจากเชื้อ 
Staphylococcus aureus ที่ดื้อตอยา Methicillin (MRSA) โรคเอดส (AIDS) โรคไขหวัดนก (Avian 
Influenza) และโรคมะเร็ง (Cancer) ดังนั้นความตองการยาสําหรับยับยั้งโรคที่เกิดขึ้นเหลานี้กําลัง
เปนที่ตองการสูง แตปจจุบันอัตราการคนพบแอคติโนมัยสีทและสารปฏิชีวนะชนิดใหมจากแหลง
ธรรมชาติที่อยูบนพื้นดินมีแนวโนมลดลง จนในที่สุดไดมีการศึกษาจนพบแหลงของผลิตภัณฑ
ธรรมชาติแหงใหม นั่นก็คือ ผลิตภัณฑธรรมชาติจากทะเล โดยเฉพาะภูมิประเทศทางภาคใตของ
ประเทศไทยที่มีพื้นที่ติดกับทะเลทั้งฝงทะเลอาวไทย และฝงทะเลอันดามัน จึงมีความเปนไปไดที่จะ
สามารถนําแบคทีเรียเหลานี้มาใชใหเกิดประโยชนสูงสุด ดังนั้นการคัดกรองสารที่ออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพจากแอคติโนมัยสีทเพื่อใหมีความรวดเร็วในการคัดกรองสารจึงมีความจําเปนอยางยิ่ง 

            โดยทั่วไปการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีท  เพื่อทดสอบการสรางสารทุติยภูมิของเชื้อ
แบคทีเรีย (Secondary metabolites) มักกระทําในอาหารเหลวที่บรรจุในขวดเขยา (flasks) ขนาด 250 
มิลลิลิตร (Stritzke et  al., 2004; Cai et  al., 2005) และอยางไรก็ตามการเลี้ยงเชื้อเพื่อทดสอบหรือคัด
กรอง (screening) วาเชื้อที่แยกไดมีความสามารถในการสรางสารที่มีคุณสมบัติเปนที่ตองการนั้นมี
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ขอจํากัดอยูหลายประการดวยกัน เชน ความยุงยากในการเตรียมอาหารหลายๆ สูตรที่มีความ
เหมาะสม ความสิ้นเปลืองทั้งในดานคาใชจาย เวลา และวัสดุอุปกรณที่เกี่ยวของตลอดถึงปริมาณ
สารเคมีและตัวทําละลายที่ใชในการสกัดซึ่งขึ้นอยูกับปริมาณของอาหารเลี้ยงเชื้อ ซ่ึงเปนอุปสรรคที่
สําคัญในการทดสอบความสามารถของเชื้อจุลินทรียในการสรางสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพจํานวนมาก
พรอมๆกัน และการเลี้ยงเชื้อในระดับขวดเขยาขนาด 250 มิลลิลิตร มักเปนวิธีการที่นิยมใชใน
หองปฏิบัติการอยางแพรหลาย แตก็มีขอจํากัดในเรื่องของอุปกรณที่ตองใช ในขณะที่ปจจุบันวิธีการ
ทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพหลายชนิดโดยเฉพาะการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง
และจุลินทรียไดพัฒนาไปมากจนถึงระดับที่สามารถทดสอบสารตัวอยางที่มีปริมาณเพียงเล็กนอยใน
ระดับของหนวยมิลลิกรัมและไมโครกรัม จึงไมจําเปนตองใชสารสกัดในปริมาณที่มากอีกตอไป 
การศึกษาวิธีการเลี้ยงเชื้อที่มีขนาดเล็กลง (miniaturization) จึงมีความเปนไปไดที่จะใชสําหรับการ
เล้ียงเชื้อเพื่อผลิตสารสกัดหยาบสําหรับการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพที่ตองการ ดังนั้นการศึกษาและ
เปรียบเทียบวิธีการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทในแบบตางๆ คือ การเลี้ยงเชื้อใน 24-well plates และการ
เล้ียงเชื้อใน scintillation vials โดยใชสูตรอาหารที่แตกตางกันเทียบกับการเลี้ยงเชื้อในระดับขวด
เขยาจึงมีความสําคัญในการพัฒนาวิธีการคัดกรองเชื้อซ่ึงการเลี้ยงเช้ือใน 24-well plates และการเลี้ยง
เชื้อใน scintillation vials เปนการลดขนาดของการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทลง ทําใหสามารถเลี้ยงเชื้อ
ไดพรอมๆ กันเปนจํานวนมาก รวมถึงการใชสารเคมีและตัวทําละลายในปริมาณที่ลดลง อันจะ
นําไปสูวิธีการคัดกรองสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น 
 
ตรวจเอกสาร 
 
1.  แอคติโนมัยสที (Actinomycetes) 

 
เชื้อแอคติโนมัยสีทเปนกลุมแบคที เ รียแกรมบวกเปนแบคที เ รียที่ จัดอยู ใน  order 

Actinomycetales (Miyadoh, 1997) และไดรับการจัดใหอยูในกลุมของแบคทีเรีย เนื่องจากไมมีเยื่อ
หุมนิวเคลียส และไมโทคอนเดรีย (Goodfellow and Brand, 1980) โดยถูกจัดไดวาเปนแบคทีเรียที่
แทจริง เนื่องจากมีลักษณะที่สําคัญ คือ ผนังเซลลที่ประกอบดวยช้ันของเปปทิโดไกลแคน 
(peptidoglycan) กรดมิวรามิก (muramic acid) กรดไดอะมิโนไพมีริค (diaminopimeric acid) แตไมมี
สวนของไคติน (chitin)  และเซลลูโลส (cellulose) เปนองคประกอบ แอคติโนมัยสีทมีลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาที่หลากหลายตั้งแตลักษณะเปนทรงกลม ทอน และเปนเสนสายคลายเชื้อราที่มีการแตก
แขนงและมีการแตกหักของเสนใยเพื่อสรางสปอรบนเสนใยอากาศ (aerial mycelium)  แอคติโนมัย
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สีทสวนใหญเปนกลุมแบคทีเรียที่ตองการออกซิเจนในการเจริญเติบโต ยกเวนบางชนิดที่ไมตองการ
หรือตองการออกซิเจนเพียงเล็กนอยในการเจริญเติบโต ลักษณะของแอคติโนมัยสีทจะมีความสําคัญ
ตอการจัดจําแนกแบคทีเรียกลุมนี้ในระดับ Family และ Genus นอกจากนี้วิธีการทาง 
Chemotaxonomy เชน การวิเคราะหกรดอะมิโนซึ่งเปนองคประกอบของผนังเซลล และชนิดของ
น้ําตาลก็ยังมีความสําคัญในการจัดจําแนกแอคติโนมัยสีทในระดับที่ละเอียดมากขึ้น นอกจากนั้นยังง
อาศัยความแตกตางของลําดับเบสใน 16s และ 23s ribosomal RNA เพื่อชวยจัดกลุมแบคทีเรียชนิดนี้
ในระดับ species ไดอีกดวย และลักษณะที่สําคัญอีกประการหนึ่งที่ทําใหแอคติโนมัยสีทตางจาก
แบคทีเรียแกรมบวกอื่นๆ คือ มีเปอรเซ็นตเบสกวานีน (guanine) และไซโตซีน (cytosine) ในดีเอ็นเอ
มากกวา 55 ในขณะที่แบคทีเรียแกรมบวกทั่วไปมีเปอรเซ็นตเบสกวานีนและไซโตซีนในดีเอ็นเอ     
ต่ํากวา 50 เชน Bacillus, Clostridium, Staphylococcus และ Streptococcus (Glazer and Nikaido, 
1994) และวัฏจักรชีวิตของแอคติโนมัยสีทแสดงดังภาพที่ 1 ซ่ึงวัฎจักรชีวิตของแอคติโนมัยสีทจะ
เร่ิมตนจากการสรางเสนใยใตพื้นผิวอาหาร เพื่อใชสารอาหารในการเจริญเติบโต และภายหลังจะมี
การสรางเสนใยอากาศเพื่อใชสืบพันธุ 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) มีลักษณะตางกันคือ การเจริญของเชื้อในอาหารเหลวเซลลจะจับกันเปนกลุมของเสนใยที่
เรียกวา pellets แตสําหรับเชื้อบางชนิด เชน Norcadia coralline เมื่อเจริญในอาหารเหลวที่มีการเขยา
เพื่อใหอากาศ พบวาเชื้อจะมีลักษณะเปนรูปแทง (rod) มีการแบงเซลลแบบทวีคูณ (binary fission) 
และแบบแตกหักของเสนใย (fragmentation) เมื่อหยุดการเจริญเติบโต ในขณะที่การเจริญบนอาหาร
แข็งที่มีสวนประกอบของอาหารเชนเดียวกับในอาหารเหลว เชื้อเจริญแบบสรางเสนใย (filamentous 
form) ในลักษณะที่ยึดติด แนนกับผิวหนาวุน และมีการแตกหักของเสนใยเมื่อมีอายุมากขึ้น 
โดยทั่วไปลักษณะการเจริญของเชื้อบนอาหารแข็งจะมีลักษณะของโคโลนีที่แตกตางขึ้นอยูกับชนิด
ของเชื้อสามารถพบได 3 แบบ คือ 

1.โคโลนีแบบหยาบหรือเรียบยึดเกาะกับผิวหนาอาหารอยางหลวมๆ เปนการสรางเสนใย
เหนือผิวอาหารปกคลุมผิวหนาอาหารมักพบในแอคติโนมัยสีทที่มีการเจริญของเสนใยที่ไมแนนอน 

2.โคโลนีที่ไมมีเสนใยใตผิวอาหารแตมีเสนใยเหนือผิวอาหารที่ยึดเกาะกับอาหารดวยสวน
พิเศษที่เรียกวา holdfast 

3.โคโลนีที่มีลักษณะเกาะกันแนนคลายแผนหนังจะมีเสนใยเหนือผิวอาหารที่คอนขางโปง
และยึดกับเสนใยใตผิวอาหาร 
 
             1.1 สัณฐานวิทยาแอคติโนมัยสีท 
                   1.1.1 โครงสรางภายในของโคโลนี 
              แอคติโนมัยสีทมีลักษณะเปนเสนใยคลายราแตมีขนาดเล็กกวา คือ มีขนาดประมาณ 
0.4-1.2 ไมโครเมตร มีการสรางผนังกั้นเสนใยแบบตางๆ ขึ้นอยูกับชนิดของเชื้อและมีการเจริญโดย
สามารถแตกแขนงบริเวณปลาย สําหรับโครงสรางหลักในเสนใยพบวาในไซโตพลาสซึมจะ
ประกอบไปดวย  สายดี เอ็นเอ  ไรโบโซม  และสารตางๆรวมอยูดวยกัน  เชน  ไขมัน  หรือ 
polysaccharides, polyphosphates โดยสวนของผนังเซลลที่อยูติดกับสวนของไซโตพลาสซึม ทําให
เกิดเปนมีโซโซม ซ่ึงเปนสวนที่อยูติดกับโครงสรางของผนังเซลล ผนังเซลลของเสนใยมีคุณสมบัติ
เปนผนังชั้นเดียว ความหนาประมาณ 10-20 นาโนเมตร และมีการสรางผนังกั้น หรือเรียกวา septum 
ซ่ึงสรางในขณะที่เสนใยมีการเจริญ แสดงดังภาพที่ 2 
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 ภาพที่ 2  โครงสรางของเสนใยอากาศของแอคติโนมัยสีท  
  cp  : ไซโตพลาสซึม                           pm : ช้ันผนังพลาสมา 
  cw  : ผนังเซลล                                    me : มีโซโซม                                                                   
  se    : ผนังกั้นเซลล                           ri  :  ไรโบโซม                                                         
  DNA : บริเวณที่มีสารพันธุกรรม         re : บริเวณแหลงพลังงาน 

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 การสรางโคโลนี 
               โคโลนีของแอคติโนมัยสีทเกิดจากการรวมตัวกันของเสนใย ทําใหเสนใยมีความ
หนาแนนเกิดเปนโคโลนี สําหรับการสรางโคโลนีนั้น เร่ิมตนจากการลงเชื้อในอาหารแข็ง โดยอาจ
เกิดจากสปอร อับสปอร สวนของเสนใยที่หักหรือจากบางสวนของโคโลนีเดิม (ภาพที่ 3A) หลังจาก
นั้นมีการพัฒนาเปนเสนใยอาหาร (substrate mycelium) (ภาพที่ 3B) และหลังจากนั้นเสนใยอาหาร
เจริญโดยการแทงผานอาหารขึ้นมาเปนเสนใยอากาศ (aerial mycelium) (ภาพที่ 3C) ซ่ึงเปนสวนที่
สัมผัสกับอากาศโดยตรง ดังแสดงในภาพที่ 3 ตอมาไดมีการเปลี่ยนแปลงลักษณะโคโลนี เชน การ
สรางสปอร 
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 ภาพที่ 3   ขั้นตอนการสรางโคโลนีของแอคติโนมัยสีท 

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

  
            ลักษณะของโคโลนีมีความแตกตางกันในแตละสปชีส เชนใน Streptomyces ที่มีทั้ง
เสนใยอากาศ และเสนใยอาหาร และในบางครั้งอาจไมพบการสรางเสนใยอากาศในสายพันธุ 
Micromonospora หรือบางกรณีในระยะที่มีการสรางเสนใยอาหารมีความสมบูรณ เนื่องจากมีความ
เหมาะสมทางสภาพแวดลอมเพื่อใชในการเจริญ จึงสงผลใหการสรางเสนใยอากาศสั้นลง โดยพบวา
โครงสรางหลักของโคโลนีขึ้นกับเสนใยอากาศและเสนใยอาหาร ถาหากเสนใยถูกจํากัดทําใหมีเสน
ใยอากาศสั้น โคโลนีอาจฟูหรือเรียบแบน ผิวของโคโลนีอาจมีลักษณะเรียบ ขรุขระ นูน หรือเปน
เกล็ด โคโลนีของแอคติโนมัยสีท สามารถสรางสีได เชน สีขาว สีเหลือง สีชมพู สีแดง สีน้ําตาลดํา 
เปนตน 
 1.1.3 ชนิดของสปอร 
         แอคติโนมัยสีทสรางสปอรโดยสามารถแบงไดเปน 3 แบบตามลักษณะโครงสราง
ภายนอก คือ สปอรเดี่ยว ลักษณะเปนสาย และสรางสปอรในอับสปอร 

        (1.) การสรางสปอรแบบเดี่ยว 
               สําหรับการสรางสปอรในลักษณะนี้ เรียกวา monosporous พบในหลายสกุล ใน 
Thermomonospora สรางสปอรเดี่ยวบนเสนใยอากาศที่ปลายกานชูสปอรที่แตกแขนงหรือไมแตก
แขนง การแตกแขนงทําใหเกิดการสรางเปนกลุมของสปอร ในสกุลอ่ืนๆที่มีการสรางสปอรเดี่ยว
ไดแก Saccharomonospora มีการสรางสปอรเดี่ยวรูปไขที่ปลายเสนใยอากาศ ดังแสดงในภาพที่ 4 
ลักษณะการสรางสปอรเดี่ยวของ Micromonospora, Thermomonospora และ Saccharomonospora 
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ภาพที่ 4  การสรางสปอรเดี่ยวของแอคติโนมัยสีทในสกลุตางๆ พบใน 
  A. Micromonospora  
  B. Thermommonospora 
  C. Saccharomonospora 
Figure 4. Single spore production 
  A. Micromonospora  
  B. Thermommonospora 
  C. Saccharomonospora 

 ที่มา : Vobis (1997) 
  
       (2.) การสรางสปอรแบบสาย 
             การสรางสปอรของแอคติโนมัยสีทจะสรางในลักษณะนี้เปนสวนมาก สามารถแบง
ลักษณะของสายสปอร โดยพิจารณาจากความยาวหรือจํานวนสปอร เชน disposrous หรือ bisporous, 
oligosporous และ polysporous 
  (3.) การสรางสปอรจํานวนมาก 
      โดยพบวาจุลินทรียในกลุม Streptomyces มีการสรางสปอรที่เปนสายมากกวา 50 
สปอร ซ่ึงสปอรของ Streptomyces และแอคติโนมัยสีทชนิดอื่นที่สามารถสรางสปอรมาก เรียก
สปอรเหลานี้วา arthospores โดย arthospores ดังกลาวมีความสอดคลองกับ arthospores ของเชื้อรา
ในกลุม Deuteromycoitna ที่สรางสายของสปอรและมีการแตกหักของเสนใย ซ่ึงความแตกตางของ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสายสปอรสามารถใชเปนมาตรฐานในการจัดหมวดหมูได การสราง
เสนใยอากาศของ Streptomyces  สามารถแบงไดเปน 4 ลักษณะดังภาพที่ 6 
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   ภาพที่ 5  การสรางสปอรรูปแบบตางๆของแอคติโนมัยสีท 
            A: สปอรแบบ disporous ของ Microbiospora  
            B: สปอรแบบ Oligosporous ของ Nocardia brevicatena  
            C: สปอรแบบ 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) พบวา ในบาง
กรณีการขดของสายสปอรจนเปนเกลียวแนน และมีการแยกของสายสปอร ทําใหเกิดลักษณะที่
คลายคลึงกับอับสปอร หรือ pycnidia เชน Actinosporangium และ Actinopynidium ที่จัดอยูในกลุม
ของ Streptomyces และจากการรายงานของ Embley (1992) พบวา เชื้อที่อยูในวงศ 
Pseudonocardiaceae มีการสรางสปอรแบบจํานวนมาก เชื้อสายพันธุ Pseudonocardia มีการสราง
สายสปอรไดทั้งในสายใยอาหารและในสายใยอากาศ โดยมีการสรางสายสปอรแบบซิกแซก และใน
สายพันธุ Actinokineospora สรางสปอรจํานวนมากเชนกัน และสปอรของเชื้อสายพันธุนี้สามารถ
เคลื่อนที่ได 
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 ภาพที่ 6  การสรางสปอรแบบสายยาวของ Streptomyces  
  A: ลักษณะสปอรเปนสายตรง 
  B: ลักษณะสปอรเปนสายคลายขอ (hook) เปนวงเปดเปนเกลียวซอนทับกัน  
    1-3 ช้ัน 
  C: ลักษณะสายสปอรเปนเกลียว แบงออกเปน 2 แบบ คือ เปนเกลียววงปด  
      และเปนเกลียววงเปด เกลียวยาว และไมติดกันแนน 
  D: ลักษณะสายสปอรขดเปนเกลียวคลายกนหอย และแตกแขนงออกเปนชอ 
 Figure 6. Spore production in long chains of actinomycetes. 
   A: Rectiflexibiles  
  B: Retinaculiaperti  
  C: Spira  
  D: Verticillati  

ที่มา : Vobis (1997) 
 

            1.1.4 การสรางสปอรในอับสปอร  
         การสรางสปอรในอับสปอร (sporangia) มีหลายสายพันธุ สามารถแบงกลุมการสราง
สปอรไดเปน 2 กลุม คือ กลุมที่สรางอับสปอรบนเสนใยผิวอาหาร และกลุมที่สรางอับสปอรบนเสน
ใยที่ชูขึ้นในอากาศ 
         (1.) กลุมที่สรางอับสปอรบนเสนใยผิวอาหาร ไดแก Actinoplanes อับสปอรมีลักษณะ
เปนทรงกลม เสนผานศูนยกลาง 5-15 ไมโครเมตร สปอรตอกันเปนสายและมีการแตกแขนงขดเปน
กอนอยูภายในผนังโดยถูกหอหุมไว โดยพบวาสายพันธุ Ampullariella สามารถสรางอับสปอรบน
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เสนใยอาหารไดหลายรูปแบบ เชน ทรงกลม ทรงกระบอก แบบเปนพู เปนตน ดังแสดงในภาพที่ 7 
ซ่ึงโดยเฉลี่ยแลวอับสปอรมีความกวาง 10 ไมโครเมตร และความยาว 15 ไมโครเมตร 
 
 
 
 

 
 
 
 ภาพที่ 7  รูปทรงของอับสปอรที่เจริญบนเสนใยอาหาร 

  A. อับสปอรของสกุล Actinoplanes รวมทั้ง Ampullariella 
             1. ทรงกลม 2. ทรงกระบอก 3. เปนพู 4. กึ่งทรงกลม 5. ไมเปนรูปทรง 
  B. อับสปอรของสกุล Pilimelia  
         6. ทรงรี 7. รูประฆัง 8. ทรงกระบอก 
  C. อับสปอรของสกุล 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.) กลุมที่สรางอับสปอรบนสายใยที่ชูขึ้นในอากาศ ไดแก  Planomonospora อับ
สปอรมีลักษณะเปนทรงกระบอก ภายในมีหนึ่งสปอร (Vebis, 1986) Planobispora มีสปอรคูกันอยู
ภายในอับสปอร (Thiemann และ Beretta, 1968) Streptosporangium โดยสวนใหญอับสปอรเปน
ทรงกลมเสนผานศูนยกลาง 10 ไมโครเมตร มีการสรางผนังกั้นเปนสปอรเดี่ยวตอกันเปนสายยาวขด
อยูภายในอับสปอร (Williams และ Sharples, 1976 ; Petrolini et  al.,1992 อางโดย Vobis, 1997) 
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 ภาพที่ 8 รูปทรงของอับสปอรที่เจริญบนเสนใยอากาศ 

A. อับสปอรของสกุล Planomonospora แบบ monosporous สปอรรูปทรงกระบอง 
B. อับสปอรของสกุล Planobispora แบบ disporous สปอรรูปทรงกระบอก 
C. อับสปอรของสกุล Planotatraspora แบบ tetrasporous สปอรรูปทรงกระบอก 
D. อับสปอรของสกุล Planopolyspora แบบ polysporous สปอรรูปทรงคลายทอ 
E. อับสปอรของสกุล Spirillospora แบบ polysporous สปอรรูปทรงกลม 
F.     อับสปอรของสกุล Streptosporangium แบบ polysporous สปอรรูปทรงกลม 

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

 ที่มา : Vobis (1997) 
 

1.1.5 องคประกอบของผนังเซลลแอคติโนมัยสีท 
                    เมื่อพิจารณาองคประกอบทางเคมีของแอคติโนมัยสีทจากกรดอะมิโนที่ เปน
สวนประกอบของผนังเซลล (major wall amino acid) และชนิดของน้ําตาลที่เปนสวนประกอบอยู
ในนเซลลทั้งหมด (whole cell hydrolyzed) สามารถแบงผนังเซลลของแอคติโนมัยสีทออกไดเปน 4 
ชนิด แสดงดังตารางที่ 1 และสามารถจัดแบบแผนน้ําตาลของแอคติโนมัยสีทไดดังแสดงในตารางที่ 
2 
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ตารางที่ 1 องคประกอบทางเคมีผนังเซลลของแอคติโนมัยสีท 
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 เลม 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 เลม 4 (William, 1989) 
 
2. การจัดจําแนกแอคติโนมัยสีท (Classification of actinomycetes) 
  
 โดยทั่วไปการจัดจําแนกแอคติโนมัยสีทอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา เชน ลักษณะของ
เสนใยอากาศ เสนใยอาหาร โคนิเดีย สปอร และอับสปอร นอกจากที่ไดกลาวมาขางตนนั้นสามารถ
จัดแบงกลุมโดยอาศัยการวิเคราะหองคประกอบทางเคมี เชนการวิเคราะหองคประกอบของผนัง
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เซลล การวิเคราะหน้ําตาลซึ่งเปนองคประกอบของผนังเซลล รูปแบบของฟอสโฟลิปด และ
ประเภททของเมนาควิโนน เปนตน เมื่อใชลักษณะทางสัณฐานวิทยา และองคประกอบทางเคมีของ
เซลลในการพิจารณา ทําใหสามารถจัดกลุมแอคติโนมัยสีทไดเปน 8 กลุม ไดแก Nocardioform 
actinomycetes, Actinomycetes with multilocular sporangia, Actinoplanetes, Streptomycetes, 
Maduromycetes, Thermomonospora, Thermoactinomycetes และสกุลอ่ืนๆที่ไมสามารถจัดอยูใน
กลุมที่กลาวมาได โดยอาศัยการจัดจําแนกจาก Bergey’s Manual of systematic Bacteriology เลม 4 
(William, 1989)  

2.1 Nocardioform actinomycetes 
 สําหรับแอคติโนมัยสีทในกลุมนี้มีลักษณะที่แตกตางกัน สวนมากจะมีการแตกหักของเสน
ใยเปนแบบแทงหรือกลม บางสายพันธุมีการสรางเสนใยอากาศ บางสายพันธุสามารถสรางโคนิเดีย 
Nocardioforms เปนกลุมที่เสนใยมีการแตกหักเปนแทงหรือกลม บางชนิดสามารถสรางโคนิเดีย   
แอคติโนมัยสีทกลุมนี้ทุกสกุลเปนพวกที่ตองการอากาศในการเจริญ ยกเวน Oerskoviae ซ่ึงเปนพวก
ที่ตองการอากาศเล็กนอยในการเจริญ เชื้อในกลุมนี้มีผนังเซลลเปนแบบ I (L – DAP และ glycine) 
ในสกุล Nocardia และ Rhodococcus ที่ผนังเซลลจะมี mycolic acid และมีน้ําตาลในเซลลเปน type 
A (Arabinose และ Galactose) โดยสกุล Nocardia และ Rhodococcus มีเปอรเซ็นต G+C ใน DNA 
อยูระหวาง 64-72 เปอรเซ็นต และ 60-69 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

2.2 Actinomycetes with multilocular sporangia 
             เชื้อในกลุมนี้มีการสรางผนังกั้นแบบตามยาว และแบบตามขวาง สรางสปอรขนาดใหญ แอ
คติโนมัยสีทในกลุมนี้มีทั้งหมด 3 สกุล ไดแก Dermatophilus, Geodermatophilus และ Frankia โดย
มีลักษณะแตกตางกันคือ เชื้อสกุล Geodermatophilus ซ่ึงมีเสนสายงายๆ ที่ยังไมพัฒนามากนัก 
thallus ทั้งหมดสรางเปน sporangium สวนสกุล Dermatophilus เสนสายจะมีการพัฒนามากขึ้นมีการ
สราง multilocular sporangium แบบยาว โดยทั้งสองสายพันธุขางตน สรางสปอรที่สามารถเคลื่อนที่
ได และสกุล Frankia สามารถตรึงกาซไนโตรเจนไดในสภาพไมโครแอโรฟลิก มีการสราง 
sporangium และ filament ทั้งบริเวณ intercalary swelling ตอนปลายหรือบนกิ่ง lateral branches 
สรางสปอรที่เคลื่อนที่ไมไดและทั้ง 3 สกุลจะไมพบการสรางเสนใยที่ชูขึ้นมาในอากาศ (aerial 
mycelium) 
             2.3 Actinoplanetes 
             แอคติโนมัยสีทในกลุมนี้มีทั้งสิ้น 5 สกุล ไดแก Actinoplanes, Ampullariella, Pilimelia, 
Dactylosporangium และ Micromonospora โดยสวนมากเชื้อในกลุมนี้อยูในน้ํา เพราะสรางสปอรที่
สามารถเคลื่อนที่ไดในน้ําในชวงหนึ่งของวงชีวิต ซ่ึงเชื้อที่มีการสรางเสนใยที่แข็งแรง ไมพบการ
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สรางเสนใยอากาศหรือมีการสรางนอย สปอรเคลื่อนที่ไดภายในอับสปอร (sporangia หรือ vesicles) 
ซ่ึงมีการพัฒนาใหไปอยูที่สวนปลายของ sporangiophore มีทั้งขนาดสั้นและยาว สปอรมักถูกสราง
อยูใน sporangium ที่ถูกปกคลุมไวดวยกิ่งกานที่แตกหัก หรืออาจเปนเสนใยของ sporogenous 
hyphae ตรงหรือขดเปนเกลียว สวนของ mutisporous sporangia มีหลายรูปราง ไดแก เชื้อในสกุล 
Actinoplanes, Ampullariella, Pilimelia และ Dactylosporangium ยกเวน Micromonospora ที่สราง
สปอรที่ไมเคลื่อนที่ (nonmotile spore) สรางสปอรแบบเดี่ยวๆไมมีกานหรือมีเพียงสั้นๆมักพบรวม
เปนกลุม มีลักษณะกลม รูปไขหรือวงรี ผนังหนาบางครั้งพบตุมหรือหนามที่ผนัง และลักษณะสําคัญ
ของเชื้อในกลุมนี้คือ เจริญโดยไมมีการแตกหัก มีการแตกกิ่งกานแลวสรางสปอรเปนสายอยูบนเสน
ใยที่มีผนังกั้น ผนังเซลลเปนแบบ III (meso – DAP และ OH – DAP) และมีน้ําตาลในเซลลเปน type 
D (Xylose และ Arabinose)  
             2.4 Streptomycetes และเชื้อในสกุลท่ีเก่ียวของ 

แอคติโนมัยสีทในกลุมนี้มีทัง้สิ้น 5 สกุล ไดแก Streptomyces, Streptoverticillium, 
Kineosporia, Intrasporangium และ Sporichthya ลักษณะที่สําคัญของเชื้อในกลุมนี้คือ เสนใยอากาศ
เปนแบบไมมผีนังกั้น และเมื่อเจริญเต็มที่จะสรางสปอรเปนลูกโซ มีจํานวนสปอรตั้งแต 3 ขึ้นไป 
เชน Streptomyces และ Streptoverticillium สวนในสกุล, Kineosporia, Intrasporangium และ 
Sporichthya มีการสรางสายใยอากาศนอย หรืออาจไมสราง และสปอรมีลักษณะทีแ่ตกตางกัน
ออกไป ลักษณะบริเวณผิวของโคโลนีมีลักษณะยนเมือ่มีอายุมาก สปอรที่สรางขึ้นบริเวณผวิหนา
ของเสนใยมีลักษณะเปนฝุนผง เชื้อในกลุมนี้มี L – DAP ผนังเซลลเปนแบบ I และมีไกลซีนเปน
องคประกอบ  

2.5 Maduromycetes 
แอคติโนมัยสีทในกลุมนี้มีทั้งสิ้น 7 สกุล ไดแก Actinomadura, Microbispora, 

Microtetraspora, Planobispora, Planomonospora, Spirillospora และ Streptosporan- gium กลุมนี้
เปนพวกที่ตองการอากาศในการเจริญ สรางเสนใยราบที่มีการแตกแขนงไมมีสปอร แตมีเสนใยที่ชู
ขึ้นมาในอากาศซึ่งมีการสราง arthrospore ที่มีลักษณะเปนสายสั้น หรือใน sporangia ที่มี 1 ถึงหลาย
สปอร โดยพบวาในสกุล Microbispora มีการสรางสปอรสายส้ันๆ แบบสองสปอร (disporous) ใน
สกุล Actinomadura มีการสรางสปอรแบบหลากหลาย ในบางสายพันธุมีการสรางสปอรในอับ
สปอรแบบเคลื่อนที่ได ไดแก Planobispora, Planomonospora และ Spirillospora สวนสายพันธุมี
การสรางสปอรแบบเคลื่อนที่ไมได ไดแก Streptosporangium ผนังเซลลของเชื้อในกลุมนี้เปนแบบ 
III (meso– DAP) น้ําตาลในเซลลเปนแบบ type B คือน้ําตาล 3-O-methyl–D-galactose (madurose)  
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2.6 Thermomonospora และสกุลใกลเคียง 
แอคติโนมัยสีทในกลุมนี้มีทั้งสิ้น 4 สกุล ไดแก Thermomonospora, Actinosyn- nema, 

Nocardiopsis และ Streptoalloterichus โดยพบวา Thermomonospora สรางสปอรแบบเดี่ยว สวน
เชื้อ Actinosyn- nema และ Nocardiopsis สรางสปอรเปนสาย และเชื้อในกลุมของ 
Streptoalloterichus สรางสปอรภายในอับสปอร โดยเชื้อในกลุมนี้เปนเชื้อที่ตองการอากาศในการ
เจริญ และสรางสปอรอยูบนเสนใยที่แตกกิ่งกานชูขึ้นในอากาศ ผนังเซลลเปนแบบ III (meso – 
DAP) ไมมี mycolic acid ในชั้นเปปทิโดไกลแคน แตมี phospholipids, menaquinone และ fatty 
acids ซ่ึงเปนองคประกอยในเซลลที่แตกตางกัน ทําใหสามารถจัดกลุมไดเปน 3 กลุม ไดแก กลุมที่มี 
MK-9 (H4, H6 และ H8) เปน isoprenologes เชน T. sensu stricto, T. curvata เปนตน กลุมที่มี MK-9 
(H2) และMK-9(III, VIII-H4)เปน isoprenologes เชน T.chromogena, T. mesophila และกลุมสุดทาย
เปนกลุมที่มี MK-10(H6 และ H8) เปน isoprenologes เชน T. alba, T. fusa และ T. mesouviformis 
เปนตน  

2.7 Thermoactinomycetes 
ในกลุมนี้มี Thermoactinomyces เพียงสกุลเดียว เปนพวกที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิสูง สราง

สปอรเดี่ยวซ่ึงเปนเอ็นโดสปอรอยางแทจริง ทนความรอนไดดี   และมีคุณสมบัติของเอนโดสปอร
ของแบคทีเรียครบถวน มี G+C Content ต่ํากวาพวกแอคติโนมัยสีททั่วๆไป แตกลับมีความสัมพันธ 
ใกลเคียงกับพวก Bacillus และมีการพัฒนาสรางเสนใยอยางดี และมีสัณฐานวิทยาที่ตางจากพวก 
Bacillus 

นอกจากนั้นกลุมนี้มีการสรางเสนใยชูขึ้นในอากาศพวก T. dichotomous มีสีเหลืองสวนพวก
อ่ืนจะมีสีขาวทุกสปชีสเปนพวกตองการอากาศในการเจริญ และเปนพวกที่ชอบยอยสลายเศษซาก
และเกือบทั้งหมดเปนพวกที่ชอบเจริญในที่มีอุณหภูมิสูง เจริญไดไมดีที่อุณหภูมิต่ํากวา 45 องศา
เซลเซียสผนังเซลลกลุมนี้เปนแบบที่ III (meso-DAP) แตจะไมมีลักษณะของน้ําตาลและ amino acid 
สวน menaquinone เปนแบบไมอ่ิมตัวเชน MK-7 หรือ MK-9 ในสปอรมี dipicolinic acid อยูดวย 

2.8 กลุมอ่ืนๆ  
แอคติโนมัยสีทในกลุมนี้เปนกลุมที่ยังหาความสัมพันธกับแอคติโนมัยสีทกลุมอื่นๆไมได 

ทําใหไมสามารถจัดเขาอยูในกลุมอื่นได มี 4 สกุล ประกอบดวย Glycomyces, Kibdelosporangium, 
Kitasatosporiaและ Saccharothrix โดยพบวาทุกสกุลมีการสรางสปอรบนสายใยอากาศ             
ดังนั้นสามารถสรุปลักษณะที่สําคัญของแอคติโนมัยสีทดังแสดงในตารางที่ 3 และการจัดจําแนก   
แอคติโนมัยสีทดังแสดงในตารางที่ 4 
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ตารางที่ 3 ลักษณะที่สําคัญของแอคติโนมยัสีททั้ง 7 กลุม                                                                      
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 การจัดจําแนกกลุมของแอคติโนมัยสีทใน 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 (ตอ)  
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 (ตอ)  
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. แอคติโนมัยสีทท่ีแยกไดจากทะเล  
   
  แอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากทะเลสามารถแยกไดจากความลึกในระดับที่แตกตางกัน      
และแอคติโนมัยสีทที่แยกไดโดยสวนใหญมาจากตะกอนดิน อาจเนื่องมาจากแอคติโนมัยสีทเปน     
จุลินทรียที่สามารถยอยสลายอินทรียวัตถุไดดี ดังแสดงในตารางที่ 5 
 
ตารางที่ 5 แอคติโนมัยสีทที่พบในทะเลที่ระดับความลึกตางๆ 
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 (ตอ) 
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. สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งท่ีไดจากแอคติโนมัยสีทท่ีไดจากทะเล 

สารในกลุมที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งจัดไดวาเปนสารที่มีความสําคัญมากกลุม
หนึ่ง เนื่องจากในปจจุบันพบไดวาสาเหตุหลักของการตายของประชากรโลก นั่นคือโรคมะเร็ง และ
โรคมะเร็งก็เปนอีกโรคหนึ่งที่มีความสามารถในการดื้อยา ทําใหไมสามารถที่จะรักษาโรคที่เกิดขึ้น
ใหหายขาดได และยารักษาโรคมะเร็งที่ใชอยูในปจจุบันมีผลขางเคียงตอผูปวยสูง จึงไดมีความ
พยายามในการคนหาสารชนิดใหมๆ เพื่อนํามาใชในการรักษาโรคเหลานี้ ซ่ึงเปนสารที่มีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพจากแอคติโนมัยสีทที่มาจากทะเล และมีรายงานเกี่ยวกับสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งจาก  
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แอคติโนมัยสีทที่ไดจากทะเลดังแสดงตามรายงานดังตอไปนี้ และสามารถสรุปสารที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
เซลลมะเร็งจากแอคติโนมัยสีทที่ไดจากทะเลดังแสดงในตารางที่ 6 
            Schumacher และคณะ (1995) แยก Streptomyces sp. สายพันธุ PC1/B2 จากตะกอนดินที่
ระดับความลึก 4,680 เมตร โดยวิธี serial dilution จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบวาเชื้อ
ที่แยกไดสามารถสรางสปอรสีเหลืองขาวบนเสนใยที่ชูขึ้นในอากาศ และมี arthrospore แบบ 
sheathed chain สีเหลืองปานกลาง ที่มีจํานวน 20-30 สปอรตอสายใน substrate mycelium เชื้อชนิดนี้
สามารถสรางสารได 3 ชนิด โดยเปนสารชนิดใหมในกลุม pluramycin ที่เรียกวา γ-indomycinone 
(ภาพที่ 9a) และอีก 2 ชนิดคือสารที่มีรายงานกอนหนานี้คือ rubiflavinone C-1 (ภาพที่ 9b) และ ß-
indomycinone (ภาพที่ 9c) จากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งพบวา rubiflavinone 
C-1 มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งปากมดลูก (KB cell) โดยมีคา MIC นอยกวาหรือเทากับ 
0.001 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
 

 
 
 
(a)                                                 (b)                                        (c)                                                                                    
 
ภาพที่ 9   สูตรโครงสราง 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 รัฐแคลิฟอรเนีย 
ประเทศสหรัฐอเมริกา เชื้อดังกลาวสามารถสรางสารชนิดใหมคือ neomarinone (ภาพท่ี 10a) และ
สารที่เปนอนุพันธอีก 3 ชนิด คือ isomarinone (ภาพที่ 10b), hydroxy- debromomarinone (ภาพที่ 
10c) และ methoxydebromomarinone (ภาพที่ 10d) โดยจัดอยูในกลุม ses-quiterpene รวมกับ 
polyketide-derived carbon skeleton สารดังกลาวทั้งหมดมีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของ
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เซลลมะเร็งไดปานกลาง โดยสามารถยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งลําไส (HCT-116 colon 
carcinoma) ดวยคา IC50 เทากับ 8.0 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
 
 
 
 
 
                                 (a)                                                       (b) 
                                 
 
 
 
 
 

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

ภาพที่ 10   สูตรโครงสราง 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) ทําการแยกแอคติโนมัยสีทจากสัตวทะเลที่ไมมีกระดูกสันหลัง เชน 

sea hare, sea anemone และพืชทะเลชนิดอื่นๆ ซ่ึงแอคติโนมัยสีทที่แยกไดสวนใหญจัดอยูในกลุม 
Streptomyces sp. และ Micromonospora sp. โดยเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในอาหารเหลวกอนที่จะนํามา
สกัดน้ําเลี้ยงรวมทั้งตัวเซลล จากนั้นสกัดดวยตัวทําละลายเอทิลอะซิเตทจะไดสารสกัดหยาบ เมื่อด
สอบฤทธิ์ชีวภาพของสารสกัดจากแอคติโนมัยสีทโดยเลือกแบบสุม พบวามีสารสกัดที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
การเจริญของจุลินทรียถึง 43.6% และเมื่อทดสอบคุณสมบัติ cytotoxic activity โดยวิธี MTT assay 
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และ DNA target activity ในเซลล P-388 lymphocytic leukemia และเซลลมะเร็งลําไส ( KB cells, 
HLF cells และ CNE cells ) พบวามีสารสกัดที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลดังกลาว 20% และมีฤทธิ์ inducing 
ตอเซลลดังกลาวเพียง 3% 

He และคณะ (2001) แยกแอคติโนมัยสีทสายพันธุ LL-371366 พบวาเปนเชื้อสายพันธุ 
Micromonospora lomaivitiensis จากการทดลองเลี้ยงเชื้อดังกลาวในอาหารที่มีน้ําทะเล และเรซิน 
HP20 สามารถแยกสาร lomaviticins A (ภาพที่ 11a) และ B (ภาพที่ 11b) ไดจากสารสกัดหยาบที่ถูก
ดูดซับไวดวย    เรซิน ผลการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งจุลินทรียพบวา lomaviticins A และ B สามารถ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย Staphylococcus aureus และEntercoccus faecilium ไดและจากการ
ทดสอบการปองกันการทําลาย DNAโดยวิธี Biochemical Induction Assay (BIA) พบวา 
lomaviticins A และ B สามารถปองกันการทําลาย DNA ได โดยมีคา MIC นอยกวาหรือเทากับ 0.1 
นาโนกรัมตอมิลลิลิตร อีกทั้งพบวา lomaviticins A ยังมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งไดอีก
ดวย ( IC50 เทากับ 0.01-98.0 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร) 
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(b) 
ภาพที่ 11   สูตรโครงสราง lomaviticins A (a) และ B (b) 
Figure 11. Chemical structures of lomaviticins A (a) and B (b).   
ที่มา: He และคณะ(2001) 
  
 Tsuda และคณะ (2005) ไดทําการสกัดสารจากเชื้อ Nocardia brasiliensis สายพันธุ IFM 
0995 ไดสารชนิดใหม คือ Brasilibactin A (ภาพที ่ 12a) ซ่ึงเปนสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย ไดแก 
Micrococcus luteus และStaphylococcus aureus ที่ MIC เทากับ 0.73 และ 4.5 mg/mL ตามลําดับ 

และสารชนิดนี้ยังมีความเปนพิษตอเซลลมะเร็งชนิด murine leukemia L1210 และ เซลลมะเร็งชนิด 
epidermoid carcinoma KB cells ที่ IC50 เทากับ0.02 และ 0.04 �g/mL ตามลําดับ 
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ภาพที่ 12   สูตรโครงสราง Brasilibactin A (a)   
Figure 12. Chemical structure of Brasilibactin A (a).   
ที่มา: Tsuda และคณะ (2005) 
 Manam และคณะ (2005) ไดทําการแยกเชื้อสายพันธุ Streptomyces nodosus (NPS007994) 
จากตะกอนดินบริเวณ Scripps Canyon, La Jolla, California โดยพบวาเชื้อสายพันธุนี้สามารถผลิต
สารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ สารนี้มีช่ือวา Lajollamycin (ภาพที่ 13a) สามารถยับยั้งไดทั้งกิจกรรมการดื้อ
ยาของเชื้อแบคทีเรีย (Staphylococcus aureus - methicillin resistant, Streptococcus 
pneumoniae - penicillin resistant, Enterococcus faecium - vancomycin resistant โดยมีคา 
MIC เทากับ 5, 1.5 และ 20 µg/mL) และความไวตอยาของเชื้อแบคทีเรีย (Staphylococcus aureus - 
methicillin sensitive, Streptococcus pneumoniae - penicillin sensitive, Enterococcus faecalis - 
vancomycin sensitive โดยมีคา MIC เทากับ 4, 2 และ 14 µg/mL) ซ่ึงสารชนิดนี้จัดเปนสารปฏิชีวนะ
ในกลุมของ nitro-tetraene spiro-�-lactone-�-lactam antibiotic รวมทั้งยังสามารถยับยั้งการเจริญ
ของเซลลมะเร็งชนิด Murine melanoma cell line B16-F10 ที่ EC50 เทากับ 9.6 µM. 
 
 
 

 
(a) 

ภาพที่ 13   สูตรโครงสราง Lajollamycin (a)   
Figure 13. Chemical structure of Lajollamycin (a). 
ที่มา: Manam และคณะ (2005)   
  
 Soria-Mercado และคณะ (2005) ไดทําการแยกเชื้อแอคติโนมัยสีทจากตะกอนดินที่เก็บ
บริเวณ Lajolla รัฐแคลิฟอรเนีย ที่ระดับความลึก 152 เมตร เมื่อวิเคราะหโดยใชแผนภูมิตนไมแสดง
ความสัมพันธของเชื้อแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากทะเลสายพันธ CNQ-525 และพบวาเชื้อแอคติโน
มัยสีทสายพันธุนี้เปนเชื้อ Streptomyces sp. สายพันธุใหม ที่อยูในกลุม MAR4 เมื่อทําการลี้ยงเชื้อ
สารพันธุนี้ในอาหารเหลวที่มีเรซิน Amberlite XAD-7 บรรจุอยู โดยเลี้ยงเปนระยะเวลา 9 วัน 
จากนั้นสกัดสารที่อยูในเรซินดวยตัวทําละลายอะซีโตน พบสาร Terpenoid Chloro-Dihydroquinone 
ชนิดใหม 3 ชนิด (ภาพที่ 14a-c) และยังมีสารอีก 2 ชนิด (ภาพที่ 14d, e) ที่จัดไดวาเปนสารชนิดนี้แต
มีคลอรีนเปนสารประกอบอยูในโครงสรางของสาร Terpenoid Chloro-Dihydroquinone นี้ดวย สาร 
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Terpenoid Chloro-Dihydroquinone (ภาพที่ 14a-e) เมื่อทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง
ดวยวิธีMTT assay ในการวิเคราะห พบวามีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งลําไสชนิด HCT-116 
ที่คา IC50 เทากับ 2.40, 0.97 และ 1.84 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และพบวาสารดังกลาวมี
ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) ที่มีคา MIC 
เทากับ 1.95, 15.6, 1.95 และ 1.90 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ และมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรีย vancomycin-resistant Enterococcus faecium (MRSA) ที่มีคา MIC เทากับ 3.90, 15.6, 
1.95 และ 3.90 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
 
 
 
 
 
 
                                           (a)                                              (b) 
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ภาพที่ 14   สูตรโครงสราง 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. สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งจากแอคติโนมัยสีทที่ไดจากทะเล 
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. (ตอ) 
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. (ตอ) 
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. (ตอ) 
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 (ตอ) 
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 (ตอ) 
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. สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียซ่ึงไดจากแอคติโนมัยสีทท่ีไดจากทะเล 
 นอกเหนือจากสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งชนิดตางๆแลวนั้น ยังพบวาแอคติโนมัยสีท 

สามารถผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียไดหลายชนิดรวมถึงสารชนิดใหมหลายชนิดที่
ซ่ึงผลิตจากแอคติโนมัยสีทที่ไดจากทะเลดังรายงานตอไปนี้ และสามารถสรุปสารที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
แบคทีเรียชนิดตางดังแสดงในตารางที่ 7 รวมถึงสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพอื่นๆ เชน สารที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
การสังเคราะห Lanosterol, สารยับยั้งการสังเคราะหเอนไซม chymase เปนตนดังแสดงในตารางที่ 8 
 Mukku และคณะ (2000) คนพบสารในกลุม antimycin ทั้งหมด 8 ชนิด โดยเปนสารที่
รายงานแลว 4 ชนิด และเปนสารกลุมบิวทิโนไลดชนิดใหมอีก 3 ชนิด ไดแก 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 
โดยที่เชื้อทั้งสองสายพันธุดังกลาวแยกไดจากตะกอนดินโคลนบริเวณปาชายเลน เมือง Auckland 
ประเทศนิวซีแลนด และจากการทดสอบคุณสมบัติการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย พบวา 4-
hydroxy-10-methyl-11-oxo-dodec-2-en-1,4-olide ไมสามารถยับยั้งการเจริญของ 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   สูตรโครงสราง 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) ไดทําการแยกสาร lorneamides A (ภาพที่ 16a) และ B (ภาพที่ 16b) 
ซ่ึงเปนสารอะโรมาติก เอไมดชนิดใหมท่ีจัดอยูในกลุม tri-alkyl-substituted benzenes ไดจากการ
เล้ียงแอคติโนมัยสีทสายพันธุ MST-MA190 ท่ีแยกจากตัวอยางทรายของชายหาดบริเวณเมือง Lorne 
รัฐวิกตอเรีย ประเทศออสเตรเลีย เมื่อทดสอบฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียของสารดังกลาวพบวา 
lorneamides A สามารถยับยั้งการเจริญของ Bacillus subtilis ( LD99 เทากับ 50.0 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร) 
 
 
 
 
 
                               (a)                                                           (b) 
ภาพที่ 16   สูตรโครงสราง lorneamides A (a) และ B (b) 
Figure 16. Chemical structures of lorneamides A (a) and B (b). 
ท่ีมา: Capon และคณะ (2000) 
  
 Charan และคณะ (2004) ไดทําการแยกเชื้อ Micromonospora sp. สายพันธุ DPJ12 จาก
เพรียงหวัหอม Didemnum proliferum ในบริเวณเกาะ Shishijima ประเทศญี่ปุน โดยเล้ียงในอาหาร
เหลวที่บรรจุเรซินชนิด HP20 เล้ียงเปนระยะเวลา 9 วัน หลังจากนัน้สกัดดวยตัวทําละลายเมทานอล 
ไดสารในกลุม Dibenzodiazepine alkaloid ซ่ึงพบวาเปนสารกลุมใหมท่ีมีช่ือวา Diazepinomycin 
(ภาพที่ 17a) มีฤทธ์ิในการยับยั้งแบคทีเรียไดด ี
 
 
 
 
                                                                            

(a) 
ภาพที่ 17   สูตรโครงสราง Diazepinomycin (a)  
Figure 17. Chemical structure of Diazepinomycin (a). 
ท่ีมา: Charan และคณะ (2004) 
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  Cai และคณะ (2005) ไดทําการศึกษาเชื้อสายพันธุ Streptomyces hygroscopicus 
ATCC25293 เปนเชื้อท่ีสามารถผลิตสารที่มีฤทธ์ิยับยั้งกิจกรรมการเจริญของแบคทีเรีย คือ Hygrocin 
A (ภาพที่ 18a) และ Hygrocin B (ภาพท่ี 18b)  ซ่ึงสารทั้งสองชนิดนี้จัดวาเปนสารใหมท่ีจัดอยูใน
กลุมของ ansamycin macrolides ซ่ึงเปนสารผลิตภัณฑธรรมชาติท่ีมีความนาสนใจ เชน 
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  ท่ีคา MIC เทากับ 128, 16, 128, 128, 64, 128, 128,16 และ 32 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ สวนสาร Hygrocin B มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของเชื้อ Staphylococcus aureus, 
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus faecalis1362/3, Haemophilus influenzae, Niesseria 
gonorheae, Escherichia coli 1074, Candida albicans ซ่ึงคา MIC ของเชื้อทดสอบทุกตัวมีคาเทากับ 
128 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร สวน Aspergillus fumigatus และ Aspergillus niger  มีคา MIC เทากับ 
32 และ 64 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
 
 
 
 
 
 
 
 
                        (a)                                                                      (b) 
 
ภาพที่ 18. สูตรโครงสราง 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 สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียจากแอคติโนมัยสีทที่ไดจากทะเล 
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 
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Antibacterial Singh et al., 2003 
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37 ตารางที่ 7 (ตอ) 
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 (ตอ) 
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 สารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพจากแอคติโนมัยสีทที่ไดจากทะเล 
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 
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40 ตารางที่ 8 (ตอ) 
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 (ตอ) 
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 (ตอ) 
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. ปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพของแอคติโนมยัสีทท่ีไดจากทะเล  
 
             6.1 ชนิดของเชื้อแอคติโนมยัสีท 
            แอคติโนมัยสีทสามารถผลิตสารไดมากมายหลายชนิดที่แตกตางกันไปตามชนิดและสาย
พันธุของเชื้อตัวอยางเชน Streptomyces sp. สามารถผลิต Caprolactones, Chinikomycins, 3,6-
disubstituted indoles  และ Trioxacarcins   ได ซ่ึงสารดังกลาวนอกจากจะสามารถยับยั้งเซลลมะเร็ง
ได รวมถึงสามารถผลิตสารที่มีฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรียและยับยั้งการเกิดไขมาลาเรียได  และพบวาแอคติ
โนมัยสีทในสกุลอ่ืนๆ สามารถผลิตสารที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งเซลลมะเร็งไดดีเชนกัน ตัวอยางเชน  
Actinomadura   sp. สามารถผลิต IB-00208 และ Salinispora tropica สามารถผลิต Salinosporamide 
A   เปนตน (Cascon et al., 2003; Feling et al., 2004) ซ่ึงชนิดของเชื้อแอคติโนมัยสีทจะมีผลตอการ
ผลิตสารชนิดตางๆที่มีฤทธ์ิยับยั้งเซลลมะเร็ง หรือสารที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพ 
             6.2 องคประกอบของอาหาร 
            เช้ือแอคติโนมัยสีทสามารถเจริญและสรางสารที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง
ไดในอาหารที่แตกตางกัน จากรายงานพบวาแหลงของสารอาหารที่เปนที่นิยมใชในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เพื่อผลิตสารที่มีฤทธ์ิดังกลาว ไดแก แหลงคารบอน อาทิเชน glucose, starch, glycerol แหลง
ไนโตรเจน อาทิเชน asparagine, soybean meal, yeast extract, peptone แรธาตุ อาทิเชน NaCl, 
CaCO3, MgSO4, K2HPO4 (Kala and Chandrika, 1993; Moore et  al., 1999) 
 Vasavada และคณะ (2006) ไดทําการศึกษาเชื้อ Streptomyces sannanensis strain RJT-1 
พบวาเชื้อชนิดนี้สามารถผลิตเอนไซมออกนอกตัวเซลล (extracellular enzyme) ซ่ึงมีลักษณะคลาย
กับ amylase, protease, lipase และ cellulase สารที่ไดมีฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกไดดี เมื่อศึกษา
องคประกอบของอาหารที่มีผลตอการเจริญและการผลิตสารปฏิชีวนะ ทดสอบโดยเปรียบเทียบการ
เล้ียงเชื้อ Streptomyces sannanensis strain RJT-1 บนอาหาร nutrient agar, starch agar, gelatin agar 
และ actinomycetes agar ท่ีมีรอยละ5 ของ NaCl พบวาการเล้ียงบน starch agar มีผลตอการ
เจริญเติบโตและการผลิตสารของเชื้อชนิดนี้ไดดี นอกจากนั้นไดทําการศึกษาแหลงคารบอนที่
เหมาะสม โดยทดสอบดวยรอยละ 1 ของ arabinose, xylose, glucose, sucrose และ lactose พบวา 
glucoseและ lactose เปนแหลงคารบอนที่ดีตอการเจริญเติบโตและการผลิตสารปฏิชีวนะ และ
ทําการศึกษาแหลงของไนโตรเจนที่เหมาะสม ทดสอบดวยรอยละ 1 ของ yeast extract, 
casaminoacid, peptone, casein, sodium sulphate, sodium nitrate และ ยูเรีย พบวาพวก Inorganic 
nitrogen ไดแก sodium sulphate, sodium nitrate และ ยูเรีย จะใหผลตอการเจริญและผลิตสารได
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ดีกวาพวก organic nitrogen จากขอมูลขางตนสามารถนํามาเปนขอมูลเบื้องตนที่ทําใหทราบถึงปจจัย
ท่ีเหมาะสมตอการเจริญเติบโตและการผลิตสารปฏิชีวนะ   
      6.3 ระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อและอัตราการใหอากาศ 
      เนื่องจากแอคติโนมัยสีทเปนแบคทีเรียท่ีมีความตองการออกซิเจนเพื่อใชในกระบวนการ
เจริญของเซลล และการผลิตสารที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพชนิดตางๆ ดังนั้นอัตราการใหอากาศจึงมีผลตอ
การเจริญและการผลิตสารยับยั้งเซลลมะเร็ง จากการรายงานพบวาอัตราการใหอากาศจะขึ้นอยูกับ
ปจจัยท่ีสําคัญ 2 ปจจัย คือ อัตราสวนอาหารตอปริมาตรภาชนะบรรจุ โดยสวนใหญแลวอัตราสวนนี้
จะอยูระหวาง 1:2.5 - 1:5 ดังแสดงในตารางที่ 9 และความเร็วรอบในการเขยาโดยแตกตางกันไปใน
แตละรายงานโดยอยูในชวงตั้งแต 90-400 รอบตอนาที (Stritzke et  al., 2004; Cai et  al., 2005) 
 
ตารางที่ 9 อัตราสวนปริมาตรอาหารตอปริมาตรภาชนะบรรจุของภาชนะทั้ง 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 
พบวา Streptomyces sp. X01/4/100  ผลิตสารในกลุม Diketopiperazine  เช้ือ Streptomyces colillnus  
X5623 ผลิตสาร naphthomycin  และเชื้อ Streptomyces sp. X18097  ผลิตสาร naphthopyranomycin 
โดยใชระยะเวลาในการเลี้ยงที่เหมาะสมตอการผลิตสารคือ 7, 6 และ 7 วัน ตามลําดับ และจากกราฟ
การเจริญในชวงวันที่ 4-5 ของการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทจะใหผลผลิตสูงที่สุด อัตราเร็วในการให
อากาศที่เหมาะสมตอการผลิตสารของ Streptomyces sp. X01/4/100 คือ 240 รอบตอนาที   สําหรับ
เช้ือ Streptomyces colillnus X5623 คือ 180 และ240 รอบตอนาที และเชื้อ Streptomyces sp. X1809 
คือ 240 รอบตอนาที จากปจจัยดังกลาวทําใหสามารถผลิตสารที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพไดในปริมาณที่
สูงข้ึน 
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             6.4 พีเอชและอุณหภูมิ 
แอคติโนมัยสีทสามารถเจริญไดท่ีพีเอชเปนกลาง (neutrophilic) พีเอชที่เหมาะสมในการ

เจริญอยูในชวง 6.0-8.0 พบวาเมื่อพีเอชลดต่ํากวา 6.0 จะมีผลทําใหโคโลนีมีขนาดเล็กลง และจะไมมี
การสรางเสนใยที่ชูข้ึนในอากาศ (arial mycelium) เมื่อเล้ียงบนอาหารแข็ง สําหรับพีเอชท่ีเหมาะสม
ตอการผลิตสารที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งเซลลมะเร็งของแอคติโนมัยสีท คือ 7.3- 7.8 (Goodfellow et  al., 
1984; Charan et  al., 2004; Stritzke et  al., 2004) 
            จากรายงานพบวาแอคติโนมัยสีทสามารถเจริญไดท่ีอุณหภูมิในชวง 10 – 60 องศาเซลเซียส 
แตอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญและผลิตสาร secondary metabolites คือ 26 – 28 องศาเซลเซียส 
(Stritzke et  al., 2004; Manam et  al.,2005) 

Shik และคณะ (2000) ไดศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของตอการเจริญของเชื้อ Streptomyces 
sp. NS 13239 พบวาอุณหภูมิท่ีเหมาะสม คือ 28 องศาเซลเซียส พีเอช 7.0 และความเขมขนรอยละ 3 
ของโซเดียมคลอไรด จากสภาวะขางตนทําใหเช้ือ Streptomyces sp. NS 13239 สามารถผลิตสารที่มี
ฤทธ์ิยับยั้งกิจกรรมของจุลินทรียแกรมบวกไดดี โดยเฉพาะ methicillin-resistant Staphylococus 
aureus (MRSA) แตไมสามารถยับยั้งกิจกรรมของจุลินทรียพวกยีสตและราได 
             6.5 ผลของอิออนและน้ําทะเลในอาหารเลี้ยงเชือ้ 

Mincer และคณะ (2002) ศึกษาผลของน้ําทะเล และโซเดยีมคลอไรดท่ีมีผลตอการเจริญของ 
แอคติโนมัยสีท โดยใชอาหาร M1 ในการแยกเชื้อซ่ึง M1 มีสวนประกอบของ starch, yeast extract 
และ peptone ทําการเติมน้ําทะเลในอาหาร M1 (M1/natural seawater),    การเติมน้ําที่ไมมีไอออนใน 
อาหาร M1 (M1/DI water), การเติมน้ําทะเลเทียมและโซเดียมไอออนในอาหาร M1 (M1/artificial 
seawater Na+), การเติมน้ําทะเลเทียมและโพแทสเซียมไอออนในอาหาร M1 (M1/artificial seawater 
K+) และการเติมน้ําที่ไมมีไอออน และ 1 Mโซเดียมไอออนในอาหาร M1 (M1/DI+1M Na+) พบวา
แอคติ โนมัย สีททุกสายพัน ธุสามารถเจริญไดดี ท้ั ง ในอาหารที่ มีส วนประกอบของน้ํ า                          
ทะเล (M1/natural seawater) และน้ําทะเลเทียม (M1/artificial seawater Na+) ซ่ึงแสดงวาแอคติโนมัย
สีทที่แยกจากทะเลในการศึกษานี้ มีความตองการโซเดียมไอออนเพื่อใชในการเจริญ 
            Imada และคณะ (1994) ทําการศึกษาการผลิตสารยับยั้งเอนไซม ß-glucosidase จากเชื้อ      
แอคติโนมัยสีทที่แยกจากตะกอนดินบริเวณอาวโตเกียว อาว Sagami และ Ensya nada ท่ีความลึก 
1,500 เมตร พบวาเชื้อในกลุมของ Streptomyces sp. strain 62 สามารถผลิตสารยับยั้งเอนไซม          
ß-glucosidase เพ่ือใชในการรักษาโรคมะเร็ง (antitumor) และโรคเอดส (anti-HIV) ซ่ึงเชื้อดังกลาว
สามารถเจริญไดดีและสามารถผลิตเอนไซมไดสูงเมื่อเล้ียงในสภาวะที่มีน้ําทะเลและเจริญไดเมื่อม
ความเขมขนของโซเดียมคลอไรดสูงถึงรอยละ 6 และสามารถเจริญไดดีในชวงอุณหภูมิ 13.5-41 
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องศาเซลเซียสและเมื่อเล้ียงเช้ือแอคติโนมัยสีทในกลุมนี้ในสภาวะที่ไมมีน้ําทะเลพบวาเชื้อไม          
สามารถเจริญได 
 
7. การศึกษาฤทธิ์ของสารสกดัหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทท่ีแยกไดจากทะเลที่มีผลยับยั้งการเจริญ
ของเซลลมะเร็ง 
  
 จากรายงานการศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งของสารสกัดหยาบ เพื่อนําผลการ
ทดลองที่ไดใชในการพิจารณาคัดเลือกแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากทะเลจํานวนทั้งส้ิน 5 สายพันธุ ท่ี
ไดการคัดกรองเบื้องตนแลววามีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งชนิดตางๆ ไดแก มะเร็ง
ชองปาก (KB), มะเร็งเตานม (MCF-7), มะเร็งลําไส (HT-29) และมะเร็งปากมดลูก (HeLa) 
(สุภานันท แซล่ิม, 2548) ท่ีมีรอยละของการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งที่สูงกวา 70 ดังแสดงใน
ตารางที่ 10 
 
ตารางที่ 10 รอยละของการยบัยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งของสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัย 

     สีทที่แยกไดจากทะเลทั้ง 5 สายพันธุท่ีเล้ียงในฟลาสกขนาด 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 แซล่ิม (2548) 
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ตารางที่ 10 (ตอ) 
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 แซล่ิม (2548) 
 
วัตถุประสงค 
  

1. ศึกษาแนวทางที่เหมาะสมในการเลือกภาชนะในการเลี้ยงเช้ือแอคติโนมัยสีทในการ
ทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง 

2. การคัดเลือกแบคทีเรียแอคติโนมัยสีทจากทะเลที่สามารถสรางสารยับยั้งเซลลมะเร็ง 
3. การคัดเลือกสารสกัดหยาบที่ผานการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็ง และศึกษา

องคประกอบเบื้องตนของสารสกัดหยาบที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง
ท่ีคัดเลือกได 



บทที่ 2 
 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง 
 

วัสดุ อุปกรณ 
 
1. เชื้อแอคติโนมัยสีทท่ีแยกไดจากทะเล 
 
 เชื้อแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากทะเลในประเทศไทย จากการศึกษาของสุภานันท แซล่ิม 
(2548) จํานวน 5 สายพันธุ ไดแก CNA002, CNA003, CNA031, CNA039 และ CNA053 ซ่ึงผาน
การคัดเลือกแลววาผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็ง 4 ชนิด คือ KB, HT-29, MCF-7 และ HeLa 
และเชื้อแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากทะเลในคลังเก็บรักษาของหองปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพ
ทางทะเลจํานวน 21 สายพันธุ ไดแก CNA083, 086, 088, 089, 090, 091, 092, 093, 095, 097, 098, 
099, 100, 101, 102, 103, 104, 112, 113, 145 และ 146 
 
2. เซลลมะเร็ง 
  
 เซลลมะเร็ง 4 ชนิด (ภาคผนวก ค) ซ่ึงไดรับความอนุเคราะหจาก ผศ.ดร.สุปรียา ยืนยง
สวัสดิ์ ภาควิชาเภสัชเวทและเภสัชพฤกษศาสตร คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
ไดแก  

- มะเร็งเยื่อบุชองปาก (Human oral cancer; KB) 
- มะเร็งเตานม (Breast adenocarcinoma; MCF-7 ) 
- มะเร็งลําไส ( Human colon adenocarcinoma; HT-29) 
- มะเร็งปากมดลูก (Human cervical cancer; HeLa) 
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3. อาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อแอคติโนมยัสีทท่ีแยกไดจากทะเล 
 
 3.1 อาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีท  
 อาหารที่ใชในการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทในการวิจัยนี้สวนใหญดัดแปลงมาจากสูตร
อาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทที่มีการรายงานมากอนหนาจํานวนทั้งหมด 4 สูตร (A, B, C 
และ D) ซ่ึงองคประกอบและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแสดงในภาคผนวก ก  

3.2 น้ําทะเล 
น้ําทะเลที่ใชในการเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อในการวิจัยนี้ นํามาจากชายทะเลบริเวณ

สถาบันวิจัยการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําชายฝง อ.เมือง จ.สงขลา โดยเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
และกรองดวยผาขาวบางกอนนํามาใชงาน 

 
4. สารเคมี 
 

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

 
อุปกรณ 

- ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร 
- ขวดรูปทรงกระบอก ขนาดเสนผานศูนยกลาง 2.5 เซนติเมตร ความสูง 5.5 เซนติเมตร 
- 24-well plate ขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.55 เซนติเมตรความสูง 1.76 เซนติเมตร, ยี่หอ  
   nuncTM, พลาสติกชนิด polystyrene  
- เครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ (Shaker incubation) รุน VS-8480SRN  
- เครื่องทําแหงแบบเยือกแข็ง (Freeze dryer) รุน Dura Dry ยี่หอ FTS systems, USA 
- เครื่องระเหยสุญญากาศ (Rotary evaporator) (Buchi) 
- เครื่องวัดไมโครเพลท (Microplate reader) รุน Power Wavex ยี่หอ Biotek, USA 
- กลองจุลทรรศนแบบ Inverted microscope (Olympus, CKX41) 
- ตูบมคารบอนไดออกไซด (Thermo Forma 3111) 
- TLC Alumina Sheets silica gel 60 F254 (Fluka) 
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วิธีการทดลอง 
 
1. การเปรียบเทียบวิธีการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทเพื่อผลิตสารที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็ง 

 
  ในขั้นตอนนี้เปนการศึกษาเปรียบเทียบวิธีการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทสายพันธุที่ผานการ
ทดสอบมากอนหนานี้แลววาสามารถสรางสารที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็งชนิดตางๆ ในระดับ
ขวดเขยาขนาด 250 มิลลิลิตร (ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 100 มิลลิลิตร) จํานวน 5 สายพันธุ (CNA 
002, CNA 003, CNA 031, CNA 039, CNA 053) (สุภานันท แซล่ิม, 2548) โดยทําการเปรียบเทียบ
วิธีการเลี้ยงเชื้อที่ตางกัน  3 แบบ คือ 

(1) การเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทใน 24-well plate ปริมาตรหลุมละ 5 มิลลิลิตร โดยมี
ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อแตละหลุมเทากับ 2 มิลลิลิตร  
  (2) การเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทในขวดรูปทรงกระบอก ปริมาตร 20   มิลลิลิตร ที่มีปริมาตร
อาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 8 มิลลิลิตร 
  (3) การเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีทในฟลาสกขนาด   250  มิลลิลิตร ที่มีปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ
เทากับ 100 มิลลิลิตร (ชุดควบคุม) 
  โดยควบคุมอัตราสวนของปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อตอปริมาตรของภาชนะที่ใชในการเลี้ยง
เชื้อแตละแบบใหมีอัตราสวนเทากันคือ 1:2.5 ดังแสดงในตารางที่ 9 เพื่อเปรียบเทียบวาวิธีการเลี้ยง
เชื้อวิธีใดที่ใหผลใกลเคียงกับการเลี้ยงเชื้อในระดับขวดเขยาขนาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงเปนที่นิยมใชอยู
ในปจจุบันโดยมีวัตถุประสงค เพื่อลดปริมาณของตัวทําละลาย และพื้นที่ในการเพาะเลี้ยงเชื้อ
ตลอดจนการเพิ่มประสิทธิภาพในขั้นตอนของการเตรียมตัวอยางสําหรับทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง
เซลลมะเร็ง ซ่ึงสามารถสรุปไดดังภาพที่ 19   

1.1 การเตรียมกลาเชื้อเร่ิมตน 
  นําเชื้อแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากทะเลซึ่งเปนเชื้อบริสุทธิ์ที่ เก็บไวในสารละลาย            
กลีเซอรอลรอยละ 50 ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส มาเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร NA/SW เปน
ระยะเวลา 7 วันหรือจนมีการเจริญของโคโลนี ในกรณีที่เชื้อเจริญไดชากวา 7 วัน เขี่ยเชื้อแอคติโน
มัยสีทที่บริสุทธิ์  2 ลูป ถายใสขวดเขยาขนาด 250 มิลลิลิตรที่มีอาหารในแตละสูตร A, B, C และ D 
ตามภาคผนวก ก ปริมาตร 50 มิลลิลิตร กอนนําไปเขยาที่ความเร็ว 220 รอบตอนาที อุณหภูมิ 28 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน 
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        1.2 การเลี้ยงแอคติโนมยัสีทในภาชนะบรรจุซ่ึงมีขนาดแตกตางกนั 3 แบบ 
1.2.1 การเลี้ยงแอคติโนมัยสทีในขวดเขยา (Shaked flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร 
เตรียมอาหารเหลวสําหรับเลี้ยงแอคติโนมัยสีทแตละสูตร A, B, C และ D บรรจุลงในขวด

เขยาขนาด 250 มิลลิลิตร โดยมีปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อในแตละขวดเขยาเทากับ 100 มิลลิลิตร 
จากนั้นทําการถายกลาเชื้อที่ไดจากการเตรียมกลาเชื้อในขอ 1.1 ลงในขวดเขยาที่มีอาหารเหลวสูตร
เดียวกัน โดยใชปริมาตรของกลาเชื้อที่เติมลงไปคิดเปนรอยละ 5 ของปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อใน
ขวดเขยา จากนั้นนําไปเลี้ยงเชื้อดวยเครื่องเขยาชนิดที่สามารถควบคุมอุณหภูมิได ที่อุณหภูมิ 28 
องศาเซลเซียส ความเร็ว 220 รอบตอนาที เปนเวลา 10 วัน 

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

scintillation vial ขนาด 20 มิลลิลิตร โดยมีปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อในแตละหลอดเทากับ 8.0 
มิลลิลิตร จากนั้นทําการถายกลาเชื้อที่ไดจากการเตรียมกลาเชื้อในขอ 1.1 ลงในหลอดที่มีอาหารสูตร
เดียวกัน โดยใชปริมาตรของกลาเชื้อคิดเปนรอยละ 5 ของปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อในหลอด จากนั้น
นําไปเลี้ยงเชื้อในเครื่องเขยาชนิดที่สามารถควบคุมอุณหภูมิได ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 
ความเร็ว 220 รอบตอนาที เปนเวลา 10 วัน 

1.2.3 การเลี้ยงแอคติโนมัยสีทใน 24-well plate 

เตรียมอาหารเหลวสําหรับเลี้ยงแอคติโนมัยสีทสูตร A, B, C และ D บรรจุลงในแตละหลุม
ของ 24-well plate โดยมีปริมาตรของอาหารเลี้ยงเชื้อหลุมละ 2.0 มิลลิลิตร จากนั้นทําการถายกลา
เชื้อที่ไดจากการเตรียมกลาเชื้อในขอ 1.1 ลงใน 24-well plate ที่มีอาหารเหลวสูตรเดียวกัน โดยใช
ปริมาตรของกลาเชื้อคิดเปนรอยละ 5 ของปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อในแตละหลุม จากนั้นนําไปเลี้ยง
ในเครื่องเขยาชนิดที่สามารถควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ความเร็ว 220 รอบตอ
นาที เปนเวลา 10 วัน 
        1.3 การเตรียมสารสกัดหยาบจากแอคติโนมัยสีท 
    นําอาหารเหลวและเซลลที่ไดจากการเลี้ยงในขวดเขยาขนาด 250 มิลลิลิตรปริมาตร 20 
มิลลิลิตร และอาหารเหลวและเซลลที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อใน Scintillation vial ปริมาตร 8 มิลลิลิตร 
และ 24-well plate ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เพื่อทําแหงโดยใชเครื่อง Freeze dryer จากนั้นสกัดสาร
ตัวอยางที่ผานการทําแหงแลวทั้งหมดซ้ํา 2 คร้ังดวยเมทานอล (อัตราสวน 1:1) นําสวนของ            
เมทานอลมารวมกันแลวระเหยเอาเมทานอลออกดวยเครื่องระเหยสุญญากาศจนไดสารสกัดหยาบ
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แหง นําไปหาน้ําหนักแหงของสารสกัดหยาบที่ได  เพื่อเตรียมเปนสารละลายของสารสกัดหยาบที่
ความเขมขน 25.0 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ในตัวทําละลายชนิด DMSO เก็บตัวอยางไวที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียสจนกวาจะทดสอบฤทธิ์ในการยังยั้งเซลลมะเร็ง 
  1.4 การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเซลลมะเร็ง (Skehan et al., 1990) 
  1.4.1 การเตรียมเซลลมะเร็งเพื่อใชทดสอบสารสกัดหยาบ 
  1.4.1.1 เล้ียงเซลลมะเร็งทั้ง 4 ชนิด คือ HeLa, HT-29, KB และ MCF-7 ในขวดเพาะเลี้ยง
เซลลมะเร็ง ขนาด 50 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเซลลมะเร็งชนิด EMEM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร (มี
สวนผสมของรอยละ10 ของ newborn calf serum, penicillin G sodium 50 ยูนิตตอมิลลิลิตร, 
streptomycin sulphate 50 ยูนิตตอมิลลิลิตร และ amphotericin B 0.125 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 
นําไปเลี้ยงใน CO2 incubator ที่มีปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด (CO2) รอยละ 5 อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส และมีปริมาณความชื้นรอยละ 95 
  1.4.1.2 เตรียมเซลลแขวนลอย (cell suspension) ของเซลลมะเร็งแตละชนิด โดยถายอาหาร 
EMEM ที่อยูในขวดเพาะเลี้ยงออก แลวทําการลางเซลลที่เกาะอยูที่ผิวของกนขวดดวยสารละลาย 
Phosphate buffer saline (pH 7.4) ยอยเซลลมะเร็งออกเปนเซลลเดี่ยวๆ ดวยสารละลาย         
Trypsin-EDTA ที่มีความเขมขนรอยละ 0.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยดูดสารขึ้นลงเบาๆดวยปเปต 
ประมาณ 2-3 คร้ัง จากนั้นถายสารละลาย Trypsin-EDTA ออกประมาณ 0.5 มิลลิลิตร กอนนําไปบม
ใน CO2 incubator ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวเติมอาหาร EMEM ปริมาตร 2 
มิลลิลิตรลงในขวดเพาะเลี้ยง 
  1.4.1.3 นับจํานวนเซลลมะเร็งในขวดเพาะเลี้ยงที่รอดชีวิต (viable cell) ที่ติดสี Trypan blue 
(ในกรณีที่เซลลมีชีวิตจะไมติดสีและสังเกตไดวาเซลลมีลักษณะใส แตถาเซลลตายจะติดสีน้ําเงิน) 
นับจํานวนเซลลดวย heamocytometer คํานวณความเขมขนของเซลลมะเร็ง ในสารแขวนลอยที่ได
และทําการเจือจางเซลลมะเร็งดวยอาหาร EMEM เพื่อใหไดสารแขวนลอยของเซลลมะเร็งที่มีความ
เขมขนเทากับ 3.0 X 104 เซลลตอมิลลิลิตร ถายเซลลลงใน 96-well microtiter plate ปริมาตรหลุมละ 
100 ไมโครลิตร (โดยมีจํานวนเซลลเทากับ 3,000 เซลลตอหลุม) นําเซลลไปเลี้ยงใน CO2 incubator 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด (CO2) รอยละ 5 และมีปริมาณ
ความชื้นรอยละ 95 นาน 18-24 ช่ัวโมง เพื่อใหเซลลเกาะผิวกนหลุมเปน monolayer  
  1.4.1.4 เติมสารสกัดหยาบที่ตองการทดสอบกับเซลลมะเร็งทั้ง 4 ชนิด โดยเติมสารสกัด
หยาบที่ละลายใน DMSO ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ซ่ึงจะมีเนื้อสารสกัดหยาบเทากับ 200 
ไมโครกรัมในแตละหลุม จากนั้นทําการเจือจางสารละลายตัวอยางดวยอาหาร EMEM ใหมีความ
เขมขนเทากับ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร แลวเติมสารละลายของสารสกัดหยาบลงไปหลุมละ 100 
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ไมโครลิตร เพื่อใหความเขมขนสุดทายของสารสกัดหยาบเปน 25 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ในกรณี
ที่ใช DMSO เปนตัวทําละลายเมื่อทําการเจือจางดวยอาหารเพาะเลี้ยง แลวจะมีความเขมขนของ 
DMSO สูงสุดไมเกินรอยละ 0.5 ซ่ึงไมมีผลตอการเจริญของเซลลมะเร็ง (สุภานันท แซล่ิม, 2548)) 
นําไปบมใน CO2 incubator ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด 
(CO2) รอยละ 5 และมีปริมาณความชื้นรอยละ 95 เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
  1.4.2 การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเซลลมะเร็งโดยวิธี sulphorodamine B (SRB assay) 
  1.4.2.1 ทําการถายอาหารเลี้ยงเซลลมะเร็ง EMEM ในขอ 1.4.1.4 ออกจาก 96-well 
microtiter plate โดยคอยๆ ดูดอาหารออกอาหาร EMEM ใหมลงในแตละหลุมปริมาตรหลุมละ 200 
ไมโครลิตร ปเปตอาหารขึ้นลงเบาๆ 2-3 คร้ัง ทั้งนี้ตองระวังไมใหสวนปลายปเปตโดนเซลลที่เกาะ
อยูบริเวณกนหลุม หลังจากนั้นถายอาหาร EMEM ออก เพื่อลางเซลลมะเร็งที่ตายออกไป และเติม
อาหาร EMEM ลงไปใหมในแตละหลุมของ 96-well microtiter plate ปริมาตรหลุมละ 200 
ไมโครลิตร แลวนํา 96-well microtiter plate ไปบมตอใน CO2 incubator ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ที่มีปริมาณกาซคารบอนไดออกไซด (CO2) รอยละ 5 และมีปริมาณความชื้นรอยละ 95 
เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
  1.4.2.2 คํานวณอัตราการรอดชีวิตของเซลลมะเร็งโดยเทียบกับชุดควบคุมซึ่งไมมีการเติม
สารสกัดหยาบ โดยตรึงเซลลมะเร็งที่ยังมีชีวิตอยูในแตละหลุม ดวยการเติมสารละลาย
trichloroacetic acid ความเขมขนรอยละ 0.4 ลงไป หลุมละ 100 ไมโครลิตร บม 96-well microtiter 
plate ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง จากนั้นใหนํา 96-well microtiter plate ไปลางดวย
น้ําสะอาด โดยการผานน้ําลงในแตละหลุมของ 96-well microtiter plate จากนั้นเทน้ําออกจาก     
96-well microtiter plate แลวทําซ้ําจํานวน 5 คร้ัง ในขั้นตอนนี้เซลลที่ตายเนื่องจากการยับยั้งของ
สารที่ทดสอบจะถูกลางออกไป ทิ้งให 96-well microtiter plate แหงที่อุณหภูมิหอง แลวเติม
สารละลาย ของ Sulphorodamine B ที่ความเขมขนรอยละ 0.4 ซ่ึงเตรียมในกรดแอซิติก             
ความเขมขนรอยละ 1 ลงไปหลุมละ 50 ไมโครลิตร เพื่อยอมเซลลมะเร็งที่รอดชีวิตและติดอยูบริเวณ
กนหลุม โดยตั้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที แลวนํามาลางดวยสารละลายกรดแอซิติก ความเขมขน
รอยละ 1 จํานวน 5 คร้ัง แลวตั้งทิ้งไวให 96-well microtiter plate แหงที่อุณหภูมิหอง 
  1.4.2.3 เติมสารละลาย 10 mM  tris base ลงในแตละหลุมของ 96-well microtiter plate 
หลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื่อละลายสีของ Sulphorodamine B ที่ติดอยูออกจากเซลลมะเร็ง โดย
นําไปเขยาบน gyratory shaker ที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที นาน 20 นาที นํา 96-well microtiter 
plate ที่ไดมาวัดคาการดูดกลืนแสง UV ดวยเครื่อง Microplate reader ที่ความยาวคลื่น 492            
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นาโนเมตร คาการดูดแสงที่วัดไดจะแปรผันตรงกับจํานวนเซลลที่ถูกตรึงไวในแตละหลุม นําคาการ
ดูดกลืนแสงที่ไดมาทําการคํานวณหารอยละของการรอดชีวิตของเซลลมะเร็งจากสูตร 
 
 
 
2. การคัดเลือกรูปแบบวิธีการเลี้ยงเชื้อแอคติโนมัยสีท  
 
  นําผลการทดลองที่ไดวิธีการทั้ง 3 วิธีมาวิเคราะหความแตกตางทางสถิติโดยใชโปรแกรม 
SPSS 14.00 ดวยวิธี one-way ANOVA ที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับ 0.05 โดยจะคัดเลือกวิธีการเลี้ยง
เชื้อที่ใหผลใกลเคียงกับการเลี้ยงเชื้อในขวดเขยาปริมาตร 250 มิลลิลิตร มากที่สุดซึ่งการเลี้ยงเชื้อวิธี
นี้เปนชุดควบคุม ในกรณีที่ไมสามารถคัดเลือกวิธีการใดที่ใหผลดังกลาวจะคงใชวิธีการเลี้ยงเชื้อตาม
แบบของชุดควบคุมในการทดลองขั้นตอนตอไป 
 
3. การเลี้ยงแอคติโนมัยสีทจํานวน 21 สายพันธุ ดวยวิธีการที่คัดเลือกไดขางตน 
 
  เมื่อคัดเลือกรูปแบบการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทที่เหมาะสมไดแลว จึงนําเชื้อแอคติโน
มัยสีทซึ่งเปนเชื้อบริสุทธิ์ที่มีอยูในหองปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพทางทะเล จํานวนทั้งหมด 21 
สายพันธุ ไดแก CNA083, 086, 088, 089, 090, 091, 092, 093, 095, 097, 098, 099, 100, 101, 102, 
103, 104, 112, 113, 145 และ 146 มาเลี้ยงเพื่อทดสอบการสรางสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งทั้ง 4 
ชนิด ตามวิธีการที่ไดกลาวมาแลวขางตน และขั้นตอนการทดลองเปนไปตามไดอะแกรมสรุปการ
ทดลองเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในสภาวะตางๆ และการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็งดังแสดง
ในภาพที่ 19 
 
4. การวิเคราะหองคประกอบของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็ง โดยใชเทคนิค Thin-
Layer Chromatography (TLC) 
 
  คัดเลือกสารสกัดหยาบจากแอคติโนมัยสีทที่ใหผลการยับยั้งเซลลมะเร็งสูงกวารอยละ 70 
มาวิเคราะหหาองคประกอบเบื้องตนของสารสกัดหยาบ เพื่อเปรียบเทียบองคประกอบของสารสกัด
หยาบแตละตัวอยาง โดยนําสารสกัดหยาบมาหยดลงบนแผน TLC ชนิด normal phase ที่มี silica gel 
60 (MERCK) เปน stationary phase และใชระบบตัวทําละลายที่มี dichloromethane และ methanol 

รอยละของการรอดชีวิต=คาการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม-คาการดูดกลืนแสงของชุดทดสอบ 
                                                         คาการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม 

X 100 



 

54 

ในอัตราสวน 9 ตอ 1 เปนตัวทําละลายเคลื่อนที่ (mobile phase) จากนั้นทําการตรวจสอบตําแหนง
ของสารที่เปนองคประกอบในแตละตัวอยางบนแผน TLC ภายใตรังสีอัลตราไวโอเลตที่ความยาว
คล่ืน 254 นาโนเมตร และพิสูจนเอกลักษณขององคประกอบของสารสกัดหยาบโดยการใชรีเอเจนท
ชนิดตางๆที่มีความจําเพาะตอหมูฟงกชันแตละชนิดในการทดสอบ เชน การใชสารละลาย vanillin 
ในกรดซัลฟวริก เพื่อทดสอบสารในกลุม terpeniods ซ่ึงเมื่อนําแผน TLC ไปใหความรอนหาก
ปรากฏสีมวงแดงก็สามารถบอกไดวามีสารในกลุมนี้เปนองคประกอบ สําหรับการพิสูจนเอกลักษณ
ของกรดอะมิโน (amino acids) สามารถทําไดโดยใชสารละลาย ninhydrin ในการทดสอบ ซ่ึง
หลังจากนําแผน TLC มาใหความรอนแลวพบวามีสารกลุมดังกลาวก็จะปรากฏสีมวงแดง และการ
ใช Wagner’s reagent เพื่อทดสอบสารในกลุมแอลคาลอยด หลังจากนําแผน TLC ผานความรอน 
หากมีสารกลุมนี้ก็จะปรากฏสีน้ําตาล (Jork et al., 1990) 
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ภาพที ่19 ไดอะแกรมสรุปการทดลองเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในสภาวะตางๆ และการทดสอบฤทธิ์ใน 

   การยับยั้งเซลลมะเร็ง 
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 แตละหลุมมี
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

ปริมาตรอาหาร 2 มิลลิลิตร 

น้ําหมักและตัวเซลล 
80 มิลลิลิตร 

น้ําหมักและตัวเซลล 
20 มิลลิลิตร  

ทําแหงดวยเครื่อง Freeze dryer 

สกัดดวยเมทานอล 
สกัดดวยเอทิลอะซิเตท 

Cytotoxic assay 
ทดสอบความเปนพิษตอเซลลมะเร็งทั้ง 4 ชนิด 

                          - มะเร็งชองปาก (KB) 
                           - มะเร็งเตานม (MCF-7) 
                           - มะเร็งลําไส (HT-29) 
                           - มะเร็งปากมดลูก (HeLa) 

ผลยับยั้งเซลลมะเร็ง 



บทที่ 3 
 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 
 
 
1. การเปรียบเทียบวิธีการเล้ียงเชื้อแอคติโนมัยสีท เพื่อผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ

เซลลมะเร็ง   
ผลจากวิธีการเลี้ยงแอคติโนมัยสีททั้ง 3 รูปแบบ นั่นคือ การเลี้ยงในภาชนะยอสวน ขวดรูป

ทรงกระบอก และ 24-well plate เพื่อผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง โดยเทียบกับ
ชุดควบคุมที่เปนการเลี้ยงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงจะนําเชื้อแอคติโนมัยสีทที่คัดเลือกแลว
จํานวน 5 สายพันธุ ไดแก CNA 002, CNA 003, CNA 031, CNA 039 และ CNA 053 (จากขอมูลใน
ตารางที่ 10) ทําการเลี้ยงในภาชนะทั้ง 3 รูปแบบ พบวาสารสกัดหยาบที่ไดจากการเลี้ยง                 
แอคติโนมัยสีทมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งทั้ง 4 ชนิด ดังแสดงในตารางที่ 11 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

56 



ตารางที่ 11 ผลการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งที่ไดจากแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากทะเลจํานวน 5 สายพันธุ ซึ่งเลี้ยงดวยวิธีการตางกัน 
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 (ตอ) 
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 (ตอ) 
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 (ตอ) 
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 (ตอ) 
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 สายพันธุที่เล้ียงในภาชนะทั้งสามชนิดซึ่งแตละวิธีของการเลี้ยงจะมี
ตัวอยางสารสกัดตัวอยาง 20 ตัวอยาง เมื่อทดสอบดวยเซลลมะเร็งแตละชนิดจะใหผลดังแสดงใน
ภาพที่ 20 พบวาการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร ในภาพรวมจะใหผลการ
ยับยั้งเซลลมะเร็งทั้ง 4 ชนิดไดดีที่สุด โดยพบวาสารสกัดหยาบสามารถยับยั้งเซลลมะเร็งลําไส (HT-
29), เซลลมะเร็งเตานม (MCF-7),เซลลมะเร็งชองปาก (KB) ไดมากถึง  19, 18, 16 ตัวอยาง
ตามลําดับ แตสารสกัดหยาบที่ไดจากการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในขวดรูปทรงกระบอกสามารถผลิต
สารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งปากมดลูก (HeLa) ไดมากถึง 18 ตัวอยาง ในขณะที่สาร
สกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งปากมดลูก (HeLa) ที่ไดจากการเลี้ยงในฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตรไดเพียง 16 ตัวอยาง แตเมื่อพิจารณาสารสกัดหยาบที่ไดจากการเลี้ยงในแบบยอสวน คือ 
ขวดรูปทรงกระบอก และ24-well plate พบวาการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในขวดรูปทรงกระบอกให
จํานวนสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งมากกวาการเลี้ยงใน 24-well plate อาจ
เนื่องมาจากชนิดของเชื้อแอคติโนมัยสีทแตละสายพันธุมีความสามารถในการผลิตสารไดแตกตาง
กัน และแอคติโนมัยสีทโดยสวนใหญนั้นเปนแบคทีเรียที่ตองการอากาศไปใชในกระบวนการเผา
ผลาญสารอาหารระดับเซลล ดังนั้นการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในภาชนะที่มีพื้นที่ในการสัมผัส
ระหวางอากาศและผิวอาหารที่เหมาะสม จึงสงผลตอการผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ
เซลลมะเร็ง ดังเชนการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตรที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อ
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร คิดเปนอัตราสวนปริมาตรอาหารตอปริมาตรภาชนะบรรจุเทากับ 1:2.5 ซ่ึง
สอดคลองกับการเล้ียงเชื้อ Streptomyces hygroscopicus ซ่ึงสามารถผลิตสาร hygrocins เมื่อใช
อัตราสวนปริมาตรอาหารตอปริตรภาชนะบรรจุเทากับ 1:2.5 (Cai et al., 2005) และแอคติโนมัยสีท
ที่ถูกเลี้ยงในขวดรูปทรงกระบอกสามารถผลิตจํานวนสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งได
มากกวาแอคติโนมัยสีทที่เล้ียงใน 24-well plate อาจเนื่องมาจากอัตราสวนปริมาตรอาหารตอ
ปริมาตรภาชนะบรรจุของภาชนะ 24-well plate มีพื้นที่ภายในของภาชนะเหลือนอยกวาพื้นทีภ่ายใน
ของขวดรูปทรงกระบอก ทําใหการสัมผัสระหวางอาหารและอากาศมีนอยลง แมจะมีอัตราสวน
ปริมาตรอาหารตอปริมาตรภาชนะบรรจุเทากันทุกชุดการทดลอง นั่นคือ 1:2.5 ก็ตาม แตเนื่องจาก
ภาชนะชนิดนี้มีลักษณะเปนหลุมกนแบนทําใหมีขอจํากัดของการสัมผัสอากาศของอาหารที่ใชเล้ียง
แบคทีเรีย คือ เมื่อบรรจุอาหารปริมาตร 2 มิลลิลิตร ทําใหเหลือพื้นที่ในการสัมผัสอากาศของอาหาร
เหลืออยูนอย จึงสงผลตอการสัมผัสระหวางอากาศและอาหารเลี้ยงเชื้อที่นอยลง เมื่อใชความเร็วรอบ 
220 รอบตอนาที ทําใหเชื้อแอคติโนมัยสีทมีการนําออกซิเจนไปใชในกระบวนการเผาผลาญระดับ
เซลลไดนอยจึงสงผลตอการผลิตสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ ดังนั้นอัตราการถายเทอากาศจึงเปนอีกตัว
แปรหนึ่งที่สําคัญตอการผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง (Betts and Baganz, 2006) 
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จากการศึกษาการเลี้ยงแบคทีเรียในภาชนะ 24-well plate พบวาการบรรจุอาหารปริมาตร 1 มิลลิลิตร
ตอหลุม และมีการเขยาที่ความเร็ว 300 รอบตอนาที ทําใหเกิดการเขยาในแนวระนาบ (shaking 
amplitude) ซ่ึงมีเสนผานศูนยกลางเทากับ 5 เซนติเมตร มีผลใหเกิดอัตราการสงถายอากาศเทากับ 30 
มิลลิโมลตอลิตรตอช่ัวโมง ซ่ึงสงผลใหมีความเหมาะสมตอการเกิดอัตราการสัมผัสอากาศ และไม
เกิดแรงเฉือนที่เปนอันตรายตอตัวเซลล (shear sensitive) ดังนั้นสภาวะดังกลาวจึงมีความเหมาะสม
ตอการเลี้ยงเซลลแบคทีเรีย (Duezt et al., 2000)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 20   จํานวนสารสกัดหยาบที่ไดจากการเลี้ยงแอคติโนมัยสีททั้ง 5 สายพันธุที่ไดจากวิธีการ   
                เล้ียง 3 รูปแบบซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง 
Figure 20. Cytotoxic crude extracts from five strains of actinomycetes from three method of  

    cultivation.  
 
สําหรับการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทแบบยอสวนดวยขวดรูปทรงกระบอก และ 24-well plate 

สามารถสรุปไดวาการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทแบบยอสวนควรเลือกเล้ียงแอคติโนมัยสีทในขวดรูป
ทรงกระบอก และเมื่อพิจารณาการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในชุดควบคุมโดยเทียบกับการเลี้ยงแอคติโน
มัยสีทในขวดรูปทรงกระบอก ถึงแมวาจํานวนสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเรง็
ที่ไดจากการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในขวดรูปทรงกระบอกจะใหจํานวนสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
การเจริญของเซลลมะเร็งที่นอยกวาการเลี้ยงในชุดควบคุม แตหากพิจารณาในดานความสะดวก 
ความรวดเร็วในการคัดกรองสารสกัดหยาบ การใชพื้นที่ในเครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิใหได
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ประโยชนมากยิ่งขึ้น และการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทเพื่อคัดกรองสารสกัดหยาบในแตละครั้งสามารถ
เล้ียงแอคติโนมัยสีทไดจํานวนมากกวาเมื่อเทียบกับการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร (ชุดควบคุม) พบวาการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในขวดรูปทรงกระบอกสามารถใชเล้ียงใหมี
จํานวนชนิดของเชื้อไดมากกวาถึง 10 เทาของการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในฟลาสกขนาด 250 
มิลลิลิตร อีกทั้งยังสามารถลดคาใชจายไมวาจะเปนในสวนของสารเคมีที่ใชในการเตรียมอาหาร
เล้ียงแอคติโนมัยสีท รวมถึงการลดปริมาณตัวทําละลายที่ใชในการกัดสารหยาบไดนอยลง ซ่ึง
กอนที่จะสกัดสารหยาบตองนําน้ําหมักทําแหงกอน เนื่องจากงายตอการสกัด และไดสารที่สามารถถ
ละลายไดในตัวทําละลายเมทานอลทั้งหมด โดยทั่วไปแลวนั้นแอคติโนมัยสีทเปนแบคทีเรียที่มี
ลักษณะเปนเสนสาย ซ่ึงการเลี้ยงในระดับการเลี้ยงขนาดเล็กจะมีผลตอการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียกลุมนี้ แตการเลี้ยงในระดับนี้สามารถผลิตสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่ตองการได (Minas et 
al., 2000) และสําหรับการเลี้ยงใน 24-well plate นั้น คาดวาหากมีการปรับปรุงในเรื่องของอัตราการ
สัมผัสอากาศก็สามารถนํามาใชในการผลิตสารสกัดหยาบซึ่งอาจใชในการผลิตสารสกัดหยาบไดดี
หรือเทียบเทากับการเลี้ยงในฟลาสก และในขวดรูปทรงกระบอก เนื่องจากการสัมผัสระหวางอาหาร
และอากาศในการทดลองนี้มีนอยเนื่องจากฝาปดของเพลทเปนพลาสติกจึงมีผลตอการสงถายอากาศ
ในแตละหลุมของเพลท ดังนั้นจึงตองมีการปรับปรุง และดัดแปลงโดยอาจใชแผนสําลีใชปดฝา
เพลทแทนการใชฝาปดพลาสติก เพื่อเพิ่มอัตราการสัมผัสระหวางอากาศกับอาหารซึ่งจะสงผลตอ
การผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็งได ในการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในขนาดยอสวนที่มีขนาดเล็ก
กวา 24-well plate นั้นก็สามารถนําไปใชในการผลิตสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพได เชนการเลี้ยงเชื้อใน 
96-well plate แตในการวิเคราะหผลนั้นตองมีเครื่องมือที่เหมาะสมตอการวิเคราะหสารในปริมาณ
นอยๆได ซ่ึงในการวิเคราะหสารของการศึกษาในครั้งนี้ตองมีปริมาณสารที่เพียงพอตอการนําไปใช
ในการวิเคราะหดวยวิธีตางๆ เชนการนําไปวิเคราะหดวย HPLC การวิเคราะหดวย TLC การนําไป
ทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง รวมถึงการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย เปนตน         
ซ่ึงสามารถรายงานผลของปริมาณสารสกัดหยาบดังแสดงในตารางที่ 14 

สําหรับการศึกษาในครั้งนี้ พบวายังไมมีรายงานการใชขวดรูปทรงกระบอกในการเลี้ยง   
แอคติโนมัยสีทเพื่อการคัดกรองสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งซึ่งรูปแบบ
วิธีการเลี้ยงดวยภาชนะชนิดนี้สามารถใชงานไดงาย เหมาะตอการนําไปใชเล้ียงแอคติโนมัยสีท 
จํานวนมาก และเพื่อใหเกิดความรวดเร็วในการคัดกรองสารสกัดหยาบ เนื่องจากอาหารที่ใชในการ
เล้ียงแอคติโนมัยสีทนั้นมีถึง 4 สูตร ทําใหการเตรียมอาหารเลี้ยงแอคติโนมัยสีทสามารถใชใน
ปริมาตรที่นอยกวา ดังนั้นการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในขวดรูปทรงกระบอก จึงมีความเหมาะสมตอ
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การนําไปประยุกตใชในการเลี้ยงแอคติโนมัยสีท เพื่อการคัดกรองสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ
เซลลมะเร็งในขั้นตอนตอไป 
 
2. การวิเคราะหองคประกอบของอาหารที่มีผลตอการผลิตสารสกัดหยาบของเชื้อแอคติโนมัยสีท 

 
เชื้อแอคติโนมัยสีทแตละสายพันธุสามารถผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง

ไดตางกัน เนื่องจากความสามารถในการผลิตสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพของแอคติโนมัยสีทแตละสาย
พันธุมีความแตกตางกัน ซ่ึงอาจกลาวไดอีกนัยหนึ่งวา One Strain Many Compounds (OSMAC) 
(Bitzer et al., 2006) จากตารางที่ 12 พบวาแอคติโนมัยสีททั้ง 5 สายพันธุ สามารถใชอาหารสูตร A 
ในการผลิตสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งไดดีที่สุด โดยสามารถผลิตสารที่มี
ฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งปากมดลูก (HeLa)ไดมากที่สุด คือ 14 สาร คิดเปนรอยละ 
93.33 และผลิตสารที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งเตานม (MCF-7), เซลลมะเร็ง
ลําไส (HT-29) และเซลลมะเร็งชองปาก (KB)ไดจํานวนที่เทากันคือ 12 สาร คิดเปนรอยละ 80    
จากขอมูลที่แสดงพบวาสารสกัดหยาบที่ไดจากการเลี้ยงในอาหารสูตร A มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ
เซลลมะเร็งทั้ง 4 ชนิด ซ่ึงใหจํานวนสารสกัดหยาบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งมากที่สุด อาจ
เนื่องมาจากแอคติโนมัยสีทเปนผูยอยสลายอินทรียวัตถุที่มีโครงสรางซับซอนได เชน เฮมิเซลลูโลส, 
ลิกโนเซลลูโลส, เพคติน และไคติน เปนตน เมื่อพิจารณาถึงองคประกอบของอาหารสูตรนี้ พบวามี
สาหราย เปลือกกุงบด และตะกอนดินเปนองคประกอบ ซ่ึงอาหารจากแหลงนี้ไดมีการดัดแปลงให
เหมือนแหลงอาหารที่มีอยูตามธรรมชาติ ทําใหแอคติโนมัยสีทตองมีการสรางเอนไซม เพื่อยอย
สลายองคประกอบของอาหารในสูตรดังกลาวนี้ ซ่ึงอาหารสูตรนี้เปนอาหารเพียงสูตรเดียวที่มีความ
ซับซอน และยากตอการนําไปใช สงผลใหแอคติโนมัยสีทมีการปรับตัวทําใหมีการสงเสริมใหมีการ
ผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งเกิดขึ้น  
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ตารางที่ 12 จํานวนสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งจากการเลี้ยงแอคติโนมัย 
    สีททั้ง 5 สายพันธุในอาหารที่แตกตางกัน 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 

 
 จากการทดสอบสารสกัดหยาบดวยการใชรีเอเจนทที่มีความจําเพาะตอการพิสูจน
เอกลักษณของสารที่เปนองคประกอบ เพื่อศึกษาองคประกอบเบื้องตนของสารสกัดหยาบอยาง
คราวๆ ที่ไดจากการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในแตละสายพันธุ สามารถแสดงผลดังตารางที่ 13 และ
ตารางที่ 14 แสดงน้ําหนักของสารสกัดหยาบที่ไดจากการสกัดดวยวิธีแตกตางกัน  พบวาสารสกัด
หยาบที่ผานการเลี้ยงดวยภาชนะในชนิดตางๆ แลว จากนั้นทําการสกัดดวยวิธีการที่แตกตางกันเชน 
การทําแหงตัวอยางกอนการสกัดสารหยาบทําใหสารสกัดหยาบที่ไดมีองคประกอบของสารสกัด
หยาบในกลุมที่แตกตางกัน โดยพบวาการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในอาหารสูตรเดียวกันภาชนะ
เดียวกัน เมื่อทําการสกัดสารหยาบดวยเอทิลอะซีเตท และเปรียบเทียบสารสกัดหยาบที่ผานการทํา
แหงตัวอยางแลวสกัดดวยเมทานอลพบวาสารสกัดหยาบที่สกัดดวยเอทิลอะซีเตทจะไดสารโดยสวน
ใหญเปนกลุมของสารที่มีขั้วต่ํา และสารสกัดหยาบที่ผานการทําแหงตัวอยางแลวสกัดดวย             
เมทานอลจะไดสารในกลุมที่เปนสารที่มีขั้วสูง ซ่ึงวิธีการสกัดสารมีผลตอกลุมของสารสกัดหยาบที่
ไดจากการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทที่แตกตางกัน พบวาสารสกัดหยาบที่ไดจากการทําแหงกอนแลวจึง
จะนําไปสกัดดวยเมทานอลจะไดสารโดยสวนใหญเปนสารในกลุมของสารที่มีความเปนขั้วสูง และ
พบวาโครมาโตแกรมที่เกิดขึ้นในแตละสายพันธุของแอคติโนมัยสีทมีความคลายคลึงกัน จึงขอ
ยกตัวอยางดังแสดงในภาพที่ 21-23  
 



ตารางที่ 13 องคประกอบของสารที่มีในสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีททั้ง 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 (ตอ) 
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 น้ําหนักสารสกัดหยาบที่ไดจากการสกัดสารจากแอคติโนมัยสีททั้ง 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 (ตอ) 
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 (ตอ) 
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 (ตอ) 
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 (ตอ) 
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 เปน CH2Cl2:MeOH ใน 

    อัตราสวน 9:1) ของสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA053 เล้ียงใน   
    อาหารสูตร A, B, C และ D วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด Wagner’s reagent  
    A. สารสกัดหยาบที่ไดจากการสกัดดวยเอทิลอะซิเตทที่เล้ียงในฟลาสกขนาด 250  
         มิลลิลิตร 
    B. สารสกัดหยาบที่ไดจากการทําแหงและสกัดดวยเมทานอลที่เล้ียงในฟลาสกขนาด 250  
     มิลลิลิตร 
  C. สารสกัดหยาบที่ไดจากการทําแหงและสกัดดวยเมทานอลที่เล้ียงในขวดทรงกระบอก 
  D. สารสกัดหยาบที่ไดจากการทําแหงและสกัดดวยเมทานอลที่เล้ียงใน 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 เปน CH2Cl2:MeOH ใน 

    อัตราสวน 9:1) ของสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA053 เล้ียงใน 
    อาหารสูตร A, B, C และ D วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด ninhydrin reagent 
    A. สารสกัดหยาบที่ไดจากการสกัดดวยเอทิลอะซิเตทที่เล้ียงในฟลาสกขนาด 250  
         มิลลิลิตร 
    B. สารสกัดหยาบที่ไดจากการทําแหงและสกัดดวยเมทานอลที่เล้ียงในฟลาสกขนาด 250  
     มิลลิลิตร 
  C. สารสกัดหยาบที่ไดจากการทําแหงและสกัดดวยเมทานอลที่เล้ียงในขวดทรงกระบอก 
  D. สารสกัดหยาบที่ไดจากการทําแหงและสกัดดวยเมทานอลที่เล้ียงใน 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 เปน CH2Cl2:MeOH ใน 

    อัตราสวน 9:1) ของสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA053 เล้ียงใน  
    อาหารสูตร A, B, C และ D วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด vanillin in conc. H2SO4 
    A. สารสกัดหยาบที่ไดจากการสกัดดวยเอทิลอะซิเตทที่เล้ียงในฟลาสกขนาด 250  
         มิลลิลิตร 
    B. สารสกัดหยาบที่ไดจากการทําแหงและสกัดดวยเมทานอลที่เล้ียงในฟลาสกขนาด 250  
     มิลลิลิตร 
  C. สารสกัดหยาบที่ไดจากการทําแหงและสกัดดวยเมทานอลที่เล้ียงในขวดทรงกระบอก 
  D. สารสกัดหยาบที่ไดจากการทําแหงและสกัดดวยเมทานอลที่เล้ียงใน 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. การวิเคราะหองคประกอบของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็ง โดยใชเทคนิค Thin-
Layer Chromatography (TLC) 
 
 จากการเลี้ยงแอคติโนมัยสีททั้ง 21 สายพันธุโดยทําการเลี้ยงในขวดรูปทรงกระบอกซึ่งเลี้ยง
ในอาหาร 4 สูตร (A, B, C และ D) ไดสารสกัดหยาบทั้งหมด 84 สาร จากนั้นทดสอบความเปนพิษ
ตอเซลลมะเร็งทั้ง 4 ชนิด (KB, MCF-7, HT-29 และ HeLa) จากนั้นทําการคัดเลือกสารสกัดหยาบที่
มีฤทธิ์ในการยับยั้งเซลลมะเร็ง เพื่อศึกษาองคประกอบเบื้องตนของสารสกัดหยาบ โดยอาศัยเทคนิค 
Thin-Layer Chromatography (TLC) และเลือกใชรีเจนทที่มีความจําเพาะตอการพิสูจนเอกลักษณ
ของสารที่เปนองคประกอบซึ่งผลจากการศึกษาสามารถแสดงดังรูปภาพที่ 24-31 
 
 
 
 
 
 
         

 
 
 
          A             B 

ภาพที่ 24  โครมาโตแกรมของ TLC ชนิด normal phase (มี mobile phase เปน CH2Cl2:MeOH ใน 
    อัตราสวน 9:1)  
    A. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA097 เล้ียงในอาหารสูตร D    
         วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด ninhydrin 
    B. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA097 เล้ียงในอาหารสูตร D    
         วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด 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 เปน CH2Cl2:MeOH ใน 

     อัตราสวน 9:1)  
     A. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA099 เล้ียงในอาหาร 4 สูตร    
         วิเคราะหดวย Wagner’s reagent 
     B. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA099 เล้ียงในอาหาร 4 สูตร   
         วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด ninhydrin 
     C. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA099 เล้ียงในอาหาร 4 สูตร    
         วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด 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 เปน CH2Cl2:MeOH ใน 

     อัตราสวน 9:1)  
     A. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA102 เล้ียงในอาหารสูตร A และ   
          D วิเคราะหดวย Wagner’s reagent 
     B. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA102 เล้ียงในอาหารสูตร A และ   
          D วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด ninhydrin 
     C. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA102 เล้ียงในอาหารสูตร A และ   
          D วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด 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 เปน CH2Cl2:MeOH ใน 

     อัตราสวน 9:1)  
     A. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA103 เล้ียงในอาหารสูตร               
          A, B และ C วิเคราะหดวย Wagner’s reagent. 
     B. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA103 เล้ียงในอาหารสูตร               
         A, B และ C วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด ninhydrin. 
     C. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA103 เล้ียงในอาหารสูตร               
         A, B และ C วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด 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 เปน CH2Cl2:MeOH ใน 

     อัตราสวน 9:1)  
     A. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA104 เล้ียงในอาหารสูตร A และ   
         D วิเคราะหดวย Wagner’s reagent 
     B. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA104 เล้ียงในอาหารสูตร A และ   
          D วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด ninhydrin 
     C. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA104 เล้ียงในอาหารสูตร A และ   
         D วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด 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 เปน CH2Cl2:MeOH ใน 

     อัตราสวน 9:1)  
     A. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA112 เล้ียงในอาหาร 4 สูตร    
         วิเคราะหดวย Wagner’s reagent 
     B. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA112 เล้ียงในอาหาร 4 สูตร   
         วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด ninhydrin 
     C. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA112 เล้ียงในอาหาร 4 สูตร    
         วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด 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 เปน CH2Cl2:MeOH ใน 

     อัตราสวน 9:1)  
     A. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA145 เล้ียงในอาหาร 4 สูตร    
         วิเคราะหดวย Wagner’s reagent 
     B. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA145 เล้ียงในอาหาร 4 สูตร   
         วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด ninhydrin 
     C. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA145 เล้ียงในอาหาร 4 สูตร    
         วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด 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 เปน CH2Cl2:MeOH ใน 

     อัตราสวน 9:1)  
     A. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA146 เล้ียงในอาหาร 4 สูตร    
         วิเคราะหดวย Wagner’s reagent 
     B. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA146 เล้ียงในอาหาร 4 สูตร   
         วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด ninhydrin 
     C. สารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทสายพันธุ CNA146 เล้ียงในอาหาร 4 สูตร    
         วิเคราะหดวยรีเอเจนทชนิด 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. 

  
 ผลจากการศึกษาองคประกอบอยางคราวๆ ของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ
เซลลมะเร็งนั้น สามารถแสดงไดดังตารางที่ 15 พบวาแอคติโนมัยสีทเกือบทุกสายพันธุมีสารใน
กลุมแอลคาลอยด สารในกลุมของกรดอะมิโน และสารกลุมเทอรพีนอยดเปนองคประกอบ ดัง
แสดงในโครมาโตแกรมของภาพที่ 24-31 ยกเวนสายพันธุ CNA097 ที่เล้ียงในอาหารสูตรA ที่ไมพบ
สารในกลุมแอลคาลอยด ซ่ึงในการนําองคประกอบที่เปนสวนผสมของแตละสูตรอาหาร เชน 
สาหราย, soytone, polypeptone และ yeast extracts ที่มีการนําไปใชในกระบวนการเจริญของเชื้อ
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โดยผานวิถีชีวสังเคราะห เพื่อใหไดโมเลกุลของสารที่เชื้อสามารถนําไปใชได เนื่องจากการนํา
สารอาหารดังกลาวเพื่อนําไปใชในวิถีชีวสังเคราะหของเชื้อแตละสายพันธุนั้นมีความสามารถ
แตกตางกัน ทําใหสารสกัดหยาบที่ถูกพิสูจนดวยเทคนิค TLC อาจใหสารในกลุมเดียวกัน หรืออาจ
ใหสารในกลุมที่แตกตางกัน ดังปรากฏตามโครมาโตแกรมที่ไดแสดงไวขางตน และเปนที่นาสนใจ 
คือ แอคติโนมัยสีทที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งสามารถแยกไดจากตะกอนดินในทะเล
ทั้งหมด ดังนั้นตะกอนดินจึงนาจะเปนแหลงของแอคติโนมัยสีทที่สามารถผลิตสารที่มีฤทธิ์ตาน
เซลลมะเร็งที่ดี และเหมาะตอการเก็บตัวอยางเพื่อการศึกษาตอไป 
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marine-derived actinomycetes crude extracts. 
สารที่มีในสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีท ตารางที่ 15 ผลของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง และองคประกอบของ 

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 (ตอ) 
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. องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีผลตอการผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งท่ี
ไดจากการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทจํานวน 21 สายพันธุ 
 

จากการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากทะเลจํานวน 21 สายพันธุ ในขวดรูปทรงกระบอก
ทําใหไดสารสกัดหยาบทั้งหมด 84 สาร เมื่อนําไปทดสอบฤทธิ์การยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง
ทั้ง 4 ชนิด พบวาสารสกัดที่ไดจากการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในอาหารเหลวสูตร A (มีองคประกอบ
ของสาหราย เปลือกกุงบด และตะกอนดิน) สามารถผลิตจํานวนสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการ
เจริญของเซลลมะเร็งชองปาก (KB) ไดมากที่สุด รองลงมา คือ เซลลมะเร็งปากมดลูก (HeLa) 
เซลลมะเร็งเตานม (MCF-7) และเซลลมะเร็งลําไส (HT-29) ซ่ึงมีจํานวน 20, 14, 13 และ 12 สาร คิด
เปนรอยละ 23.81, 16.67, 15.48 และ 14.29 ตามลําดับแสดงดังตารางที่ 16 และภาพที่ 32 
 
ตารางที่ 16 จํานวนสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งจากการเลี้ยงแอคติโนมัย 

    สีททั้ง 21 สายพันธุในอาหารที่แตกตางกัน 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   รอยละของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งที่ไดจากการเลี้ยง         

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

 
เมื่อพิจารณาองคประกอบของอาหารสูตร A พบวามีสาหราย เปลือกกุงบด และตะกอนดิน 

ซ่ึงองคประกอบของอาหารในสูตรนี้ไดมีการดัดแปลงใหเหมือนแหลงอาหารที่มีอยูตามธรรมชาติ 
ทําใหยากตอการนําอาหารที่เปนองคประกอบเหลานี้ไปใช ทําใหเชื้อแอคติโนมัยสีทตองมีการสราง
เอนไซม เพื่อยอยสลายองคประกอบของอาหารในสูตรดังกลาว เพื่อใหเหมาะสมตอการนําไปใชใน
กระบวนการในระดับเซลล เชนการสรางเอนไซมเพื่อยอยสาหราย เนื่องจากสาหรายมีโปรตีนเปน
องคประกอบที่สําคัญ ทําใหไดสารตั้งตนซึ่งเปนแหลงไนโตรเจน  ไดแก สารในกลุมของ         
กรดอะมิโนที่ประกอบดวย คือ Cysteine, Lysine, Aspartic, Glutamic, Proline, Methionine, 
Tryptophane, Arginine, และ Ornithine เปนตน ซ่ึงสารในกลุมของกรดอะมิโนที่กลาวมานั้นจะเปน
สารตั้งตนในกระบวนการชีววิถีสังเคราะหทําใหไดสารที่มีความหลากหลาย รวมถึงการปรับตัวของ
แอคติโนมัยสีทอาจทําใหมีการสงเสริมใหมีการผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง 
และพบวาองคประกอบหลักในเปลือกกุง นั่นคือ ไคติน ซ่ึงแอคติโนมัยสีทสามารถใชเปนแหลง
คารบอน รวมท้ังเปนแหลงไนโตรเจนไดอีกดวย ไคตินเปนสารจําพวกโพลีเมอรที่มีสายยาวมี
องคประกอบของหนวยยอยเปนอนุพันธของน้ําตาลกลูโคสมีช่ือวา N-acetyl glucosamine ซ่ึงมีธาตุ
ไนโตรเจนรวมอยูดวย ทําใหสูตรอาหาร A มีความหลากหลายของสารตั้งตนจึงสงผลตอการผลิต
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สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลลมะเร็ง ไมวาจะเปนสารกลุมแอลคาลอยด สารในกลุมกรดอะมิโน รวมทั้ง
สารในกลุมเทอรพีนอยด  
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บทที่ 4 
 

สรุปผลการทดลอง 
 
 งานวิจัยคร้ังนี้มุงเนนการศึกษาแนวทางที่เหมาะสมในการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจาก
ทะเล ซ่ึงทําการคัดเลือกแอคติโนมัยสีทจํานวน 5 สายพันธุที่ผานการคัดกรองเบื้องตนแลววามีฤทธิ์
ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง 4 ชนิด ไดแก KB, MCF-7, HeLa และ HT-29 โดยมีรูปแบบของการ
เล้ียงในแบบยอสวน คือ ขวดรูปทรงกระบอก และ 24-well plate แลวเปรียบเทียบกับการเลี้ยงใน 
ฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร เพื่อพิจารณาผลของแตละวิธีในการผลิตสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
การเจริญของเซลลมะเร็ง นําวิธีการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทที่มีความเหมาะสมไปใชในการเลี้ยง         
แอคติโนมัยสีทจํานวน 21 สายพันธุ ทําการคัดเลือกสารสกัดหยาบที่ผานการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการ
เจริญของเซลลมะเร็ง และหาองคประกอบเบื้องตนของสารสกัดหยาบ 
 จากการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทจํานวน 5 สายพันธุ พบวาการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในขวดรูป
ทรงกระบอกมีความเหมาะสมตอการนําไปใชในการเลี้ยงแอคติโนมันสีท และมีผลทําใหสามารถ
คัดกรองสารสกัดหยาบ เพื่อที่จะนําสารสกัดหยาบไปทําการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพไดอยาง
รวดเร็ว และจากวิธีการสกัดสารหยาบโดยใชเอทิลอะซีเตท และการทําแหงกอนการสกัดสารหยาบ
ดวยเมทานอล พบวาจะใหสารสกัดหยาบในกลุมที่แตกตางกัน คือ เมื่อสกัดสารหยาบดวย     
เอทิลอะซีเตทจะใหสารในกลุมที่มีขั้วต่ํา แตเมื่อทําแหงตัวอยางกอนการสกัดจดวยเมทานอลจะ    
ไดสารในกลุมที่มีความเปนขั้วสูง 

จากการใชขวดรูปทรงกระบอกเปนภาชนะที่ใชเล้ียงแอคติโนมัยสีทที่แยกไดจากทะเล
จํานวน 21 สายพันธุ ทําใหไดสารสกัดหยาบจํานวน 84 สาร พบวามีสารสกัดหยาบจํานวน 24 สาร
ซ่ึงเปนสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งทั้ง 4 ชนิด (KB, MCF-7, HeLa และ HT-29) 
ไดแก 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 เมื่อทําการพิสูจนเอกลักษณของสารที่เปนองคประกอบอยางคราวของสารสกัด
หยาบโดยการใชรีเอเจนทที่มีความจําเพาะตอกลุมสาร พบวาสารสกัดหยาบที่ไดมีองคประกอบสาร
ในกลุมแอลคาลอยด สารกลุมกรดอะมิโน และสารในกลุมเทอรพีนอยด 
 เมื่อพิจารณาแหลงที่มาของเชื้อแอคติโนมัยสีทที่สามารถผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญ
ของเซลลมะเร็ง พบวาเชื้อแอคติโนมัยสีททั้งหมดมีแหลงที่มาจากตะกอนดิน ดังนั้นแหลงตะกอน
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ดินจึงเปนแหลงของแอคติโนมัยสีทอีกแหลงหนึ่งที่นาสนใจ เพื่อใชเปนแหลงในการเก็บตัวอยาง 
และการแยกตัวอยางในการศึกษาในครั้งตอไป 
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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหาร และวิธีการเตรียมอาหารเพื่อใชเล้ียงเชื้อแอคติโนมัยสีท 

1. อาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อแอคติโนมยัสีท 4 สูตร 

อาหารสูตร A (ดัดแปลงจาก Mitchell et al., 2004) 

องคประกอบของอาหาร 
 ตะกอนดินจากทะเล    1.0   กรัม 

สาหราย                       2.0   กรัม 
เปลือกกุงปน                1.0   กรัม 
น้ําทะเล                   100   มิลลิลิตร 

 อาหารสูตร A ที่มีองคประกอบของวัสดุมาจากธรรมชาติ ไดแก ตะกอนดิน 
สาหราย และเปลือกกุงบด วิธีการเตรียมตะกอนดินสามารถทําไดโดยการนําตะกอนดินที่เก็บมาจาก
ทะเลที่ระดับความลึกประมาณ 1 เมตร นํามาผ่ึงแดดใหแหงสนิท จากนั้นจึงรอนแยกขนาดคัดเลือก
เฉพาะตะกอนดินที่มีขนาดกลางและขนาดเล็กประมาณ 500-1,000 ไมครอน อบตะกอนดินที่
อุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง การเตรียมสาหรายเลือกใชสาหราย Porphyra sp. 
แบบแหงที่มีจําหนายทั่วไป นํามาบดใหละเอียด และสําหรับการเตรียมวัสดุที่มีไคติน จากเปลือกกุง
โดยการนําเปลือกกุงตากใหแหงสนิท บดใหละเอียด และเก็บรักษาไวในที่แหง นําสวนประกอบ
ของอาหารทั้งหมดละลายในน้ําทะเล ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปริมาตร 8   มิลลิลิตร และปริมาตร 2 
มิลลิลิตร สําหรับเลี้ยงในขวดเขยาขนาด 250 มิลลิลิตร Scintillation vial และ 24-well plate 
ตามลําดับ โดยนําไปนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งความดัน (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 
15 นาที 

  

 

 

 



 

 

     

 อาหารสูตร B (ดัดแปลงจาก Capon et al., 2000) 

 องคประกอบของอาหาร 

 กลีเซอรอล                   2.0   กรัม 
 Soytone                       1.0   กรัม 
 น้ําทะเล                       100   มิลลิลิตร 

 นําสวนประกอบของอาหารทั้งหมดละลายในน้ําทะเล ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
ปริมาตร 8   มิลลิลิตร และปริมาตร 2 มิลลิลิตร สําหรับเลี้ยงในขวดเขยาขนาด 250 มิลลิลิตร 
Scintillation vial และ 24-well plate ตามลําดับ โดยนําไปนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งความดัน (autoclave) 
ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

 อาหารสูตร C (ดัดแปลงจาก Moore et al., 1999) 

      องคประกอบของอาหาร 
 Polypeptone                1.0   กรัม 

Soluble starch             1.0   กรัม 
Yeast extracts             1.0   กรัม 
น้ําทะเล                      100   มิลลิลิตร 

 นําสวนประกอบของอาหารทั้งหมดละลายในน้ําทะเล ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
ปริมาตร 8   มิลลิลิตร และปริมาตร 2 มิลลิลิตร สําหรับเลี้ยงในขวดเขยาขนาด 250 มิลลิลิตร 
Scintillation vial และ 24-well plate ตามลําดับ โดยนําไปนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งความดัน (autoclave) 
ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

  

 

 

 

 



 

 

     

 อาหารสูตร D (ดัดแปลงจาก Imada and Okami, 1994) 

 องคประกอบของอาหาร  
 Peptone                      0.5   กรัม 
 Yeast extracts            0.5   กรัม 

น้ําทะเล                     100   มิลลิลิตร 

 นําสวนประกอบของอาหารทั้งหมดละลายในน้ําทะเล ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
ปริมาตร 8   มิลลิลิตร และปริมาตร 2 มิลลิลิตร สําหรับเลี้ยงในขวดเขยาขนาด 250 มิลลิลิตร 
Scintillation vial และ 24-well plate ตามลําดับ โดยนําไปนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งความดัน (autoclave) 
ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

2. Nutrient agar 

 Nutrient broth 8.0 กรัม                                                                        
Agar 20.0 กรัม                                                     
น้ําทะเล 1000 มิลลิลิตร 

              นําสวนประกอบของอาหารทั้งหมดละลายในน้ําทะเล ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
โดยนําไปนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งความดนั (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาท ี
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1. เซลลมะเร็งท่ีใชในการทดสอบสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีท 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 33    เซลลมะเร็งเยื่อบชุองปาก 

Figure 33.  Human oral cancer cell line (KB) 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 34    เซลลมะเร็งเตานม 
Figure 34.  Breast adenocarcinoma cell line (MCF-7)  



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 35    เซลลมะเร็งลําไส 
Figure 35.  Human colon adenocarcinoma  cell line (HT-29)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 36   เซลลมะเร็งปากมดลูก 

Figure 36. Human cervical cancer cell line (HeLa)  
 



 

 

2. การเตรียมอาหารสําหรับเลี้ยงเซลลมะเร็ง 
 อาหารเลี้ยงเซลลที่มีจําหนายอาจจะอยูในรูปของผงแหง หรือเปนของเหลว อาหารที่
เปนผงแหงจะมีราคาถูกและเก็บไวไดนานกวาแตตองนํามาละลายน้ําทําการปรับ pH และทําให
ปราศจากเชื้อเอง โดยในสูตรอาหารอาจจะมี NaHCO3, glutamine หรือ pyruvate อยูใน
สวนประกอบอยูแลว แตถาไมมีตองทําการเติมสารอาหารเหลานี้ภายหลังตามที่กําหนดไว (โดยดูได
จากรายละเอียดของสวนประกอบใหครบถวน เนื่องจากอาหารที่มีจําหนายมีสูตรแตกตางกันหลาย
แบบ) น้ําที่ใชเตรียมจะตองเปนน้ําบริสุทธิ์เปนพิเศษ (ultrapure water) คือ มีกรรมวิธีที่ผานการกลั่น
ดวยภาชนะที่เปนแกว ผานการกรองดวยคารบอนฟลเตอร ผานการกําจัดไอออน (deionization) และ
ผานการทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองในขั้นตอนสุดทายของกระบวนการทําน้ําใหบริสุทธิ์ โดย
เครื่องมือทุกอยางที่สัมผัสกับอาหารตองทําใหปราศจากเชื้อมากอน ซ่ึงกระบวนการกรองเพื่อให
อาหารปราศจากเชื้อ และทําการแบงอาหารเลี้ยงเซลลที่ผานการกรองมาแลวโดยตองทําใน laminar 
air flow hood อาหารที่เตรียมไดตองทําการทดสอบความปราศจากเชื้อ และเก็บไวในตูเย็น ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และควรใชใหหมดภายในเวลา 3 เดือน เมื่อตองการใชอาหารเลี้ยงเซลล
จะตองทําการเติมสารที่จําเปนตอการเจริญของเซลล เชน glutamine, non-essential amino acids 
หรือ ยาปฏิชีวนะ และ serum (fetal calf serum หรือ new born calf serum) อาหารที่มีการเติมสารที่
จําเปนตอการเจริญของเซลลควรใชใหหมดภายในเวลา 3 สัปดาห 
2.1 สารเคมีและอุปกรณ 

1. อาหารเลี้ยงเซลล Eagle’s minimum essential media (EMEM) ชนิดผงที่มีสวนประกอบ
ของ Earle’s salts, L-glutamine แตไมมีสวนประกอบของ โซเดียมไบคารบอเนต (NaHCO3) โดย 1 
ซอง สําหรับเตรียมอาหาร 1 ลิตร (โดยเก็บอาหารชนิดผงไวที่อุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส)  

2. น้ําบริสุทธิ์ ปริมาตร 1500 มิลลิลิตร ซ่ึงสามารถใช Sterile water for injection ได 
3. 100x Antibiotics ประกอบดวย 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 (สารเหลานี้จะทาํ
การเก็บไวที่อุณหภูมิ -5 หรือ -20 องศาเซลเซียส) 

4.Heat Inactivated new born calf serum (เก็บไวที่อุณหภูมิเ -5 หรือ -20 องศาเซลเซียส) 
5. Sodium bicarbonate (NaHCO3) 
6.ชุดเครื่องกรอง 
7. แผนกรอง ขนาดรู 0.22 ไมครอน 
8.เครื่อง Pump 
9.ภาชนะสําหรับใสอาหารเลี้ยงเซลล 



 

 

2.2 วิธีการเตรียมอาหาร 
 1. นําน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 900 มิลลิลิตร ใสลงในขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) 
ขนาด 1000 มิลลิลิตร 
 2. เทอาหารออกจากซอง โดยทําการนําน้ํากลั้วภายในซองเพื่อละลายอาหารออกมาให
หมด คนจนผงละลายน้ําหมด 
 3. เติมโซเดียมไบคารบอเนต (NaHCO3) 3.7 กรัม ตออาหาร 1 ลิตร ผสมใหเขากัน เติม 
100x Antibiotics solution 1 มิลลิลิตร แลวทําการปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร 
 4. ทําการปรับ pH โดยการเติม 1N NaOH หรือ 1 N HCl ใหได pH 7.2-7.3 (โดยทําการ
ปรับ pH ใหต่ํากวาที่ตองการอยูประมาณ 0.2-0.3 unit เมื่อทําการกรอง pH จะเพิ่มขึ้นอีกเล็กนอยจน
ไดคา pH ที่ตองการ) เมื่อทําการปรับ pH แลวปดฝาขวดใหสนิท 
 5. ทําการกรองอาหารเลี้ยงเซลลใหปราศจากเชื้อทันที เนื่องจากหากมีการวางอาหารทิ้ง
ไวจะทําให pH ของอาหารมีการเปลี่ยนแปลง โดยทําการกรองซึ่งใชแผนกรอง polycarbonate, 
cellulose acetate หรือ cellulose nitrate ที่มีเสนผานศูนยกลาง 47 มิลลิลิเมตร ขนาดรูของกระดาษ
กรอง 0.22 ไมครอน 
 6. เมื่อทําการกรองเสร็จ จากนั้นทําการแบงอาหารใสภาชนะที่ปราศจากเชื้อ เพื่อนําไป
เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทําการทดสอบอาหารวามีการปนเปอนหรือไม โดยการนําอาหาร
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสในขวดปลอดเชื้อ นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 
ช่ัวโมง หากมีความขุนเกิดขึ้นใหทดลองกับขวดอื่น ถาใหผลเหมือนเดิมใหกําจัดอาหารทิ้งใหหมด 
หากอาหารสามารถใชไดควรใชอาหารใหหมดภายในระยะเวลา 3 เดือน 
 7. ทําการแบงอาหารใสภาชนะปราศจากเชื้อขนาด 250 มิลลิลิตร บรรจุอาหารปริมาตร 
180 มิลลิลิตร และทําการเติม New born calf serum (NCS) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร (คิดเปน 10 % 
NCS) สําหรับอาหารเลี้ยงเซลลที่มีการเติมเซรั่มลงไป ควรใชเล้ียงเซลลใหหมดภายในระยะเวลา 2-3 
สัปดาห 



   

   

ภาคผนวก ค 
 

ผลการทดลอง 
 

ตารางที่ 17 รอยละของการยบัยั้งเซลลมะเร็งของสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทที่ 
     เล้ียงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร และสกัดสารหยาบดวยเอทิลอะซีเตท 

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 (ตอ) 
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 น้ําหมักและตวัเซลลของแอคติโนมัยสีทปริมาตร 80 มิลลิลิตรที่สกัดดวยตวัทําละลาย 
เอทิลอะซีเตทในอัตราสวน 1:1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

ตารางที่ 18 รอยละของการยบัยั้งเซลลมะเร็งของสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทซึ่ง 
     เล้ียงในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร และทําแหงกอนสกัดสารหยาบดวยเมทานอล 

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

Cytotoxic activity (%) 
รหัสตัวอยาง 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 น้ําหมักและตัวเซลลของแอคติโนมัยสีทปริมาตร 80 มิลลิลิตรที่ไดจากการเลี้ยงใน
ขวดเขยา ที่ผานการทําแหง และสกัดดวยตัวทําละลายเมทานอลในอตัราสวน 1:1 



 

 

ตารางที่ 19 รอยละของการยบัยั้งเซลลมะเร็งของสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทซึ่ง 
     เล้ียงในขวดรูปทรงกระบอกขนาด 8 มิลลิลิตร และสกัดสารหยาบดวยเมทานอล 

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

Cytotoxic activity (%) 
รหัสตัวอยาง 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 น้ําหมักและตัวเซลลของแอคติโนมัยสีทปริมาตร 8 มิลลิลิตรที่ไดจากการเลี้ยงใน 
scintillation vial ที่ผานการทําแหง และสกัดดวยตัวทําละลายเมทานอลในอัตราสวน 1:1 



 

 

ตารางที่ 20 รอยละการยับยั้งเซลลมะเร็งของสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีทซึ่ง 
     เล้ียงใน 24-well plate และสกัดสารหยาบดวยเมทานอล 

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

Cytotoxic activity (%) 
รหัสตัวอยาง 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 น้ําหมักและตัวเซลลของแอคติโนมัยสีทปริมาตร 2 มิลลิลิตรที่ไดจากการเลี้ยงใน 24-
well plate ที่ผานการทําแหง และสกัดดวยตัวทําละลายเมทานอลในอัตราสวน 1:1 



 

 

ตารางที่ 21 รอยละของการยบัยั้งเซลลมะเร็งของสารสกัดหยาบที่ไดจากแอคติโนมัยสีท 21 สายพันธุ 
Table 21.    Percentage of cytotoxicity of  marine-derived actinomycetes extracts from 21 strains. 
 

Cytotoxic activity (%) 
รหัสตัวอยาง 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 (ตอ) 
Table 21.    (Cont.) 
 

Cytotoxic activity (%) 
รหัสตัวอยาง 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 (ตอ) 
Table 21.    (Cont.) 
 

Cytotoxic activity (%) 
รหัสตัวอยาง 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 (ตอ) 
Table 22.    (Cont.) 
 

Cytotoxic activity (%) 
รหัสตัวอยาง 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 

 
เปอรเซ็นตการยับยั้งเซลลมะเร็งที่ติดลบ คือ สารสกัดหยาบมีฤทธิ์กระตุนการเจริญของเซลลมะเร็ง 
ND = Not Detect. 



 ภาคผนวก ง  
 

องคประกอบของสารเคม ี
 

การเตรียมสารเคมีสําหรับทดสอบองคประกอบทางเคมีโดยเทคนิค  
Thin Layer Chromatography (TLC) 

 
1.  Vanillin reagent 

องคประกอบของสาร 
 Vanillin     15.0 กรัม 
 เอทานอล  250.0 มิลลิลิตร 
 กรดซัลฟวริก  2.5 มิลลิลิตร 
รีเอเจนทที่ไดจากการเตรียม นํามาบรรจุใสในขวดที่หุมดวยฟลอยด เพื่อปองกันแสง โดย

การทดสอบสารตัวอยางหลังจากสเปรยดวยรีเอเจนทชนิดนี้ และหลังผานความรอนบนแผน 
TLC หากสารปรากฎเปนสีมวงแดง สามารถสรุปไดวาสารที่ทดสอบมีสารในกลุม terpenes และ 
terpenoids เปนองคประกอบ 

  
  2.  Wagner’s reagent 

องคประกอบของสาร 
 Iodine   10.0 กรัม 
 เอทานอล  250 มิลลิลิตร 
 กรดซัลฟวริก    2.5 มิลลิลิตร 
รีเอเจนทที่ไดจากการเตรยีม นํามาบรรจุใสในขวดทีหุ่มดวยฟลอยด เพื่อปองกันแสง โดยการ

ทดสอบสารตัวอยางหลังจากสเปรยดวยรีเอเจนทชนดินี ้ และหลังผานความรอนบนแผน TLC 
หากสารปรากฏเปนสีน้ําตาลแดง สามารถสรุปไดวาสารที่ทดสอบมีสารในกลุมแอลคาลอยดเปน 

      องคประกอบ 
 
 
 
 



 

 

3. Ninhydin reagent 
องคประกอบของสาร 
 Ninhydrin  20.0 มิลลิกรัม 
 บิวทานอล  95 มิลลิลิตร 
 100% AcOH    5.0 มิลลิลิตร 
รีเอเจนทที่ไดจากการเตรียม นํามาบรรจุใสในขวดที่หุมดวยฟลอยด เพื่อปองกันแสง โดย

การทดสอบสารตัวอยางหลังจากสเปรยดวยรีเอเจนทชนิดนี้ และหลังผานความรอนบนแผน 
TLC หากสารปรากฎเปนสีมวงแดง สามารถสรุปไดวาสารที่ทดสอบมีสารในกลุมกรดอะมิโน
เปนองคประกอบ 
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