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บทคัดย่อ 
	 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของสาร beauvericin (BEA) และ 

สารสกัดหยาบจาก   เชื้อรา Beauveria bassiana (ไอโซเลต A และไอโซเลต B) และ Beauveria brongniartii 

(ไอโซเลต C และไอโซเลต D) โดยการน�ำเส้นใยที่เลี้ยงในอาหารเหลวชนดิ Yeast Extract Sucrose (YES) 
เป็นระยะเวลา 1 เดือน มาสกัดด้วยตัวท�ำละลาย 3 ชนดิ คือ เฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเอทานอล ตามล�ำดับ 

น�ำสารสกัดหยาบที่ได้มาตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ 4 ชนดิ คือ P388, HT-29, MCF-7 และ Vero 
cell ในหลอดทดลองด้วยวิธี MTT assay พบว่า สารสกัดหยาบจากเชื้อรา B. brongniartii แสดงความเป็น

พิษต่อเซลล์ไลน์ในระดับต�่ำ และสารสกัดหยาบจากตัวท�ำละลายเฮกเซนจากเชื้อรา B. bassiana แสดง 

ความเป็นพิษต่อทุกเซลล์ และเป็นพิษต่อเซลล์ชนดิ P388 ซึ่งเป็นเซลล์ประเภท Lymphocyte มากที่สุด โดย 
ไอโซเลต B มีผลต่อเซลล์ชนดิ P388 มากที่สุด (CC

50 
= 220.55 µg/ml) เช่นเดียวกับสาร beauvericin ที่แสดง

ความเป็นพิษต่อเซลล์ชนดิ P388 มากที่สุดเช่นกัน (CC
50
 = 2.25 µg/ml) จากการศึกษาในครั้งนี้ แสดงให้เห็นว่า

ความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ของสารสกัดหยาบจากเชื้อราสาเหตุโรคแมลงในสกุล Beauveria ขึ้นอยู่กับปัจจัย 

ทั้งจากตัวท�ำละลาย ชนดิของเซลล์ไลน์ที่น�ำมาทดสอบ ระดับความเข้มข้นของสารสกัดหยาบ และสายพันธุ์

ของเชื้อรา 

ค�ำส�ำคัญ :  Beauveria sp. ความเป็นพิษกับเซลล์ Beauvericin (BEA) การตรวจสอบ MTT 
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ความเป็นพิษต่อเซลล์ของ Beauvericin และสารสกัดหยาบที่ได้จาก
เชื้อราสกุล Beauveria sp.
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Abstract 
	 The aim of this study was to determine the cytotoxicity of beauvericin (BEA) and 
crude extracts from Beauveria bassiana (isolate A and isolate B) and Beauveria brongniartii 
(isolate C and isolate D). The mycelium was cultured in Yeast Extract Sucrose (YES) broth for 
one month and was extracted using maceration technique with different organic solvents 
(hexane, ethyl acetate and ethanol). Crude extracts and beauvericin were investigated for their 
cytotoxic activity against P388, HT-29, MCF-7 and Vero cell lines using the MTT assay.  
The crude extracts from B. brongniartii were exhibited the low cytotoxic effect on cell lines. 
The hexane extracts from B. bassiana were exhibited the most effective cytotoxic activity  
for every cell lines. The hexane extract from isolate B exhibited the most potent cytotoxic 
activity against P388 cell line (CC50 = 220.55 µg/ml) like a beauvericin (CC50 = 2.25 µg/ml).  
In this study, the crude extracts from Beauveria sp. induced cytotoxic effect to mammalian 
cells that showed differences between the extraction solvents, cell types and concentration in 
the crude extracts as well as the isolation of fungus.

Keywords: 	 Beauveria sp., Cytotoxicity, Beauvericin (BEA), MTT assay
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บทน�ำ
	 การค้นพบเพนนซิลินิ (Penicillin) จากเชือ้รา 

penicilium เป็นจุดเริ่มต้นท�ำให้มีการศึกษาหา 

สารจากเชื้อราหลากหลายสายพันธุ์ และเนื่องจาก

ประเทศไทยอยู่ในเขตร้อนชื้นที่มีความหลากหลาย
ทางชีวภาพ รวมทั้งเชื้อราที่เป็นสาเหตุของโรคแมลง 

(Entomopathogenic Fungi) เช่น Paecilomyces 

lilacinus, Verticillium Lecanii, Metarhizium 
Anisopliae และ Beauveria Bassiana เป็นต้น  

ซึ่งปัจจุบันนิยมน�ำเชื้อราที่เป็นสาเหตุของโรคแมลง

มา ใช ้ ในการควบคุ มแมลงศั ตรู พื ช โดยชี ววิ ธี 
(Biological Control) เพิ่มมากขึ้น เพื่อลดการใช ้

สารเคมี โดยกลไกการเข้าท�ำลายแมลงมีทั้งการ
เข้าไปเจริญเติบโตและแย่งอาหาร และสร้างสารเพื่อ

ท�ำลายเนื้อเยื่อหรืออวัยวะของแมลง มีรายงาน 

การวจิยัสารจากเชือ้ราทีเ่ป็นสาเหตโุรคแมลงสร้างขึน้ 
เช่น M. anisopliae ผลิตสารในกลุ่ม Destruxin,  

V. lecanii ผลิตสาร Dipcolonic acid เชื้อราในสกุล 
Tolypocaldium ผลิตสาร Cyclosporin และ  

B. Bassiana ซึ่งเป็นเชื้อราที่เป็นสาเหตุโรคแมลงที่

นิยมน�ำมาใช้ในควบคุมแมลงศัตรูพืช เช่น หนอน
ผเีสือ้ แมลงปีกแขง็ และหนอนกระทู ้โดยเชือ้ราชนดินี้ 

มรีายงานการสร้างสาร เช่น Bassianin, Beauvericin, 

Bassianolide, Beauverolide, Tenellin และ 

oosporein (Butt et al., 2001) โดยสาร Beauvericin 
มีฤทธิ์ในการยับยั้ง Bacillus sp. และ Paenibacillus 

sp. (Castlebury et al., 1999) และสามารถยับยั้ง

เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนดิ U-937 และ HL-60 

(Calo et al., 2004) รวมทั้งสาร Bassianin, 

Tenellin และ Oosporein จะมีผลกระทบต่อเยื่อหุ้ม
เซลล์ของเม็ดเลือดแดงและยับยั้งการท�ำงานของ 

ATPase (Jeffs et al., 1997) นอกจากนั้นยังมี

รายงานการมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ของสารสกัด

หยาบทีม่เีอธลิอะซเิตทเป็นตวัท�ำละลาย (Parine et al., 

2010) ซึ่งข ้อมูลที่ เกี่ยวกับฤทธิ์ทางชีวภาพของ 
สารสกัดหยาบจากเชื้อราที่เป็นสาเหตุของโรคแมลง

ยังมีอยู่น้อย โดยเฉพาะฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโต

ของเซลล์มะเร็ง จึงมีการตรวจสอบหาเชื้อราที่มี

คุณสมบัติสร้างสารที่เป็นประโยชน์ ซึ่งนอกจาก

เป็นการค้นหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพใหม่ๆ แล้ว ยัง
เป็นการประเมินฤทธิ์ของสารจากเชื้อราที่น�ำมาใช้
เป็นสารชีวภาพที่อาจปนเปื้อนสู่สิ่งแวดล้อม (Jestoi 

et al., 2004) หรือเข้าสู่ห่วงโซ่อาหาร ซึ่งอาจมีผล 
กระทบต่อสุขภาพของสัตว์เลี้ยงและมนุษย์ได้ แม้ว่า

มีรายงานเพียงบางกรณีเท่านั้นจากการติดเชื้อจาก 

เชื้อรา B. bassiana นี้ (Henke et al., 2002)
	 การตรวจสอบความเป ็นพิษต ่อ เซลล ์ 

(Cytotoxicity Screening) ในหลอดทดลอง  
(In Vitro) เป็นทางเลือกหนึ่งที่สามารถให้ข้อมูล 

เบื้องต้นได้ ซึ่งการตรวจสอบมีหลายวิธี เช่น Lactate 

dehydrogenase (LDH), Neutral Red (NR), 
Trypan Blue (TB) และ Methyl tetrazolium 3-[4, 

5-Dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyltetrazolium 
bromide (MTT) assay เป็นต้น โดยในงานวิจัยนี้ 

มีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจสอบความเป็นพิษของสาร 
Beauvericin และสารสกัดหยาบที่ได้จากเชื้อรา  

B. Bassiana และ B. Brongniartii ต่อเซลล์ไลน์  

4 ชนดิ แบ่งเป็นเซลล์มะเร็ง คือเซลล์มะเร็งเม็ดเลือด

ขาวของหนู (Murine Leukemia Cell: P388) เซลล์

มะเร็งเต้านมของมนุษย์ (Human Breast Cancer 
Cell: MCF-7) และเซลล์มะเรง็ล�ำไส้ใหญ่และทวารหนกั

ของมนุษย์ (Human Colon Adenocarcinoma 

Cell: HT-29) และเซลล์ปกติ คือเซลล์ไตของลิง 

(African Green Monkey Kidney Cell: Vero 
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Cell) ที่เพาะเลี้ยงในหลอดทดลองด้วยวิธี MTT 

assay

วิธีการวิจัย
	 การเพาะเลี้ยงเชื้อราและการสกัดสาร

	 เพาะเลี้ยง B. Bassiana (ไอโซเลต A และ

ไอโซเลต B) และ B. Brongniartii (ไอโซเลต C และ

ไอโซเลต D) ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Yeast Extract 
Sucrose Broth (YES) (จากการศกึษาก่อนหน้านีพ้บว่า

เชื้อรา B. bassiana ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารชนิด 
YES มีฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์ได้ดีที่สุด) ที่อุณหภูมิ

ห้อง เป็นระยะเวลา 1 เดือน จากนั้นน�ำส่วนของ
เส้นใยไปอบที่อุณหภูมิ 45 ํC เป็นเวลา 48-72 ชั่วโมง 

หรือจนมีน�้ำหนักคงที่ น�ำส่วนของเส้นใยมาบดให้

ละเอยีด สกดัด้วยตวัท�ำละลายอนิทรย์ี ได้แก่ เฮกเซน 
เอธิลอะซิเตท และเอทานอล ตามล�ำดับ เป ็น 

ระยะเวลาประมาณ 72 ซั่วโมง ในสภาวะเขย่า
ความเร็ว 200 รอบ/นาที และน�ำมากรองด้วย 

Whatman filter paper No.1 และน�ำส่วนของตัวท�ำ

ละลายไประเหยแห ้ งด ้ วย เครื่ องระ เหยแบบ
สุญญากาศ (Rotary Evaporator) จนได้สารสกัด

หยาบ (Crude Extract) เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 ํC เพื่อ

ใช้ในการศึกษาต่อไป

	 การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์
	 เพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวของหนู 

(P388) ซึ่งเป็นเซลล์ชนิดแขวนลอย (Suspension 

Culture) เซลล์มะเร็งล�ำไส้ใหญ่และทวารหนักของ

มนุษย์ (HT-29) เซลล์ไตของลิง (Vero cell) และ

เซลล์มะเร็งเต้านมของมนุษย์ (MCF-7) ซึ่งเป็นเซลล์
ชนดิเกาะพื้นผิว (Monolayer Culture) ในอาหาร 

RPMI 1640 ที่มี Fetal Bovine Serum (FBS) 10 % 

และ Gentamicin 50 µl/ml บ่มในตู้ควบคุมอุณหภูมิที่ 

37 ํC ที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ 5 %

	 เตรียมตัวอย่างสารสกัดหยาบจากเชื้อรา

โดยการละลายด้วย Dimethyl Sulfoxide (DMSO) 
ให้มีระดับความเข้มข้น 200 mg/ml และเจือจางด้วย

สารละลาย Phosphate Buffered Saline (PBS) ให้

มีระดับความเข้มข้นเป็น 20 mg/ml น�ำสารละลาย

มาท�ำให้ปราศจากเชื้อโดยกรองผ่าน Millipore 

Membrane fiLter ขนาด 0.45 µm ก่อนน�ำไปตรวจ
สอบจะเจือจางด้วยอาหาร RPMI 1640 ให ้มี 
ความเข้มข้นที่ต้องการ ส�ำหรับสาร Beauvericin 

(C
45
H

57
N

3
O

9
) จากบริษัท Sigma ซึ่งมีน�้ำหนัก

โมเลกุล = 784.0 ใช้เมทานอลเป็นตัวท�ำละลาย  

	 ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ด้วยวิธี MTT 

Assay ที่ดัดแปลงวิธีการมาจาก Mosmarin (1983) 
โดยเซลล์ชนดิ P388, MCF-7, Vero และ HT-29 

cell line ปลูกเซลล์เริ่มต้นจ�ำนวน 0.8 x 105, 1 x 
105, 1.5 x 105  และ 1.5 x 105 cell/ml ตามล�ำดับ 

ใน 96 well plate ปริมาตร 100 µl/well บ่มในตู้

ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 ํC คาร์บอนไดออกไซด์ 5% 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้เตรียมสารสกัดที่ความ

เข้มข้นต่างๆ ปรมิาตร 100 µl/well โดยให้มคีวามเข้มข้น
ของ beauvericin ในแต่ละหลุมเป็น 20, 10, 5, 2.5 

และ 1.25 µg/ml และของสารสกัดแต่ละตัวท�ำละลาย
ในแต่ละหลุมเป็น 2000, 1000, 500 และ 250 µg/ml 

น�ำไปบ ่มต ่อเป ็นเวลา 20 ชั่วโมง จากนั้นเติม

สารละลาย MTT ความเข้มข้น 2 mg/ml ปริมาตร 

50 µl/well แล้วน�ำไปบ่มต่อเป็นเวลา 4 ชั่วโมง ในที่มืด 

เมื่อครบเวลาน�ำอาหารที่มีสารละลาย MTT ออก 
และละลายผลึก MTT-formazan ด้วย DMSO: 

Ethanol ในอัตราส่วน 1:1 ปริมาตร 100 µl/well  

วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง Microplate 

Reader ที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร น�ำมาหา
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ค่าความเป็นพิษต่อเซลล์ร้อยละ 50 (50% Cytotoxic 

Concentration: CC
50
) ด้วยโปรแกรม Graphpad 

Prism 5.0

ผลการวิจัย
	 MTT assay เป็นวิธีตรวจสอบความเป็นพิษ

ต ่อ เซลล ์ ในหลอดทดลองจากความสามารถ 

ในการท�ำงานของเอนไซม์ Dehydrogenase และ 
Cofactor ในไมโทคอนเดรียที่จะรีดิวซ์สาร 3-[4, 

5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-Diphenyltetrazolium 
Bromide (MTT) ที่มีสีเหลืองให้กลายเป็นผลึกฟอร ์

มาซาน (Formazan) ที่มีสีม่วงได้ ดังนั้นจึงใช้ผลึก
ฟอร์มาซานแสดงถงึความมชีวีติของเซลล์ (Mosmann, 

1983) โดยเซลล์ที่ตายนั้นจะมีลักษณะใสไม ่มีสี  

ส่วนเซลลที่ยังมีชีวิตอยูจะมีผลึกสีม่วงเกิดขึ้นภายใน
เซลล์ ซึง่เมือ่น�ำมาละลายในตวัท�ำละลาย เช่น DMSO 

จะได้สารละลายสีม่วงน�้ำเงินที่สามารถวัดค่าการดูด
กลืนแสงได้ด้วยเครื่อง Spectrophotometer น�ำมา

ค�ำนวณเปอร์เซน็ต์การมชีวีติรอดของเซลล์เปรยีบเทยีบ

กับกลุ่มควบคุม ซึ่งนิยมรายงานความเป็นพิษของ
สารจากระดับความเขมขนที่ทําให้เซลลตาย 50% 

(50% Cytotoxic concentration: CC
50
) 

	 ก่อนการตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์

ของสารสกัดหยาบ ท�ำการศึกษาความเป็นพิษของ
สารละลาย Beauvericin ต่อเซลล์ไลน์ทั้ง 4 ชนดิ 

เพื่อน�ำไปใช้เป็น Positive Control ในความเข้มข้นที่

เหมาะสม พบว่าเปอร์เซ็นต์การอยู่รอดของเซลล์ไลน์

ชนิด P388, MCF-7, Vero และ HT-29 cell 

ที่ท�ำการทดสอบด้วยสารละลาย Beauvericin ที่
ความเข้มข้น 5 ระดับ คือ 20, 10, 5, 2.5 และ 1.25 

µg/ml เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง ที่มี 1% Methanol 

ร่วมในการตรวจสอบด้วย และน�ำมาตรวจสอบหาค่า

ระดับความเขมขนที่ทําให้เซลลตาย 50% พบว่า

สารละลาย Beauvericin ในระดับความเข้มข้นต�่ำๆ 

มีความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ทั้ง 4 ชนดิ ท�ำให้มีอัตรา
การมีชีวิตรอดลดลงแตกต่างกันไปตามชนิดของ

เซลล์ไลน์เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยเป็นพิษต่อ

เซลล์ P388 ซึ่งเป็นเซลล์ประเภท Lymphocyte มาก

ที่สุด โดยเซลล์ไลน์ชนดิ P388, Vero, MCF-7 และ 

HT-29 cell มีค่า CC
50
 เท่ากับ 2.25, 10.48, 13.40 

และ 15.05 µg/ml ตามล�ำดับ ดังแสดงในตารางที่ 1 
ซึ่งเมื่อความเข้มข้นเพิ่มขึ้นมีผลท�ำให้อัตราการมีชีวิต

รอดลดลง ดังแสดงในกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง
ความเข้มข้นของสารละลาย Beauvericin กับ

เปอร์เซ็นต์การอยู ่รอดของเซลล์ไลน์ทั้ง 4 ชนิด  

ในรูปที่ 1 A สอดคล้องกับรายงานที่พบว่าสาร 
Beauvericin มีผลต่อความอยู่รอดของทั้ง Insect 

และ Mammalian Cell Lines หลายชนดิ โดยอัตรา
การตายของเซลล์ขึ้นกับทั้งความเข้มข้นของสาร 

และระยะเวลา โดยมีผลท�ำให้เพิ่มการหลั่งของ 

Cytochrome C จากไมโทคอนเดรียและเพิ่ม 
การท�ำงานของ Caspase-3 ซึ่งมีผลต่อการท�ำงาน

ของแคลเซียมอิออนภายในเซลล์ (Dombrink-
Kurtzman, 2003; Calo et al., 2003; Calo et al., 

2004; Jow et al., 2004 ; Lin et al., 2005; Segvit 
Klarit et al., 2008) โดยสาร Beauvericin นี้

สามารถผลิตได้จากเชื้อราสกุล Fusarium ซึ่งขึ้นได้

ในผลิตผลทางการเกษตร เช่น ข้าว ข้าวโพด และถั่ว 

เป ็นต ้น ซึ่ ง ในการศึกษาครั้ งนี้ ใช ้สารละลาย 

Beauvericin ที่ความเข้มข้น 10 µg/ml เป็น Positive 
Control ในขั้นตอนต่อไป

	 เมื่อน�ำสารสกัดหยาบจากตัวท�ำละลาย 

เฮกเซน เอธิลอะซิเตท และเอทานอล ของทั้งเชื้อรา  

B. Bassiana และ B. Brongniartii มาทดสอบ 
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ความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ 4 ชนิด แบ่งเป็นเซลล์

มะเร็ง คือ P388, MCF-7 และ HT-29 และเซลล์

ปกติ คือ Vero cell ที่เพาะเลี้ยงในหลอดทดลองเป็น
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง และน�ำมาค�ำนวณเปอร์เซ็นต์

การมีชีวิตรอดของเซลล์ และค่า CC
50
 โดยความ 

เข้มข้นสูงสุดที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ คือ 2000 µg/ml  

ดังนัน้หาก CC
50
 > 2000 µg/ml นับว่ามีค่าความเป็น

พิษต�่ำ พบว่าสารสกัดหยาบจากทุกตัวท�ำละลายจาก
เชื้อรา B. Brongniartii มีค่า CC

50
 > 2000 µg/ml 

ยกเว้นสารสกัดหยาบจากตัวท�ำละลายเฮกเซนจาก 

ไอโซเลต C มีค่า CC
50
 = 1788 µg/ml (ไม่ได้แสดง

ข้อมูล) ส�ำหรับค่า CC
50 

ของสารสกัดหยาบในทุกตัว

ท�ำละลายจากเชื้อรา B. Bassiana แสดงในตาราง 

ที ่2 โดยสารสกดัหยาบจากทกุตวัท�ำละลายของทัง้สอง
ไอโซเลตมผีลต่อเซลล์ P388 มากกว่าเซลล์ไลน์ชนดิอืน่ 

โดยเฉพาะสารสกัดหยาบจากตัวท�ำละลายเฮกเซน
ของไอโซเลต B มีค่า CC

50 
ต�่ำสุดเพียง 220.55 µg/ml 

(รูปที่ 1B) และสารสกัดหยาบจากตัวท�ำละลาย 

เฮกเซนของเชื้อรา B. Bassiana ทั้งสองไอโซเลต
แสดงความเป็นพิษมากที่สุด (รูปที่ 1C และ D) โดย

ไอโซเลต A มีค่า CC
50
 ส่วนใหญ่มากกว่าไอโซเลต B 

ซึ่งอาจกล่าวได้ว่า B จัดเป็นไอโซเลตที่น่าจะเป็นพิษ

ต่อเซลล์มากกว่า เนื่องจากใช้ปริมาณสารเพียงเล็ก
น้อยสามารถที่จะท�ำให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล ์

ร้อยละ 50 ได้ แต่อย่างไรกต็ามพบว่าทัง้สารสกดัหยาบ

จากตัวท�ำละลายเฮกเซนและเอธิลอะซิเตทของ 

เชื้อรา B. Bassiana ไอโซเลต A แสดงความเป็นพิษ

ต่อ Vero cell ซึ่งเป็นเซลล์ปกติจากไตของลิงได้  
ดังนัน้ในการน�ำเชื้อราในสกุล Beauveria มาประยุกต์

ใช้ในการควบคุมแมลงศัตรูพืชอาจกล่าวได้ว่าเชื้อรา 

B. Bassiana น ่าจะมีประสิทธิภาพดีกว ่า B. 

Brongniartii แต่อย่างไรก็ตามอาจมีโอกาสปนเปื้อน

ของสารเข้าสู่สิ่งแวดล้อม หรือห่วงโซ่อาหารที่จะมี

ผลกระทบต่อสขุภาพได้ ซึง่ควรมกีารศกึษาการปนเป้ือน

ของสารที่ได้จากเชื้อรา ดังเช่นการรายงานการ 
ปนเปื้อนของสารพิษจากเชื้อราและประเมินฤทธิ์ของ

สารพิษจากเชื้อราในตลาดฟินแลนด์และอิตาลี แม้ว่า

ปริมาณที่พบมีระดับต�่ำ (Jestoi et al., 2004) ฉะนัน้

สารจากเชื้อราจึงไม่ควรที่จะมีฤทธิ์ต่อเซลล์ปกติชนดิ

อื่นๆ โดยเฉพาะเซลล์ของสัตว์และมนุษย์ การศึกษา
ในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าความเป็นพิษของสารสกัด
หยาบจากเชื้อราในสกุล Beauveria ขึ้นอยู่กับปัจจัย

ทัง้จากตวัท�ำละลาย ชนดิของเซลล์ไลน์ทีน่�ำมาทดสอบ 
ระดับความเข ้มข ้นของสารสกัด และสายพันธุ  ์

ของเชื้อ

ตารางที่ 1 แสดงระดับความเขมขนของสารละลาย 

beauvericin ที่ทําให้เซลลตาย 50% (CC
5

Treatment Cell Line 

Types

CC
50
 (µg/ml)

Beauvericin 

(BEA)

P388 2.25

MCF-7 13.40

HT-29 15.05

Vero Cell 10.48

อภิปรายผลและสรุป
	 การตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ของ
สาร Beauvericin และสารสกัดหยาบจากเชื้อรา  

B. Bassiana และ B. Brongniartii ซึ่งเป็นเชื้อราที่

เป็นสาเหตุของโรคแมลง ต่อเซลล์ไลน์ 4 ชนดิ คือ

เซลล ์มะ เร็ ง เม็ด เลือดขาวของหนู  (Mur ine 
Leukemia Cell: P388) เซลล์มะเร็งเต้านมของ

มนุษย์ (Human Breast Cancer Cell: MCF-7) 
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และเซลล์มะเร็งล�ำไส้ใหญ่และทวารหนักของมนุษย์ 

(Human Colon Adenocarcinoma cell: HT-29) 

และเซลล์ไตของลิง (African Green Monkey 
Kidny cell: Vero cell) ที่เพาะเลี้ยงในหลอดทดลอง

ด้วยวิธี MTT assay พบว่าสารสกัดหยาบจากเชื้อรา  

B. Brongniartii แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ใน

ระดบัต�ำ่ และสารสกดัหยาบจากตวัท�ำละลายเฮกเซน 

จากเชื้อรา B. Bassiana แสดงความเป็นพิษใน 
ทุกเซลล์แต่มีผลต่อเซลล์ชนดิ P388 มากกว่าเซลล์
ชนดิอื่น ส�ำหรับสาร Beauvericin แสดงความเป็น

พิษต่อเซลล์ชนดิ P388 มากที่สุดเช่นกัน จึงอาจกล่าว

ได้ว่าในการน�ำ B. Bassiana มาใช้ในการควบคุม

แมลงศัตรูพืชในสภาวะแวดล้อมมีแน้วโน้มที่จะมีผล 

กระทบต่อสุขภาพของสัตว์เลี้ยง และมนุษย์ อย่างไร
ก็ตามข้อมูลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้เป็นเพียงการ

ตรวจสอบเบื้องตน (Screening method) เท่านัน้ 

เนื่องจากมีปัจจัยอีกหลายชนดิที่มีผลต่อการทดลอง

โดยเฉพาะเรื่องของอาหารที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง 

เชื้อรา ดังนัน้ควรมีการศึกษาวิจัยถึงความเป็นพิษต่อ
เซลล์ด้วยวิธีอื่นๆ ฤทธิ์ทางชีวภาพด้านอื่นๆ รวมทั้ง
การประเมินความปลอดภัยในสิ่งมีชีวิต (In Vivo) 

ด้วย

ตารางที่ 2 	แสดงระดับความเขมขนของสารสารสกัดหยาบจาก B. Bassiana ไอโซเลต A และ ไอโซเลต B 

		  ที่ทําให้เซลลตาย 50% (CC
50
)

Isolates Cell Types

50% Cytotoxic Concentration:
CC50 (µg/ml)

Hexane Ethyl acetate Ethanol

A

P388 354.18 384.27 1176.12

MCF-7 488.07 1019.90 >MCT

HT-29 914.92 988.98 >MCT

Vero 447.16 719.21 >MCT

B

P388 220.55 300.45 669.53

MCF-7 379.52 >MCT >MCT

HT-29 808.08 >MCT >MCT

Vero >MCT >MCT >MCT

	 MCT=maximal concentration tested (≥2000 µg/ml)
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ภาพที่ 1	 แสดงความเป็นพิษของสาร beauvericin และสารสกัดหยาบจากเชื้อรา B. bassiana โดยแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง 
	 ความเข้มข้นของสาร beauvericin ต่อเซลล์ไลน์ชนดิต่างๆ (A) สารสกัดหยาบ จากตัวท�ำละลายทั้งสามชนดิต่อเซลล์ชนดิ  
	 P388 (B) สารสกัดหยาบจากตัวท�ำละลายเฮกเซนของไอโซเลต A (C) และสารสกัดหยาบจากตัวท�ำละลายเฮกเซนของ 
	 ไอโซเลต B (D) ต่อเซลล์ชนดิ P388, HT-29, MCF-7 และ Vero cell lines

กิตติกรรมประกาศ
	 งานวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนจากเงินงบประมาณแผ่นดิน ประจ�ำปี 2554 ของคณะวิทยาศาสตร์ 

สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง

เอกสารอ้างอิง
Butt, T.M., Jackson, C. and Magan, N. (2001). Fungi as biocontrol agents: progress,  
	 problems and potential. CABI Publishing. United Kingdom. 389 p.
Calo, L., Fornelli, F., Nenna, S., Tursi, A., Caiaffa, M.F., Macchia, L. (2003). Beauvericin  
	 cytotoxicity to the invertebrate cell line SF-9. J. Appl. Genet. 44: 515-520.
Calo, L., Fornelli, F., Ramires, R., Nenna, S., Tursi, A., Caiaffa, M.F. and Macchia L. (2004).  
	 Cytotoxic effects of the mycotoxin to beauvericin to human cell lines of myeloid  
	 origin. Pharmacol Res 49: 73-77.



วารสารวิจัยราชภัฏพระนคร ปีที่ 7 ฉบับที่ 1 มกราคม-มิถุนายน 2555

Rajabhat Phranakhon Research Journal Vol. 7 No. 1 January-June 2012

43

Castlebury, A.L., Sutherland, B.J., Tanner, A.L., Henderson, L.A. and Cerniglia, E.C. (1999).  
	 Use of a bioassay to evaluate of beauvericin to bacteria. World J. Microbiol. Biotechnol  
	 15: 119 -121.
Dombrink-Kurtzman, M.A. (2003). Fumonisin and beauvericin induce apoptosis in turkey  
	 peripheral blood lymphocytes. Mycopatholo 156: 357-364.
Henke, M.O., De Hoog, G.S., Gross, U., Zimmermann, G., Kraemer, D. and Weig, M. (2002).  
	 Human deep tissue infection with an entomopathogenic Beauveria species. J. Clin.  
	 Microbiol., 40: 2698-2702.
Jeffa, L.B. and Khachatourians, G.G. (1997). Toxic properties of Beauveria pigments 
	 on erythrocyte membranes. Toxicon., 1351-1356.
Jestoi, M., Somma, M.C., Kouva, M., Veijalainen, P., Rizzo, A., Ritieni, A. and Peltonen,  
	 K. (2004) Levels of mycotoxins and sample cytotoxicity of selected organic and  
	 conventional grain-based products purchased from Finnish and Italian markets. Mol.  
	 Nutr. Food. Res., 48: 299-307.
Jow, G.M., Chou, C.J., Chen, B.F. and Tsai, J.H. (2004). Beauvericin induces cytotoxic effects  
	 in human acute lymphoblastic leukemia cells through cytochrome c release, caspase 3  
	 activation: the causative role of calcium. Cancer Lett., 216: 165-173.
Lin, H.I., Lee, Y..J., Chen, B.F., Tsai, M.C., Lu, J.L., Ghou, C.J. and Joe, G.M. (2005).  
	 Involvement of Bcl-2 family, Cytochrome C and caspase 3 in induction of apoptisis by  
	 beauvericin in humannon-small cell lung cancer cells. Cancer Lett., 230: 248-259.
Mosmann, T. (1983). Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival application to  
	 proliferation and cytotoxicity assays. J. Immunol .Method. 65: 1017-1023. 
Parine, N.R., Pathan, A.K., Sarayu, B., Nishanth, V.S. and Bobbarala, V. (2010). Antibacterial  
	 efficacy of secondary metabolites from entomopathogenic fungi Beauveria bassiana.  
	 Int. J. Chem. Anal. Sci. 1: 94-96.
Segvit Klarit M., Rumora, L., Ljubanovic, D. and Pepeljnjak, S. (2008). Cytotoxicity and  
	 apoptosis induced by fumonisin B1, beauvericin and ochratoxin A in porcine  kidney  
	 PK15 cells: effects of individual and combined treatment. Arch. Toxicol., 82: 247-255.


