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บทคดัย่อ 
เอนโดไฟต์คอืจุลนิทรยี์ที่อาศยัในเนื้อเยื่อพชืโดยไม่ก่อโรค เป็นแหล่งผลติสารส าคญัในธรรมชาติที่

พฒันาเป็นยาใหม่ได ้ขา้วเป็นพชืเศรษฐกจิทีส่ าคญัของไทย เอนโดไฟต์จากขา้วสามารถเป็นแหล่งทีด่ใีนการ
พฒันาเป็นยาใหม่ส าหรบัรกัษาโรค ซึ่งรวมถึงยาปฏชิวีนะ วตัถุประสงค์ของการศกึษานี้เพื่อแยกและศกึษา
ฤทธิใ์นการต้านแบคทเีรยี Staphylococcus aureus, methicillin-resistant Staphylococcus aureus, Bacillus 
subtilis, Escherichia coli และ Pseudomonas aeruginosa ของเอนโดไฟต์ทีพ่บในราก ล าต้น และใบของตน้
ขา้ว โดยแยกเอนโดไฟต์มาจากต้นขา้ว 2 บรเิวณ เพาะเลีย้งแลว้สกดัน ้าเลีย้งเชือ้ดว้ยตวัท าละลายเอทานอล 
ความเขม้ขน้ 70 เปอร์เซ็นต์ น ามาทดสอบฤทธิต์้านแบคทีเรียด้วยวธิ ีagar well diffusion และหาค่าความ
เขม้ขน้ต ่าสุดในการฆ่าแบคทเีรยี (MBC) ดว้ยวธิ ีbroth-macrodilution ในการศกึษานี้แยกเอนโดไฟต์จากต้น
ขา้วได ้44 ไอโซเลต จากการคดักรองเบือ้งตน้พบตวัอย่างทีม่ฤีทธิต์า้นแบคทเีรยี 27 ไอโซเลต (รอ้ยละ 61.63) 
คดัเลอืกเอนโดไฟตท์ดสอบในขัน้ต่อไป 3 ไอโซเลต คอื S133, S232 และ R214 โดยสารสกดัน ้าเลีย้งเชือ้ของ
เอนโดไฟต์ทัง้สามชนิดมฤีทธิต์้านแบคทเีรยีทดสอบทุกชนิด ใหโ้ซนใสระหว่าง 7.09 ถงึ 13.25 มลิลเิมตร ค่า 
MBC ระหว่าง 16.67 ถึงมากกว่า 33.33 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร แสดงใหเ้หน็ว่าเอนโดไฟต์จากต้นขา้วเป็นอกี
แหล่งหนึ่งของสารตา้นจุลชพีทีส่ามารถพฒันาไดต่้อไป 

ค าส าคญั : ขา้ว; เอนโดไฟต;์ ฤทธิต์า้นแบคทเีรยี 

Abstract 
Endophytes are microorganisms that live inside the living plant tissues without causing any 

apparent disease symptoms in the host.  The endophytes are known to produce various natural 
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products, which could be a consistent and successful source of drugs.  Rice (Oryza sativa L. )  is the 
most important crop in Thailand. Endophytes from rice could be the great sources of new therapeutic 
compounds including antibiotics.  The purpose of this study was to isolate endophytes from roots, 
leaves and stems of rice plant, and investigate their antibacterial activity against Staphylococcus 
aureus, methicillin- resistant Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli and 
Pseudomonas aeruginosa. The endophytes were isolated from the plants collected from 2 areas, and 
ethanolic extracts of culture medium were screened for antibacterial activity using agar well diffusion 
method.  Minimum bactericidal concentration ( MBC)  was investigated using broth- macrodilution 
method. The screening of antibacterial activity was found in 27 isolates (61.63 %), out of all 44 isolates. 
Three isolates with high activity were selected for further investigation including S133, S232 and R214. 
Inhibitory effects were observed in all 3 endophytes against tested bacteria with clear zone of 7.09 to 
13.25 mm. and MBC 16.67 to more than 33.33 mg/ml. These indicated that endophytes isolated from 
rice plant could be a promising source of antimicrobial substances.  
 

Keywords: Oryza sativa L.; endophyte; antibacterial activity  
 
1. ค าน า 

เอนโดไฟต์เป็นจุลินทรยี์ที่อาศยัในเนื้อเยื่อ
พชืทีเ่ป็นโฮสต์ โดยไม่ท าอนัตรายหรอืส่งผลเสยีต่อ
โฮสต์นัน้ สามารถพบได้ทุกส่วนของพชืทุกวงศท์ัว่
โลก เป็นไดท้ัง้แบคทเีรยี ยสีต์ และรา การอยู่ร่วมกนั
ของเอนโดไฟต์และต้นพืชจะช่วยให้ทัง้พืชและ    
เอนโดไฟต์ ได้ประ โยช น์ร่ วมกัน  โดยพืช ให้
สารอาหารกบัเอนโดไฟตใ์ชใ้นการเจรญิเตบิโต สว่น
เอนโดไฟตช์่วยปกป้องพชืจากจุลชพีก่อโรค ช่วยใน
การดูดซมึแร่ธาตุและอาหาร ช่วยการเจรญิเติบโต 
และท าใหพ้ชืทนต่อสภาพแวดลอ้มทีเ่ปลีย่นแปลงไป
ไดด้ขีึน้ (Martinez-Klimovat et al., 2017) ดงันัน้จงึ
ท าใหเ้ชื่อว่าต้นพชืทีม่เีอนโดไฟต์อยู่จะเจรญิเตบิโต
และแขง็แรงกว่าต้นพชืทีไ่ม่มเีอนโดไฟต์ จากสารที่
เอนโดไฟตส์รา้งขึน้ ซึง่เรยีกว่าสารทุตยิภูม ิเป็นสาร
ที่สามารถน ามาใช้ในทางเภสชักรรม การแพทย์ 
รวมทัง้อุตสาหกรรมและเกษตรกรรม  ตวัอย่างสาร
ที่เอนโดไฟต์สร้างขึ้นได้และมีประโยชน์ทางการ 
แพทย ์ไดแ้ก่ แพคลแิท๊กเซลิ (paclitaxel) ซึง่เป็นยา

ต้านมะเรง็ทีเ่ป็นทีรู่จ้กัซึง่ดัง้เดมิสกดัไดจ้ากพชื สาร
ต้านอนุมูลอิสระ สารกดภูมิคุ้มกนั สารที่มีฤทธิล์ด
น ้าตาลในเลอืด สารตา้นไวรสั รา และแบคทเีรยีชนดิ
ต่าง ๆ เป็นต้น (Sun et al., 2014; Jia et al., 2016; 
Martinez-Klimova et al., 2017) จงึท าใหเ้อนโดไฟต์
เป็นแหล่งส าคญัทางธรรมชาติแหล่งหนึ่งที่นักวิจยั
ให้ความสนใจในคน้หาสารออกฤทธิต่์าง ๆ รวมทัง้
ส า ร ที่ มี ฤ ท ธิ ์ต้ า น จุ ล ชีพ  ( Porras- Alfaro and 
Bayman, 2011; Mousa and Raizada, 2013)  ซึ่ ง
ปัจจุบนัปัญหาเชือ้ดือ้ยาต้านจุลชพีเป็นปัญหาระดบั
โลกที่มีแนวโน้มสูงขึ้นเรื่อย ๆ รวมทัง้ในประเทศ
ไทย ก่อให้เกิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจอย่าง
มหาศาล (สถาบนัวจิยัระบบสาธารณสุข, 2555) ยา
ต้านจุลชีพหลายชนิดที่มีอยู่ ในปัจจุบันนั ้น ไม่
สามารถรกัษาโรคติดเชื้อที่ดื้อยาเหล่านี้ได้อย่างมี
ประสทิธภิาพ การค้นหายาต้านจุลชพีชนิดใหม่  จงึ
ยั ง ค ง เ ป็ น ป ร ะ เ ด็ น ที่ ท้ า ท า ย ข อ ง นั ก วิ จั ย 
(Laxminarayan et al., 2013) 

ขา้ว (Oryza sativa L.) เป็นพชืเศรษฐกจิที ่
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ส าคญัมากของไทย มีผู้รายงานว่าพบเอนโดไฟต์
หลายชนิดในต้นขา้ว (Mano และ Morisaki, 2008) 
มกีารศกึษาฤทธิท์างชวีภาพของเอนโดไฟต์จากตน้
ขา้วทัง้ในประเทศไทยและต่างประเทศอย่างต่อเนื่อง 
เช่น งานวิจัยของ สายทอง (2557) สามารถแยก 
Trichoderma sp. ทีย่บัยัง้เชือ้ก่อโรคไหมข้องขา้วได้
มากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ อนันต์ (2557) พบเอนโด
ไฟต์ไอโซเลต GR03 ที่สามารถยบัยัง้ราสาเหตุโรค
ขา้ว 6 ชนิด และยงัสง่เสรมิการเจรญิของกลา้ขา้วได้  
เอนโดไฟตท์ีแ่ยกโดย Naik และคณะ (2009) มฤีทธิ ์
ยบัยัง้เชือ้ก่อโรคขา้ว 5 ชนิด ที่ใช้ทดสอบ งานวจิยั
เหล่าน้ีเป็นส่วนหน่ึงของงานวจิยัเกี่ยวกบัฤทธิข์อง
เอนโดไฟตจ์ากขา้วในการยบัยัง้จุลชพีก่อโรคในขา้ว
และการส่งเสรมิการเจรญิของตน้ขา้ว ส่วนฤทธิต์า้น
เชื้อก่อโรคในมนุษย์นัน้ แม้มีการศึกษาในเอนโด
ไฟตท์ีแ่ยกจากพชืหลายชนิด แต่ยงัมกีารศกึษาน้อย
ในเอนโดไฟตท์ีแ่ยกจากขา้ว ผูว้จิยัพบเพยีงงานวจิยั
ของ Supong และคณะ (2016) โดยพบว่าเอนโด
ไฟต์จากขา้วสามารถสร้างสารที่มฤีทธิต์้านเชื้อก่อ
โรคมาลาเรียสายพันธุ์ดื้อยา เชื้อก่อโรควัณโรค 
Bacillus cereus และเชื้ออื่น ๆ ดังนัน้เอนโดไฟต์
จากต้นขา้วอาจเป็นแหล่งค้นพบสารต้านจุลชพีทีม่ี
ศักยภาพในการพัฒนาเป็นยาใหม่ได้ต่อไป ใน
การศึกษาครัง้นี้ผู้วจิยัจงึสนใจแยกเอนโดไฟต์จาก
ข้าวและคัดกรองฤทธิต์้านแบคทีเรียเบื้องต้นของ
สารทีเ่อนโดไฟตส์รา้งขึน้ 
 

2. อปุกรณ์และวิธีการวิจยั  
2.1 ตวัอย่างและแหล่งเกบ็ตวัอย่าง 

ต้นข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 อายุ 3 
เดือน เก็บในเดือนกันยายน พ.ศ. 2557 จาก 2 
บริเวณ ซึ่งห่างกันประมาณ 20 เมตร ในแปลง
เดยีวกนั อยู่ในพื้นที่หมู่บ้านดอนหน่อง ต าบลขาม
เรยีง อ าเภอกนัทรวชิยั จงัหวดัมหาสารคาม โดยใช้
ทัง้ตน้โดยแยกสว่นเป็นราก ล าตน้ และใบ เริม่การ 

ทดลองภายใน 24 ชัว่โมง หลงัจากเกบ็ตวัอย่างมา 
2.2 แบคทีเรียทดสอบ 

ทดสอบฤทธิต์า้นแบคทเีรยี 5 ชนิด ไดแ้ก ่
Staphylococcus aureus DMST8440, methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) DMST 
20652, Bacillus subtilis DMST15896, Escherichia 
coli ATCC25922 และ Pseudomonas aeruginosa 
DMST4739 ซื้อจากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 
เพาะเลีย้งใน tryptic soy agar (TSA) บ่มทีอุ่ณหภูม ิ
37 องศาเซลเซยีส นาน 18-24 ชัว่โมง ก่อนน าไปใช้
ในการทดสอบ 

2.3 การแยกเอนโดไฟต ์
น าใบ ล าต้น และรากมาท าความสะอาด

โดยเปิดน ้าไหลผ่าน แล้วตดัให้มขีนาดประมาณ 1 
เซนติเมตร และท าความสะอาดโดยใช้เอทานอล
ความเขม้ขน้ 70 เปอรเ์ซน็ต์ (ปรมิาตรต่อปรมิาตร) 
2 นาที สารละลายโซเดยีมไฮโปคลอไรท์ (มีความ
เขม้ขน้ของคลอรนีปลดปล่อยอสิระจากสารละลาย 2 
เปอร์เซ็นต์) 5 นาที เอทานอลความเข้มข้น 70 
เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) 30 วินาที และ
ล้างด้วยน ้ากลัน่ปราศจากเชื้อ 2 ครัง้ จากนัน้น า
ชิน้สว่นทีท่ าความสะอาดแลว้มาวางในจานเพาะเชือ้
ที่ใส่ potato dextrose agar (PDA) ที่เติมคลอแรม-
เฟนิคอล (chloramphenicol) ความเขม้ขน้ 50 มลิล ิ
กรัมต่อมิลลิลิตร เพื่อยับยัง้การเจริญเติบโตของ
แบคทเีรยีทีอ่าจหลงเหลอือยู่ผวินอกของเนื้อเยื่อพชื 
แล้วน าไปบ่มที่ 28 องศาเซลเซียส นาน 1-12 วนั 
โดยสงัเกตจากการเจรญิเตบิโตของเชือ้ ใช้เขม็เขีย่
ตดัเกบ็สว่นปลายเสน้ใยของเชือ้ หรอืเกบ็โคโลนีของ
เชื้อแต่ละชนิดที่มีลักษณะแตกต่างกัน แล้วเพาะ
แยกลงบน PDA บ่มต่ออกี 1-12 วนั โดยสงัเกตจาก
การเจริญเติบโตของเชื้อ แยกเพาะเลี้ยงเชื้อที่มี
ลักษณะแตกต่างกันลงใน PDA ต่อไปจนได้เชื้อ
บรสิทุธิ ์การก าหนดรหสัของเอนโดไฟตบ์รสิทุธิ ์เป็น
ดังนี้ ชิ้นส่วน/บริเวณที่/ล าดับที่ของเชื้อที่แยกได้ 
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โดย L คอื ส่วนใบ, R คอื ส่วนราก และ S คอื ส่วน
ล าต้น จากนัน้จงึศกึษาลกัษณะเบือ้งต้นของเอนโด
ไฟตท์ีแ่ยกไดด้ว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ 

2.4 การคัดกรองฤทธ์ิต้านแบคทีเ รีย
เบือ้งต้นของเอนโดไฟต ์

การเลีย้งเชือ้ในอาหารเหลวเพื่อทดสอบ
ฤทธิต์้านแบคทเีรยีเบือ้งตน้ โดยเพาะเชือ้บรสิทุธิใ์น
อาหาร potato dextrose broth (PDB) 20 มลิลลิติร 
บ่มเชือ้ในตูบ้่มแบบเขย่า ความเรว็รอบ 120 รอบต่อ
นาท ีทีอุ่ณหภูม ิ25 องศาเซลเซยีส แลว้เกบ็ตวัอย่าง
น ้าเลีย้งเชือ้ในวนัที ่7 โดยไม่ผ่านกรรมวธิใีด ๆ เพื่อ
น าไปทดสอบฤทธิต์้านแบคทีเรียเบื้องต้น โดยวธิี 
agar well diffusion ในวนัเดยีวกนั 

การทดสอบโดยวิธี agar well diffusion 
ท า 1 ครัง้ ครัง้ละมากกว่าหรอืเท่ากบั 3 ซ ้า มวีธิที า
ดงันี้ น าแบคทเีรยีทดสอบทีบ่่มไว ้1 คนื กระจายตวั 
ในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 0.9 
เปอร์เซน็ต์ (น ้าหนักต่อปรมิาตร) 1 มลิลลิติร ให้มี
ความขุ่นเทียบเท่าระดับ 0.5 ของสารมาตรฐาน 
แมคฟาร์แลนด์ (McFarland standard No.  0.5) 
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เกลี่ยให้ทัว่ผิวหน้าอาหาร
เลี้ยงเชื้อ Muller Hinton agar (MHA) ที่เตรียมไว้ 
เจาะหลุมในวุน้เลีย้งเชือ้ แลว้เตมิน ้าเลีย้งเชือ้เอนโด-
ไฟต์ หลุมละ 70 ไมโครลติร มคีลอแรมเฟนิคอล 5 
มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร เป็นตัวควบคุมผลบวก และ 
PDB เป็นตัวควบคุมผลลบ น าไปบ่มที่ 37 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง อ่านผลโดยการ
วดัเสน้ผ่านศูนย์กลางของโซนใส (inhibition zone) 
จากนัน้จงึคดัเลอืกเอนโดไฟต ์3 ไอโซเลต ทีม่ฤีทธิท์ี่
ดีในการต้านแบคทีเรีย ไปเพาะเลี้ยงเพิ่มปริมาณ
แล้วจึงน าอาหารเพาะเลี้ยงมาสกดัสารสกดัหยาบ 
ทดสอบฤทธิต์้านแบคทีเรียซ ้า และหาค่าความ
เข้มข้นต ่ าสุดที่สามารถฆ่าแบคทีเรีย (minimum 
bactericidal concentration, MBC) ด้วยวิธี  broth 
macrodilution 

2.5 การสกดัเพื่อให้ได้สารสกดัหยาบของ
น ้าเล้ียงเช้ือเอนโดไฟต ์

เพาะ เลี้ ย ง เอนโดไฟต์ ใน  PDB 200 
มิลลิลิตร บ่มในตู้บ่มแบบเขย่า ความเร็วรอบ 120 
รอบต่อนาท ีทีอุ่ณหภูม ิ25 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 
7 วนั แล้วสกดัน ้าเลี้ยงเชื้อดงันี้ น าน ้าเลี้ยงเชื้อมา
เติมด้วยเอทานอลความเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ 
(ปรมิาตรต่อปรมิาตร) ปรมิาตร 200 มลิลลิติร ทิง้ไว้
นาน 1 คนื จากนัน้น ามาสกดัดว้ยเครื่องโซนิเคเตอร ์
ขนาดก าลงัของความถี ่55 วตัต ์นาน 15 นาท ีกรอง
ด้วยกระดาษกรอง ก าจดัตัวท าละลายด้วยเครื่อง
ระเหยสารแบบหมุน ที่อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซยีส 
น าสารละลายทีเ่หลอืไปท าใหแ้หง้ดว้ยเครื่องท าแหง้
แบบแช่เยอืกแขง็ เกบ็สารสกดัที ่-20 องศาเซลเซยีส
จนกว่าจะน าไปทดสอบต่อไป ค านวณร้อยละ
ผลผลติสารสกดัหยาบจากสมการ 
รอ้ยละ
ผลผลติ 

= 
น ้าหนกัสารสกดัหยาบ (กรมั) 

x 100 
น ้าหนกัน ้าเลีย้งเชือ้ (กรมั) 

2.6 การทดสอบฤทธ์ิต้านเช้ือเบื้องต้น
ของสารสกดัหยาบของน ้าเล้ียงเอนโดไฟต ์

ทดสอบโดยวธิ ีagar well diffusion เช่น 
เดียวกบัการคดักรองฤทธิต์้านแบคทีเรียเบื้องต้น
ของเอนโดไฟต์ แต่สารทดสอบเป็นสารละลายสาร
สกัดหยาบของน ้าเลี้ยงเอนโดไฟต์ที่เตรียมให้ได้
ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตัวท า
ละลายสารสกดัและตวัควบคุมผลลบคอื PDB ทีม่ไีด
เมทิลซัลฟอกไซด์ ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ 
(ปรมิาตรต่อปรมิาตร) 

2.7 การหา ค่าความเข้มข้นต ่าสุด ท่ี
สามารถฆ่าแบคทีเรีย (minimum bactericidal 
concentration, MBC) 

ผสมสารสกดัหยาบในระดบัความเขม้ขน้ 
33.33, 16.67, 8.33, 4.17 และ 2.08 มิลลิกรัมต่อ
มลิลลิติร กบัเชือ้ทดสอบความเขม้ขน้คงทีทุ่กหลอด 
ประมาณ 107 ซเีอฟยูต่อมลิลลิติร อาหารเลี้ยงเชื้อ
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คอื tryptic soy broth ปรมิาตรรวมในหลอดทดลอง
เท่ากับ 1.5 มิลลิลิตร หลอดควบคุมผลบวก คือ  
คลอแรมเฟนิคอลความเขม้ขน้ 5 มลิลกิรมัต่อมิลลิ 
ลิตร หลอดควบคุมผลลบ คือ เชื้อในอาหารเลี้ยง 
หลอดควบคุมความปราศจากเชือ้ประกอบดว้ยสาร
สกดัในอาหารเลี้ยงเชื้อแต่ไม่มีเชื้อ น าไปบ่มที่ 37 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง จากนัน้น า
หลอดที่ใสหรือไม่พบการเจริญของเชื้อเมื่อสงัเกต
ดว้ยตาเปล่าเมื่อเทยีบกบัหลอดควบคุม มาเพาะเพื่อ
นับจ านวนโคโลนีโดยวิธีการนับจุลินทรีย์ในจาน
อาหารเลีย้งเชือ้ (plate count) เพื่อหาค่า MBC โดย
ใช้อาหาร TSA น าไปบ่มที ่37 องศาเซลเซยีส เป็น
เวลา 18-24 ชัว่โมง จานเพาะเชือ้ของหลอดทีไ่ม่พบ
การเจริญของเชื้อ หรือมีจ านวนเชื้อไม่เกินร้อยละ 
0.1 ของปรมิาณเชือ้ตัง้ตน้ ถอืว่าเป็นหลอดทีม่คีวาม
เข้มข้นของสารสกัดเท่ากับค่า  MBC (Clinical 
laboratory standards institute, 1999) ทดสอบครัง้
ละ 1 หลอดต่อ 1 ความเขม้ขน้ จ านวน 3 ครัง้ 

2.8 การวิเคราะหท์างสถิติ 
ค่ า โซนใสและค่ า  MBC ใช้สถิติ เชิง

พรรณนา ไดแ้ก่ รอ้ยละ ค่าเฉลีย่ และส่วนเบีย่งเบน
มาตรฐาน 
 

3. ผลการวิจยั 
3.1 ผลการแยกเอนโดไฟตแ์ละฤทธ์ิต้าน

แบคทีเรีย 
การศึกษานี้สามารถแยกเอนโดไฟต์ได้

ทัง้หมด 44 ไอโซเลต  แยกไดจ้ากใบ 14 ไอโซเลต 
(รอ้ยละ 31.82) ในจ านวนนี้เป็นไอโซเลตทีใ่หโ้ซนใส
กบัเชื้อทดสอบอย่างน้อย 1 ชนิด 8 ไอโซเลต แยก
ได้จากล าต้น 18 ไอโซเลต (ร้อยละ 40.91) ใน
จ านวนนี้เป็นไอโซเลตที่ให้โซนใสกับเชื้อทดสอบ
อย่างน้อย 1 ชนิด 12 ไอโซเลต และแยกไดจ้ากราก 
12 ไอโซเลต (รอ้ยละ 27.27) ในจ านวนนี้เป็นไอโซ-
เลตที่ให้โซนใสกบัเชื้อทดสอบอย่างน้อย 1 ชนิด 7 

ไอโซเลต รวมเอนโดไฟต์ทีม่ฤีทธิย์บัยัง้เชือ้จากการ
คัดกรองเบี้องต้นจ านวน 27 ไอโซเลต (ร้อยละ 
61.36) ดงัแสดงในตารางที ่1  

จากการคดักรองฤทธิเ์บือ้งต้น พจิารณา
ไอโซเลตทีใ่หโ้ซนใสกบัเชือ้ทดสอบมากกว่า 1 ชนิด 
รวมทัง้  MRSA และมีขนาดโซนใสที่กว้าง  ได้
คดัเลอืกเอนโดไฟตจ์ านวน 3 ไอโซเลต เพื่อทดสอบ
ในขัน้ต่อไป คอื S133 ซึง่มฤีทธิต์า้น MRSA, E. coli 
และ B. subtilis ได้ดี S232 และ R214 ซึ่งมีฤทธิ ์
ต้าน S. aureus และ MRSA ได้ดี ทัง้นี้มีไอโซเลต
อื่นอีกที่แสดงฤทธิท์ี่ดใีนการคดักรองเบื้องต้นด้วย 
เช่น S221, R211 แต่ไม่สามารถเพาะเลี้ยงเพิ่ม
ปริมาณได้และเชื้อที่เก็บไว้ใช้งาน (stock culture) 
ตายระหว่างการทดสอบ จงึไม่สามารถน ามาทดสอบ
ในขัน้ต่อไป 

ลักษณะของเอนโดไฟต์บนอาหารแขง็ 
พบว่า S133 มสีขีาวแกมเขยีว ขอบเรยีบ ผวิเรยีบ 
ส่วน R214 มสีขีาวครมี ขอบนูนขึน้เป็นเสน้ ผวิตรง
กลางเรยีบ และ S232 สขีาวครมีเป็นมนั ขอบเรยีบ 
ผวิขรุขระ เมื่อดใูตก้ลอ้งจุลทรรศน์พบว่าทัง้ 3 ไอโซ-
เลต มีลักษณะเป็นเซลล์เดี่ยว รูปร่างรี คล้าย
แบคทเีรยี เมื่อยอ้มแกรมจะตดิสแีดง (รปูที ่1) 

เมื่อน าทัง้ 3 ไอโซเลต มาเพาะเลีย้งเพิม่
ปริมาณ และน าน ้ าเลี้ยงเชื้อมาสกัด ได้ร้อยละ
ผลผลติเท่ากบั 1.73 ถงึ 2.58 ดงัแสดงในตารางที ่2 
และเมื่อน าสารสกดัหยาบมาทดสอบยนืยนัฤทธิต์้าน
แบคทเีรยี พบว่าสามารถยบัยัง้เชือ้ทดสอบทุกชนิด 
ใหโ้ซนใสระหว่าง 7.09 ถงึ 13.25 มลิลเิมตร และค่า 
MBC อยู่ระหว่าง 16.67 ถงึมากกว่า 33.33 มลิลกิรมั
ต่อมิลลิลิตร ดงัแสดงในตารางที่ 3 และตารางที่ 4  
จากผลโซนใสและค่า MBC พบว่าสารสกัดหยาบ
จากน ้าเลี้ยงเชื้อของทัง้ 3 ไอโซเลต มีฤทธิย์บัยัง้
แบคทเีรยีทัง้แกรมบวกและแกรมลบ รวมทัง้ MRSA 
ที่เป็นเชื้อดื้อยา ไอโซเลต R214 ยับยัง้ B. Subtilis 
ไดด้ทีีส่ดุ และ S232 ยบัยัง้ P. aeruginosa ไดด้ทีีส่ดุ 
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ตารางท่ี 1 ฤทธิต์า้นแบคทเีรยีเบือ้งตน้ของเอนโดไฟต ์27 ไอโซเลต แสดงค่าเฉลีย่โซนใส ± สว่นเบีย่งเบน
มาตรฐาน (มลิลเิมตร) 

 

ล าดบัที ่ ไอโซเลต S. aureus MRSA E. coli B. subtilis P. aeruginosa 
1 L111 NZ NZ 5.31±0.42 NZ NZ 
2 L112 NZ NZ 5.13±0.70 NZ NZ 
3 L113 NZ NZ NZ NZ 7.16±1.25 
4 L121 6.33±0.60 6.89±0.38 NZ NZ NZ 
5 L131 NZ NZ 5.30±0.70 NZ NZ 
6 L211 NZ NZ NZ 11.73 ± 0.75 7.57±3.12 
7 L222 7.30±0.44 6.72±0.91 NZ 9.50 ± 0.26 NZ 
8 L233 5.48±0.45 6.75±0.17 4.95±0.52 NZ NZ 
9 S113 6.56±1.15 9.78±3.74 NZ NZ NZ 
10 S122 NZ NZ 5.53±0.50 NZ NZ 
11 S132 10.25±3.28 10.52±2.78 15.11±1.81 12.50 ± 1.19 NZ 
12 S133 8.28±1.55 10.76±4.26 14.96±0.99 15.23 ± 3.93 10.95±1.34 
13 S211 17.28±1.25 11.15±3.57 NZ NZ NZ 
14 S221 14.16±4.04 13.79±3.07 NZ NZ NZ 
15 S222 11.61±4.42 12.51±2.00 NZ NZ NZ 
16 S223 9.62±0.82 6.73±0.73 NZ NZ NZ 
17 S231 13.68±2.03 7.10±0.14 NZ NZ NZ 
18 S232 13.22±2.31 11.10±5.36 4.68±0.33 NZ NZ 
19 S233 15.72±1.84 12.20±6.08 4.91±0.26 NZ NZ 
20 S235 9.88±5.33 8.92±3.6 NZ NZ NZ 
21 R111 7.22±0.34 10.17±0.32 4.93±0.40 NZ NZ 
22 R121 8.17±2.71 9.42±0.68 5.96±0.15 NZ NZ 
23 R211 16.73±6.26 12.66±5.70 4.63±0.04 10.97±0.56 7.18±1.73 
24 R213 NZ NZ 7.20±1.05 NZ 10.34±0.544 
25 R214 15.63±4.47 12.76±5.73 NZ NZ NZ 
26 R232 NZ NZ NZ NZ 22.28±1.64 
27 R234 NZ NZ NZ 8.88±0.78 NZ 
คลอแรมเฟนิคอล  

(5 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร) 
33.39±3.52 33.49±2.66 34.48±3.78 25.92±1.59 17.83±1.38 

PDB 4.57±0.25 
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หมายเหตุ : NZ = ไม่เกดิโซนใส; PDB = potato dextrose broth 

 

   
(ก) S133 (ข) S232 (ค) R214 

 

รปูท่ี 1  (ก) S133 (ข) S232 (ค) R214 ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ก าลงัขยาย 400 เท่า 
 
ตารางท่ี 2 รอ้ยละผลผลติสารสกดัหยาบจากน ้าเลีย้งเชือ้เอนโดไฟต์ 

 

ไอโซเลต น ้าหนกัน ้าเลีย้งเชือ้ (กรมั) น ้าหนกัสารสกดัหยาบ (กรมั) รอ้ยละผลผลติ 
S133 103.22  1.79 1.73 
S232 106.74 2.28 2.14 
R214 104.73 2.70 2.58 

 
ตารางท่ี 3 โซนใสแสดงเป็นค่าเฉลีย่ ± ส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน หน่วยมลิลเิมตร ของสารสกดัหยาบจาก

น ้าเลีย้งเชือ้เอนโดไฟต ์S133, S232 และ R214 
 

เชือ้ทดสอบ 
สารสกดัหยาบจากน ้าเลีย้งเชือ้ (100 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร) คลอแรมเฟนิคอล 

(5 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร) S133 S232 R214 
S. aureus 7.09±2.01 13.03±0.72 13.25±1.02 33.39±3.51 
MRSA 9.98±0.20 11.70±1.65 10.05±0.99 33.49±2.66 
B. subtilis 9.24±0.09 11.14±1.03 11.50±1.11 25.92±1.59 
E. coli  10.21±0.40 9.48±0.38 10.49±0.52 34.48±3.78 
P. aeruginosa 7.14±0.62 8.51±1.28 8.61±0.43 17.83±1.38 

หมายเหตุ : เสน้ผ่านศูนย์กลางของหลุมเท่ากบั 4.57±0.25 มลิลเิมตร; ทดสอบ 1 ครัง้ ครัง้ละมากกว่าหรอื
เท่ากบั 3 ซ ้า 

 
4. วิจารณ์ 

การศกึษานี้ สามารถแยกเอนโดไฟตจ์ากขา้ว 
ทัง้หมด 44 ไอโซเลต แต่การอาศยัอยู่และเจรญิของ
เอนโดไฟตใ์นโฮสตม์คีวามซบัซอ้นและยงัไม่มคีวาม
เขา้ใจทีช่ดัเจน (Brader และคณะ, 2014) ท าใหก้าร

เพาะแยกเอนโดไฟต์ดว้ยวธิทีัว่ไปในปัจจุบนัอาจไม่
สามารถคน้พบไดห้มดทุกชนิดทีม่ใีนพชืตวัอย่าง ซึง่
จากการคดักรองฤทธิเ์บื้องต้นพบว่าเอนโดไฟต์ที่
แยกได้ครัง้น้ีส่วนใหญ่ (ร้อยละ 61.36) มฤีทธิต์้าน
แบคทเีรยี เป็นทีท่ราบกนัว่าเอนโดไฟตม์กัสรา้งสาร 
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ตารางท่ี 4 ค่า MBC แสดงเป็นค่าเฉลีย่ ± ส่วน
เบีย่งเบนมาตรฐาน หน่วยมลิลกิรมั
ต่อมลิลลิติร ของสารสกดัหยาบจาก
น ้าเลีย้งเชือ้เอนโดไฟต ์S133, S232 
และ R214 

 

เชือ้ทดสอบ S133 S232 R214 
S. aureus 33.33±0 33.33±0 > 33.33 
MRSA 33.33±0 33.33±0 33.33±0 
B. subtilis > 33.33 > 33.33 16.67±0 
E. coli  > 33.33 33.33±0 > 33.33 
P. aeruginosa 33.33±0 16.67±0 > 33.33 
 
ทุตยิภูมเิพื่อช่วยในการเจรญิของพชื หรอืตอบสนอง
ต่อปัจจยัต่าง ๆ ในสิง่แวดล้อมของพืชที่อาศยัอยู่ 
เช่น ศตัรพูชื เชือ้ก่อโรคพชื ดงันัน้เอนโดไฟตจ์งึเป็น
แหล่งสรา้งสารทุตยิภูมอิกีแหล่งหนึ่งทีน่ักวจิยัสนใจ
ศกึษา (Brader et al., 2014) และมหีลายการศกึษา
รายงานการค้นพบเอนโดไฟต์ที่สร้างสารออกฤทธิ ์
ทางชวีภาพ เช่น สารทีม่ฤีทธิต์้านออกซเิดชนั ฤทธิ ์
ต้านมะเร็ง รวมทัง้ฤทธิต์้านจุลชีพ (Venugopalan 
and Srivastava, 2015) มีการศึกษาราเอนโดไฟต์
จ าพวก Penicillium sp. และ Strepto-myces sp. ที่
แยกได้จากต้นขา้วสาลี (Triticum durum) พบว่ามี
ฤทธิต์้านแบคทีเรีย Bacillus sp.,  S. Aureus, E. 
coli แ ล ะ  P.  aeruginosa ( Nouari et al.,  2013) 
เช่นเดียวกับการศึกษาครัง้นี้  นอกจากนี้  มีอีก
การศึกษาหนึ่ งที่แสดงให้เห็นอย่างชัดเจนถึง
ศกัยภาพของสารส าคญัที่ได้จากเอนโดไฟต์ที่แยก
ไดจ้ากตน้ขา้วในการวจิยัและพฒันายาใหม่ โดยเป็น
เอนโดไฟต์ในจีนัส Streptomyces สายพันธุ์ BCC 
72023 สามารถแยกสารออกฤทธิไ์ดห้ลายชนิด ซึง่มี
ฤทธิต์้านเชือ้ก่อโรคมาลาเรยีสายพนัธุด์ือ้ยา เชือ้ก่อ
โรควณัโรค B. cereus และเชื้ออื่น ๆ และยงัมฤีทธิ ์
ตา้นเซลลม์ะเรง็ดว้ย (Supong et al., 2016) 

ไอโซเลตที่แสดงฤทธิท์ี่ดีในการคัดกรอง
เบื้องต้น คือ มีฤทธิย์ ับยัง้เชื้อทดสอบมากกว่า 1 
ชนิด รวมทัง้ MRSA และมขีนาดโซนใสที่กว้าง จะ
ถูกคัดเลือกเพื่อน ามาเพาะเลี้ยงเพิ่มปริมาณและ
ทดสอบในขัน้ตอนต่อไป ในการศึกษาครัง้นี้แม้จะ 
ไอโซเลตเหล่านัน้สามารถถูกแยกได้ในอาหารแขง็ 
แต่บางไอโซเลตไม่สามารถเพิม่จ านวนไดใ้นอาหาร
เหลว รวมทัง้สภาวะการเกบ็เชื้อในอาหารแขง็ชนิด 
PDA ในตู้ เ ย็นที่มีอุณหภู มิปร ะมาณ 4 อ งศา
เซลเซยีส และต่อเชือ้หรอืเปลีย่นอาหารใหม่ทุก 1-2 
สปัดาห ์ไม่สามารถคงสภาพความมชีวีติได ้จงึเหลอื
เพยีงไอโซเลต S133, S232 และ R214 ที่สามารถ
ใชใ้นการศกึษาต่อไปได ้

ขัน้ตอนการคดัแยกเพื่อให้ได้ราเอนโดไฟต์
จากชิน้ส่วนต้นขา้ว มกีารเตมิคลอแรมเฟนิคอล ซึง่
เป็นสารยบัยัง้แบคทเีรยีในอาหารเพาะเลีย้ง แต่เมื่อ
ศึกษาลักษณะใต้กล้องจุลทรรศน์พบว่า S133, 
S232 และ R214 มีลักษณะคล้ายแบคทีเรีย ซึ่งมี
ความเป็นไปได้ว่าเชื้อดื้อต่อยาคลอแรมเฟนิคอล 
การศกึษาของ Jhala และคณะ (2014) และ Kumar 
และคณะ (2015) พบว่าเอนโดไฟต์แบคทีเรียบาง
ชนิดที่แยกได้จากพืชดื้อต่อยาคลอแรมเฟนิคอล 
และการศกึษาของ Celador-Lera และคณะ (2016) 
สามารถแยกและเพาะเอนโดไฟต์แบคทีเรียได้ใน
อาหารทีม่คีลอแรมเฟนิคอล 

ผลผลิตสารสกัดจากน ้าเลี้ยงเอนโดไฟต์ที่
คัดเลือกมาทดสอบ ได้ปริมาณไม่สูงนัก แสดงให้
เหน็ว่ายงัต้องการการศกึษาต่อไปเกี่ยวกบัปัจจยัที่
เกี่ยวข้องกับการผลิตสาร หากต้องการน าไปใช้
ในทางการคา้หรอือุตสาหกรรม 

ผลการน าสารสกดัหยาบทดสอบยนืยนัฤทธิ ์
พบว่ายงัมฤีทธิย์บัยัง้แบคทีเรยีทดสอบทัง้ 5 ชนิด 
แบคทเีรยีทีใ่ชใ้นการศกึษานี้ ไดแ้ก่ S. aureus เป็น
แบคทีเรียแกรมบวก ซึ่งเป็นเชื้อที่พบได้ทัว่ไป
โดยเฉพาะร่างกายมนุษย์ ก่อโรคฝีหนอง และโรค
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อื่น ๆ ได้ MRSA เป็น S. aureus ที่ดื้อต่อยาเมทิ
ซลิลนิและยาอื่นในกลุ่มเดยีวกนั จงึท าใหย้ากต่อการ
รกัษาเมื่อติดเชื้อนี้ และ B. subtilis เป็นแบคทีเรยี
แกรมบวกซึง่มคีวามทนทานต่อสิง่แวดลอ้มสงูเพราะ
โครงสร้างที่มีแคปซูลและสามารถสร้างสปอร์ได้ 
ส่วนแบคทเีรยีแกรมลบ ไดแ้ก่ E. coli ซึง่มกัก่อโรค
ทางเดินอาหารและมักใช้บ่งชี้สุขลักษณะทาง
สุขาภิบาล และ P. aeruginosa ที่พบปนเป้ือนได้
ทัว่ไปและมกัก่อโรคฉวยโอกาสในโรงพยาบาลและ
ผู้ป่วยที่มีภูมิต้านทานต ่ า  (อิสยา และวัชรินทร์, 
2551) เมื่อพิจารณาจากค่า MBC พบว่า R214 มี
ฤทธิฆ์่า B. subtilis ได้ดี และ S232 มีฤทธิฆ์่า P. 
aeruginosa ไ ด้ ดี  ทั ้ง  S133, S232 แ ล ะ  R214 
สามารถฆ่า MRSA ได้อีกด้วย การมีฤทธิต่์อทัง้
แบคทีเรียแกรมบวกและลบแสดงให้เห็นถึงสมบตัิ
ของสารตา้นจุลชพีแบบออกฤทธิก์วา้ง สารออกฤทธิ ์
ทางชวีภาพทีม่ใีนสารสกดัอาจเป็นไดห้ลายกลุ่ม ซึง่
หากเป็นสารสกดัเอทานอล สารทีไ่ดม้แีนวโน้มอยู่ใน
กลุ่มโพลฟีีนอล แทนนิน โพลอีะเซทลินี ฟลาโวนอล 
เทอร์ปีนอยด์ สเตอรอล และอัลคาลอยด์ (Tiwari 
และคณะ, 2011) จากการสงัเกตของผูว้จิยัพบว่าน ้า
เลีย้งเชือ้ทีน่ ามาคดักรองฤทธิเ์บือ้งต้นดว้ยวธิ ีagar 
well diffusion กใ็ห้โซนใสในขนาดต่าง ๆ ค่อนขา้ง
ชดัเจน (ตารางที่ 1) แม้จะมคีวามเขม้ขน้น้อยกว่า
การทดสอบโดยใช้สารสกัด ดังนั ้นจึงคาดว่ า 
สารส าคัญที่เชื้อสร้างขึ้นบางส่วนอาจสูญเสียไป
ระหว่างกระบวนการสกดั และอาจไม่ได้อยู่ในกลุ่ม
สารทีก่ล่าวขา้งตน้ เช่น สารกลุ่มเปปไทด ์หากมกีาร
สกดัแยกส่วนหรือแยกสารออกฤทธิบ์ริสุทธิต่์อไป 
อาจค้นพบสารใหม่ที่น่าสนใจและมฤีทธิแ์รงขึน้ คอื 
มีค่า MBC ต ่าลง ทัง้นี้ปัจจัยในการเจริญและการ
สรา้งสารของเอนโดไฟตม์หีลายปัจจยั นอกจากชนิด
ของสารอาหาร อุณหูมิ ความเป็นกรด-ด่าง ระยะ 
เวลาในการเพาะเลีย้งแลว้ ยงัมอีกีหลายการศกึษาที่
แสดงถึงปัจจยัด้านอื่น ๆ เช่น การเลี้ยงในอาหารที่

เ ป็นของเหลวและของแข็งให้ผลผลิตต่างกัน  
(Paranagama  et al., 2007) การเพาะเลีย้งร่วมกนั
ของเอนโดไฟต์มากกว่า 1 ชนิด ให้ผลผลติที่ดกีว่า
เพาะเลีย้งแบบเดีย่ว (Kusari et al., 2012) และการ
เลี้ยงแบบเดี่ยวท าให้ผลผลิตลดลงเรื่อย ๆ ตาม
จ านวนครัง้ของการเปลีย่นอาหารใหม่ (Kusari และ
คณะ, 2014) การเพิม่ปรมิาณผลผลติโดยเพาะเลีย้ง
เอนโดไฟตร์่วมกบัเซลลพ์ชืเจา้บา้น (Li et al., 2009) 
ดัง้นัน้การศกึษาเพิม่เตมิเกีย่วกบัสภาวะและปัจจยัที่
เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเอนโดไฟต์เพื่อให้สร้าง
สารทุติยภูมิได้อย่างมีประสิทธิภาพยงัต้องศึกษา
ต่อไป 
 

5. สรปุ 
การศกึษาครัง้นี้สามารถแยกเอนโดไฟตจ์าก

ต้นขา้วได้จากทัง้ราก ล าต้น และใบ พบว่าเอนโด-
ไฟต์ที่แยกได้จากต้นขา้วสามารถสร้างสารทีม่ฤีทธิ ์
ตา้น S. Aureus, MRSA, B. Subtilis, E. coli และ P. 
aeruginosa โดย R214 มีแนวโน้มต้านแบคทีเรีย 
แกรมบวกไดด้ ีและ S232 มแีนวโน้มตา้นแบคทเีรยี
แกรมลบได้ด ีผลการศกึษาในครัง้นี้เป็นการพสิูจน์
ใหเ้หน็ว่าเอนโดไฟตเ์ป็นแหล่งทางธรรมชาตสิ าหรบั
การผลิตสารต้านจุลชีพที่ส าคัญแหล่งหนึ่ง หากมี
การศกึษาพสิจูน์เอกลกัษณ์เชือ้ ปัจจยัทีม่ผีลต่อการ
สร้างสาร การสกดัแยกสารออกฤทธิบ์ริสุทธิ ์และ
ดดัแปลงโครงสร้างทางเคมขีองสกดัทีไ่ด้นี้ต่อไปใน
อนาคต  จะไดส้ารทีม่ศีกัยภาพในการพฒันาเป็นยา
ต้านจุลชีพชนิดใหม่ที่มีประสทิธิภาพและสามารถ
แกปั้ญหาเชือ้ดือ้ยาไดต่้อไป 
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