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บทคัดยHอ 
งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค#เพ่ือประเมินฤทธ์ิตCานจุลินทรีย#และตCานอนุมูลอิสระของสารสกัดหยาบจากราเอนโด-

ไฟท#และพืชเจCาบCาน (บัวหลวง) แยกราเอนโดไฟท#ไดCท้ังหมด 31 ไอโซเลท จากช้ินตัวอยRาง 480 ช้ิน นําราเอนโดไฟท#
ท้ังหมดไปเลี้ยงในอาหารเหลว PDB จากน้ันสกัดสารจากราเอนโดไฟท#และพืช (กลีบดอกและใบ) ดCวยเอทิลอะซิเตท 
และเมทานอล นําสารสกัดหยาบจากราเอนโดไฟท#จํานวน 93 สาร และสารสกัดจากบัวหลวงจํานวน 4 สาร มา
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ทดสอบฤทธ์ิตCานจุลินทรีย#และตCานอนุมูลอิสระโดยวิธี colorimetric broth microdilution และ DPPH free 
radical scavenging ตามลําดับ พบวRาสารสกัดจากราเอนโดไฟท#มีประสิทธิภาพดีกวRาสารสกัดจากบัวหลวง โดยสาร
สกัดจากเสCนใยท่ีสกัดดCวยเอทิลอะซิเตท (CE) ของราเอนโดไฟท#ไอโซเลท FL020 (Curvularia geniculata) สามารถ
ยับยั้ง MRSA และ S. aureus ไดCดีท่ีสุดใหCคRา MIC เทRากับ 4 และ 8 ไมโครกรัมตRอมิลลิลิตร ตามลําดบั ในขณะท่ีสาร
สกัดเสCนใยท่ีสกัดดCวยเมทานอล (CM) จากราเอนโดไฟท# ไอโซเลท FL014 (Curvularia sp.) มีฤทธ์ิตCานอนุมูลอิสระ 
DPPH ดีท่ีสุด ใหCคRา IC50 เทRากับ 0.02 มิลลิกรัมตRอมิลลิลิตร จากการศึกษาน้ียืนยันวRาราเอนโดไฟท#จากบัวหลวงเปhน
แหลRงของสารเมทาบอไลท#ทุติยภูมิท่ีมีศักยภาพ 

 

คําสําคัญ : ราเอนโดไฟท#; บัวหลวง; ฤทธ์ิตCานจุลินทรีย#; ฤทธ์ิตCานอนุมูลอิสระ 
 

Abstract 
This research aims to evaluate the antimicrobial and antioxidant activities of crude extracts 

from endophytic fungi and their host plant ( Nelumbo nucifera) . A total of 31 fungal isolates were 
obtained from 480 segments. All fungal isolates were cultured into potato dextrose broth. Fungal 
endophytes and plant (petal and leaf) were extracted with ethyl acetate and methanol. Ninety-
three extracts from fungal endophyte and four extracts from N. nucifera were determined for their 
antimicrobial and antioxidant activities by using a colorimetric broth microdilution and DPPH free 
radical scavenging assay, respectively. The results showed that fungal entophyte extracts are more 
effective than plant extracts. Cell ethyl acetate extract (CE) obtained from the fungal isolate FL020 
(Curvularia geniculata) was the most active extract against MRSA and S. aureus at MIC 4 and 8 
µg/ml, respectively. On the other hand, cell methanol extract ( CM)  from fungal isolate FL014 
(Curvularia sp.) had the strongest antioxidant activity with IC50 0.02 mg/ml. This study confirmed 
that endophytic fungi investigated from N. nucifera could be a potential source of active secondary 
metabolites.  

 

Keywords: endophytic fungi; Nelumbo nucifera; antimicrobial activity; antioxidant activity 
 
1. บทนํา 

ประ เทศไทย อุดมไปดC วยทรัพยากรทาง
ธรรมชาติ คนไทยเรียนรูCและมีประสบการณ#ในการนํา
ทรัพยากรเหลRาน้ีมาใชCประโยชน#ตั้งแตRอดีตจนถึง
ปrจจุบัน โดยเฉพาะการนําสมุนไพรมาใชCในการรักษา
โรค สมุนไพรมีกระจายอยูR ท่ัวทุกภาคของประเทศ 
ปrจจุบันมีการศึกษาพืชสมุนไพรกันอยRางกวCางขวางท้ัง

ในและตRางประเทศ เน่ืองจากสารพฤกษเคมีในสมุนไพร
มีฤทธ์ิทางชีวภาพและสามารถนํามาใชCในการรักษาโรค 
สมุนไพรไทยมากกวRา 700 สปuชีส# ท่ีนํามาใชCในการ
รักษา แตRการพัฒนาสมุนไพรเหลRาน้ีไปเปhนยารักษาโรค
ยังประสบปrญหาหลายประการดCวยกัน ตั้งแตRข้ันตอน
การเก็บตัวอยRาง (สถานท่ีและฤดูกาลในการเก็บ) ตลอด
จนถึงการเตรียมพืชเพ่ือใชCในการรักษา และการ
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นําไปใชCกับผูCปyวย โดยพบวRาปrจจัยเหลRาน้ีมีผลตRอความ
คงตัว คุณภาพและองค#ประกอบของสารเคมีในพืช [1] 
จากปrญหาดังกลRาวนักวิจัยและหนRวยงานตRาง ๆ จึง
พยายามหาแหลRงของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพใหมR ๆ 
เพ่ือเพ่ิมโอกาสในการเจอสารท่ีมีศักยภาพมากข้ึนและ
แกCไขปrญหาการนําสมุนไพรมาใชCโดยตรง โดยแหลRง
ของสารออกฤทธ์ิจากผลิตภัณฑ#ธรรมชาติจากจุลินทรีย#
เปhนแหลRงทางเลือกท่ีนRาสนใจ เน่ืองจากจุลินทรีย#
สามารถเพ่ิมปริมาณไดCอยRางรวดเร็วและนอกจากน้ี
พบวRาจุลินทรีย#มีศักยภาพในการผลิตสารพฤกษเคมี
หลายชนิดเหมือนพืชการศึกษากRอนหนCาน้ีพบสาร     
เมทาบอไลท#ไมRต่ํากวRา 200,000 สารจากธรรมชาติ 
โดย 20,000 สาร ไดCจากจุลินทรีย# โดยเฉพาะรา
ประมาณ 15,000 สาร [2] ราเปhนจุลินทรีย#กลุRมใหญRท่ี
พบไดCจากตัวอยRางบนบกและแหลRงนํ้า ซ่ึงมีความ
หลากหลายและมีบทบาทสําคัญในระบบนิเวศวิทยา 
นอกจากน้ียังนํามาใชCในดCานอุตสาหกรรม การแพทย#
และการเกษตร ประมาณการวRามีราท้ังหมดประมาณ 
1.5-5.1 ลCาน สปuชีส# แตRมีการศึกษาแลCวเพียง 100,000 
สปuชีส# รากลุRมหน่ึงท่ีเจริญรRวมกับพืช คือ ราเอนโดไฟท#
เปhนราท่ีอาศัยอยูRภายในเน้ือเยื้อของพืชในชRวงเวลาหน่ึง
และไมRทําใหCพืชเกิดโรคหรือแสดงอาการของโรค 
นอกจากน้ีราเอนโดไฟท#ยังชRวยใหCพืชทนตRอความแหCง
แลCง ทนตRอแมลงและศัตรูพืชตRาง ๆ รวมท้ังจุลินทรีย#กRอ
โรคพืช [3] โดยมีการสํารวจความหลากหลายของรา
เอนโดไฟท#จากพืชและสารเมทาบอไลท#จากราเอนโด-
ไฟท#ท่ีมีศักยภาพในการตCานอนุมูลอิสระและจุลินทรีย#
กRอโรคมากข้ึน [4-5] อยRางไรก็ตาม การคCนพบสารท่ีมี
ศักยภาพดังกลRาวจากราเอนโดไฟท#สRวนใหญRเปhน
การศึกษาจากพืชบก [6-8] แตRสัดสRวนการศึกษารา เอน
โดไฟท# ท่ีแยกไดCจากพืชนํ้ายังมีไมRมากนัก โดยใน
การศึกษาน้ีสนใจศึกษาศักยภาพของราเอนโดไฟท#และ
บัวหลวงเน่ืองจากบัวหลวงมีกระจายอยูRจํานวนมาก 

และบัวเปhนพืชนํ้าท่ีมีประโยชน#หลายดCานท้ังใชCเปhน
อาหารและยารักษาโรค มีรายงานการศึกษาฤทธ์ิของ
สารสกัดจากบัวหลวงในการยับยั้งจุลินทรีย#กRอโรคและ
ตCานอนุมูลอิสระ รวมถึงศึกษาปrจจัยตRาง ๆ ท่ีมีผลตRอ
การเจริญของบัวหลวง [9-10] แตRยังไมRมีการศึกษา
เปรียบเทียบฤทธ์ิของสารสกัดจากบัวหลวงและของสาร
สกัดจากราเอนโดไฟท#ท่ีแยกจากบัวหลวงมากRอน ซ่ึงผล
การศึกษาชRวยเพ่ิมแหลRงทางเลือกของสารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพและช้ีใหCเห็นศักยภาพของสารเมทาบอไลท#ท่ีไดC
จากพืชและราเอนโดไฟท#ซ่ึงเปhนผลิตภัณฑ#ธรรมชาติ 
เพ่ือสามารถนําไปประยุกต#ใชCประโยชน#ในอนาคต 
  
2. วัตถุประสงค* 

เพ่ือศึกษาศักยภาพของสารสกัดจากราเอนโด-
ไฟท#ท่ีแยกจากใบและดอกของบัวหลวงเปรียบเทียบกับ
สารสกัดจากใบและดอกของบัวหลวง (พืชเจCาบCาน) 
 

3. วิธีการดําเนินงานวิจัย 
3.1. การเก็บตัวอยHาง  

โดยเ ก็บตั วอยR าง บัวหลวง (Nelumbo 
nucifera) แบบสุRมในพ้ืนท่ีจังหวัดพัทลุง จํานวน 60 
ตCน ในเดือนพฤษภาคม นําตัวอยRางมาลCางทําความ
สะอาด และวางใหCแหCงท่ีอุณหภูมิหCอง จากน้ันแบRงตัว
อยRางออกเปhน 2 สRวน คือ กลีบดอกและใบ โดยตัวอยRาง
จํานวน 30 ตCน นํามาเตรียมสําหรับสกัดสารดCวยตัวทํา
ละลายอินทรีย# และอีก 30 ตCน นํามาแยกราเอนโดไฟท# 

3.2. การเตรียมตัวอยHางและการสกัดสารจาก
บัวหลวง 

นําสRวนกลีบดอกและใบของบัวหลวง ตัดใหC
เปhนช้ินขนาดเล็กและนําอบในตูCอบอุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส เปhนเวลา 7 วัน บดตัวอยRางใหCละเอียดดCวย
เครื่องปr�น นําตัวอยRางแตRละสRวนมาสกัดดCวยตัวทํา
ละลายอินทรีย# (เอทิลอะซิเตทและเมทานอล) อัตราสRวน
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ของตัวอยRางตRอตัวทําละลาย คือ 1 : 2 (นํ้าหนักตRอ
ปริมาตร) แชRตัวอยRางดCวยตัวทําละลายวางไวC ท่ี
อุณหภูมิหCอง เปhนเวลา 7 วัน จากน้ันกรองแยกสRวน
ของตัวทําละลายและตัวอยRางออกจากกัน นําสRวนของ
ตัวทําละลายมาดCวยเครื่องระเหยแหCงสุญญากาศ 
(rotary evaporator) ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
จะไดCสารสกัดหยาบท้ังหมด 4 สาร จากกลีบดอกท่ีสกัด
ดCวยเมทานอล (petal methanol, PM) กลีบดอกท่ี
สกัดดCวยเอทิลอะซิเตท (petal ethyl acetate, PE) 
ใบท่ีสกัดดCวยเมทานอล (leaf methanol, LM) และใบ
ท่ีสกัดดCวยเอทิลอะซิเตท (leaf ethyl acetate, LE) 
เตรียมสRวนสกัดหยาบดCวยไดเมทิลซัลฟอกไซด# (DMSO) 
ความเขCมขCน 10 เปอร#เซ็นต# ใหCไดCความเขCมขCน 10 
มิลลิกรัมตRอมิลลิลิตร เก็บสRวนสกัดท่ีอุณหภูมิ - 20 
องศาเซลเซียส  

3.3. การแยกและสกัดสารจากราเอนโดไฟท* 
นํากลีบดอกและใบของบัวหลวงมาทํา

ความสะอาดพ้ืนผิวดCวยชุดของสารละลายเอทานอล
และโซเดียมไฮโปคลอไรท# (เอทานอล ความเขCมขCน 30 
เปอร#เซ็นต# 3 นาที โซเดียมไฮโปคลอไรท# ความเขCมขCน 
3 เปอร#เซ็นต# 1 นาทีเอทานอล ความเขCมขCน 30 
เปอร#เซ็นต# 3 นาที และนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือ 30 
วินาที) ตัดตัวอยRางใหCมีขนาด 0.5 ตารางเซนตริเมตร 
โดยใชCจํานวนช้ินตัวอยRาง 16 ช้ิน (8 ช้ิน จากดอก และ 
8 ช้ิน จากใบ) ตRอบัวหลวง 1 ตCน จากน้ันนําช้ินตัวอยRาง
ไปวางบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) ท่ี
ผสมยาปฏิ ชีวนะ (penicillin และ streptomycin 
ความเขCมขCน 50 มิลลิกรัมตRอลิตร) นําจานอาหารไปบRม
ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส สังเกตและแยกราเอนโด-
ไฟท#ทุกวัน เปhนเวลา 2 สัปดาห# ภายใตCกลCองจุลทรรศน# 
ดC วย เทคนิคการแยกเ ช้ือใหCบริสุท ธ์ิ  (hyphal tip 
isolation) ลงในอาหาร PDA ท่ีไมRผสมยาปฏิชีวนะจน
ไดCเช้ือบริสุทธ์ิ วิเคราะห#อัตราการแยกราเอนโดไฟท#

จากสRวนใบและกลีบดอกของบัวหลวง โดยหาคRา
เปอร#เซ็นต#การแยกเช้ือจากสูตรเปอร#เซ็นต#การแยกเช้ือ 
= (จํานวนเช้ือท่ีแยกไดC ÷ จํานวนช้ินตัวอยRางท้ังหมด) 
× 100 

นําราเอนโดไฟท#ท้ังหมดมาเลี้ยงในอาหาร 
potato dextrose broth(PDB) ปริมาตร 300 มิลลิ 
ลิตร ในฟลาสก# ขนาด 500 มิลลิลิตร จํานวน 3 ฟลาสก# 
ตRอรา 1 ไอโซเลท นําไปบRมท่ีอุณหภูมิ  25 องศา
เซลเซียส เปhนเวลา 3 สัปดาห# จากน้ันกรองแยกเสCนใย
และนํ้าเลี้ยงเช้ือออกจากกัน โดยเสCนใยสกัดดCวยเมทา-
นอล ในอัตราสRวนของตัวอยRางตRอตัวทําละลายอินทรีย# 
1 : 2 (นํ้าหนักตRอปริมาตร) จํานวน 3 ครั้ง จากน้ันนํา
สารสRวนน้ีมาสกัดตRอดCวยเอทิลอะซิเตทในอัตราสRวน
ของตัวอยRางตRอตัวทําละลายอินทรีย# 1 : 2 (นํ้าหนักตRอ
ปริมาตร) จํานวน 3 ครั้ง จากน้ันเติมโซเดียมซัลเฟต-
แอนไฮดรัส (Na2SO4) และทําใหCแหCงโดยเครื่องระเหย
แหCงสุญญากาศท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส จะไดCสาร
สกัดหยาบ 2 สRวน คือ เซลล#ท่ีสกัดดCวยเมทานอล (cell 
methanol, CM) และเซลล#ท่ีสกัดดCวยเอทิลอะซิเตท 
(cell ethyl acetate, CE) สRวนนํ้าเลี้ยงเ ช้ือถูกสกัด
ดCวยเอทิลอะซิเตท จํานวน 3 ครั้ง เติมโซเดียมซัลเฟต- 
แอนไฮดรัสและทําใหCแหCงวิธีเดียวกันกับการสกัด CM 
และ CE จะไดCสารสกัดนํ้าเลี้ยงราท่ีสกัดดCวยเอทิลอะซิ-
เตท (broth ethyl acetate, BE) เตรี ยมสR วนสกัด
หยาบดCวยไดเมทิลซัลฟอกไซด#ความเขCมขCน 10 
เปอร#เซ็นต# ใหCไดCสRวนสกัดความเขCมขCน 10 มิลลิกรัมตRอ
มิลลิลิตร และเก็บสRวนสกัดท่ีอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส  

3.4. การทดสอบฤทธิ์ต�านจุลินทรีย*ของสาร
สกัด 

ไดCรับความอนุเคราะห#จุลินทรีย#ทดสอบ
จํานวน 8 สายพันธุ#  จากหCองปฏิบัติการราวิทยา 
ภาควิชาจุลชีววิทยา มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร# 
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ไดCแกR แบคทีเรียแกรมบวก [Staphylococcus aureus 
ATCC25923 และ  clinical isolate of methicillin-
resistant S. aureus (MRSA) SK1] แบคทีเรียแกรม
ลบ (Escherichia coli ATCC25922 และ Pseudo-
monas aeruginosa ATCC27853)  แ ล ะ ยี ส ต#  
( Candida albicans ATCC90028, C. albicans 
NCPF3153, Cryptococcus neoformans ATCC 
90112 และ C. neoformans ATCC900113)  

3.4.1 การเตรียมจุลินทรีย#เพ่ือทดสอบฤทธ์ิ
ตCานจุลินทรีย#ของสารสกัด 

แบคทีเรีย : เข่ียแบคทีเรีย 3-5 โคโลนี 
ลงในอาหาร nutrient broth (NB) และเขยRาท่ีตูCบRม
เช้ือความเร็ว 150 รอบตRอนาที ท่ีอุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส เปhนเวลา 3-5 ช่ัวโมง จากน้ันปรับความขุRน
ของเช้ือดCวยนํ้าเกลือโซเดียมคลอไรด#ความเขCมขCน 0.85 
เปอร#เซ็นต# (นํ้าหนักตRอปริมาตร) ท่ีปราศจากเช้ือใหCไดC 
0.5 McFarland standard (เ ช้ือประมาณ 1.5 × 108  
ซีเอฟยูตRอมิลลิลิตร) และเจือจางเ ช้ือดCวยอาหาร 
Mueller-Hinton broth (MHB) ในอัตราสRวน 1 : 200 
(เช้ือประมาณ 1.5 × 106 ซีเอฟยูตRอมิลลิลิตร) 

ยีสต#  : เ ข่ียยีสต#  3-5 โคโลนี  ลงใน
อาหาร Sabouraud’s dextrose broth (SDB) และ
เขยRาท่ีตูCบRมเช้ือความเร็ว 150 รอบตRอนาที ท่ีอุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส เปhนเวลา 3-5 ช่ัวโมง สําหรับ        
C. albicans และท่ีความเร็ว 150 รอบตRอนาที ท่ี
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปhนเวลา 3-5 ช่ัวโมง 
สําหรับ C. neoformans จากน้ันปรับความขุRนของเช้ือ
ดCวยนํ้าเกลือโซเดียมคลอไรด#  ความเขCมขCน 0.85 
เปอร#เซ็นต# (นํ้าหนักตRอปริมาตร) ท่ีปราศจากเช้ือใหCไดC 
2 McFarland standard (เช้ือประมาณ 6.0 × 108     ซี
เอฟยูตRอมิลลิลิตร) และเจือจางตRอท่ีอัตราสRวน 1 : 20 
ดCวยอาหาร SDB (เช้ือประมาณ 6.0 × 106 ซีเอฟยูตRอ
มิลลิลิตร) 

3.4.2 การทดสอบฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรีย#  
ทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดหยาบท่ีความ

เขCนขCนสุดทCาย 200 ไมโครกรัมตRอมิลลลิติร กับจุลินทรีย#
ท้ั งหมด 8 สายพันธุ#  ดC วย วิ ธี  colorimetricbroth 
microdilution ในจานทดสอบแบบ 96 หลุม (96 well 
plate) ดัดแปลงตามวิธีของ Supaphon และคณะ 
(2013) [11] นําสารสกัดหยาบท่ีเตรียมไวCมาเจือจางใหC
ไดCความเขCมขCน 400 ไมโครกรัมตRอมิลลิลิตร ดCวย
อาหาร MHB และ SDB สําหรับแบคทีเรียและยีสต# 
ตามลําดับ หยดสารสกัดปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงใน
จานทดสอบ จํานวน 3 หลุม และหยดเช้ือทดสอบท่ี
เตรียมไวCปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากน้ันนําไปบRมท่ี
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปhนเวลา 15 ช่ัวโมง 
สําหรับแบคทีเรียและยีสต# C. albicans และบRมท่ี
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปhนเวลา 24 ช่ัวโมง 
สํ า ห รั บ ยี ส ต#  C. neoformans ห ย ด สี รี ซ า ซู ริ น 
( resazurin) ท่ี เ จือจาง (1 : 10) ลงในหลุมทดสอบ
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร (ความเขCมขCนสุดทCายของสี
เทRากับ 0.2 มิลลิกรัมตRอมิลลิลิตร) นําจานทดสอบไป
บRมตRอเปhนเวลา 3 ช่ัวโมง สําหรับแบคทีเรีย และยีสต#       
(C. albicans) สRวน C. neoformans นําไปบRมตRอเปhน
เวลา 24 ช่ัวโมง อRานผลการทดสอบโดยสังเกตสีของ   
รีซาซูริน หากสารสกัดสามารถยับยั้งเช้ือไดCจะยังคงเห็น
สีของรีซาซูรินเปhนสีนํ้าเงิน หากสารสกัดไมRสามารถ
ยับยั้งเช้ือไดCสีของรีซาซูรินจะเปลี่ยนเปhนสีชมพูของ     
รีโซรูฟ�น (resorufin) หรือไฮโดรรีโซรูฟ�น (hydroreso-
rufin) ไมRมีสีจากน้ันนําสารสกัดท่ีใหCผลการยับยั้ง
จุลินทรีย#ท่ีความเขCมขCน 200 ไมโครกรัมตRอมิลลิลิตร 
มาทดสอบและหาคRาความเขCมขCนต่ําสุดของสารสกัดท่ี
สามารถยับยั้งเช้ือทดสอบ (MICs) และคRาความเขCมขCน
ต่ําสุดของสารสกัดท่ีสามารถฆRาเช้ือทดสอบ (MBCs 
ห รื อ  MFCs) ดC ว ย วิ ธี  colorimetric broth micro-
dilution เชRนเดียวกับการทดสอบฤทธ์ิเบ้ืองตCนของสาร
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สกัดหยาบท่ีระดับความเขCมขCน 200 ไมโครกรัมตRอ
มิลลิลิตร โดยเตรียมสารสกัดหยาบในจานทดสอบใหCไดC
ความเขCมขCนสุดทCายเปhน 128-0.25 ไมโครกรัมตRอ
มิลลิลิตร และระบุคRา MIC โดยสังเกตผลของสีรีซาซูริน
เชRนเดียวกับการทดสอบกRอนหนCา จากน้ันเข่ียเช้ือจาก
หลุมทดสอบท่ีใหCผลการยับยั้งทุกหลุมในจานทดสอบ 
(สีนํ้าเงิน) ลงบนอาหาร NA สําหรับแบคทีเรีย และ 
SDA สําหรับยีสต#โดยความเขCมขCนต่ําสุดของสารสกัดท่ี
สามารถฆRาจุลินทรีย#ไดCจะถูกบันทึกเปhนคRา MBC หรือ 
MFC สําหรับแบคทีเรียและยีสต# ตามลําดับ สําหรับชุด
ควบคุมเชิงบวกใชCยาแวนโคมัยซิน (vancomycin) 
สํ าหรับแบคทีเรี ยแกรมบวก และเจนตามัย ซิน 
(gentamicin) สําหรับแบคทีเรียแกรมลบ และแอมโฟ-
เทอริซิน บี (amphotericin B) สําหรับยีสต# และใชC 
DMSO เปhนชุดควบคุมเชิงลบ 

3.5. การทดสอบฤทธิ์ต�านอนุมูลอิสระ 
ทดสอบฤทธ์ิการกําจัดอนุมูลอิสระ 2,2-

ไดฟuนิล-1-ฟuคิลไฮดราซิลไฮเดรต (DPPH) เบ้ืองตCนท่ี
ระดับความเขCมขCนสุดทCายของสารสกัด 5 มิลลิกรัมตRอ
มิลลิลิตร ในจานทดสอบแบบ 96 หลุม ดัดแปลงตามวิธี
ของ Premianu และ Jaynthy (2014) [12] โดยเติม
สารสกัดหยาบปริมาตร 25 ไมโครลิตร สารละลาย 
DPPH ความเขCมขCน 1 มิลลิโมลRาร# ปริมาตร 75 ไมโคร 
ลิตร บRมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปhนเวลา 30 
นาที วัดคRาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 517 นาโน
เมตร โดยใชCกรดแอสคอบิค (ascorbic acid) เปhนตัว
ควบคุมเชิงบวก คํานวณหาคRาเปอร#เซ็นต#การกําจัด
อนุมูลอิสระ DPPH ดังน้ี เปอร#เซ็นต#การกําจัดอนุมูล
อิสระ = [(A0 - A1) ÷ A0] × 100 เมื่อ A0 คือ คRาการ
ดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาท่ีไมRมีสารสกัด และ A1 คือ คRา
การดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาท่ีมีสารสกัด จากน้ันนํา
สารสกัดท่ีใหCเปอร#เซ็นต#การกําจัดอนุมูลอิสระ DPPH 
มากกวRา 50 % มาหาคRาความเขCมขCนของสารสกัดท่ี

สามารถกําจัดอนุมูลอิสระ DPPH ไดC 50 เปอร#เซ็นต# 
(inhibitoty concentration, IC50 ) ในชRวงความเขCมขCน 
(10-0.01มิลลิกรัมตRอมิลลิลิตร) 

3.6 การจัดจําแนกราเอนโดไฟท*ด�วยเทคนิค
ทางชีวโมเลกุล 

3.6.1 การสกัดดีเอ็นเอ 
เลี้ยงราเอนโดไฟท#ท่ีมีศักยภาพในการ

ผลิตสารตCานจุลินทรีย#และตCานอนุมูลอิสระในอาหาร 
PDB ปริมาตร 300 มิลลิลิตร ในฟลาสก#ขนาด 500 
มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิหCองเปhนเวลา 1 สัปดาห# กรองแยก
เสCนใยและลCางเสCนใยดCวยนํ้าอุRนปราศจากเช้ือ 3 ครั้ง 
จากน้ันนําเสCนใยเก็บในโกรRงบดยาปราศจากเช้ือท่ี
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสเปhนเวลา 12 ช่ัวโมง สกัด
ดี เ อ็ น เ อ โ ด ย วิ ธี  CTAB ดั ด แ ป ล ง ต า ม วิ ธี ข อ ง                 
O’ Donnell และคณะ (1997) [13] นําเสCนใยท่ีมี
นํ้าหนัก 50-100 มิลลิกรัม มาบดในโกรRงบดยาดCวย
ทรายซิลิกา (silica sand) จากน้ันนําเสCนใยท่ีบดแลCวใสR
ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีเติม 500 มิลลิลิตร ของ
ซี แ ท บ  ไ ล ซิ ส บั ฟ เ ฟ อ ร#  ( CTAB lysis buffer) 
[ประกอบดCวย 100 มิลลิโมลRาร# ทริสไฮโดรคลอไรด# 
(Tris-HCl), 1.4 โมลRาร# โซเดียมไฮโปคลอไรด# (NaCl), 
25 มิลลิโมลRาร#ของเอทิลีนไดเอมีนเตตระอะซิติกแอซิด 
(EDTA) และซิทิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรไมด#  
(CTAB) ความเขCมขCน 2 เปอร#เซ็นต#] นําไปบRมท่ีอุณหภมูิ 
70 องศาเซลเซียสเปhนเวลา 1 ช่ัวโมง เขยRาหลอดไปมา
ทุก 10 นาที เมื่อครบกําหนดนําไปหมุนเหว่ียงท่ี  
14,000 รอบตRอนาทีท่ี 25 องศาเซลเซียสเปhนเวลา 10 
นาที ดูดสRวนใสดCานบนลงในหลอดใหมR และเติมฟuนอล 

: คลอโร-ฟอร#ม  : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล# (phenol :  
chloroform : isoamyl alcohol) ในอัตราสRวน 25 : 24 

: 1 เขยRาหลอดไปมาเบา ๆ และเติม 7.5 โมลRาร#  
แอมโมเนียมอะซิเตท (ammonium acetate) และ  
เอทานอล ปริมาตร 650 ไมโครลิตรนําหลอดไปบRมท่ี   
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-20 องศาเซลเซียสเปhนเวลา 30 นาที และหมุนเหว่ียง
ท่ี 14,000 รอบตRอนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียสเปhนเวลา 
10 นาที ดูดสRวนใสท้ิง และลCางตะกอนดCวยเอทานอล 
ความเขCมขCน 75 เปอร#เซ็นต# วางไวCใหCแหCงและละลาย
ใน  50 ไม โคร  ลิ ต ร  ดC วย นํ้ ากลั่ นปราศจากเ ช้ือ 
ตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอโดยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส
แบบอะกาโรส ในบัฟเฟอร#ทีอีเอ ความเขCมขCน 1 
เปอร#เซ็นต# (นํ้าหนักตRอปริมาตร) ท่ีกําลังไฟ 100 โวลต# 
เปhนเวลา 30-40 นาที ยCอมเจลดCวยเอธิเดียมโบรไมด#ท่ี
ความเขCมขCนสุดทCาย 0.025 ไมโครกรัมตRอมิลลิลติร โดย
ตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอเปรียบเทียบกับแถบดีเอ็น
เอมาตรฐาน  

3.6.2 การเพ่ิมปริมาณของดีเอ็นเอดCวย
ปฏิกิริยาลูกโซRและการอRานลําดับเบส 

บริเวณท่ีใชCศึกษาและจัดจําแนกรา คือ 
ITS ( internal transcribed spacer)  ดั ง รู ป ท่ี  1 

เน่ืองจากสามารถจัดจําแนกไดCในระดับจีนัสและสปuชีส#
โ ดย เ พ่ิมปริ มาณดี เ อ็น เอโดยใชC ไพร# เ มอร#  4  คูR  
ประกอบดCวย ITS1F/ITS4 (CTTGGTCATTTAGAGGA 
AGTAA / TCCTCCGCTTATTGATATGC) ITS5/ITS4 
(GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG / TCCTCCGCTT 
ATTGATATGC) ITS3/ITS4 (GCATCGATGAAGAACG 
CAGC / TCCTCCGCTTATTGATATGC) ITS1/ITS4 
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG / TCCTCCGCTTATTG 
ATATGC) โดยสRวนผสมและปริมาตรของปฏิกิริยา   
พีซีอาร# ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ประกอบดCวยนํ้านาโน
เพียว (nanopure water) 38 ไมโครลิตร, 50 มิลลิ   
โมลRาร# แมกนีเซียมคลอไรด# (MgCl2) 2.5 ไมโครลิตร, 
บัฟเฟอร# พีซีอาร#ความเขCมขCน 10 เทRา (10x PCR 
buffer) 2.5 ไมโครลิตร, 10 มิลลิโมลRาร#  ดี เ อ็นทีพี 
(dNTPs) 1.0 ไมโครลิตร, 10 ไมโครโมล ฟอร#เวิร#ด  
ไพรเมอร# (forward primer) 1.0 ไมโครลิตร, 10      ไม
โคร โมล  รี เ วิ ร# ด ไพร เมอร#  ( reverse primer)  1.0 

ไมโครลิตร, 2 หนRวยตRอไมโครลิตร แท็คดีเอ็นเอพอลี-
เมอเรส (Taq DNA polymerase) 0.5 ไมโครลิตร และ
ดีเอ็นเอแมRแบบ (DNA template) นํ้าหนัก100-500 
นาโนกรัม 1.0 ไมโครลิตร โดยใชCเครื่องของ Bio-Rad 
MyCylcer (Bio-Rad, Hercules, CA) ใ น ก า ร เ พ่ิ ม
ปริมาณดีเอ็นเอ จากน้ันตรวจสอบผลิตภัณฑ#พีซีอาร# 
(PCR product) โดยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบอะกาโรส 
ในบัฟเฟอร#ทีเออีความเขCมขCน 1 เปอร#เซ็นต# (นํ้าหนัก
ตRอปริมาตร) ท่ีกําลังไฟ 100 โวลต# เปhนเวลา 30-40 
นาที ยCอมเจลดCวยเอธิเดียมโบรไมด#ท่ีความเขCมขCน
สุดทCาย 0.025 ไมโครกรัมตRอมิลลิลิตร จากน้ันทํา
ผลิตภัณฑ#พีซีอาร#ใหCบริสุทธ์ิดCวยชุดปฏิบัติการสําเร็จรูป
(QIAquick PCR purification Kits) กRอนสRงอRานลําดับ
เบสโดยบริ ษัท Macrogen, a Korean biotechno-
logy ประเทศเกาหลี 
 

 
 

รูปท่ี 1  แผนท่ีของไรโบโซมอลดีเอ็นเอและไพรเมอร#ท่ี
ใชCในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS [14] 

 
3 .5 .3 การ วิ เคราะห#สายสัม พันธ# เ ชิ ง

วิวัฒนาการโดยวิธี maximum parsimony, maximum 
-likelihood และ Bayesian inference 

ลําดับเบสของดีเอ็นเอแตRละเสCนจะถูก
ตรวจสอบคุณภาพโดยโปรแกรม BioEdit 7.0.7 [15] 
จาก น้ันนําลําดับเบสแตRละเสCนไปวิเคราะห# โดย
โปรแกรม BLASTN เพ่ือเปรียบเทียบกับลําดับเบสใน
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ฐานขCอมูลของ GenBank (http://www.ncbi.nlm. 
nih.gov) คัดเลือกลําดับเบสท่ีใหCคRาความเหมือนกับ
ลําดับเบสของราตัวอยRาง นําไปวิเคราะห#ดCวยโปรแกรม 
ClustalW [16] ส รC า ง  phylogenetic tree ดC วย วิ ธี  
maximum parsimony (MP) โ ป ร แ ก ร ม  PAUP* 
4.0b10 [17] โดยกําหนดคRาบูทสแทรปเทRากับ 1000 
และกําหนดคRา Kishino-Hasegawa (KH) tests [18] 
และหาเปอร#เซ็นต#ความเหมือนเพ่ือเปhนคRาความเช่ือมั่น
ท่ีใชCในการอRานผลและการจัดจําแนกราเอนโดไฟท# การ
วิ เคราะห#  phylogenetic tree ท่ีสรCางดCวยวิ ธี  MP 
กําหนดใหCคํานวณคRาทางสถิติตRาง ๆ ประกอบดCวย 
tree length consistency index (CI) retention 
index (RI) relative consistency index (RC) แ ล ะ 
homoplasy index (HI) และคRาความเช่ือมั่นบูทส-
แทรป ตามลําดับ และเลือก MPTs (most parsimo-
nious trees) ท่ีแสดงโทโพโลจี (topology) ท่ีดีท่ีสุด 
ดCวยวิธีทางสถิติ K-H tests โดยพิจารณาท่ีคRาบูทส-
แทรป ซ่ึงมากกวRาหรือเทRากับ 50 เปอร#เซ็นต#จากน้ัน
วิเคราะห# phylogenetic tree รRวมกับวิธี ML และ BI 
โดยวิธี ML วิเคราะห#ดCวยโปรแกรมRAxML 8.2.4 [19] 
วิ ธี  Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno (BFGS) 
ใชCโมเดล (GTR) และพิจารณาคRาบูทสแทรป ท่ีมากกวRา
หรือเทRากับ 0.95 สําหรับวิธี BI วิเคราะห#ดCวยโปรแกรม 
MrModeltest 2.2 [20] วิ ธี  Markov chain Monte 
Carlo (MCMC) โมเดล (GTR+I+G) พิจารณาคRาบูทส-
แทรปท่ีมากกวRาหรือเทRา กับ 0.95 นอกจากน้ียั ง
พิจารณาคRาเปอร#เซ็นต#ความเหมือน เพ่ือเพ่ิมความ
นRาเช่ือถือในการวิเคราะห# 
 

4. ผลการวิจัยและอภิปรายผล 
4.1 การคัดแยกราเอนโดไฟท*จากบัวหลวง 

การคัดแยกราเอนโดไฟท#จากกลีบดอกและ
ใบของบัวหลวง ไดCราท้ังหมด 31 ไอโซเลท จากจํานวน

ช้ินตัวอยRางท้ังหมด 480 ช้ิน (15 ไอโซเลท จากกลีบ
ดอก 240 ช้ิน และ 16 ไอโซเลท จากใบ 240 ช้ิน) 
พบวRาเปอร#เซ็นต#การแยกราเอนโดไฟท#ไดCจากกลีบดอก
และใบไมRมีความแตกตRางกัน มีคRาอัตราการแยกราเอน-
โดไฟท#ไดCในชRวง 6.25-6.67 เปอร#เซ็นต#  

4.2 ฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบ 

4.2.1 ผลการทดสอบฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรีย# 
นําสารสกัดท้ังหมดจํานวน 97 สาร 

จากราเอนโดไฟท# 93 สาร (CM, CE และ BE อยRางละ 
31 สาร) และจากบัวหลวง 4 สาร (PM, PELM และ LE
อยRางละ 1 สาร) มาทดสอบฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรีย#ท่ีระดับ
ความเขCมขCน 200 ไมโครกรัมตRอมิลลิลิตร พบวRาสาร
สกัดจากบัวหลวงไมRมีฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรีย#ท่ีระดับความ
เขCมขCนดังกลRาว ขณะท่ีสารสกัดจํานวน 12 สาร จากรา
เอนโดไฟท# 4 ไอโซเลท ท่ีแยกไดCจากใบของบัวหลวง
สามารถยับยั้งจุลินทรีย#ทดสอบไดCท่ีระดับความเขCมขCน 
200 ไมโครกรัมตRอมิลลิลิตร จากน้ันนําสารสกัดท่ีมี
ศักยภาพในการยับยั้งจุลินทรีย#ท่ีระดับความเขCมขCน
ดังกลRาว มาหาคRาความเขCมขCนต่ําสุดของสารสกัดท่ี
สามารถยับยั้งและฆRาจุลินทรีย#ทดสอบในชRวงความ
เขCมขCน 0.25-128 ไมโครกรัมตRอมิลลิลิตร ผลการ
ทดสอบพบวRาสารสกัด CE จากราเอนโดไฟท# ไอโซเลท 
FL020 สามารถยับยั้ง MRSA และ S. aureus ไดCดี
ท่ีสุด ใหCคRา MIC เทRากับ 4 และ 8 ไมโครกรัมตRอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ รองลงมา คือ สารสกัด CE จากรา
เอนโดไฟท# 2 ไอโซเลท คือ FL033 และ FL048 มีฤทธ์ิ
ยับยั้ง S. aureus และ C. neoformans ATCC90112 
ใหCคRา MIC เทRากับ 16 ไมโครกรัมตRอมิลลิลิตร สRวนสาร
สกัดท่ีเหลือ (8 สาร) ใหCคRาการยับยั้งจุลินทรีย#ในชRวง 
32-128 ไมโครกรัมตRอมิลลิลิตร (ตารางท่ี 1) 

4.2.2 ฤทธ์ิตCานอนุมูลอิสระDPPH 
นําสารสกัดจากราเอนโดนไฟท#และบัว

หลวงมาทดสอบฤทธ์ิตCานอนุมุลอิสระ DPPH พบวRาสาร



วารสารวิทยาศาสตร%และเทคโนโลยี                                                             ป�ที่ 26 ฉบับที่ 1 มกราคม - กุมภาพันธ% 2561 

 144

สกัดท้ัง 4 สาร ไดCแกR PM, PELM และ LE (กลีบดอก
และใบท่ีสกัดดCวยเมทานอลและเอทิลอะซิเตท) มีฤทธ์ิ
ตCานอนุมูลอิสระใหCคRา IC50 ในชRวง 0.59-0.65 มิลลิกรัม
ตRอมิลลิลิตร ขณะท่ีสารสกัดจากราเอนโดไฟท#จํานวน 7 
สาร (จากราเอนโดไฟท# 6 ไอโซเลท) สามารถตCาน
อนุมูลอิสระ DPPH ใหCคRา IC50 ในชRวง 0.02-0.65 

มิลลิกรัมตRอมิลลิลิตร โดยสารสกัด CM จากราเอนโด-
ไฟท# ไอโซเลท FL014, FL 020 และ FL033 มีศักยภาพ
สูงสุดในการผลิตสารตCานอนุมูลอิสระ ใหCคRา IC50 

เทRากับ 0.02, 0.04 และ 0.25 มิลลิกรัมตRอมิลลิลิตร 
ตามลําดับ (ตารางท่ี 2) 

 
ตารางท่ี 1  สารสกัดจากราเอนโดไฟท#ท่ีมีศักยภาพสูงสุดในการยับยั้งและฆRาจุลินทรีย#ทดสอบในชRวงความเขCมขCน 

0.25-128ไมโครกรัมตRอมิลลิลิตร 
 

รหัส 
สาร
สกัด 

MIC/MBC หรือ MFC (ไมโครกรัมตRอมิลลิลิตร) 
แบคทีเรีย 

ยีสต# 
แกรมบวก แกรมลบ 

SA MRSA EC PA CA28 CA53 CN12 CN13 

FL014 
CM - -  - - - - - - 
CE 32/>128 128/>128 - - - - - - 
BE - -  - - - - - - 

FL020 
CM 64/>128 128/>128 - - 128/>128 128/>128 - - 
CE 8/128 4/128 - - 128/>128 128/>128 - - 
BE 32/>128 32/>128 - - - - - - 

FL033 
CM -  - - - - - - - 
CE 16/>128 32/>128 - - - - 128/>128 128/>128 
BE - - - - - - - - 

FL048 
CM - - - - - - - - 
CE 128/>128 - - - - - 16/128 - 
BE - - - - - - - - 

ยาปฏิชีวนะ 
แวนโคมัยซิน 0.5/1 0.5/1       
 เจนตามัยซิน 0.5/1 0.5/1     
 แอมโฟเทอริซิน บี 0.5/1 0.5/1 0.5/1 0.5/2 

MIC คือ คRาความเขCมขCนตํ่าสุดของสารสกัดหยาบท่ีสามารถยับยั้งจุลินทรีย#ทดสอบในชRวงความเขCมขCน 0.25-128ไมโครกรัมตRอ
มิลิลิตร; MBC หรือ MFC คือ คRาความเขCมขCนตํ่าสุดของสารสกัดหยาบท่ีสามารถฆRาแบคทีเรียและยีสต#ในชRวงความเขCมขCน 
0.25-128 ไมโครกรัมตRอมิลิลิตร; SA คือ Staphylococcus aureus ATCC25923; MRSA คือclinical isolate methicillin-
resistant S. aureus SK1; EC คื อ  Escherichia coli ATCC25922; PA คื อ  Pseudomonas aeruginosa ATCC27853; 
CA1 คื อ  Candida albicans ATCC90028; CA2 คื อ  C. albicans NCPF; CA3 คื อ  C. albicans 3153; CN12 คื อ 
Cryptococcus neoformans ATCC90112; CN13 คือ C. neoformans ATCC90113; CM คือ สารสกัดจากเซลล#ท่ีสกัด
ดCวยเมทานอล; CE คือ สารสกัดจากเซลล#ท่ีสกัดดCวยเอทิลอะซิเตท; BE คือ สารสกัดจากนํ้าเล้ียงเช้ือท่ีสกัดดCวยเอทิลอะซิเตท 
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ตารางท่ี 2  ฤทธ์ิตCานอนุมูลอิสระDPPH ของสารสกัด
จากราเอนโดไฟท#และบัวหลวง 

 

ราเอนโดไฟท# 
IC50 (มิลลิกรัมตRอมิลลิลติร) 

เมทานอล เอทิลอะซิเตท 
เสCนใย เสCนใย นํ้าเลี้ยงเช้ือ 

FL014 0.02(CM) - - 
FS016 0.5 (CM) - - 
FL020 0.04(CM) - - 
FP023 0.5(CM) - - 
FL027 0.65(CM) - - 
FL033 0.25(CM) - - 
บัวหลวง เมทานอล เอทิลอะซิเตท 

ใบ 0.59 (LM) 0.63 (LE) 
ดอก 0.65 (PM) 0.61 (PE) 

กรดแอสคอร#บิค 0.005 
 

4.3 การการจัดจําแนกราเอนโดไฟท*โดยวิธี
ทางชีวโมเลกุล 

ผลการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดในการ
ยับยั้งจุลินทรีย#และตCานอนุมูลอิสระพบวRาสารสกัดจาก
ราเอนโดไฟท# 4 ไอโซเลท ไดCแกR  FL014, FL020, 
FL033 และ FL048 มีศักยภาพดีท่ีสุดในการทดสอบ
ฤทธ์ิขCางตCน ดังน้ันจึงจัดจําแนกราเอนโดไฟท#ดCวยวิธี
ทางชีวโมเลกุลและสรCาง phylogenetic tree โดยการ
วิเคราะห#ดCวยวิธีตRาง ๆ รRวมกัน ไดCแกR maximum 
parsimony (MP), maximum-likelihood (ML) และ 
Bayesian inference (BI) ผ ล ก า ร ศึ ก ษ าพบวR า ร า     
เอนโดไฟท#ท้ัง 4 ไอโซเลท จัดจําแนกอยูRใน 3 คลาส 
ของไฟลัมแอสโคไมโคตา ไดCแกR Sordariomycetes (1 
ไ อ โ ซ เ ลท ) Eurotiomycetes (1 ไ อ โ ซ เ ลท ) แ ล ะ 
Dothideomycetes (2 ไอโซเลท) โดยราเอนโดไฟท# 2 
ไอโซเลท (FL014 และ FL020) มีความสัมพันธ#กับ
สมาชิกในคลาส Dothideomycetes อันดับ Pleospo-

rales และแฟมมิลี่ Pleosporaceae โดยราไอโซเลท 
FL014 มี ค ว า ม สั ม พั น ธ# ใ ก ลC ชิ ด กั บ ร า ใ น จี นั ส 
Curvularia ในซับเคลด B โดยมี เปอร# เ ซ็นต#ความ
เหมือนเทRากับ 99.5-100 เปอร#เซ็นต# ท่ีความเช่ือมั่น 
บูทสแทรปของ MP และ ML เทRากับ รCอยละ 77 และ 
59 ตามลําดับ และคRาความนRาจะเปhนของ BI นCอยกวRา 
0.95 ดังน้ันจึงจัดจําแนกราไอโซเลท FL014 เปhน 
Curvularia sp. และราไอโซ เลท FL020 มี ความ 
สัมพันธ#ใกลCชิดกับราในซับเคลด A โดยมีเปอร#เซ็นต#
ความเหมือนเทRากับ 99.8 เปอร#เซ็นต# กับ Curvularia 
geniculata ดังน้ันจึงจัดจําแนกราไอโซเลท FL020 ไดC
เปhน Curvularia geniculata (รูปท่ี 2) สRวนไอโซเลท 
FL033 อยูRในคลาส Sordariomycetes อันดับ Hypo-
creales มีความสัมพันธ#ใกลCชิดกับสมาชิกในแฟมมิลี่ 
Nectriaceae ซ่ึงรา FL033 มีความสัมพันธ#ใกลCชิดกับ
ราในจีนัส Fusarium ท่ีความเช่ือมั่นบูทสแทรปของ 
MP และ ML เทRากับ รCอยละ 58 และ 79 ตามลําดับ 
และคRาความนRาจะเปhนของ BI นCอยกวRา 0.95 ดังน้ันจึง
จัดจําแนกรา FL033 เปhน Fusarium verticillioides 
(เปอร#เซ็นต#ความเหมือนเทRากับ 100 เปอร#เซ็นต#) (รูปท่ี 
3) และ ไอโซเลท FL048 มีความสัมพันธ#กับสมาชิกใน
คลาส Eurotiomycetes อันดับ Eurotiales แฟมมิลี่ 
Trichocomaceae โ ดย ไ อ โ ซ เ ลท  FL048 มี ค ว าม 
สัมพันธ#ใกลCชิดกับจีนัส Penicillium ท่ีความเช่ือมั่น
บูทสแทรปของ MP และ ML เทRากับ รCอยละ 62 และ 
65 ตามลําดับ และคRาความนRาจะเปhนของ BI นCอยกวRา 
0.95 ดังน้ันจึงจัดจําแนกราเอนโดไฟท# FL048 เปhน 
Penicillium sclerotiorum (เปอร#เซ็นต#ความเหมือน
เทRากับ 100 เปอร#เซ็นต#) (รูปท่ี 4)  

เน่ืองจากปrญหาการรักษาผูCปyวยในปrจจุบัน 
ท้ังปrญหาการดื้อยาปฏิชีวนะของเช้ือกRอโรค ปrญหา
ผลขCางเคียงของการรักษา [21-22] ดังน้ันนักวิจัยจึง
สนใจ ศึกษา ศักยภาพของผลิ ตภัณฑ# ธรรมชาติ  
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โดยเฉพาะจุลินทรีย#และพืชสมุนไพรเพ่ือหาสารออก
ฤทธ์ิทางชีวภาพในการยับยั้งจุลินทรีย#และตCานอนุมูล
อิสระ และใชCเปhนแหลRงทางเลือกของการศึกษาใน
อนาคต พบวRาสารสกัดจากราเอนโดไฟท#ท่ีแยกจากพืช
และสารสกัดจากพืชมีศักยภาพในการยับยั้งจุลินทรีย#
กRอโรคและตCานอนุมูลอิสระไดCดี การศึกษาน้ีจึงสนใจ
ศึกษาบัวหลวงและราเอนโดไฟท#จากบัวหลวงเน่ืองจาก
บัวหลวงเปhนสมุนไพรท่ีมีศักยภาพและสรรพคุณในการ
รักษาโรค [10] และยังไมRพบการเปรียบเทียบศักยภาพ
ของสารสกัดจากบัวหลวงและราเอนโดไฟท#จากบัว
หลวงมากRอน โดยราเอนโดไฟท#และพืชเจCาบCานมี
ความสัมพันธ#คRอนขCางซับซCอน อยูRรRวมกันในรูปแบบ
ตRางฝyายตRางไดCประโยชน# [21] จากผลการแยกรา    

เอนโดไฟท#จากกลีบดอกและใบของบัวหลวงสามารถ
แยกราไดCท้ังหมด 31 ไอโซเลท จากกลีบดอกจํานวน 
15 ไอโซเลท และใบ 16 ไอโซเลท โดยอัตราการแยกรา
เอนโดไฟท#จากกลีบดอกและใบของบัวหลวงมีคRา
ใกลCเคียงกันในชRวง 6.25-6.67 เปอร#เซ็นต# ซ่ึงจํานวน
เช้ือและการกระจายของราเอนโดไฟท#ในสRวนตRาง ๆ 
ของพืช อาจมาจากหลายปrจจัยท่ีเก่ียวขCอง เชRน สถานท่ี
เก็บตัวอยRาง อุณหภูมิ  อายุของพืช ฤดูกาล และ
สารอาหารท่ีมีอยูRในแตRละสRวนของพืช [23] นอกจากน้ี
สารสะลายท่ีใชCทําความสะอาดผิวใบก็มีผลตRออัตราการ
แยกเ ช้ือ เ น่ืองจากพืชแตRละสR วนมีลักษณะทาง
สรีรวิทยาแตกตRางกัน [11] 

 

 
 

รูปท่ี 2  สายสัมพันธ#เชิงวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) บริเวณ ITS ของราเอนโดไฟท#ไอโซเลท FL020 และ 
FL014 ท่ีแยกไดCจากบัวหลวง โดยวิเคราะห#ดCวยวิธี maximum parsimony (MP), maximum-likelihood 
(ML) และ Bayesian inference (BI) 
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รูปท่ี 3  สายสัมพันธ#เชิงวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) บริเวณ ITS ของราเอนโดไฟท#ไอโซเลท FL033 ท่ีแยกไดC
จากบัวหลวง โดยวิเคราะห#ดCวยวิธี maximum parsimony (MP), maximum-likelihood (ML) และ 
Bayesian inference (BI) 

 
ผลการศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดจากรา    

เอนโดไฟท# 93 สาร และสารสกัดจากบัวหลวง 4 สาร 
ในการยับยั้งจุลินทรีย#และตCานอนุมูลอิสระโดยวิธี 
colorimetric broth microdilution และ DPPH free 
radical scavenging พบวRาสารสกัดจากบัวหลวงไมRมี
ฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรีย#ทดสอบท่ีระดับความเขCมขCน 200 
ไมโครกรัมตRอมิลลิลิตร แตRสารสกัดท้ัง 4 สาร ของบัว
หลวงมีฤทธ์ิตCานอนุมูลอิสระ DPPH ใหCคRา IC50 ในชRวง 
0.59-0.65 มิลลิกรัมตRอมิลลิลิตร โดยสารสกัดจากใบ
ของบัวหลวงท่ีสกัดดCวยเมทานอล (LM) มีฤทธ์ิตCาน
อนุมูลอิสระไดCดีท่ีสุดใหCคRา IC50 0.59 มิลลิกรัมตRอมิลลิ 
ลิตร Arjun และคณะ (2012) [24] รายงานศักยภาพ

ของสารสกัดจากใบของบัวหลวงท่ีสกัดดCวย  เฮกเซน 
อะซิโตน และเมทานอล ในการยับยั้งจุลินทรีย#และตCาน
อนุมูลอิสระ DPPH พบวRาสารสกัดท้ังหมดมีฤทธ์ิตCาน
อนุมูลอิสระไดCดี ใหCคRา IC50 ในชRวง 0.23-0.39 มิลลิกรมั
ตRอมิลลิลิตร และสารสกัดมีฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรียแกรม
บวก  (S. aureus MTCC98 และ  Bacillus subtilis 
MTCC441) แบคทีเรียแกรมลบ (E. coli MTCC1687 
และ Proteus mirabilis MTCC 3310) และยีสต# (C. 
albicans MTCC3310) ท่ีคRาความเขCมขCนในชRวง 50-
100 ไมโครกรัมตRอมิลลิลิตร นอกจากน้ี Ming-Zhi และ
คณะ (2015) [25] ศึกษาศักยภาพของสารสกัดเอทา-
นอลจากดอกของบัวหลวงพบวRาสารสกัดมีศักยภาพใน
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การยับยั้ ง ท้ั งแบคทีเ รี ยแกรมลบ (E. coli)  และ
แบคทีเรียแกรมบวก (S. aureus) ใหCคRา MIC ในชRวง 
430-490 ไมโครกรัมตRอมิลลิลติร ต
อมาในป� ค.ศ. 2016 
Shukla และ Chaturvedi [26] ศึกษาฤทธ์ิตCานอนุมูล
อิสระ DPPH ของสารสกัดเมทานอลจากใบ ดอก เหงCา 
และเมล็ดของบัวหลวง พบวRาสารสกัดจากเมล็ดตCาน
อนุมูลอิสระไดCดีท่ีสุด ใหCคRา IC50 เทRากับ 0.02 มิลลิกรัม
กรัมตRอมิลลิลิตร ตามดCวยสารสกัดจากใบ เหงCา และ
ดอก ใหCคRา IC50 เทRากับ 0.025, 0.043 และ 0.06 

มิลลิกรัมตRอมิลลิลิตร ตามลําดับ โดยผลการศึกษา
สอดคลCองกับปริมาณฟuโนลิกรวมท่ีพบในสRวนใบ ดอก 
เหงCา และเมล็ด พบวRาในเมล็ดมีปริมาณฟuโนลิกรวมสูง
ท่ีสุด เทRากับ 270.90 มิลลิกรัม กรดกาลิกตRอ 100 กรัม
ของสารสกัด ตามดCวยสารสกัดจากใบ (252.34 
มิลลิกรัม กรดกาลิกตRอ 100 กรัมของสารสกัด) เหงCา 
(241.01 มิลลิกรัม กรดกาลิกตRอ 100 กรัมของสาร
สกัด) และดอก (220.57 มิลลิกรัม กรดกาลิกตRอ 100 
กรัมของสารสกัด) 

 

 
 

รูปท่ี 4  สายสัมพันธ#เชิงวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) บริเวณ ITS ของราเอนโดไฟท#ไอโซเลท FL048 ท่ีแยกไดC
จากบัวหลวง โดยวิเคราะห#ดCวยวิธี maximum parsimony (MP), maximum-likelihood (ML) และ
Bayesian inference (BI) 
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การศึกษาน้ียังศึกษาศักยภาพของสารสกัด
จากราเอนโดไฟท#ท่ีแยกไดCจากบัวหลวง ในการยับยั้ง
จุลินทรีย#และตCานอนุมูลอิสระ พบวRาสารสกัด CE จาก
ราไอโซเลท FL020 สามารถยับยั้ง MRSA และ          S. 
aureus ไดCดี ท่ีสุด ใหCคRาMIC (ทดสอบในชRวงความ
เขCมขCนของสารสกัด 0.25-128 ไมโครกรัมตRอมิลลิลิตร) 
เทRากับ 4 และ 8 ไมโครกรัมตRอมิลลิลิตร ตามลําดับ 
รองลงมา คือ สารสกัด CE จากราไอโซเลท FL033 
และ FL048 มีฤทธ์ิยับยั้ง S. aureus และ C. neofor-
mans ATCC90112 เทRากัน ใหCคRา MIC เทRากับ 16 
ไมโครกรัมตRอมิลลิลิตร และนอกจากน้ีสารสกัดจากรา
เอนโดไฟท#ยังสามารถตCานอนุมูลอิสระ DPPH ใหCคRา 
IC50 ในชRวง 0.02-0.65 มิลลิกรัมตRอมิลลิลิตร โดยสาร
สกัด CM จากราไอโซเลท FL014 มีฤทธ์ิตCานอนุมูล
อิสระ  DPPH ไดC ดี ท่ี สุ ด  ใหC คR า  IC50 เทR า กับ  0.02 
มิลลิกรัมตRอมิลลิลิตร รองลงมา คือ FL020 (IC50 
เทRากับ 0.04 มิลลิกรัมตRอมิลลิตร) และ FL033 (IC50 
เทRากับ 0.25 มิลลิกรัมตRอมิลลิลิตร) ราท่ีมีศักยภาพใน
การผลิตสารเมทาบอไลท#ทุติยภูมิในการยับยั้งจุลินทรีย#
และตCานอนุมูลอิสระ สามารถจัดจําแนกโดยการศึกษา
ความสัมพันธ# เ ชิง วิ วัฒนาการดCวยวิ ธี  maximum 
parsimony (MP) รRวมกับ maximum-likelihood (ML) 
และ Bayesian inference (BI) พบวRาราเอนโดไฟท#  
ไอ โซ เลท FL014, FL020, FL033 และ  FL048 จัด
จําแนกไดCเปhน Curvularia sp., Curvularia genicu-
late, Fusarium verticillioides แ ล ะ  Penicillium 
sclerotiorum ตามลํ าดับ  รา เอนโดไฟท# ท่ีพบใน
การศึกษาน้ีเคยรายงานในพืชสมุนไพรหลายชนิด และ
มีศักยภาพในการผลิตสารท่ีสามารถยับยั้งจุลินทรีย#และ
ตC านอ นุมู ล อิส ระ ไดC ดี  Yadav และคณะ  ( 2014) 
Kharwar และคณะ (2011) [27] ศึกษาราเอนโดไฟท#
จากพืชสมุนไพร (Adenocalymma alliaceum) พบ
ราในจีนัส Curvularia, Fusarium และ Penicillium 

ผลิตสารท่ีมีศักยภาพในการยับยั้งจุลินทรีย# (Shigella 
flexnii, Salmonella enteritidis, S. paratyphi, 
Morganella morganii แ ล ะ  P. aeruginosa)  ท่ี
ทดสอบโดยวิธี agar well diffusion ใหCคRาวงใสในชRวง 
6-10 มิลลิเมตร และ Bhardwaj และคณะ (2015) 
[28] แยกราเอนโดไฟท#จาก Pinus roxburghii พบวRา
รา Penicillim frequentans ผลิตสารยับยั้ง E. coli, 
S. Typhimurium, B. subtilis และ C. albicans ใหC
คRา MIC เทRากับ 1.25, 2.5, 0.625 และ 10 ไมโครกรัม
ตRอมิลลิลิตร ตามลําดับ Yadav และคณะ (2014) [29] 
ศึกษาสารพฤกษเคมีของราเอนโดไฟท# ท่ีแยกจาก 
Eugenia jambolana Lam. โ ด ย ต ร วจ พบฟu นอล     
ซาโปนิน และเทอร#พีน ใน Fusarium sp. อัลคาลอยด# 
ฟuนอล เทอร#พีน และฟลาโวนอยด# ใน Penicillium 
spinulosum พบซาโปนินและสเตอรอลใน Curvu-
laria lunata โดยสารสกัดจากราเอนโดไฟท#ท้ัง 3 จีนัส 
มีศักยภาพในการตCานอนุมูลอิสระไดCในชRวง 39-40 
เปอร#เซ็นต# 

ผลการ ศึกษา น้ีสอดคลCอง กับรายงาน
องค#ประกอบของสารจากราเอนโดไฟท#และพืช โดย
พบวRาราเอนโดไฟท#สามารถผลิตสารพฤกษเคมีไดCหลาย
ชนิดเชRนเดียวกับพืชเจCาบCาน ไดCแกR อัลคาลอยด#     ฟลา
โวนอยด# ฟuนอล แทนนิน และเทอร#พีน เปhนตCน [30-
31] โดยสารเมทาบอไลท#เหลRาน้ีมีศักยภาพในการยับยั้ง
จุลินทรีย#และตCานอนุมูลอิสระไดCดี [25,26] แตRยังไมRพบ
รายงานศักยภาพของสารสกัดจากราเอนโดไฟท#ในบัว
หลวงและสารสกัดจากบัวหลวงในการยับยั้งจุลินทรีย#
และตCานอนุมูลอิสระมากRอน โดยผลการศึกษาฤทธ์ิ
ยับยั้งจุลินทรีย#และฤทธ์ิตCานอนุมูลอิสระของสารสกัด
จากบัวหลวงและราเอนโดไฟท#ในการศึกษาน้ีตRางจาก
การศึกษากRอนหนCา อาจเน่ืองมาจากหลายปrจจัยท้ัง
แหลRงของตัวอยRาง ชนิดของพืช สRวนของพืช ฤดูกาล 
ตัวทําละลายอินทรีย#ท่ีใชCในการสกัดและวิธีการสกัด 
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เปhนตCน โดยปrจจัยเหลRาน้ีมีผลตRอปริมาณสารเมทา-
บอไลท#และศักยภาพของสารจากราเอนโดไฟท#และพืช 
[30-31] มีรายงานการศึกษาผลของตัวทําละลาย
อินทรีย#ท่ีใชCในการสกัดและวิธีการสกัดสารของพืช 5 
ชนิด ไดCแกR ไทม# ขมิ้น ขิง อบเชย และกานพลู พบวRา
ตั ว ทํ า ล ะล าย อินทรี ย# แ ละ วิ ธี ก า รส กัดมี ผลตR อ
องค#ประกอบของสารพฤกษเคมี ฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรีย#
และฤทธ์ิตCานอนุมูลอิสระ [33-34] นอกจากน้ีสายพันธุ#
ของจุลินทรีย#ท่ีใชCในการศึกษาน้ีตRางจากการศึกษากRอน
หนCาอาจเปhนหน่ึงในปrจจัย ท่ีสR งผลตRอฤทธ์ิยับยั้ ง
จุลินทรีย#ของสารสกัด โดยสารสกัดจากราเอนโดไฟท#
สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวก (S. aureus และ 
MRSA) และยีสต# (C. neoformans) ไดCดี แตRไมRมีฤทธ์ิ
ยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ อาจเน่ืองมาจากองค#ประกอบ
ของสารท่ีไดCจากราเอนโดไฟท#แตRละไอโซเลท และ
องค#ประกอบของผนังเซลล#และเยื่อหุCมเซลล#ช้ันนอก
ของแบคทีเรียแกรมลบท่ีมีช้ันของไขมันซ่ึงอาจชRวย
ป�องกันสารเขCาสูRเซลล# [35-37] 
 

5. สรุป 
การศึกษาศักยภาพของสารสกัดจากราเอนโด-

ไฟท#และบัวหลวง (พืชเจCาบCาน) ในการยับยั้งจุลินทรีย#
และตCานอนมูลอิสระ DPPH พบวRาสารสกัดจากบัว
หลวงไมRมีฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรีย#ท่ีระดับความเขCมขCน 200 
ไมโครกรัมตRอมิลลิลิตร ขณะท่ีสารสกัดจากราเอนโด-
ไฟท# ท่ีแยกไดCจากใบของบัวหลวงสามารถยับยั้ ง
จุ ลิ นทรี ย# ทดสอบไดC ท่ี ระดับความ เขC มขC น  200 
ไมโครกรัมตRอมิลลิลิตร โดยสารสกัด CE จากราเอนโด-
ไฟท# ไอโซเลท FL020 สามารถยับยั้ง MRSA และ      
S. aureusไดCดี ท่ีสุด ใหCคR า  MIC เทRา กับ 4 และ 8 
ไมโครกรัมตRอมิลลิลิตร ตามลําดับ รองลงมา คือ สาร
สกัด CE จากราเอนโดไฟท# 2 ไอโซเลท คือ FL033 
แ ล ะ  FL048 มี ฤ ท ธ์ิ ยั บ ยั้ ง  S. aureus แ ล ะ                    

C. neoformans ATCC90112 ใหCคRา MIC เทRากับ 16 
ไมโครกรัมตRอมิลลิลิตร และสารสกัดท้ังหมดจากรา 
เอนโดไฟท#และบัวหลวงนํามาทดสอบฤทธ์ิตCานอนุมูล
อิสระ DPPH พบวRาสารสกัดจากบัวหลวงมีฤทธ์ิตCาน
อนุมูลอิสระใหCคRา IC50 ในชRวง 0.59-0.65 มิลลิกรัมตRอ
มิลลิลิตร ขณะท่ีสารสกัดจากราเอนโดไฟท#มีฤทธ์ิตCาน
อนุมูล อิสระ DPPH ใหCคR า  IC50ในชRวง 0.02-0.65 
มิลลิกรัมตRอมิลลิลิตร โดยสารสกัด CM จากราเอนโด-
ไฟท# ไอโซเลท FL014, FL020 และ FL033 มีศักยภาพ
สูงสุดในการผลิตสารตCานอนุมูลอิสระ ใหCคRา IC50 

เทRากับ 0.02, 0.04 และ 0.25 มิลลิกรัมตRอมิลลิลิตร 
ตามลําดับ จากผลการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัดในการ
ยับยั้งจุลินทรีย#และตCานอนุมูลอิสระ พบวRาสารสกัดจาก
ราเอนโดไฟท# 4 ไอโซเลท ไดCแกR  FL014, FL020, 
FL033 และ FL048 มี ศักยภาพสูงสุดในการยับยั้ง
จุลินทรีย#และตCานอนุมูลอิสระโดยจัดจําแนกโดยการ
วิ เ ค ร า ะห# ส า ยสั ม พัน ธ# เ ชิ ง วิ วัฒนากา ร ไ ดC เ ปh น 
Curvularia sp., Curvularia geniculate, Fusarium 
verticillioides และPenicillium sclerotiorum ตาม 
ลําดับ จากผลการศึกษาครั้งน้ีช้ีใหCเห็นวRาสารสกัดจาก
ราเอนโดไฟท#และบัวหลวงมีศักยภาพในการผลิตสาร
ตC าน จุลิ นทรี ย# และตC านอ นุมู ล อิส ระ ท่ีนR า สน ใ จ 
โดยเฉพาะสารสกัดจากราเอนโดไฟท#ซ่ึงอาจใชCเปhน
แหลRงทางเลือกเพ่ือทดแทนและลดปrญหาการใชC
สมุนไพรในการรักษาในอนาคต 
 

6. ข�อเสนอแนะ 

6.1 การศึกษาน้ีเก็บตัวอยRางบัวหลวง 1 ครั้ง ใน
เดือนพฤษภาคม ควรเพ่ิมจํานวนหรือความถ่ีของการ
เก็บตัวอยRางเพ่ือเพ่ิมโอกาสการเจอเช้ือท่ีมีศักยภาพใน
การผลิตสารท่ีนRาสนใจและมีประโยชน#ในการนําไปใชC
ในอนาคต 

6. 2  การศึกษาน้ีใชCสารสกัดท่ีนํามาทดสอบเปhน 
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สารสกัดหยาบ ดังน้ันควรนําสารท่ีมีศักยภาพในการ
ยับยั้งจุลินทรีย#และตCานอนุมูลอิสระไปแยกใหCบริสุทธ์ิ
แ ล ะ ศึ ก ษ า พ ฤ ก ษ เ คมี ข อ ง ส า รส กั ด  เ พ่ื อ ร ะ บุ
องค#ประกอบของสารท่ีมีศักยภาพ 

6.3 ควรเพ่ิมจํานวนสายพันธุ#ของจุลินทรีย#
ทดสอบในกลุRมแบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ 
และยีสต# ซ่ึงอาจชRวยเพ่ิมรายงานศักยภาพของสารสกัด
จากราเอนโดไฟท#และบัวหลวง 
 

7. กิตติกรรมประกาศ 
ผูCวิจัยไดCรับทุนอุดหนุนการวิจัยโครงการวิจัยทุน

รายไดCมหาวิทยาลัยทักษิณ กองทุนวิจัยมหาวิทยาลัย
ทักษิณ ประเภททุนยุทธศาสตร# ประจําปuงบประมาณ
พ.ศ. 2559 และขอขอบคุณ รองศาสตราจารย# ดร. 
เสาวลักษณ# พงษ#ไพจิตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร# 
ศูนย#พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหRงชาติ   
(ไบโอเทค) ท่ีอํานวยความสะดวกตลอดระยะเวลาการ
ทําวิจัย 
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