
บทความวิจัย (Research Article) 

*ผู�รับผิดชอบบทความ : orathai.sup@gmail.com

สารต�านจุลินทรีย(และสายสัมพันธ(เชิงวิวัฒนาการ 
ของราจากดินป3าชายเลน 

Antimicrobial Substances and Phylogenetic Relationships 
of Fungi from Mangrove Soil

พฤทฐิภร ศุภพล* 
สาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร� มหาวิทยาลัยทักษิณ วิทยาเขตพัทลุง 

ตําบลบ�านพร�าว อําเภอป#าพะยอม จังหวัดพัทลุง 93110 
สิตา ปรีดานนท# 

ศูนย�พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห.งชาติ (ไบโอเทค)  
ตําบลคลองหน่ึง อําเภอคลองหลวง จังหวัดปทุมธานี 12120 

Preuttiporn Supaphon* 
Department of Biology, Faculty of Science, Thaksin University, Phatthalung Campus, 

Ban Phrao, Pa Payom, Phatthalung 93110 

Sita Preedanon 
National Center for Genetic and Engineering and Biotechnology (BIOTEC),  

Khlong Nueng, Khlong Luang, Pathum Thani 12120 

บทคัดยCอ 
งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค#เพ่ือศึกษาศักยภาพของสารเมทาบอไลท#จากราดินในการต>านจุลินทรีย#และ

ความสัมพันธ#เชิงวิวัฒนาการของราท่ีมีศักยภาพโดยเทคนิคทางชีวโมเลกุล แยกราจากดินปDาชายเลนได>ท้ังหมด 106 
ไอโซเลท นํามาเลี้ยงในอาหาร potato dextrose broth ท่ีอุณหภูมิห>องโดยไมOเขยOาเปPนเวลา 3 สัปดาห# นํ้าเลี้ยงรา
สกัดด>วยเอทิลอะซิเตท (broth ethyl acetate, BE) และเส>นใยราสกัดด>วยเอทิลอะซเิตท (cell ethyl acetate, CE) 
และเฮกเซน (cell hexane, CH) สารสกัด 318 สาร นํามาทดสอบฤทธ์ิต>านจุลินทรีย#โดยวิธี colorimetric broth 
microdilution พบสารสกัด 8 สาร จากรา 6 ไอโซเลท มีศักยภาพสูงสุดในการยับยั้ง Staphylococcus aureus 
และ methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) โดยสารท่ีมีศักยภาพสูงสุด คือ BE จาก TSU-MF1 
(Talaromyces flavus) และ CE จาก TSU-MF2 (Penicillium sp.) และ TSU-MF5 (Xylaria feejeensis) มีฤทธ์ิ
ยับยั้ง MRSA ได>ดีท่ีสุดให>คOา MIC/MBC เทOากับ 64/128 ไมโครกรัมตOอมิลลิลิตรจัดจําแนกรา 6 ไอโซเลท โดยข>อมูล
ลําดับนิวคลีโอไทด#ของดีเอ็นเอบริเวณ ITS หรือ 28S ไรโบโซมอลดีเอ็นเอ พบรา 5 ไอโซเลท มีความใกล>ชิดกับไฟลัม
แอสโคไมโคตา (Talaromyces flavus, Penicillium sp., Hongkongmyces pedis, Dothidiomycetes sp. และ 
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Xylaria feejeensis) และไฟลัมเบสิดิโอไมโคตา 1 ไอโซเลท (Subulicystidium sp.) จากผลการศึกษายืนยันวOารา
ดินมีความหลากหลายของชนิดพันธุ# และมีศักยภาพในการผลิตสารต>านจุลินทรีย# 
 

คําสําคัญ : ราดิน; ฤทธ์ิต>านจุลินทรีย#; สายสัมพันธ#เชิงวิวัฒนาการ; ดินปDาชายเลน 
 

Abstract 
This research aims to study the potential of antimicrobial metabolites of soil fungi and 

phylogenetic relationships of the potential fungal isolates based on molecular techniques. A total 
of 106 fungal isolates were obtained from mangrove soil. They were cultured in potato dextrose 
broth at room temperature without shaking for 3 weeks. Culture broth were extracted with ethyl 
acetate ( broth ethyl acetate, BE) . Fungal mycelia were extracted with ethyl acetate (cell ethyl 
acetate, CE) and hexane ( cell hexane, CH) . Antimicrobial activities of 318 extracts were tested by 
the colorimetric broth microdilution method. Eight extracts from 6 isolates showed the highest 
potential against Staphylococcus aureus and methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). 
The best active extracts consisting of BE from TSU-MF1 (Talaromyces flavus) and CE from TSU-MF2 
(Penicillium sp.) and TSU-MF5 (Xylaria feejeensis) were most active against MRSA (MIC/MBC, 64/128 
µg/ml). Six active isolates were identified based on nucleotide sequences of ITS region and 28S 
ribosomal DNA. They belong to two Phyla including Ascomycota 5 isolates (Talaromyces flavus 
Penicillium sp. Hongkongmyces pedis Dothidiomycetes sp. and Xylaria feejeensis) and 
Basidiomycota 1 isolate (Subulicystidium sp.). Especially, these results confirmed that fungi from 
mangrove soil provide high species diversity and have the potential to produce antimicrobial agents.  

 

Keywords: soil fungi; antimicrobial activity; phylogenetic relationship; mangrove soil 
 
1. บทนํา 

ปtญหาการการดื้อยาของจุลินทรีย#กOอโรคยังคง
เปPนปtญหาสําคัญในปtจจุบัน โดยประสิทธิภาพของยา
ปฏิชีวนะท่ีใช>ในการรักษาลดลงเน่ืองจากจุลินทรีย#มี  
กลไกลในการปwองกันการทําลายจากยาปฏิชีวนะ
เหลOาน้ัน ดังน้ันหนOวยงานตOาง ๆ จึงให>ความสนใจและ
พยายามหาแหลOงของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพใหมO ๆ 
โดยเฉพาะจากผลิตภัณฑ#ธรรมชาติ เพ่ือเพ่ิมโอกาสใน
การพบสารออกฤทธ์ิท่ีมีความสามารถในการทําลาย
จุลินทรีย#กOอโรค ซ่ึงสารเมทาบอไลท#หลายชนิดท่ีมี

ศักยภาพท่ีเคยรายงานมากOอนหน>าน้ีสOวนใหญOได>จาก
ตัวอยOางดิน [1] ดังน้ันนักวิจัยจึงพยายามมองหาแหลOง
ของตัวอยOางจากบริเวณท่ีมีการศึกษาน>อยอยูOหรือยังไมO
มีการศึกษามากOอน ได>แกO ตัวอยOางดินจากทะเลหรือดิน
ปDาชายเลนโดยปDาชายเลนมีความอุดมสมบูรณ# และมี
ความหลากหลายของทรัพยากรทางธรรมชาติ ท้ังพืช 
สัตว# และจุลินทรีย# ซ่ึงเปPนแหลOงท่ีนOาสนใจราเปPน
จุลินทรีย# ท่ีมีความหลากหลายและรายงานวOามีรา
ประมาณ 1.5 ล>านสายพันธุ#  แตO ท่ีทราบช่ือมีเพียง 
80,000 สายพันธุ# [2] นอกจากน้ีพบวOารามีศักยภาพใน
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การผลิตสารเมทาบอไลท#หลายชนิดท่ีสามารถยับยั้ง
จุลินทรีย#กOอโรคท้ังแบคทีเรีย ยีสต# และรา โดยสารออก
ฤทธ์ิท่ีมีรายงานกOอนหน>าน้ีสOวนใหญOได>จากราท่ีแยก
จากดิน [3] ราในดินทําหน>าท่ีสําคัญในระบบนิเวศ โดย
ชOวยยOอยสลายซากพืชซากสัตว# โดยเฉพาะองค#ประกอบ
ท่ีมีโครงสร>างซับซ>อนและยOอยสลายยาก ได>เปPน ก}าซ
คาร#บอนไดออกไซด# กรดอินทรีย# แรOธาตุตOาง ๆ เชOน 
ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และซัลเฟอร# เปPนต>น รวมท้ัง
ชOวยปลดปลOอยสารอาหารและธาตุอาหารกลับคืนสูOดิน
ทําให>ดินมีความอุดมสมบูรณ# [4] จากรายงานตOาง ๆ 
พบวOาราจากดินหลายสายพันธุ# ผลิตสารท่ีมีฤทธ์ิยับยั้ง
จุลินทรีย#ได>ดี เชOน เทอรีอิค แอซิดและบิวทีโรแลคโทน
จ า ก  Aspergillus terreus มี ฤ ท ธ์ิ ยั บ ยั้ ง  Erwinia 
carotovora [5] สารไตรโชโคนินจากTrichoderma 
koningii ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกและรากOอโรคพืช
หลายชนิด [6] และสารซิตรินินและเพนนิซิลิกแอซิด
จ าก  Penicillium spp. ออกฤท ธ์ิ ยั บ ยั้ ง ก ว> า ง ท้ั ง
แบคทีเรียแกรมบวก (Bacillus subtilis และ Staphy-
lococcus aureus) แบคทีเรียแกรมลบ (Escherichia 
coli และ Salmonella Typhi) และยีสต# (Candida 
albicans) [7] จากรายงานการศึกษาดังกลOาวช้ีให>เห็น
วOาราท่ีแยกได>จากดินเปPนแหลOงผลิตสารต>านจุลินทรีย#
กOอโรคท่ีนOาสนใจ ประกอบกับภาคใต>มีพ้ืนท่ีปDาชายเลน
กวOา 2,400 ตารางกิโลเมตร กระจายอยูOในหลายจังหวัด
และมีพันธุ#ไม>หลากหลาย โดยในการศึกษาน้ีเลือกพ้ืนท่ี
ปDาชายเลน จังหวัดตรัง เปPนแหลOงในการศึกษา
เน่ืองจากพ้ืนท่ีดังกลOาวมีความอุดมสมบูรณ# มีความ
หลากหลายทางชีวภาพและนอกจากน้ียังไมOมีการบุกรุก 
หรือเข>าไปศึกษามากOอน [8] 
 

2. วัตถุประสงค( 
เพ่ือสํารวจราจากดินปDาชายเลนท่ีมีประสิทธิ-

ภาพในการผลิตสารต>านจุลนิทรีย#กOอโรค กลุOมแบคทีเรยี

และยีสต# และจัดจําแนกชนิดโดยการศึกษาสายสัมพันธ#
เชิงวัฒนาการของราท่ีมีศักยภาพในการผลิตสารต>าน
จุลินทรีย# 
 

3. วิธีการดําเนินงานวิจัย 
3.1 การเก็บตัวอยCางและการแยกรา 

เก็บตัวอยOางดินแบบสุOมจากบริเวณปDาชาย
เลน จังหวัดตรัง จํานวน 5 จุด จุดละ 500 กรัม ท่ีระดับ
ความลึก 0-10 เซนติเมตร ในถุงพลาสติกปราศจากเช้ือ 
เพ่ือนํามาศึกษาท่ีห>องปฏิบัติการ ช่ังดิน 10 กรัม เจือ
จางในนํ้าเกลือโซเดียมคลอไรด# ความเข>มข>น 0.85 
เปอร#เซ็นต# (นํ้าหนักตOอปริมาตร) ท่ีระดับความเจือจาง
สิบเทOา (1 : 10) จากน้ันบOมในตู>บOมเช้ือแบบเขยOาและ
วางไว>ท่ีอุณหภูมิห>องเปPนเวลา 10 นาที ดูดสOวนใส 1 
มิลลิลิตรของตัวอยOางลงใน 9 มิลลิลิตร ของนํ้าเกลือ
โซเดียมคลอไรด#  ความเข>มข>น 0.85 เปอร# เ ซ็นต#  
(นํ้าหนักตOอปริมาตร) และเจือจางท่ีระดับความเข>มข>น 
10-2-10-6 จากน้ันดูด 0.1 มิลลิลิตร ของตัวอยOางท่ีเจือ
จางแตOละความเข>มข>นลงบนอาหาร rose-bengal 
chloramphenicol agar ( RBC)  แล ะ เ กลี่ ย ใ ห> เ ช้ื อ
กระจายท่ัวผิวหน>าอาหารนําจานอาหารไปบOม ท่ี
อุณหภูมิห>องเปPนเวลา 3-5 วัน สังเกตผลทุกวัน หาก
พบโคโลนีของราให>เข่ียเส>นใยของราท่ีพบทุกโคโลนี
ด>วยเทคนิคการแยกเช้ือให>บริสุทธ์ิโดยเข่ียปลายเส>นใย
ของรา (hyphal tip isolation)  ลงในจานอาหาร 
potato dextrose agar (PDA) จนได>เช้ือบริสุทธ์ิ นํา
ราท้ังหมดท่ีแยกได>มาจัดจําแนกโดยลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาเบ้ืองต>น สังเกตโคโลนี ขนาด รูปรOาง 
ลักษณะเส>นใยบนอาหารเลี้ยงเช้ือภายใต>กล>องเตอริ-
โอซูม และสังเกตลักษณะเส>นใย ผนังก้ัน การย>อมติดสี 
และโครงสร>างสืบพันธุ#ภายใต>กล>องจุลทรรศน#ตามคูOมือ
จัดจําแนก [9] นําราท่ีแยกได>ท้ังหมดไปเลี้ยงใน PDA
แบบเอียง และเก็บรักษาไว>ท่ีอุณหภมูิห>องเพ่ือใช>ในการ 
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ศึกษาตOอไป 
3.2 การเพาะเลี้ยงราในอาหารเหลวและการ

สกัดสารด�วยตัวทําละลายอินทรีย( 
นําราท่ีแยกได> ท้ังหมดมาเพาะเลี้ยงใน

อาหาร potato dextrose broth (PDB) ปริมาตร 300 
มิลลิลิตร จํานวน 3ฟลาสก# ตOอเช้ือ 1 ไอโซเลท วางไว>ท่ี
อุณหภูมิห>อง โดยไมOเขยOา เปPนเวลา 3 สัปดาห# กรอง
แยกนํ้าเลี้ยงเช้ือและตัวเซลล# นํ้าเลี้ยงเช้ือนํามาสกัด
ด>วยเอทิลอะซิเตท 3 ครั้ง โดยใช>ปริมาตรของตัวทํา
ละลายตOอตัวอยOางในอัตราสOวน 1 : 1 หลังจากน้ันเติม
แอนไฮดรัสโซเดียมซัลเฟต (anhydrous sodium 
sulfate, Na2SO4) และทําให>แห>งด>วยเครื่องกลั่นระเหย
ระบบสุญญากาศท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส จะได>
สารสกัดหยาบจากนํ้าเลี้ยงราท่ีสกัดด>วยเอทิลอะซิเตท 
(broth ethyl acetate, BE) สOวนตัวเซลล#ตัดให>เปPนช้ิน
ขนาดเล็กด>วยมีดผOาตัด และแชOด>วยเมทานอลเปPนเวลา 
7 วัน จากน้ันนําสารท่ีอยูOในสOวนของเมทานอลมาสกัด
ตOอเน่ืองด>วยเอทิลอะซิเตท 3 ครั้ง และเฮกเซน 3 ครั้ง 
โดยใช>ปริมาตรของตั วทําละลายตOอตัวอยOางใน
อัตราสOวน 1 : 1 และทําให>แห>งเชOนเดียวกับนํ้าเลี้ยงเช้ือ 
จะได>สารสกัดหยาบสOวนเส>นใยราท่ีสกัดด>วยเอทิล-    
อะซิเตท (cell ethyl acetate, CE) และเฮกเซน (cell 
hexane, CH) นําสารสกัดหยาบ BE, CE และ CH 
ละลายด>วยไดเมทิลซัลฟอกไซด# (dimethyl sulfoxide, 
DMSO) ความเข>มข>น 10 เปอร#เซ็นต# (ปริมาตรตOอ
ปริมาตร) ให>ได>สารสกัดความเข>มข>น 10 มิลลิกรัมตOอ
มิลลิลิตร เพ่ือเก็บไว>เปPนสารละลายเข>มข>นท่ีอุณหภูมิ   
-20 องศาเซลเซียส 

3.3 การทดสอบฤทธิ์ต�านจุลินทรีย(ของสาร
สกัดจากราด�วยวิธี  colorimetric broth micro-
dilution  

3.3.1 เช้ือทดสอบ ได>รับความอนุเคราะห#
จุลินทรีย#ท้ังหมด 6 สายพันธุ# จากห>องปฏิบัติการรา

วิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร# มหา 
วิทยาลัยสงขลานครินทร# ได>แกO แบคทีเรีย 4 สายพันธุ# 
[แบคทีเรียแกรมบวก : Staphylococcus aureus 
ATCC25923 และ methicillin-resistant S. aureus 
(MRSA) SK1 (MIC 16 ไมโครกรัมตOอมิลลิลิตร) และ
แบคทีเรียแกรมลบ : Escherichia coli ATCC25922 
และ Pseudomonas aeruginosa ATCC27853) และ
ยีสต# 2 สายพันธุ# (Candida albicans ATCC90028 
และ Cryptococcus neoformans ATCC90112] 

3.3.2 การเตรียมเช้ือทดสอบ [10-11]  
การเตรียมแบคทีเรีย : นําแบคทีเรียมา

ขีดแบบตัดกัน (cross streak) บนnutrient agar (NA) 
บOมท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 18-24 ช่ัวโมง เมื่อ
ครบกําหนดเ ข่ียเ ช้ือ 3-5 โคโลนี ใสOลงในอาหาร
nutrient broth (NB) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร นําไปบOมท่ี
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 3-5 ช่ัวโมง ในตู>บOมเช้ือ
แบบเขยOาความเร็ว 150 รอบตOอนาที ปรับความขุOนให>
ได>  0.5 McFarland (1.5 x 108 ซี เอฟยูตOอมิลลิลิตร) 
ด>วย นํ้าเกลือโซเดียมคลอไรด#ความเข>มข>น 0.85 
เปอร#เซ็นต# (นํ้าหนักตOอปริมาตร) ท่ีปราศจากเช้ือ 
จากน้ันนํามาเจือจางกับอาหาร mueller-hinton 
broth (MHB) ในอัตราสOวน 1 : 200 ได>เช้ือประมาณ 
106 ซีเอฟยูตOอมิลลิลิตร เพ่ือนําไปทดสอบ 

3.3.3 การเตรียมยีสต# : เพาะเลี้ยงยีสต#บน
อ า ห า ร  Sabouraud’s dextrose agar (SDA) บO ม ท่ี
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 18-24 ช่ัวโมง สําหรับ C. 
albicans และบOม ท่ี อุณหภูมิห> อง  (25 -30 องศา
เซลเซียส) เปPนเวลา 48 ช่ัวโมง สําหรับ C. neoformans 
เมื่อครบกําหนดนําโคโลนีเดี่ยวของยีสต# 3-5 โคโลนี ใสO
ลงในอาหาร Sabouraud’s dextrose broth (SDB) 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร นําไปเขยOาใน incubator shaker 
ความเร็ว 150 รอบตOอนาที ท่ี อุณหภูมิ  35 องศา
เซลเซียส เปPน 3-5 ช่ัวโมง สําหรับ C. albicans และท่ี
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อุณหภูมิห>อง (25-30 องศาเซลเซียส) เปPนเวลานาน 3-
5 ช่ัวโมง สําหรับ C. neoformans นํายีสต#มาปรับ
ความขุOนให>ได> 2.0 McFarland (6.0 x 108 ซีเอฟยูตOอ
มิลลิลิตร) ด>วยนํ้าเกลือโซเดียมคลอไรด#ความเข>มข>น 
0.85 เปอร#เซ็นต# (นํ้าหนักตOอปริมาตร) จากน้ันนํามา
เจือจางกับอาหาร SDB ในอัตราสOวน 1 : 20 ได>เช้ือ
ประมาณ 107 ซีเอฟยูตOอมิลลิลิตรเพ่ือนําไปทดสอบ 

3.3.4 การทดสอบฤทธ์ิเบ้ืองต>นในการ
ยับยั้งจุลินทรีย#ของสารสกัดท่ีความเข>มข>น 200 ไมโคร 
กรัมตOอมิลลิลิตร 

การทดสอบฤทธ์ิเบ้ืองต>นของสารสกัด
หยาบต>องการคัดเลือกสารสกัดท่ีมีศักยภาพสูงในการ
ยับยั้งจุลินทรีย#ท่ีระดับความเข>มข>นต่ําวOา 200 ไมโคร 
กรัมตOอมิลลิลิตร ดังน้ันจึงทดสอบฤทธ์ิของสารสกัด
หยาบท่ีความเข>มข>น 200 ไมโครกรัมตOอมิลลิลิตรกับ
จุลินทรีย#ทดสอบโดยวิธี colorimetric broth micro-
dilution โดยเตรียมสารสกัดหยาบ ให>ได>ความเข>มข>น 
400 ไมโครกรัมตOอมิลลิลิตร ใสOสารสกัดปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ลงในจานหลุมแบบ 96 หลุม จํานวน 3 
หลุม และใสO เ ช้ือทดสอบท่ีเตรียมไว>  ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร จากน้ันนําไปบOม โดยแบคทีเรียและ         C. 
albicans บOมท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 15 ช่ัวโมง
เมื่อครบกําหนดหยดสีรีซาซูริน (resazurin) ท่ีเจือจาง 
(1 : 10) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ลงในหลุมทดสอบ 
(ความเข>มข>นสุดท>ายของสี 0.2 มิลลิกรัมตOอมิลลิลิตร) 
นําไปบOมท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส อีก 3 ช่ัวโมง 
และสําหรับ C. neoformans บOมท่ีอุณหภูมิห>อง (25-
30 องศาเซลเซียส) 24 ช่ัวโมง เมื่อครบกําหนดหยดสีรี
ซาซูรินท่ีเจือจาง (1 : 10) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ลงใน
หลุมทดสอบ บOมท่ีอุณหภูมิห>องอีก 24 ช่ัวโมง อOานผล
การทดสอบโดยสังเกตสีของอาหารเลี้ยงเช้ือ อาหาร
เลี้ยงเช้ือมีสีนํ้าเงินเน่ืองจากมีรีซาซูรินผสมอยูO หากสาร
สกัดยับยั้งเช้ือทดสอบได> อาหารยังคงมีสีนํ้าเงินเชOนเดิม 

แตOหากสารสกัดไมOสามารถยับยั้งเช้ือได> เซลล#มีการ
เจริญจะรีดิวซ#รีซาซูรินทําให>อาหารจะเปลี่ยนเปPนสี
ชมพูหรือใสชุดควบคุมสําหรับการทดสอบโดยใช>ยา
ปฏิชีวนะแวนโคมัยซินและเจนตามัยซินเปPนชุดควบคุม
เชิงบวกสําหรับแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ 
ตามลําดับ และแอมโฟเทอริซิน บีเปPนชุดควบคุมเชิง
บวกสําหรับยีสต# และใช>ไดเมทิลซัลฟอกไซด#ความ
เข>มข>น 10 เปอร#เซ็นต# (ปริมาตรตOอปริมาตร) เปPนชุด
ควบคุมเชิงลบโดยสารสกัดแตOละสารทําการทดสอบ   
1 ครั้ง จํานวน 3 ซํ้า 

3.3.5 การตรวจสอบความเข>มข>นต่ําสุดของ
สารสกัดท่ีสามารถยับยั้ งเ ช้ือทดสอบ (minimum 
inhibitory concentrations, MICs) และการตรวจสอบ
ความเข>มข>นต่ํ าสุดของสารสกัดท่ีสามารถฆOาเ ช้ือ
ทดสอบได> (minimum bactericidal concentration, 
MBCs) หรือ (minimum fungicidal concentration, 
MFCs) 

นําสารสกัด ท่ี ให>ผลการยับยั้ ง เ ช้ือ
ทดสอบท่ีความเข>มข>น 200 ไมโครกรัมตOอมิลลิลิตร มา
ทดสอบและหาคOา (MICs) และ (MBCs หรือ MFCs) 
ด>วยวิธี colorimetric broth microdilution เชOนเดียว 
กับการทดสอบฤทธ์ิเบ้ืองต>นของสารสกัดหยาบ โดย
เตรียมสารสกัดหยาบ ให>ได>ความเข>มข>นสุดท>าย 0.25-
128 ไมโครกรัมตOอมิลลิลิตร และคOาความเข>มข>นต่ําสุด
ของสารสกัดท่ีสามารถยับยั้งเช้ือทดสอบได>บันทึกเปPน
คOา MIC จากน้ันนําเช้ือจากหลุมทดสอบท่ีให>ผลการ
ยับยั้งทุกหลุมจากจานทดสอบมาขีดบนอาหาร NA 
สําหรับแบคทีเรีย และ SDA สําหรับยีสต# โดยความ
เข>มข>นต่ําสุดของสารสกัดท่ีสามารถฆOาเช้ือทดสอบได>
จะถูกบันทึกเปPนคOา MBC สําหรับแบคทีเรียหรือ MFC 
สําหรับยีสต# ชุดควบคุมสําหรับการทดสอบโดยใช>ยา
ปฏิชีวนะ แวนโคมัยซินและเจนตามัยซินเปPนชุดควบคุม
เชิงบวกสําหรับแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ 
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ตามลําดับ และแอมโฟเทอริซิน บีเปPนชุดควบคุมเชิง
บวกสําหรับยีสต# และใช>ไดเมทิลซัลฟอกไซด#ความ
เข>มข>น 10 เปอร#เซ็นต# (ปริมาตรตOอปริมาตร) เปPนชุด
ควบคุมเชิงลบ โดยสารสกัดและชุดควบคุมท้ังหมดทํา
การทดสอบ 1 ครั้ง จํานวน 3 ซํ้า 

3.4 จัดจําแนกชนิดราท่ีมีศักยภาพในการผลิต
สารต�านจุลินทรีย(โดยวิธีทางชีวโมเลกุล 

เลี้ยงราในอาหาร PDB ท่ีอุณหภูมิห>อง เปPน
เวลา 1 สัปดาห# กรองแยกเส>นใยและล>างเส>นใยด>วย
นํ้าอุOนปราศจากเช้ือ 2-3 ครั้ง จากน้ันนําเส>นใยไปทํา
แห>งแบบแชOเยือกแข็งหรือเก็บในโกรOงบดยาปราศจาก
เช้ือท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ข>ามคืน เพ่ือใช>ใน
การสกัดดีเอ็นเอในข้ันตอนตOอไป 

3.4.1 การสกัดดีเอ็นเอของราโดยวิธี CTAB 
[12] 

นําเส>นใยท่ีผOานการระเหยแห>ง (50-
100 มิลลิกรัม) มาบดในโกรOงบดยาด>วยทรายซิลิกา
(silica sand) จากน้ันตักเส>นใยท่ีบดแล>วใสOในหลอด
ข น า ด  1.5 มิ ล ลิ ลิ ต ร  แ ล ะ เ ติ ม ไ ล ซี ส บั ฟ เฟอร#  
(ประกอบด>วย 100 มิลลิโมลOาร# ทริสไฮโดรคลอไรด# 1.4 
โมลOาร# โซเดียมคลอไรด# 25 มิลลิโมลOาร# เอทิลีนไดเอมีน-
เตตระอะซิติกแอซิด และ 2 เปอร#เซ็นต# ซิทิลไตรเมทธิล-
แอมโมเนียมโบรไมด#) ปริมาตร 600 มิลลิลิตร นําหลอด
ไปบOมท่ี 65 องศาเซลเซียส เปPนเวลา 30 นาที และ
เขยOาหลอดไปมาทุก 10 นาที จากน้ันเติมสารผสมของ
คลอโรฟอร#ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล# (24 : 1) ปริมาตร 
600 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมาประมาณ 20 ครั้ง 
และนําไปหมุนเหว่ียงท่ี 13,000 รอบตOอนาที ท่ีอุณหภมูิ 
25 องศาเซลเซียส เปPนเวลา 10 นาที จากน้ันดูดสาร 
ละลายสOวนใสด>านบนปริมาตร 480 ไมโครลิตร ลงใน
หลอดใหมOและเติมไอโซโพรพานอล 300 ไมโครลิตร 
นําหลอดไปบOมท่ี -20 องศาเซลเซียส เปPนเวลา 30 นาที 
และไปหมุนเหว่ียงท่ี 13,000 รอบตOอนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เปPนเวลา 10 นาที ดูดสOวนใสท้ิง และ
ล>างตะกอนดีเอ็นเอด>วยเอทานอล ความเข>มข>น 70
เปอร#เซ็นต# (ปริมาตรตOอปริมาตร) วางไว>ให>แห>ง และ
ละลายดีเอ็นเอด>วยนํ้ากลั่นปราศจากเช้ือ 50 ไมโคร 
ลิตร ตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอ โดยเจลอิเล็กโทร-
โฟรีซิสแบบอะกาโรสในบัฟเฟอร#ทีอีเอ ความเข>มข>น 1 
เปอร#เซ็นต# (นํ้าหนักตOอปริมาตร) ท่ีกําลังไฟ 100 โวลต#
เปPนเวลา 30-40 นาที ย>อมเจลด>วยเอธิเดียมโบรไมด#ท่ี
ความเข>มข>นสุดท>าย 0.025 ไมโครกรัมตOอมิลลิลติร โดย
ตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอเปรียบเทียบกับแถบ  ดี
เอ็นเอมาตรฐาน 

3.4.2 การเพ่ิมปริมาณของดีเอ็นเอบริเวณ 
ITS หรือ 28S ไรโบโซมอลดีเอ็นเอด>วยเทคนิคปฏิกิริยา
ลูกโซOพอลิเมอเรสและการอOานลําดับนิวคลีโอไทป� 

การจัดจําแนกชนิดราในงานวิจัยน้ี
ประกอบด>วย 2 บริเวณ ด>วยกัน ได>แกO ITS (internal 
transcribed spacer) และ 28S ไรโบโซมอลดีเอ็นเอ
โดยบริเวณท่ีเปPนท่ีนิยมมากท่ีสุด คือ ITS เน่ืองจาก
สามารถจัดจําแนกได>ในระดับจีนัส สป�ชีส# และสายพันธุ# 
ดังน้ันในการศึกษาน้ีจึงเลือกศึกษาบริเวณ ITS โดยเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอในสOวนน้ี โดยใช>ไพร#เมอร#สากล และ
ไพรเมอร#จําเพาะตOอฟtงไจประกอบด>วย ITS1F/ITS4, 
ITS5/ITS4, ITS3/ITS4 และ ITS1/ITS4 และสําหรับรา
ท่ีไมOสามารถจัดจําแนกได>โดยบริเวณ ITS จะนํามา
ศึกษาในสOวนของบริเวณ 28S ไรโบโซมอลดีเอ็นเอ โดย
ใช>ไพรเมอร# LROR/LR7 สOวนผสมและปริมาตรของ
ปฏิกิริยาลูกโซOพอลิเมอเรส (50 ไมโครลิตร) ประกอบ 
ด>วยนํ้านาโนบริสุทธ์ิ 38 ไมโครลิตร; 50 มิลลิโมลOาร# 
แมกนีเซียมคลอไรด# 2.5 ไมโครลิตร; บัฟเฟอร#ความ
เข>มข>น 10 เทOา 2.5 ไมโครลิตร; 10 มิลลิโมลOาร# ดีออก-
ซี ไ ร โบ นิ วคลี โอ ไ ซด# ไ ตรฟอส เฟส ท้ั งสี่ ช นิ ด  1.0 
ไมโครลิตร; 10 ไมโครโมล ไพรเมอร#ฟอร#เวิร#ด 1.0 
ไมโครลิตร ; 10 ไมโครโมล ไพรเมอร#รี เ วิ ร#ด 1.0 
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ไมโครลิตร 2 หนOวยตOอไมโครลิตร; แท็ค ดีเอ็นเอพอลิ-
เมอเรส 0.5 ไมโครลิตร และ 100-500 นาโนกรัม ของ
ดีเอ็นเอแมOแบบ 1.0 ไมโครลิตร โดยใช>เครื่องของ Bio-
Rad MyCylcer (Bio-Rad, Hercules, CA) จ า ก น้ั น
ตรวจสอบผลิตภัณฑ#ของปฏิกิริยาลูกโซOพอลิเมอเรส 
โดยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบอะกาโรสในบัฟเฟอร#ทีอีเอ 
ความเข>มข>น 1 เปอร#เซ็นต# (นํ้าหนักตOอปริมาตร) และ
ทําผลิตภัณฑ#ของปฏิกิริยาลูกโซOพอลิเมอเรสให>บริสุทธ์ิ 
โดยใช>ชุดปฏิบัติการสําเร็จรูป (QIAquick PCR puri-
fication Kits) จากน้ันสOงผลิตภัณฑ#พีซีอาร# ไปอOาน
ลําดับเบส (DNA sequencing) ด>วยไพร#เมอร#เดียวกับ
ท่ีใช>ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดยบริษัท Macrogen 
ประเทศเกาหลี 

3.5 การวิเคราะห(สายสัมพันธ(เชิงวิวัฒนาการ 
(phylogenetic analysis) และการจัดจําแนกเชื้อ
ราโดยวิธี maximum parsimony และวิธี Bayesian 
inference 

ลําดับเบสดีเอ็นเอแตOละเส>นจะตรวจสอบ
คุณภาพด>วยโปรแกรม BioEdit 7.0.7 [13] จากน้ันนํา
ลําดับเบสดีเอ็นเอไปวิเคราะห#ด>วยโปรแกรม BLASTN 
เ พ่ือเปรียบเทียบกับลําดับเบสในฐานข>อมูลของ 
GenBank คัดเลือกลําดับเบสท่ีให>คOาความเหมือนกับ
ลําดับเบสดีเอ็นเอของราตัวอยOาง และจัดเรียงลําดับ
เบสของราตัวอยOางกับราท่ีมีความสัมพันธ#ใกล>เคียงกัน
ด>วยโปรแกรม ClustalW [14] จากน้ันนําข>อมูลลําดับ
เบสท่ีจัดเรียงลําดับเบสแล>วมาวิเคราะห#สายสัมพันธ#เชิง
วิวัฒนาการ (phylogenetic analysis) ด>วยโปรแกรม 
PAUP* 4.0b10 [15] ด>วยวิธี maximum parsimony 
(MP) โดยกําหนดคOาบูทสแทรป (bootstrap) เทOากับ 
1000 และกําหนดคOา Kishino-Hasegawa (KH) tests 
[16] และพิจารณา phylogenetic tree ท่ีได>รOวมกับวิธี
วิเคราะห# Bayesian inference (BI) ด>วยโปรแกรม 
MrBayes 3.0b4 [17] เพ่ือเปPนคOาความเช่ือมั่นท่ีใช>ใน

การอOานผลและการจัดจําแนกรา จากน้ันนําข>อมูล
ลําดับเบสท้ังหมดของราตัวอยOางฝากไว>ในฐานข>อมูล
ของ GenBank เพ่ือเพ่ิมฐานข>อมูลและเปPนประโยชน#
ในการศึกษาอ่ืน ๆ ในอนาคต 

การวิเคราะห# phylogenetic tree ท่ีสร>าง
ด>วยวิธี MP กําหนดให> คํานวณคOาทางสถิติตOาง ๆ 
ประกอบด>วย tree length, consistency index (CI), 
retention index (RI), relative consistency index 
(RC), homoplasy index (HI) และคOาความเ ช่ือมั่น
บูทสแทรป ตามลําดับ และเลือก MPTs (most parsi-
monious trees) ท่ีแสดงโทโพโลจี (topology) ท่ีดี
ท่ีสุด ด>วยวิธีทางสถิติ K-H tests โดยพิจารณาท่ีคOา
บูทสแทรป ซ่ึงมากกวOาหรือเทOากับ 50 เปอร#เซ็นต# 

สOวนวิธี Bayesian inference (BI) วิเคราะห#
ด>วยวิธี markov chain Monte Carlo (MCMC) โดย
ใช>โมเดล (GTR + I + G) ซ่ึงได>จากการทดสอบด>วย
โปรแกรม MrModeltest 2.2 [18] หลังจากน้ันจึง
ทดสอบด>วย hierarchical likelihood ratios (hLRTs) 
(วิเคราะห# 3,000,000 ช่ัวรุOน และสุOมตัวอยOางข>อมูล  
ทุก ๆ 100 ช่ัวรุOน ท่ี 3,000 phylogenetic tree) โดย
พิจารณาคOาบูทสแทรปท่ีมากกวOา หรือเทOากับ 0.95 
นอกจากน้ียังพิจารณาคOาเปอร#เซ็นต#ความเหมือน เพ่ือ
เพ่ิมความนOาเช่ือถือในการวิเคราะห# 
 

4. ผลการวิจัยและอภิปรายผล 
4.1 การแยกและจัดจําแนกราโดยลักษณะ

ทางสัณฐาน 
การแยกราจากดินในพ้ืนท่ีปDาชายเลน 

จังหวัดตรัง โดยวิธีเกลี่ยเช้ือบนอาหาร RBC สามารถ
แยกราได>ท้ังหมด 106 ไอโซเลท เมื่อนําราท้ังหมดมา
ศึกษาลักษณะทางสัณฐานเบ้ืองต>น พบรา 10 ไอโซเลท 
สามารถจัดจําแนกได>ในระดับจีนัส คือ Penicillium (5 
ไอโซเลท) Fusarium (3 ไอโซเลท) และ Trichoderma 



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

 162

(2 ไอโซเลท) สOวนราอีก 96 ไอโซเลท ไมOพบการสร>าง
โครงสร>างสืบพันธุ#บนอาหาร PDA หลังจากบOมไว>เปPน
เวลา 21 วัน จึงไมOสามารถจัดจําแนกได> 

4.2 การทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดจากราใน
การต�านจุลินทรีย(กCอโรค 

4.2.1 ฤทธ์ิต>านจุลินทรีย#เบ้ืองต>นของสาร
สกัด (200 ไมโครกรัมตOอมิลลิลิตร) 

สารสกัดท้ังหมด 318 สาร ประกอบ 
ด>วย BE (106 สาร) CE (106 สาร) และ CH (106 สาร) 
จากรา 106 ไอโซเลท ท่ีแยกจากดินปDาชายเลน เมื่อ
นํามาทดสอบฤทธ์ิต>านจุลินทรีย# 6 สายพันธุ# ได>แกO     
S. aureus ATCC25923, MRSA SK1, E. coli ATCC 
25922 P. aeruginosa ATCC90112 C. albicans 
ATCC90028 และ C. neoformans ATCC90112 ท่ี
ความเข>มข>น 200 ไมโครกรัมตOอมิลลิลิตร พบวOาสาร
สกัดจํานวน 123 สาร จากท้ังหมด 318 สาร คิดเปPน 
38.6 เปอร#เซ็นต# มีฤทธ์ิยับยั้งเฉพาะแบคทีเรียแกรม
บวก (S. aureus ATCC25923 และ MRSA SK1) และ
สารสกัดท้ังหมดไมOมีฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบและ
ยีสต# เมื่อเปรียบเทียบศักยภาพของสารสกัดท้ัง 3 กลุOม 
ได>แกO BE, CE และ CH พบวOาสารสกัดจากเฮกเซน 
(CH) ไมOมีฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรีย#ท้ัง 6 สายพันธุ# ท่ีความ
เข>มข>น 200 ไมโครกรัมตOอมิลลิลิตร แตOสารสกัดจาก
เอทิลอะซิเตท (CE) 35 สาร คิดเปPน 11 เปอร#เซ็นต# 
และสารสกัดจากนํ้าเลี้ยงรา (BE) 88 สาร คิดเปPน 27.7 
เปอร#เซ็นต# สามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกได>ท้ัง 2 
สายพันธุ# แสดงให>เห็นวOาราสามารถผลิตสารออกฤทธ์ิ
ต>านจุลินทรีย#ได>ท้ังภายในและภายนอกเซลล# 

4.2.2 ความเข>มข>นต่ําสุดของสารสกัดท่ี
สามารถยับยั้งและฆOาจุลินทรีย#ทดสอบ 

ผลการทดสอบฤท ธ์ิของสารส กัด
เบ้ืองต>นท่ีความเข>มข>น 200 ไมโครกรัมตOอมิลลิลิตร 
พบวOาสารสกัดจํานวน 123 สาร มีศักยภาพในการ

ยับยั้งเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก (S. aureus และ 
MRSA) จึงนําสารสกัดดังกลOาวมาหาคOาความเข>มข>น
ต่ําสุดของสารสกัดท่ียับยั้งและฆOา S. aureus และ 
MRSA ในชOวงความเข>มข>น 0.25-128 ไมโครกรัมตOอ
มิลลิลิตร เพ่ือระบุคOา MIC และ MBC ตามลําดับ พบ
สารสกัดท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุด 8 สาร จากรา 6 ไอโซ-
เลท สามารถยับยั้ง S. aureus และ MRSA ได> โดยคOา 
MIC อยูOในชOวง 64-128 ไมโครกรัมตOอมิลลลิิตร โดยสาร
สกัด 3 สาร ท่ีแสดงฤทธ์ิยับยั้งเช้ือได>ดีท่ีสุด คือ BE จาก 
Talaromyces flavus (TSU-MF1) CE จาก Penicil-
lium sp. (TSU-MF2) และ Xylaria feejeensis (TSU-
MF5) โดยมีฤทธ์ิยับยั้ง MRSA ให>คOา MIC/MBC เทOากับ 
64/128 ไมโครกรัมตOอมิลลลิิตร สOวนสารสกัดท้ังหมด 8 
สาร แสดงฤทธ์ิยับยั้ง S. aureus ให>คOา MIC/MBC 
เทOากับ 128/>128 ไมโครกรัมตOอมิลลิลิตร (ตารางท่ี 1) 

ผลการแยกราจากดินปDาชายเลน พบวOา
จํานวนราท่ีแยกได>มีปริมาณน>อยกวOาการศึกษาของ 
Borwornwiriyapan และคณะ 2013 ซ่ึงแยกราดิน 
บริเวณเข่ือนรัชประภา จังหวัดสุราษฎร#ธานี แยกราได>
ท้ังหมด 104-106 ซีเอฟยูตOอกรัม [19] มากกวOาจํานวน
ไอโซเลทในการศึกษาน้ี อาจเน่ืองมาจากหลายปtจจัย
ด>วยกัน ได>แกO ปริมาณท่ีเก็บตัวอยOาง คOาความเปPนกรด
ดOาง อุณหภูมิ สารอาหาร และแรOธาตุตOาง ๆ ของดิน 
[20] ซ่ึงปtจจัยเหลOาน้ีมีผลตOอปริมาณเช้ือท่ีได> มีรายงาน
ของ Yongchalermchai และคณะ 2011 รายงานคOา
ความเปPนกรดดOางของดินบริเวณเข่ือนรัชประภา 
เทOากับ 4.90-6.43 โดยราเจริญได>ดีในสภาวะความเปPน
กรด [21] ดังน้ันจึงอาจจะเปPนหน่ึงในปtจจัยท่ีชOวย
สOงเสริมให>สามารถแยกราได>ในปริมาณมาก ซ่ึงดินท่ี
เก็บจากบริเวณปDาชายเลน ในการศึกษาน้ีเปPนดินสีเข>ม 
คOอนข>างเหนียว มีคOาความเปPนกรดดOางประมาณ 8-8.2 
สอดคล>องกับงานวิจัยของ Rao และ Brahmaji (2014) 
รายงานสมบัติและลักษณะของดินปDาชายเลน พบวOา
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เปPนดินปDาชายเลนมีสีดําเข>ม มีคOาความเปPนกรดดOาง
ประมาณ 8.35-8.79 นอกจากน้ีดินปDาชายเลน ยังมี
ปริมาณความเค็ม 20-32 สOวนในหน่ึงพันสOวน และผล
ของฤดูกาลและตําแหนOงของดินท่ีเก็บตัวอยOางก็สOงผล
ตOอปริมาณของแรOธาตุในดิน และจํานวนประชากร
จุลินทรีย#ท่ีอาศัยอยูOในบริเวณน้ัน [22] นอกจากน้ี Das 
และคณะ (2011) รายงานปริมาณของสารอินทรีย#และ
ปริมาณจุลินทรีย#ท่ีพบบนผิวหน>าดิน และท่ีระดับความ
ลึกตOาง ๆ พบวOาสารอาหารและปริมาณจุลินทรีย#บน
ผิวหน>าดินมีปริมาณมากกวOาดินช้ันลOาง โดยผิวหน>าดิน
มีจํานวนจุลินทรีย#สูงถึง 12.44 × 104 ซีเอฟยูตOอกรัม
นอกจากน้ียังพบวOาชOวงเวลาในการบOมเช้ือในชOวง 20-
80 ช่ัวโมง เช้ือจะเพ่ิมจํานวนได>อยOางรวดเร็วและสูง
ท่ีสุด ระยะเวลาการบOมเช้ือในชOวงดังกลOาวจึงเหมาะสม
สําหรับการแยกราในดิน [23] จากรายงานวิจัยตOาง ๆ 
จะเห็นได>วOามีหลายปtจจัยสOงผลตOอปริมาณราท่ีแยกได> 
โดยราจากดินท่ีแยกได>จากการศึกษากOอนหน>าสOวนใหญO
เปPนราในจีนัส Peniciliium, Aspergillus, Rhizopus, 
Fusarium แ ล ะ Trichoderma ซ่ึ ง เ ปP น ร า ท่ี ส ร> า ง
โครงสร>างสืบพันธุ# และราเหลOาน้ีมีศักยภาพในการผลิต
สารต>านจุลินทรีย#ท่ีหลากหลาย [24-25] นอกจากน้ียัง
มีรายงานพบสารใหมOออรานทิซิน เอ และ บี (auran-
ticins A และ B) ในกลุOมเดฟไซโดน (depsidones) ท่ี
ผลิตจากรา Preussia aurantiaca ซ่ึงแยกได>จากดิน
ปDาชายเลน [26] ดังน้ันในการศึกษาน้ีจึงนําราจากดิน
ปDาชายเลนท่ีแยกได>มาศึกษาศักยภาพในการผลิตสาร
ต>านจุลินทรีย#กOอโรค ผลการศึกษาน้ีช้ีให>เห็นวOาสารท่ี
ผลิตจากรามีความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย#กOอโรค
ได>ดี โดยยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกท้ังสองสายพันธุ# 
ได>แกO MRSA และ S. aureus จากสารสกัดท้ังหมด 
318 สาร พบสารสกัด 123 สาร ยับยั้งแบคทีเรียแกรม
บวกคิดเปPน 38.6 เปอร#เซ็นต#ดังน้ันจากสารสกัดท่ีมี
ศักยภาพ (123 สาร) นํามาทดสอบฤทธ์ิยับยั้งเช้ือท่ีชOวง

ความเข>มข>น 0.25-128 ไมโครกรัมตOอมิลลิลิตร เพ่ือ
ระบุคOา MIC และ MBC ตามลําดับ พบสารสกัด 8 สาร 
(BE 6 สาร และ CE 2 สาร) จากรา 6 ไอโซเลท สามารถ
ยับยั้งเช้ือได>ดี โดยสารสกัดท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุดใน
การยับยั้ง MRSA ให>คOา MIC/MBC เทOากับ 64/128 
ไมโครกรัมตOอมิลลิลิตร และกลุOมของสารสกัดท่ีออก
ฤทธ์ิได>ดี คือ สารสกัดจากนํ้าเลี้ยงเช้ือและจากเส>นใยท่ี
สกัดด>วยเอทิลอะซิเตท (BE และ CE) ขณะท่ีสารสกัด
จากเส>นใยราท่ีสกัดด>วยเฮกเซน (CH) ไมOมีฤทธ์ิยับยั้ง
จุลินทรีย#ท้ัง 6 สายพันธุ# จากผลการทดลองน้ีช้ีให>เห็น
วOาสารท่ีมีศักยภาพเปPนสารมีข้ัวท่ีราผลิตได>ท้ังภายนอก
เซลล#และภายในเซลล# โดยผลการศึกษาสอดคล>องกับ
งานวิจัยของ Wongthong และคณะ 2014 ท่ีประเมิน
ประสิทธิภาพของราท่ีแยกจากดิน บริเวณอุทยาน
แหOงชาติเขานัน จังหวัดนครศรีธรรมราช พบวOาสาร
สกัด BE และ CE จากรามี ศักยภาพในการยับยั้ ง
จุ ลิ นทรี ย# กO อ โ รค  โ ดยสารส กัด  81 ส าร  ( 50.63 
เปอร#เซ็นต#) จากรา 52 สายพันธุ# มีศักยภาพยับยั้ง
จุ ลิ นทรี ย# ไ ด> ดี ท่ี สุ ด  [27 ] แตO จ ากการ ศึกษาของ 
Borwornwiriyapan และคณะ 2013 พบวOาสารสกัด 
CH จากราท่ีแยกจากดิน ให>คOาการยับยั้งจุลินทรีย#ได>
ดีกวOาสารสกัดจากสOวน CE และ BE ตามลําดับ [19] 
อยOางไรก็ตาม ราท่ีแยกได>ในการศึกษาน้ีและการศึกษา
กOอนหน>าเปPนราตOางสายพันธุ#และจากแหลOงตัวอยOาง
ตOางกัน ซ่ึงอาจเปPนหน่ึงในปtจจัยท่ีสOงผลตOอศักยภาพ
ของสารออกฤทธ์ิและพบวOาราสายพันธุ#เดียวกันเมื่อ
เลี้ยงในอาหารตOางชนิดและใช>สภาวะในการเลี้ยง
ตOางกันก็สOงผลตOอปริมาณและสารออกฤทธ์ิยับยั้ ง
จุลินทรีย# [28-29] นอกจากน้ีตัวทําละลายท่ีใช>ในการ
สกัดสารก็สOงผลตOอศักยภาพของสารในการยับยั้ง
จุลินทรีย# โดย Lihan และคณะ 2014 พบวOาสารสกัด
เมทานอลจากรา Penicillium verruculosum ท่ีแยก
จากดินมีฤทธ์ิยับยั้ ง  E. coli (MIC 25 มิลลิกรัมตOอ
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มิลลิลิตร) [30] ขณะท่ีสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากรา  
ไอโซเลท TSU-MF2 (Penicillium sp.) ในการศึกษาน้ี

ไมOมีฤทธ์ิยับยั้ง E. coli ซ่ึงอาจเปPนผลมาจากปtจจัย
ข>างต>น  

 
ตารางท่ี 1  สารสกัดหยาบท่ีมีฤทธ์ิยับยั้งและฆOาจุลินทรีย#ทดสอบท่ีชOวงความเข>มข>น 0.25-128 ไมโครกรัมตOอ

มิลลิลิตร 
 

ไอโซเลท สารสกัด 
MIC/MBC (ไมโครกรมัตOอมลิลลิิตร) 

MRSA SA 
TSU-MF1 (Talaromyces flavus) BE 64/128 128/>128 

TSU-MF2 (Penicillium sp.) 
BE 128/128 128/>128 
CE 64/128 128/>128 

TSU-MF3 (Hongkongmyces pedis) BE 128/128 128/>128 
TSU-MF4 (Dothidiomycetes sp.) BE 128/128 128/>128 

TSU-MF5 (Xylaria feejeensis) 
BE 128/>128 128/>128 
CE 64/128 128/>128 

TSU-MF6 (Subulicystidium sp.) BE 128/>128 128/>128 
ยาปฏิชีวนะ 
แวนโคมัยซิน          2/4 2/4 

MIC คือ คOาความเข>มข>นต่ําสุดของสารสกัดท่ีสามารถยับยั้งเช้ือได>; MBC คือ คOาความเข>มข>นต่ําสุดของสารสกัดท่ี
สามารถฆOาเช้ือได>; SA คือ Staphylococcus aureus ATCC25923; MRSA คือ S. aureus สายพันธุ# SK1 จาก
ผู>ปDวยท่ีดื้อยา methicillin; BE คือ สารสกัดจากนํ้าเลี้ยงราท่ีสกัดด>วยเอทิลอะซิเตท; CE คือ สารสกัดจากตัวเซลล#ท่ี
สกัดด>วยเอทิลอะซิเตท 
 
ตารางท่ี 2  การจําแนกราท่ีมีศักยภาพในการผลิตสารต>านจุลินทรีย#ทดสอบด>วยวิธีทางชีวโมเลกุลบริเวณ ITS และ 

28S ไรโบโซมอลดีเอ็นเอ 
 

แทกซา คลาส 
ผลจัดจําแนก 
ทางชีวโมเลกุล 

รหัสนิวคลีโอไทด# 
เปอร#เซ็นต#

ความเหมือน 
ITS 

28S ไรโบโซมอล
ดีเอ็นเอ 

TSU-MF1 Eurotiomycetes Talaromyces flavus  100 KX940916 - 
TSU-MF2 Eurotiomycetes Penicillium sp. 99.5 KX940917 - 
TSU-MF3 Dothideomycetes Hongkongmyces pedis 96.3 KX940918 - 
 TSU-MF4 Dothideomycetes Dothidiomycetes sp. 100 - KX940921 
TSU-MF5 Sordariomycetes Xylaria feejeensis  100 KX940919 - 
TSU-MF6 Agariomycetes Subulicystidium sp. 99.5 KX940920 - 



ป�ที่ 26 ฉบับที ่1 มกราคม - กุมภาพันธ
 2561                                                              วารสารวิทยาศาสตร
และเทคโนโลยี 

 165 

4.3 ผลการจัดจําแนกและวิเคราะห(สาย
สัมพันธ(ของราจากดินโดยวิธีทางชีวโมเลกุล 

ผลการทดสอบฤทธ์ิของสารสกัด 318 สาร
ในการยับยั้งจุลินทรีย# พบสารสกัดท่ีมีประสิทธิภาพ
สูงสุดจํานวน 8 สาร จากรา 6 สายพันธุ# ท่ีสามารถ
ยับยั้งจุลินทรีย# ดังน้ันจึงนําราท้ัง 6 สายพันธุ# มาจัด
จําแนกชนิดโดยการศึกษาสายสัมพันธ#เชิงวิวัฒนาการ 
ผลการศึกษาพบวOารา 5 สายพันธุ# จัดจําแนกอยูOใน
ไฟลัมแอสโคไมโคตา (TSU-MF1-5) และ 1 สายพันธุ# 
อยูOในไฟลัมเบสิดิโอไมโคตา (TSU-MF6) โดยไอโซเลท 
TSU-MF4 ไมOสามารถจัดจําแนกได>ด>วยบริเวณ ITS จึง
จัดจําแนกชนิดด>วยบริเวณ 28S ไรโบโซมอลดีเอ็นเอ 
(ตารางท่ี 2) 

ข> อมู ลการ วิ เคราะห# สายสัม พันธ# เ ชิ ง
วิวัฒนาการบริเวณ ITS ของราท่ีแยกได>ในการศึกษาน้ี 
สามารถจําแนกข>อมูลออกเปPน 4 เคลด (clades) ดังน้ี 
Eurotiomycetes, Sordariomycetes, Dothideo-
mycetes และ Agaricomycetes เมื่อวิเคราะห#ความ 
สัมพันธ#ด>วยวิธี maximum parsimony ได>  MPT 7 
trees ซ่ึงมีคOา tree length CI, RI, RC และ HI เทOากับ 
1,328, 0.620, 0.931, 0.577 แ ล ะ 0.380 (รู ป ท่ี  1 ) 
ความสัมพันธ#เชิงวิวัฒนาการของรา TSU-MF1 และ 
TSU-MF2 พบวO ามี ตํ าแหนO งอยูO ในคลาส Eurotio-
mycetes อันดับ Eurotiales มีความสัมพันธ#ใกล>ชิด
กับสมาชิกในวงศ# Trichocomaceae (เคลดEurotio-
mycetes) โดยรา TSU-MF1 มีความสัมพันธ#ใกล>ชิดกับ 
Talaromyces ท่ีความเช่ือมั่นบูทสแทรปของ MP 100 
เปอร#เซ็นต#และคOาความนOาจะเปPนของ BI เทOากับ 1.00 
ดังน้ันจึงจัดจําแนกรา TSU-MF1 เปPน T. flavus สOวน
รา TSU-MF2 มีความสัมพันธ#ใกล>ชิดกับหลายสป�ชีส#
ของจีนัส Penicillium และมีความเช่ือมั่นบูทสแทรป 
ของ MP 58 เปอร#เซ็นต#และคOาความนOาจะเปPนของ BI 
ต่ํากวOา 0.95 ดังน้ันจึงจัดจําแนกรา TSU-MF2 ได>แคO

ระดับจีนัส คือ Penicillium sp. รา TSU-MF3 พบวOามี
ตํ าแหนO งอยูO ในคลาส  Dothideomycetes อันดับ 
Pleosporales โดย TSU-MF3 มีความสัมพันธ#ใกล>ชิด
กับ Hongkongmyces pedis ท่ีความเ ช่ือมั่นบูทส-
แทรปของ MP 100 เปอร#เซ็นต#และคOาความนOาจะเปPน
ของ BI เทOากับ 1.00 ดังน้ันจึงจําแนกรา TSU-MF3 
เ ปP น  H. pedis สO ว น ไ อ โ ซ เ ลทTSU-MF5 พบวO า มี
ตํ า แ ห นO ง อ ยูO ใ น คล า ส  Sordariomycetes อั น ดั บ 
Xylariales มีความสัมพันธ#ใกล>ชิดกับสมาชิกในวงศ# 
Xylariaceae (เคลด Sordariomycetes) ซ่ึ ง เคลด น้ี
ประกอบด>วย 2 ซับเคลด คือ ซับเครด A และ B โดยรา 
TSU-MF5 มีความสัมพันธ#ใกล>ชิดกับซับเคลด A ท่ี
ความเช่ือมั่นบูทสแทรปของ MP 97 เปอร#เซ็นต#และคOา
ความนOาจะเปPนของ BI ต่ํากวOา 0.95 TSU-MF5 มีความ 
สัมพันธ#ใกล>ชิดกับ X. feejeensis มากท่ีสุดดังน้ันจึงจัด
จําแนกรา TSU-MF5 เปPน X. feejeensis รา TSU-
MF6 พบวOามีตําแหนOงอยูOในคลาส Agaricomycetes 
อันดับ Trechisporales มีความสัมพันธ#กับสมาชิกใน
วงศ#  Hydnodontaceae (เ คลด  Agaricomycetes) 
โดยมีความสัมพันธ#ใกล>ชิดกับ Subulicystidium sp. 
55a มากท่ีสุด ท่ีความเช่ือมั่นบูทสแทรปของ MP 98 
เปอร#เซ็นต# และคOาความนOาจะเปPนของ BI เทOากับ 1.00 
ดัง น้ันจึงจัดจําแนกชนิดของรา TSU-MF6 ได> เปPน 
Subulicystidium sp. และสําหรับไอโซเลท TSU-MF4 
จากผลการวิเคราะห#สายสัมพันธ#เชิงวิวัฒนาการบริเวณ 
28S ไ ร โ บ โ ซ ม อ ล ดี เ อ็ น เ อ พ บ วO า  TSU-MF4 มี
ความสัมพันธ#ใกล> เ คียงกับราหลายจีนัสในคลาส 
Dothideomycetes จึงจําแนกชนิดของรา TSU-MF4 
เปPนราในคลาส Dothideomycetes (ไมOแสดงผลการ
วิเคราะห#) 

ผลการ จัด จําแนกและการ ศึกษาสาย
สัมพันธ#เชิงวิวัฒนาการของราท่ีได>จากดิน โดยศึกษายีน
ในบริเวณ ITS และ 28S ไรโบโซมอลดเีอ็นเอ พบวOารา 
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รูปท่ี 1  สายสัมพันธ#เชิงวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) ในสOวนของบริเวณ ITS ของราจากดินปDาชายเลน โดย
ส า ม า ร ถ จั ด จํ า แ น ก ไ ด>  4 ค ล า ส  ดั ง น้ี  ค ล า ส  Eurotiomycetes ( TSU-MF1 แ ล ะ  TSU-MF2), 
Sordariomycetes (TSU-MF5), Dothideomycetes ( TSU-MF3)  แล ะ  Agaricomycetes (TSU-MF6) 
คOาความเช่ือมั่นบูทสแทรปจากการวิเคราะห#ด>วยวิธี maximum parsimony (MP) ซ่ึงมากกวOา หรือเทOากับ 
50 เปอร#เซ็นต# (ซ>าย) และคOาความนOาจะเปPนของ BI ท่ีมากกวOา หรือเทOากับ 0.95 (ขวา) และเส>นทึบ คือ คOา 
MP บูทสแทรปเทOากับ 100 เปอร#เซ็นต#/คOาความนOาจะเปPนเทOากับ1.00 
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สOวนใหญOกระจายอยูOในไฟลัมแอสโคไมโคตา 5          ไอ
โซ เลท ใน อันดับ  Eurotiales, Pleosporales และ 
Xylariales และพบเพียง 1 ไอโซเลท จัดอยูOในไฟลัม 
เบสิดิโอไมโคตา ในคลาส Agariomycetes โดยราท่ีพบ
ในการศึกษาน้ีสOวนใหญOเคยมีรายงานในการศึกษาราท่ี
แยกได>จากดินและจากแหลOงอ่ืน ๆ ราท่ีพบในดินสOวน
ใหญOเปPนสป�ชีส# ท่ีพบได>บOอย [19,25,31] ยกเว>นรา     
ไอ โซ เลท TSU-MF3 (Hongkongmyces pedis) ร า
สายพันธุ#น้ีอยูOในแฟมมิลี่ Lindgomycetaceae คลาส 
Dothideomycetes พบรากลุOมน้ีจากเศษไม> ก่ิงไม>ผุใน
แหลOงนํ้าจืด และในประเทศออสเตรเลีย อียิปต# ญี่ปุDน 
และสหรัฐอเมริกา [32] และราไอโซเลท TSU-MF6 
(Subulicystidium sp.) เ ปP น ร า ใ น ค ล า ส  Agario-
mycetes เคยรายงานวOาพบบริเวณซากก่ิงไม> ใบไม>ท่ี
เนOาเป��อย ทําหน>าท่ีในการยOอยซากพืชตOาง ๆ และ
บางสป�ชีส#เปPนเอคโตไมคอร#ไรซาท่ีมีความสัมพันธ#กับ
รากพืชในลักษณะพ่ึงพาอาศัยซ่ึงกันและกัน แตOไมO
พบวOาเปPนสป�ชีส#หลักท่ีพบได>ท่ัวไปในธรรมชาติ และรา
จากดินท่ีแยกได>สOวนใหญO เปPนราในไฟลัมแอสโค-      
ไมโคตาและ Zygomycota เน่ืองจากรากลุOมน้ีผลิต
สปอร#แบบไมOอาศัยเพศได>จํานวนมาก เมื่อเทียบกับรา
ในไฟลัมเบสิดิโอไมโคตา ซ่ึงสอดคล>องกับงานวิจัยของ 
Thorn และคณะ (1996) พบรากลุOม  saprophytic 
basidiomycetes ได>น>อยกวOากลุOมอ่ืนๆ  [33] ซ่ึงใน
การ ศึกษาพบ Agaricus arvensis, Lepista nuda
และ Marasmius oreadesเปPนราในคลาส Agario-
mycetes รา 2 สายพันธุ#ในการศึกษาน้ี Hongkong-
myces pedis และ Subulicystidium sp. ท่ีแยกจาก
ดินปDาชายเลน จังหวัดตรัง ยั งไมOพบรายงานใน
การศึกษาดินปDาชายเลนหรือดินจากแหลOงอ่ืนมากOอน 
จากผลการทดลองน้ีช้ีให>เห็นวOาการศึกษาราจากบริเวณ
ท่ีไมOเคยมีการศึกษาสามารถชOวยเพ่ิมโอกาสการเจอ 
เช้ือและราเหลOาน้ียังมีท่ีมีศักยภาพในการผลิตสารยับยั้ง 

จุลินทรีย#กOอโรคได>ดี 
 

5. สรุป 
ผลการศึกษาราท่ีแยกได>จากดินปDาชายเลนโดย

วิธีเกลี่ยเช้ือบนอาหารสามารถแยกราได>ท้ังหมด 106 
ไอโซเลท นํามาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา
เบ้ืองต>นพบรา 10 ไอโซเลท สามารถจัดจําแนกได>ใน
ระดับจีนัส ได>แกO Penicillium (5 ไอโซเลท) Fusarium 
(3 ไอโซเลท) และ Trichoderma (2 ไอโซเลท) โดยรา
สOวนใหญOไมOสร>างโครงสร>างสืบพันธุ#บนอาหารเลี้ยงเช้ือ 
จากน้ันนําราท้ังหมดมาเลี้ยงในอาหารเหลวและสกัด
สารจากนํ้าเลี้ยงราและเส>นใยของราด>วยตัวทําละลาย
อินทรีย# โดยเส>นใยสกัดด>วยเอททิลอะซิเตท (CE) และ
เฮกเซน (CH) และนํ้าเลี้ยงราสกัดด>วยเอททิลอะซิเตท 
(BE) ได>สารสกัดท้ังหมด 318 สารจากรา 106 ไอโซเลท 
และนําไปทดสอบฤทธ์ิต>านจุลินทรีย#โดยวิธี colori-
metric broth microdilution มีสีรีซาซูรินเปPนอินดิ-
เคเตอร#ในการอOานผล พบวOาสารสกัด 123 สาร คิดเปPน 
38.6 เปอร#เซ็นต# มีฤทธ์ิยับยั้งท้ังแบคทีเรียแกรมบวก  
S. aureus และ MRSA แตOไมOมีฤทธ์ิยับยั้งแบคทีเรีย แก
รมลบและยีสต#ท่ีความเข>มข>น 200 ไมโครกรัมตOอ
มิลลิลิตร โดยสารสกัด 123 สารท่ีให>ผลการยับยั้ง
แบคทีเรีย ได>จาก BE 88สาร (27.7 เปอร#เซ็นต#) และ 
CE 35 สาร (11 เปอร#เซ็นต#) แตOสารสกัดในกลุOม CH ไมO
มีฤทธ์ิต>านจุลินทรีย#ท้ัง 6 สายพันธุ# ท่ีทดสอบ ดังน้ัน
สรุปได>วOาสOวนของเส>นใยและนํ้าเลี้ยงราท่ีสกัดด>วย
เอทิลอะซิเตทมีศักยภาพในการยับยั้งแบคทีเรียแกรม
บวกท้ังสองสายพันธุ#ได>ดี จากน้ันนําสารท่ีให>คOาการ
ยับยั้งท่ีความเข>มข>น 200 ไมโครกรัมตOอมิลลิลิตร ไปหา
คOา MIC และ MBC ในชOวงความเข>มข>น 0.25-128 
ไมโครกรัมตOอมิลลิลิตร พบวOาสารสกัด 8 สาร จากรา 6 
ไอโซเลท มีประสิทธิ-ภาพสูงสุด โดยสามารถยับยั้ง    S. 
aureus และ MRSA ได>ท่ีชOวงความเข>มข>น 64-128 
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ไมโครกรัมตOอ จากน้ันนําราท้ัง 6 ไอโซเลท มาจัด
จําแนกชนิดโดยการศึกษาความสัมพันธ#เชิงวิวัฒนาการ
ด>วยวิธี maximum parsimony รOวมกับวิธี Bayesian 
inference เพ่ือความนOาเช่ือถือของการศึกษาพบวOารา
ท้ัง 6 ไอโซเลท มีความสัมพันธ#กับคลาส Eurotio-
mycetes, Sordariomycetes, Dothideomycetes 

และ Agaricomycetes โดย 5 ไอโซเลท มีความสัมพันธ#
ใกล>ชิดกับไฟลัมแอสโคไมโคตา ได>แกO Talaromyces  
flavus (TSU-MF1), Penicillium sp. (TSU-MF2), 
Hongkongmyces pedis (TSU-MF3), Dothidio-
mycetes sp. (TSU-MF4) และ Xylaria feejeensis 
(TSU-MF5) และ 1 ไอโซเลท ในไฟลัมเบสิดิโอไมโคตา 
ไ ด> แ กO  Subulicystidium sp. (TSU-MF6) จ า ก ผ ล
การศึกษาครั้งน้ีช้ีให> เห็นวOาราท่ีแยกได>จากดินปDาชาย
เลนมีศักยภาพในการผลิตสารต>านจุลินทรีย# โดยเฉพาะ 
S. aureus และ MRSA อยOางไรก็ตาม จํานวนสายพันธุ#
ของจุลินทรีย#ท่ีนํามาทดสอบมีเพียง 2 สายพันธุ# ในแตO
ละกลุOม (แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ และ
ยีสต#) หากเพ่ิมจํานวนของสายพันธุ#ของจุลินทรีย#  
สามารถเพ่ิมโอกาสการรายงานศักยภาพของสารสกัดท่ี
ได>จากราดินปDาชายเลน นอกจากน้ีงานวิจัยน้ียังพบราท่ี
ไมOเคยมีรายงานจากดินปDาชายเลนมากOอนเปPนการ
ยืนยันวOาการเลือกพ้ืนท่ีศึกษาท่ีไมOเคยมีรายงานมากOอน
เปPนประโยชน#ในการค>นพบเช้ือท่ีมีศักยภาพในการผลิต
สารท่ีนOาสนใจและอาจนําไปใช>ประโยชน#ตOาง ๆ ใน
อนาคต 
 

6. ข�อเสนอแนะ 
6.1 การศึกษาน้ีเก็บตัวอยOางดินท้ังหมด 5 จุด

จํานวน 1 ครั้ง ในเดือนมีนาคม อาจเพ่ิมจํานวนหรือ
ความถ่ีของการเก็บตัวอยOางในเดือนและชOวงฤดูกาล 
ตOาง ๆ เน่ืองจากเปPนการเพ่ิมโอกาสการเจอเช้ือ ซ่ึงรา
เหลOาน้ี อาจผลิตสารท่ีนOาสนใจ และมีประโยชน#ในการ 

นําไปใช>ในอนาคต 
6.2 เน่ืองจากสารสกัดท่ีนํามาทดสอบเปPนสาร

สกัดหยาบดังน้ันสารท่ีมีศักยภาพในการยับยั้งจุลินทรีย#
ควรนําไปแยกให>บริสุทธ์ิและนํามาทดสอบกับจุลินทรีย#
อีกครั้ง เพ่ือให>ทราบวOาสารท่ีออกฤทธ์ิเปPนสารใดและ
เปPนไปได>วOาอาจพบสารโครงสร>างใหมOจากการศึกษาน้ี 

6 .3 การ ศึกษา น้ี ศึกษาจุลินทรี ย#  3  กลุO ม 
(แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ และยีสต#) 
กลุOมละ 2 สายพันธุ# อาจเพ่ิมจํานวนสายพันธุ#ของ
จุลินทรีย#ในแตOละกลุOม เพ่ือใช>ตรวจสอบประสิทธิภาพ
ของสารสกัดและเพ่ือเพ่ิมการรายงานผลการทดสอบ 
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