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บทคัดย่อ 
การพิสูจน์เอกลักษณ์ของแอคติโนมัยสีทที่เกี่ยวข้องกับพืชมีเพ่ิมมากข้ึนรวมถึงบทบาทของ    

แอคติโนมัยสีทเหล่านี้ที่มีผลกระทบในทางการแพทย์ หนึ่งในสารเมแทบอไลต์ที่ส าคัญที่สร้างจาก   
เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีท คือ สารประกอบโพลีคีไทด์ซึ่งมีบทบาทส าคัญในการเป็นยาปฏิชีวนะ 
สารประกอบโพลีคีไทด์เหล่านี้มีชีวสังเคราะห์มาจากเอนไซม์โพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1 ซึ่งถอดรหัสมา
จากยีนโพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1 ดังนั้นการศึกษานี้มุ่งเน้นการคัดกรองเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่มี
ศักยภาพในการผลิตสารโพลีคีไทด์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพด้วยการคัดกรองยีนโพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1 
(PKS I) การศึกษาในครั้งนี้สามารถแยกเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจ านวน 109 ไอโซเลตได้จากใบ  
ล าต้น เหง้า และราก ของพืชวงศ์ขิงที่ผ่านการฆ่าเชื้อซึ่งเก็บได้จากหลายพื้นที่ในประเทศไทย       
จากการศึกษาลักษณะทางฟีโนไทป์และการวิเคราะห์ 16S rRNA gene sequence พบว่าจัดอยู่ใน
สกุล Streptomyces (53 ไอโซเลต) Microbispora (17 ไอโซเลต) Micromonospora (12 ไอโซ
เลต) Jishengella (7 ไอโซเลต) Nonomuraea (5 ไอโซเลต) Actinomadura (3 ไอโซเลต) 
Jiangella (2 ไอโซเลท) Sphaerisporangium (2 ไอโซเลต) Streptosporangium (2 ไอโซเลต) 
Asanoa (1 ไอโซเลต) Dactylosporangium (1 ไอโซเลต) Kutzneria (1 ไอโซเลต) 
Phytohabitans (1 ไอโซเลต) Planotetraspora (1 ไอโซเลต) และ Saccharopolyspora (1 ไอโซ
เลต) จากการศึกษาอนุกรมวิธานแบบพอลิฟาสิก (polyphasic taxonomy) พบว่าไอโซเลต BR3-1 
KK1-3 และ SC1-1 เป็นแอคติโนมัยสีทสายพันธุ์ใหม่และให้ชื่อว่า Asanoa endophytica 
Phytohabitans kaempferiae และ Nonomuraea atahlianthi ตามล าดับ จากการทดสอบฤทธิ์
ต้านเชื้อจุลินทรีย์ของสารสกัดหยาบในชั้นเอทิลอะซิเตทที่สกัดได้จากเชื้อทุกไอโซเลต พบว่าจ านวน
ร้อยละ 25 (27 ไอโซเลต) มีฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ทดสอบอย่างน้อยหนึ่งชนิด ผลการเพ่ิมจ านวนยีนจาก 
จีโนมิกส์ดีเอ็นเอของเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ทั้งหมด มีมากกว่าครึ่งหนึ่ง (จ านวน 61     
ไอโซเลต หรือร้อยละ 56) ที่พบว่ามียีนโพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1 ผลการคัดกรองด้วยยีนแสดงให้เห็น
ว่าเชื้อจ านวนมากมีโอกาสที่จะสร้างสารโพลีคีไทด์ได้ ผลการศึกษาความหลากหลายของยีนโพลีคีไทด์
ซินเทสชนิดที่ 1 ของเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทในสกุล Streptomyces ที่แยกได้จาก Alpinia 
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galanga พบว่ามียีนที่มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกับยีนสร้างสารปฏิชีวนะท่ีปรากฏในฐานข้อมูลซึ่งคาด
ว่าผลิตสารโพลีคีไทด์ ซึ่งได้แก่ meridamycin nigericin rapamycin azalomycin herbimycin 
และ geldanamycin อย่างไรก็ตามจ านวนยีนมากกว่าครึ่งที่ได้จาก Escherichia coli 27 โคลน เป็น
ยีนที่พบว่าไม่มีความใกล้เคียงกับยีนใดในฐานข้อมูล ดังนั้นจากผลการศึกษาสรุปได้ว่าเอนโดไฟติก   
แอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากพืชวงศ์ขิงของไทยมีความหลากหลายสูงและมีศักยภาพในการผลิตสารใน
กลุ่มโพลีคีไทด์ชนิดใหม่ที่มีฤทธิ์ทางชีวภา นอกจากนี้น้ าหมักท่ีได้จากเชื้อตัวแทนในแต่ละกลุ่มถูกน ามา
สกัดด้วยเอทิลอะซีเตตและน าไปทดสอบกิจกรรมการต้านจุลินทรีย์พบว่า เชื้อจ านวนมากกว่าร้อยละ 
85 แสดงกิจกรรมการต้านจุลินทรีย์ได้ น้ าหมักเชื้อของเชื้อตัวแทนไอโซเลต AG2-1 ถูกสกัดด้วย
เอทิลอะซีเตตและแยกด้วยเทคนิคทางโครมาโตกราฟีได้สารบริสุทธิ์และพิสูจน์เอกลักษณ์ได้เป็นสารเจ
ลดานามัยซินซึ่งแสดงฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทได้ที่ระดับความเข้มข้น 1 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร จาก
ข้อมูลที่ได้ศึกษาทั้งหมดนี้สามารถสรุปได้ว่าเนื้อเยื่อสมุนไพรวงศ์ขิง เป็นแหล่งที่สามารถพบเชื้อแอคติ
โนมัยสีทที่มีสามารถสร้างสารทุติยภุมิที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพได้ดีและควรจัดเป็นแหล่งทรัพยากรที่ส าคัญ
ในการศึกษาค้นคว้าเพ่ือหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากเชื้อแอคติโนมัยสีท ต่อไป 
 
ค าส าคัญ : พืชวงศ์ขิง ยีนโพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1 ฤทธิ์ทางชีวภาพ อนุกรมวิธาน เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีท  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

ค 
 
 

Abstract 
Identification of plant associated actinomycetes has been substantially increased and their 
impacts on medical applications have been addressed. One of significant metabolites produced 
from endophytic actinomycetes is polyketides. Many of active polyketides are recognized as 
antibiotics which are bio-synthetized by type I polyketide synthase (PKS I). The enzyme is 
encoded by PKS I gene. Therefore, this study emphasized on screening of endophytic 
actinomycetes which were potential to produce active polyketides through the existence of PKS I 
genes. One hundred and nine strains of endophytic actinomycetes were isolated from sterilized 
healthy leaf, stem, rhizome and root of plants in the family Zingiberaceae collected from several 
areas in Thailand. Based on phenotypic characteristics and 16S rRNA gene sequence analysis, 
these strains were identified as Streptomyces (53 isolates), Microbispora (17 isolates), 
Micromonospora (12 isolates), Jishengella (7 isolates), Nonomuraea (5 isolates), Actinomadura (3 
isolates), Jiangella (2 isolates), Sphaerisporangium (2 isolates),  Streptosporangium (2 isolates), 
Asanoa (1 isolate), Dactylosporangium (1 isolate), Kutzneria (1 isolate), Phytohabitans (1 isolate), 
Planotetraspora (1 isolate) and Saccharopolyspora (1 isolate). On the basis of polyphasic 
approach, strains BR3-1 KK1-3 and SC1-1 were proposed as novel species and named as Asanoa 
endophytica, Phytohabitans kaempferiae and Nonomuraea stahlianthi, respectively. Crude ethyl 
acetate extracts obtained from all strains were evaluated for antimicrobial activities. Of these, 
25% (27 strains) were active against at least one of the test microorganisms. More than twice of 
bacterial isolates (61 strains, 56%) were found PKS I gene positive when using their genomic DNAs 
as templates. Genetic result indicated that many strains could be polyketide producers. Diversity 
of PKS I genes of Streptomyces spp. isolated from Alpinia galanga was shown. Some of the genes 
were highly similar to polyketide antibiotic genes in database involved in nigericin, rapamycin, 
azalomycin, herbimycin and geldanamycin production. However, more than half of the PKS I 
genes obtained from 27 Escherichia coli clones were unknown. Our results concluded that 
endophytic actinomycetes isolated from Thai zingiberaceous plants are diverse and many of 
them have potential to produce novel bioactive polyketide substances. Furthermore, the 
fermentation broths of these representative strains were extracted with ethyl acetate and were 
tested for anti-microbial activity. The results showed that more than 85% of actinomycete strains 
exhibited the anti-microbial activity. Antimicrobial assay-guided fractionation of the ethyl acetate 
extract of representative actinomycete isolate AG2-1 yielded the known compounds, 
geldanamycin, which exhibited the neuroprotective activity at very low concentration (1 ng/ml). 
Based on these results, it could be concluded that tissue of the Zingiberaceous plants is a one of 
interest source for the actinomycete investigation and should be represented an excellent source 
for the discovery of bioactive compounds. 
 
Keywords : zingiberaceous plants, type I polyketide synthase (PKS I) gene, biological  
activities, taxonomy, endophytic actinomycetes  
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บทท่ี 1  
บทน ำ  

 
1.1   ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ  

ปัจจุบันประเทศไทยมีการตื่นตัวในการน าผลิตภัณฑ์ธรรมชาติ มาพัฒนาต่อเป็นยาหรือเภสัชภัณฑ์
มากขึ้น ทั้งนี้เนื่องจากประเทศไทยมีความอุดมสมบูรณ์ในเรื่องของทรัพยากรธรรมชาติ โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งทรัพยากรธรรมชาติทั้งจากพืช สัตว์หรือจุลินทรีย์ ซึ่งมีการน ามาใช้เป็นยารักษาโรคมา
ตั้งแต่สมัยอดีตจนถึงปัจจุบัน ส าหรับจุลินทรีย์จัดเป็นทรัพยากรธรรมชาติที่ส าคัญชนิดหนึ่งที่ได้รับ
ความสนใจอย่างยิ่งในปัจจุบัน เชื้อแบคทีเรียกลุ่มแอคติโนมัยสีทจัดเป็นทรัพยากรจุลินทรีย์ที่
ส าคัญเนื่องจากสามารถสร้างสารต้นแบบที่มีโครงสร้างทางเคมีและฤทธิ์ทางชีวภาพที่หลากหลาย
และมีศักยภาพในการผลิตสารปฏิชีวนะได้สูงสุด และจากรายงานการแยกสารจากแบคทีเรียที่ได้
จากดินพบว่าสารส าคัญที่แยกได้จากมากกว่า 80% แสดงฤทธิ์ต้านเชื้อจุลชีพ รวมถึงยาหลายชนิด
ที่ใช้กันอยู่ในปัจจุบันโดยเฉพาะยาปฏิชีวนะมีจุดเริ่มต้นจากการศึกษาความหลากหลายและ
การศึกษาหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพต้นแบบจากเชื้อแอคติโนมัยสีททั้งสิ้น ยกตัวอย่างเช่น 
amphotericin B gentamicin erythromycin chloramphenicol streptomycin เป็นต้น 
ดังนั้นจึงอาจกล่าวได้ว่า เชื้อแอคติโนมัยสีทเป็นแหล่งธรรมชาติอีกแหล่งหนึ่งที่มีศักยภาพในการ
จะน ามาศึกษาวิจัยเพื่อค้นคว้าหาสารส าคัญท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพ เพ่ือน าไปใช้เป็นสารต้นแบบใน
การพัฒนายาใหม่ อันจะก่อให้เกิดประโยชน์มหาศาลทางด้านสาธารณสุข จากแนวโน้มที่
ประชากรกลุ่มผู้สูงอายุมีแนวโน้มเพ่ิมมากขึ้น ดังนั้นปัญหาที่เก่ียวกับโรคผู้สูงอายุ เช่น โรคอัลไซ
เมอร์ โรคพาร์กินสัน ย่อมมีแนวโน้มเพ่ิมข้ึนเช่นกัน ซึ่งจากปัญหาดังกล่าว น าไปสู่ความพยายามที่
จะค้นคว้าวิจัยหายาชนิดใหม่ เพ่ือให้ได้ผลการรักษาที่ดีมีประสิทธิภาพและปลอดภัยกว่าที่มีใช้อยู่
ในปัจจุบัน โดยแนวทางการวิจัยแนวทางหนึ่ง คือการหายาชนิดใหม่จากแหล่งทรัพยากรธรรมชาติ
ทั้งจากพืช สัตว์หรือจุลินทรีย์ เพ่ือน ามาใช้รักษาและบรรเทาโรคต่างๆ ประเทศไทยเป็นประเทศที่
ตั้งอยู่ในเขตร้อนชื้นที่มีความอุดมสมบูรณ์และมีความหลากหลายทางชีวภาพสูงไม่ว่าจะเป็นพันธุ์
ไม้ สัตว์ หรือจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ จึงมีความเป็นไปได้ว่าจุลินทรีย์ในกลุ่มแอคติโนมัยสีทนั้นน่าจะมี
การกระจายตัวอยู่มากในหลายพื้นที่และมีสายพันธุ์ที่หลากหลายเช่นกัน แอคติโนมัยสีทสามารถ
พบได้ตามสิ่งแวดล้อมทั่วไป เช่น ในดิน แหล่งน้ า ฝุ่นละออง และยังสามารถพบได้ในเนื้อเยื่อพืช 
ซึ่งเรียกว่า เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีท (endophytic actinomycetes) โดยเอนโดไฟติกแอคติ
โนมัยสีทเป็นอีกทางเลือกหนึ่งส าหรับใช้เป็นแหล่งทรัพยากรที่สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพที่มีความน่าสนใจ เนื่องจากสามารถพบเชื้อเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทสกุล 
Streptomyces และเชื้อเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทหายากสกุลอ่ืนๆ (Zhao et al., 2011) 
นอกจากนี้ยังมีรายงานการค้นพบเชื้อเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทสายพันธุ์ใหม่และค้นพบสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม่จ านวนมากจากเชื้อเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทในพืชหลายชนิด (Bieber 
et al., 1998 ; Castillo et al., 2002 ; Gu et al., 2006 ; Duangmal et al., 2008 ; Igarashi 
et al., 2007) สารส าคัญที่ผลิตได้จากเชื้อแอคติโนมัยสีทนอกจากแสดงฤทธิ์เป็นสารปฏิชีวนะแล้ว 
ยังมีรายงานว่ายังสามารถแสดงฤทธิ์ด้านต่างๆ ด้วยเช่น สารเจลดานามัยซินที่แยกจากเชื้อ 
Streptomyces sp. สามารถแสดงฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทได้ท่ีความเข้มข้นระดับนาโนโมลาร ์
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(Tadtong et al. 2007) ประเทศไทยมีพืชสมุนไพรไทยหลายชนิดที่มีสรรพคุณทางยาที่
หลากหลาย เช่น มีฤทธิ์ในการต้านเซลล์มะเร็ง ต้านเชื้อวัณโรค ต้านเชื้อก่อโรคมาลาเรีย ยับยั้ง
การเจริญของเชื้อแบคทีเรีย ยับยั้งการเจริญของเชื้อรา ต้านอนุมูลอิสระ ระงับอาการปวด ต้าน
การอักเสบ และมีฤทธิ์ปกป้องและกระตุ้นเซลล์ประสาท เป็นต้น (Rahman, 2000 ; Wilken et 
al., 2011 ; Lakshmanan et al., 2011) มีความเป็นไปได้ว่าเชื้อแอคติโนมัยสีทที่อาศัยอยู่ใน
เนื้อเยื่อพืชสมุนไพรนี้จะมีส่วนร่วมในวิถีเมแทบอไลต์ (metabolic pathway) ของพืชสมุนไพร
และสามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดที่คล้ายกับพืชสมุนไพรหรือสามารถสร้างสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม่ได้ (Zhao et al., 2011) ในปัจจุบันงานวิจัยเพื่อค้นหาสารปกป้องเซลล์
ประสาทจากเชื้อแอคติโนมัยสีทแต่มีรายงานไม่มากนัก เช่น Geldanamycin (Tadtong et al. 
2007), Flaviogeranin (Hayakawa et al., 2010) และ 3-normeridamycin (Summer et 
al., 2006) เนื่องจากประเทศไทยมีพืชสมุนไพรหลายชนิดที่มีรายงานว่ามีสารที่ออกฤทธิ์ปกป้อง
เซลล์ประสาทได้ดี โดยเฉพาะพืชวงศ์ขิง เช่น ขม้ิน ขิง เป็นต้น ท าให้พืชสมุนไพรเหล่านี้เป็นพืชที่มี
ความน่าสนใจในการน ามาคัดแยกเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีท ซึ่งในปัจจุบันยังมีการศึกษาความ
หลากหลายและการกระจายตัวของเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทในพืชวงศ์ต่างๆเพียงเล็กน้อย ด้วย
เหตุนี้จึงท ำให้เกิดควำมสนใจที่จะท ำกำรวิจัยทำงด้ำนควำมหลำกหลำย และอนุกรมวิธำน
หลำยส่วน เพื่อศึกษำกำรแยก คัดเลือกเชื้อ และศึกษำสำรทุติยภุมิที่แสดงฤทธิ์กำรปกป้อง
เซลล์ประสำทของสำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพจำกเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีท ตลอดจนเก็บ
รวบรวมสำยพันธุ์ของเชื้อแอคติโนมัยสีทที่มีประโยชน์จำกแหล่งดังกล่ำวในกำรน ำไปใช้เป็น
แหล่งวัตถุดิบในกำรศึกษำและวิจัยเชิงพัฒนำต่อไป  ดังนั้นกำรศึกษำวิจัยในโครงกำรนี้อำจท ำ
ให้เกิดกำรค้นพบเชื้อแอคติโนมัยสีทชนิดใหม่หรือสำยพันธุ์ที่สำมำรถผลิตสำรออกฤทธิ์ทำง
ชีวภำพที่ดีเพื่อน ำไปใช้เป็นวัตถุดิบในกำรผลิตสำรต้นแบบต่อกำรพัฒนำเป็นยำชนิดใหม่ 
ตลอดจนช่วยพัฒนำองค์ควำมรู้เกี่ยวกับกำรคัดแยก เพำะเลี้ยง อนุกรมวิธำนและทดสอบฤทธิ์
ทำงชีวภำพของเชื้อแอคติโนมัยสีท อีกทั้งช่วยเพิ่มขีดควำมสำมำรถและเป็นทำงเลือกของ
นักวิจัยไทย ในกำรเรียนรู้กำรวิจัยเกี่ยวกับกำรหำสำรที่มีฤทธิ์ทำงชีวภำพจำกแหล่งทรัพยำกร
ในประเทศเพื่อเป็นกำรบริหำรจัดกำรสิ่งแวดล้อมและกำรพัฒนำคุณค่ำควำมหลำกหลำยทำง
ชีวภำพอีกทำงหนึ่งด้วย 
 
วัตถุประสงค์ของโครงกำร  
1. เพ่ือศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียกลุ่มแอคติโนมัยสีทจากเนื้อเยื่อพืชวงศ์ขิงของไทย  
2. เพ่ือศึกษาอนุกรมวิธานของแบคทีเรียกลุ่มแอคติโนมัยสีทที่คัดเลือกได้ 
3. เพ่ือท าการเลี้ยงและสกัดสารสกัดหยาบจากน้ าหมักแอคติโนมัยสีทที่แสดงฤทธิ์ปกป้องเซลล์
แขนงประสาท 
4. เพ่ือท าการแยกสารออกฤทธิ์จากสารสกัดหยาบออกเป็นส่วนๆ น าส่วนที่แสดงฤทธิ์มาใช้
ประโยชน์ ตลอดจนศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสารที่อยู่ในส่วนที่แสดงฤทธิ์ดีที่สุด 
5. เพ่ือศึกษาฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทจากสารสกัดหยาบและสารบริสุทธิ์จากน้ าหมักแอคติโนมัย
สีทที่คัดเลือกนั้น    
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ขอบเขตของกำรวิจัย  
การวิจัยครั้งนี้เป็นการศึกษาความหลากหลายและการกระจายตัวของเชื้อเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสี
ทจากพืชวงศ์ขิงในภูมิภาคต่างๆ ของประเทศไทย ได้แก่ ขม้ิน ขิง ข่า ไพล กระทือ กระชาย ว่านชัก
มดลูก กะลา กระเจียว เป็นต้น ตลอดจนศึกษาฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทจากสารสกัดหยาบที่ได้จาก
เชื้อนั้น เป้าหมายของโครงการวิจัยนี้คือ สามารถแยกเชื้อแอคติโนมัยสีทจากเนื้อเยื่อพืชวงศ์ขิงให้ได้
อย่างน้อย 100 ไอโซเลต ท าการจัดกลุ่มเชื้อเหล่านั้นศึกษาความหลากหลายและการกระจายตัวของ
เชื้อโดยอาศัยข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ใน 16S rRNA gene และศึกษาเพ่ือให้ทราบลักษณะทาง
อนุกรมวิธานในระดับสกุลของเชื้อในแต่ละกลุ่ม จากนั้นคัดเลือกเชื้อตัวแทนเชื้อในกลุ่มที่น่าสนใจคือมี
แนวโน้มเป็นเชื้อชนิดใหม่มาศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธานจนถึงระดับสปีชีส์ ด้วยข้อมูลของลักษณะ
ทางฟีโนไทป์ เคโมไทป์ และจีโนไทป์ร่วมกัน ตลอดคัดเลือกเอาเชื้อตัวแทนของแต่ละกลุ่มมาเลี้ยงใน
อาหารเหลวและท าการสกัดด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ เช่น เอทิลอะซีเตต น าสารสกัดหยาบที่ได้มา
ศึกษาฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาท และเลือกสารสกัดหยาบจากน้ าหมักเชื้อที่แสดงฤทธิ์ที่ดีที่สุดมาท า
การแยกสารให้เป็นสารบริสุทธิ์ ตลอดจนศึกษาโครงสร้างทางเคมีของสารบริสุทธ์ที่แยกได้ 
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บทท่ี 2  
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง  

 
2.1 ลักษณะทั่วไปของแอคติโนมัยสีท 
       แอคติโนมัยสีท (Actinomycetes) เป็นกลุ่มของแบคทีเรียแกรมบวกท่ีมีปริมาณเบสกวานีนและ
ไซโตซีน (G+C content) ในดีเอ็นเอสูงมากกว่าร้อยละ 55 (Williams et al., 1989) มีรูปร่าง
หลากหลาย เช่น รูปกลม รูปท่อน และเส้นใย แอคติโนมัยสีทส่วนใหญ่สืบพันธ์ด้วยการสร้างสปอร์ ซึ่ง
สปอร์ที่ สร้ างอาจอยู่บนเส้นใยอากาศ  (aerial mycelium) หรือเส้น ใยอาหาร  (substrate 
mycelium) สปอร์เหล่านี้สามารถทนความร้อนได้เล็กน้อย (ขึ้นอยู่กับสกุล) แต่สามารถทนต่อความ
แห้งแล้งได้ดี จึงสามารถด ารงชีวิตอยู่ในสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมได้เป็นเวลานาน 
 แอคติโนมัยสีทพบกระจายอยู่ทั่วไปในธรรมชาติ เช่น ดิน (พบมากที่สุด)  แหล่งน้ า ทะเลทราย 
สัตว์ และพืช ส่วนมากด ารงชีวิตแบบแซโพรไฟต์ (saprophyte) เจริญเติบโตโดยการย่อยสลาย
สารอินทรีย์ (organic matters) แต่มีบางชนิดพบด ารงชีวิตแบบปรสิต (parasitism) หรือแบบพ่ึงพา
อาศัย (mutualistism) กับพืชหรือสัตว์ (Goodfellow and Williams, 1983) บางชนิดก่อโรคใน
มนุษย์  เช่น  Mycobacterium leprae ซึ่ ง เป็นสาเหตุของโรคเรื้ อน และ  Mycobacterium 
tuberculosis ซึ่งเป็นสาเหตุของวัณโรค บางชนิดก่อโรคในพืช เช่น Streptomyces scabies ซึ่งเป็น
สาเหตุของโรคหูดมันฝรั่ง (potato scab) และบางชนิดก่อโรคในสัตว์ อย่างไรก็ตามแอคติโนมัยสีทที่
พบในดินส่วนมากมักไม่ก่อโรค แอคติโนมัยสีทบางชนิด เช่น สกุล Frankia สามารถอาศัยอยู่กับราก
พืชเพ่ือช่วยตรึงไนโตรเจนได้ (Coyne, 1999) อัตราการพบแอคติโนมัยสีทขึ้นอยู่กับสภาพแวดล้อม 
เช่น สภาพภูมิศาสตร์ อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรด-ด่าง ปริมาณสารอินทรีย์ ปริมาณอากาศ และ
ความชื้น (Goodfellow and Williams, 1983) แอคติโนมัยสีทจะเจริญได้ไม่ดีในดินเปียก เนื่องจาก
ต้องการออกซิเจนในการเจริญ สามารถเจริญในสภาวะที่เป็นด่างได้ดี โดยแอคติโนมัยสีทร้อยละ 95 
พบในดินที่มีสภาวะเป็นด่างและในขณะเดียวกันแอคติโนมัยสีทไม่สามารถเจริญในสภาวะที่มีความ
เป็นกรดได้ โดยเมื่อค่าความเป็นกรดด่างน้อยกว่า 5 จ านวนแอคติโนมัยสีทที่พบจะลดลง (Coyne, 
1999) ในธรรมชาติสามารถพบประชากรของแอคติโนมัยสีทในสกุล Streptomyces ได้มากเมื่อเทียบ
กับสกุล อ่ืนๆ  (Hayakawa, 2008)  โดย เรี ยกแอคติ โนมั ยสี ท ในสกุ ล อ่ืนๆ นอกเหนือจาก 
Streptomyces ว่าแอคติโนมัยสีทหายาก (rare actinomycetes) 
 เป็นที่ทราบกันดีว่าแอคติโนมัยสีทเป็นกลุ่มจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการสร้างสารทุติยภูมิได้
ดี เช่น ยาปฏิชีวนะ สารที่ใช้ในทางการแพทย์ อุตสาหกรรม และการเกษตร โดยในหมู่ของสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพที่ได้จากจุลินทรีย์  (ประมาณ 22,500 ชนิด) พบว่าร้อยละ 45 ผลิตโดยแอคติโนมัยสีท 
(Berdy, 2005) 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 5 

2.2 การกระจายของแอคติโนมัยสีท  
      แอคติโนมัยสีทกระจายอยู่ทั่วไปในธรรมชาติ ส่วนใหญ่ด ารงชีวิตเป็นผู้ย่อยสลายสารอินทรีย์ 
บางชนิดเป็นเชื้อก่อโรค ทั้งนีแ้อคติโนมัยสีทสามารถอยู่อาศัยในธรรมชาติและบางชนิดอาศัยอยู่ในพืช  
 
 2.2.1 การกระจายของแอคติโนมัยสีทในธรรมชาติ 
 ดิน โดยเฉพาะอย่างยิ่งดินที่มีสารอินทรีย์หรือกรดฮิวมิกจะเป็นแหล่งที่อยู่อาศัยทาง
ธรรมชาติที่ส าคัญที่สุดของแอคติโนมัยสีท แอคติโนมัยสีทเหล่านี้มีบทบาทส าคัญในการย่อยสลาย
สารอินทรีย์ โดยเฉพาะพวกที่มีโมเลกุลขนาดใหญ่ เช่น ลิกนิน และไคติน (Alexander, 1977) 
นอกจากในดินแล้วยังสามารถพบแอคติโนมัยสีทกระจายได้ทั่วไปในปุ๋ยหมัก ตะกอน น้ า โคลน และ
ดินรอบรากพืช จ านวนของแอคติโนมัยสีทในตัวอย่างดินขึ้นอยู่กับชนิดของดิน ลักษณะทางกายภาพ 
เช่น ความเป็นกรดด่าง และปริมาณสารอินทรีย์ ในพ้ืนที่การเกษตรที่มีปริมาณฮิวมัสสูง จ านวนของ 
แอคติโนมัยสีทที่พบจะสูงกว่าในพ้ืนที่ที่มีฮิวมัสปริมาณน้อย (Hayakawa et al., 1988) แอคติโนมัย
สีทที่พบมากในธรรมชาติ คือ สกุล Streptomyces ซึ่งพบกระจายตัวกว้างที่สุดและมีความหนาแน่น
ของประชากรสูงที่สุด (ประมาณร้อยละ 70-98 ของจ านวนประชากร) ส่วนสกุลอ่ืนๆ ที่พบรองลงมา
คือ Nocardia Actinomadura และ Micromonospora โดยพบอยู่อย่างอุดมสมบูรณ์และสามารถ
พบได้ในดินทุกชนิด (Alexander, 1977) 
 แอคติโนมัยสีทสามารถพบได้ในแหล่งน้ าจืด โดย Waksman (1959) ได้อธิบายว่าใน
ทะเลสาบน้ าจืดนั้นมีแอคติโนมัยสีทอยู่มากมาย ซึ่ง Cross (1981) ได้รายงานการแยกแอคติโนมัยสีท
ในสกุล Actonoplanes Micromonospora Rhodococcus Thermoactinomycetes และ
Streptomyces จากแหล่งน้ าจืด ซึ่งแอคติโนมัยสีทเหล่านี้อาจจะถูกชะล้างออกจากดินแล้วไปสะสม
อยู่ในแหล่งน้ าจืด (Goodfellow and Haynes, 1984) ส่วนแอคติโนมัยสีทสกุล Actonoplanes จะ
สร้างสปอร์ซึ่งอยู่ภายในถุงหุ้ม ซึ่งสามารถทนต่อสภาวะแห้งแล้งได้เป็นเวลานาน และจะปลดปล่อย
สปอร์เคลื่อนทีอ่อกมาเมื่ออยู่ในแหล่งน้ า จึงเป็นเหตุผลที่สามารถพบแอคติโนสีทสกุล Actinoplanes 
ได้ทั่วไปในดินจากแม่น้ าและทะเลสาบ (Makkar and Cross, 1982) 
 สิ่งแวดล้อมทางทะเล เช่น ตะกอน รวมทั้งสิ่งมีชีวิตในทะเล ไม่ว่าจะเป็น ฟองน้ า 
สาหร่าย และเพรียงหัวหอม เป็นอีกแหล่งที่อยู่อาศัยของแอคติโนมัยสีทที่มีความหลากหลาย (Bull et 
al., 2005) แอคติโนมัยสีททางทะเลสามารถพบได้ทั่วไป แต่จะพบได้มากที่สุดในตะกอน โดยเฉพาะ
ตะกอนจากป่าชายเลน เนื่องจากมีสารอินทรีย์สูง โดยตะกอนสามารถพบสกุล Micromonospora ได้
มาก (Bredholt, 2008) นอกจากนี้ยังสามารถพบแอคติโนมัยสีทสกุลใหม่จากสิ่งแวดล้อมทางทะเล 
ได้แก่ สกุล Salinispora และแอคติโนมัยสีทสปีชีส์ใหม่ เช่น Verrucosispora lutea (Liao et al., 
2009) Verrucosispora sediminicola (Dai et al., 2010) Asanoa iriomotensis (Tamara and 
Sakane, 2005) และ Nonomuraea maheshkhaliensis (Ara et al., 2007) 
 นอกจากการกระจายของแอคติโนมัยสีทในธรรมชาติแล้ว ยังพบว่าแอคติโนมัยสีทบาง
ชนิดกระจายตัวบริเวณรอบรากพืช ซึ่งดินบริเวณรอบรากเป็นบริเวณที่มีอิทธิพลกับรากพืชและเป็น
บริเวณท่ีมีกิจกรรมของจุลินทรีย์สูง โดยรากพืชจะหลั่งสารกระตุ้นการเจริญของแอคติโนมัยสีทที่มีฤทธิ์
ต้านเชื้อราก่อโรค ในขณะที่แอคติโนมัยสีทจะใช้สารที่หลั่งจากรากในการเจริญและสังเคราะห์สารต้าน
เชื้อจุลินทรีย์ (Crawford et al., 1993) สามารถพบแอคติโนมัยสีทสปีชีส์ใหม่จากดินรอบรากพืชได้ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 6 

เช่น Pseudonocardia rhizophila (Li et al., 2010) Sphaerisporangium siamense 
(Duangmal et al., 2011) และ Nonomuraea rhizophila (Zhao et al., 2011) 
 
 2.2.2 การกระจายของแอคติโนมัยสีทในพืช (endophytic actinomycetes) 
 แอคติโนมัยสีทที่มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับพืช และสามารถพบได้ในส่วนต่างๆของพืช
โดยไม่เป็นอันตราย เนื่องจากรากพืชสัมผัสกับดิน แอคติโนมัยสีทกลุ่มนี้เรียกว่าเอนโดไฟติกแอคติโน
มัยสีท (endophytic actinomycetes) (Hasegawa et al., 2006) การคัดแยกสามารถท าได้โดย
การฆ่าเชื้อบริเวณผิวของเนื้อเยื่อพืชหรือสกัดจากเนื้อเยื่อพืชด้านใน (Hallmann et al., 1997)  
 Frankia เป็นเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทสกุลแรกที่มีรายงานการค้นพบในปมรากของ 
Comptonia peregrina (Callaham, 1978) มีคุณสมบัติในการตรึงไนโตรเจนในกลุ่มพืชที่ไม่ใช่
ตระกูลถั่ว (non-leguminous plants) ส่วนเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทสกุลอ่ืนๆ ที่พบ เช่น 
Nocardia Micromonospora Microbispora Actinoplanes Streptosporangium 
Streptoverticillium และ Saccharomonospora เป็นต้น (Petrolini et al., 1991 ; Tian et al., 
2004 ; Cao et al., 2005) ทั้งนี้สกุลที่พบได้มากที่สุดจากเนื้อเยื่อพืช คือ สกุล Streptomyces โดย 
Sardi et al. (1992) ได้แยกเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีท จากพืชได้ จ านวน 49 ไอโซเลต พบว่าร้อยละ 
96 เป็นสกุล Streptomyces ส่วนที่เหลือเป็นสกุล Nocardia Micromonospora และ 
Streptosporangium Taechowisan et al. (2003) ได้ท าการแยกเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีท 
จ านวน 330 ไอโซเลต จากพืชสมุนไพรของไทย 26 ชนิด พบว่าส่วนใหญ่เป็นสกุล Streptomyces 
และส่วนที่เหลือเป็นสกุล Microbispora Nocardia และ Micromonospora Petrolini et al. 
(1991) ได้รายงานการแยกเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจ านวน 1755 ไอโซเลต จากรากพืชจ านวน 
205 ตัวอย่าง 156 ชนิด พบว่าร้อยละ 80 เป็นสกุล Streptomyces และที่เหลือพบเป็นสกุลอ่ืนๆ 
เช่น Micromonospora Actinoplanes Streptosporangium Streptoverticillium และ 
Saccharomonospora จ ากการแยก เอนโด ไฟติ กแอคติ โ นมั ยสี ทจ ากรากข้ า วสาลี ของ         
Coombs and Franco (2003) พบว่าเชื้อที่แยกได้จัดอยู่ในสกุล Streptomyces Microbispora 
Micromonospora and Nocardiodes นอกจากนี้ Cao et al. (2004) และ Tian et al. (2004) 
ยังพบว่าเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทสกุล Streptomyces พบมากในกล้วย (Musa acuminata) 
และข้าว  
 เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ สามารถสร้างสารปฏิชีวนะและสารทุติยภูมิอ่ืนๆ ที่
เป็นประโยชน์ได้ โดย Vercesi et al. (1992) ได้คัดแยก Streptomyces spp. จากส่วนต่างๆ ของ 
grapevine berries ซึ่ งมี ฤทธิ์ ในการยับยั้ งยี สต์ และราที่ อ าศั ยอยู่ ในสิ่ งแวดล้ อม เดี ยวกั น 
Taechowisan et al. (2003) ได้ทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อราจากเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้
จ านวน 330 ไอโซเลต ดังที่ได้กล่าวไว้ก่อนหน้า พบว่าร้อยละ 0.6-13.2 มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อรา 
Colletotrichum musae และ Fusarium oxysporum  นอกจากนี้ยังพบเอนโดไฟติกแอคติโนมัย
สีทสกุล Streptomyces สามารถสร้างสาร fistupyrone ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อรา และสารกลุ่ม 
munumbicins A B C และ D ที่มฤีทธิ์แบบกว้าง (broad spectrum) ต่อเชื้อแบคทีเรีย (Igarashi et 
al., 2000 ; Castillo et al., 2002) 
 ดังนั้นจะเห็นได้ว่าเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทพบได้ในพืชหลายชนิด ในการศึกษานี้ได้ให้
ความสนใจกับพืชสมุนไพรไทยคือพืชวงศ์ขิงซึ่งรายละเอียดของพืชในวงศ์นี้อยู่ในหัวข้อ 2.6 
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2.3 การจัดจ าแนกแอคติโนมัยสีท  
 แอคติโนมัยสีทเป็นแบคทีเรียที่จัดอยู่ใน class Actinobacteria sub-class 
Actinobacteridae order Actinomycetales โดย Zhi et al. (2009) ได้จัดหมวดหมู่แบคทีเรียใน 
class Actinobacteria โดยใช้ 16S rRNA gene sequence เปรียบเทียบกันซึ่งสมาชิกของแอคติโน
มัยสีท ถูกแบ่งออกเป็น 13 suborder และ 42 families ดังแสดงในรูปที ่2.1 

 

รูปที ่2.1 ความสัมพันธ์ของล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA gene ของเชื้อในอันดับ 
 Actinomycetales 
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2.4  การพิสูจน์เอกลักษณ์ของเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสที  
 การพิสูจน์เอกลักษณ์ (identification) ท าโดยใช้วิธีการศึกษาอนุกรมวิธานแบบพอลิฟาสิก 
(polyphasic taxonomy) ซึ่ งประกอบด้ วยการศึกษาลั กษณะทางฟี โน ไทป์  ( phenotypic 
characteristics) การศึกษาลักษณะทางเคโมไทป์ (chemotaxonomic characteristics) และ
การศึกษาลักษณะทางจีโนไทป์ (genotypic characteristics) ซึ่งสามารถน ามาใช้ในการจัดหมวดหมู่ 
(classification) ของเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทได้ โดยมีรายละเอียด ดังนี้  
 
 2.4.1 การศึกษาลักษณะทางฟีโนไทป์  
  ลักษณะทางฟีโนไทป์ คือ ลักษณะต่างๆ ทีป่รากฏให้เห็น เช่น ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
(morphological characteristic) ลักษณะการเจริญ (cultural characteristic) ลักษณะทางชีวเคมี
และสรีรวิทยา (biochemical and physiological characteristic) โดยการศึกษาลักษณะทางฟีโน
ไทป์ของแอคติโนมัยสีท มีดังต่อไปนี้  
 
 2.4.1.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 แอคติโนมัยสีทเป็นแบคทีเรียที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่แตกต่างกันมาก
ที่สุดในหมู่แบคทีเรียชนิดอ่ืน โดยลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่น ามาศึกษา เช่น สีของเส้นใยทั้งเส้นใย
อากาศและเส้นใยอาหาร สีของรงควัตถุที่ละลายน้ าได้ (soluble pigment) การแตกกิ่งก้านของเส้น
ใย การสร้างเส้นใยอากาศ การแบ่งตัวของเส้นใย และการสร้างสปอร์ที่มีลักษณะแตกต่างกัน (เช่น 
ชนิดของสปอร์ ต าแหน่งของสปอร์ และการเรียงตัวของสปอร์ ) ลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่แตกต่าง
กันนี้สามารถน ามาใช้จัดหมวดหมู่แอคติโนมัยสีทในระดับสกุลได้ (Shirling and Gottlieb, 1966) 
โดยสามารถตรวจดูลักษณะของเส้นใยและสปอร์ได้โดยใช้กล้องจุลทรรศน์ที่มีเลนส์ส่องระยะไกล 
(long working distance objective lens) ก าลังขยาย 40 เท่า และกล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราด 
(scanning electron microscope) ตรวจดูสีของเส้นใยและสีของรงควัตถุที่ละลายน้ าได้โดยเลี้ยง 
แอคติโนมัยสีทบนอาหารต่างๆ ที่ระบุใน International Streptomyces Project (ISP) (Shirling 
and Gottlieb, 1966) แล้วเทียบสีกับ the NBS-ISCC Colour System (Kelly, 1958)  
 
 2.4.1.2 ลักษณะทางชีวเคมีและสรีรวิทยา 
  การทดสอบลักษณะทางชีวเคมีและสรีรวิทยา เช่น การทดสอบความสามารถ
ในการใช้หรือย่อยสลายอินทรีย์วัตถุ  การรีดิวซ์ไนเตรต การทดสอบความสามารถในการเจริญที่
อุณหภูมิต่างๆ ความสามารถในการเจริญในสภาวะความเป็นกรดด่างระดับต่างๆ และการเจริญใน
อาหารที่มีโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้นต่างๆ สามารถน ามาใช้พิสูจน์เอกลักษณ์ของแอคติโนมัยสีทได้ 
(Shirling and Gottlieb, 1966 ; Arai, 1975) 
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 2.4.2  การศึกษาลักษณะทางเคโมไทป์ 
 การวิ เคราะห์องค์ประกอบของ เซลล์ ซึ่ ง เป็น พ้ืนฐานของอนุก รมวิ ธาน เคมี 
(chemotaxonomy) สามารถน ามาใช้พิสูจน์เอกลักษณ์และจัดจ าแนกแอคติโนมัยสีทได้ (Komakata 
and Suzuki, 1987) โดยศึกษาองค์ประกอบทางเคมีในเซลล์ เช่น กรดอะมิโน (amino acid) น้ าตาล 
(sugar) ไขมันชนิดมีขั้ว (polar lipid) กรดไขมัน (fatty acid) กรดมัยคอลิก (mycolic acid) มีนาควิ
โนน (menaquinone) และองค์ประกอบของเบสในดีเอ็นเอ (DNA base) 
 
 (1) องค์ประกอบของผนังเซลล์ 
 แอคติโนมัยสีทมีผนังเซลล์ที่ประกอบด้วยเปปติโดไกลแคน (peptidoglycan) 
โครงสร้างพื้นฐานของเปปติโดไกลแคนประกอบด้วยคาร์โบไฮเดรต 2 ชนิด ได้แก่ N-acetylmuramic 
acid และ N-acetylglucosamine และมีกรดอะมิโนเชื่อมอยู่กับ N-acetylmuramic acid โดย
จ านวนและชนิดของกรดอะมิโนที่พบจะแตกต่างกันในแอคติโนมัยสีทแต่ละชนิด ซึ่งในการจัด
หมวดหมู่แอคติโนมัยสีทจะใช้ลักษณะไอโซเมอร์ของกรดไดอะมิโนพิเมลิก (diaminopimelic acid) 
และชนิดของเอซิล (N-acyl types) ของกรดมิวรามิค (muramic acid) ที่พบบริเวณผนังเซลล์มาใช้
ในการจัดหมวดหมู่ โดยชนิดของกรดอะมิโนต่างๆ ที่พบแสดงในตารางที่ 2.1 (Lechevalier and 
Lechevalier, 1970) ชนิดของกรดอะมิโนที่พบในเปปติโดไกลแคนนี้เป็นข้อมูลที่มีความส าคัญในการ
จัดหมวดหมู่ของแอคติโนมัยสีท โดยกรด 2, 6-ไดอะมิโนพิเมลิก (2, 6-diaminopimelic acid ; DAP) 
เป็นกรดอะมิโนชนิดหนึ่งที่สามารถพบได้ในเปปติโดไกลแคน มีไอโซเมอร์ 2 แบบ คือ แบบ LL และ 
แบบ meso โดยในผนังเซลล์ของแอคติโนมัยสีทจะมีกรดไดอะมิโนพิเมลิกที่มีไอโซเมอร์ได้เพียง 1 
ชนิดเท่านั้น ซึ่งอาจจะเป็นชนิดใดชนิดหนึ่งขึ้นอยู่กับชนิดของแอคติโนมัยสีท สามารถตรวจสอบกรด
ไดอะมิโนพิเมลิกได้โดยการวิเคราะห์จากทั้งเซลล์ ซึ่งไอโซเมอร์ของกรด    ไดอะมิโนพิเมลิกจะถูกแยก
โดยใช้แผ่นโครมาโตกราฟีแบบกระดาษ (paper chromatography) หรือใช้แผ่นโครมาโตกราฟีแบบ
เซลลูโลส (cellulose thin-layer chromatography) (Komagata and Suzuki, 1987)  
 
ตารางท่ี 2.1 องค์ประกอบทางเคมีของผนังเซลล์แอคติโนมัยสีท  

Cell wall 
type 

DAB lysine ornithine aspartic 
acid 

glycine meso-
DAP 

LL-
DAP 

arabinose  galactose  

I - - - - + - + - - 

II - - - - +   +** - - - 

III - - - - - + - - - 

IV - - - - - + - + + 

V - + + - * - - - - 

VI - + - + * - - - - 

VII + + - + * - - - - 

VIII - - - + * - - - - 

หมายเหตุ : + คือ แสดงการตรวจพบ, * คือ อาจตรวจพบหรือไม่พบ glycine,  
 ** คือ อาจตรวจพบ hydroxy DAP, DAB คือ 2,4-diaminobutyric acid,  
 DAP คือ 2,6 - diaminopimelic acid เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 (2) น้ าตาลทั้งหมดภายในเซลล์ (Whole-cell sugars) 
 ชนิดของน้ าตาลที่พบในเซลล์เป็นข้อมูลที่มักถูกน าไปใช้ในการจ าแนกและพิสูจน์
เอกลักษณ์ของแอคติโนมัยสีท สามารถตรวจสอบชนิดของน้ าตาลทั้งหมดภายในเซลล์ได้โดยการ
วิเคราะห์จากทั้งเซลล์ ซึ่งน้ าตาลทั้งหมดภายในเซลล์จะถูกแยกโดยใช้แผ่นโครมาโตกราฟีแบบกระดาษ 
(paper chromatography) หรือใช้แผ่นโครมาโตกราฟีแบบเซลลูโลส  (cellulose thin-layer 
chromatography) (Komagata and Suzuki, 1987) ในการวิเคราะห์น้ าตาลทั้งหมดที่พบในเซลล์ 
รูปแบบชนิดของน้ าตาลที่พบสามารถช่วยในจ าแนกลักษณะทางเคมีของผนังเซลล์ (Lechevalier and 
Lechevalier, 1970) ดังแสดงในตารางที่ 2.2 
 
ตารางท่ี 2.2 รูปแบบชนิดของน้ าตาลทั้ งหมดภายในเซลล์ของแอคติ โนมัยสีทซึ่ งผนัง เซลล์
 ประกอบด้วยกรดไดอะมิโนพิมิลิกแบบ meso  

Type 
Diagnostic sugar  

arabinose galactose madurose xylose 
A + + - - 
B - - + - 
C No diagnostic sugar  
D + - - + 

 

 (3)  ไขมันชนิดมีขั้ว (Phospholipids) 
 ฟอสโฟลิปิด (phospholipids) เป็นองค์ประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์ มีความสัมพันธ์
ต่อการควบคุมการเข้าออกของสารผ่านเยื่อหุ้มเซลล์  ฟอสโฟลิปิดมีลักษณะเป็นแอมฟิพาทิก 
(amphipatic) เนื่องจากในโมเลกุลมีทั้ งส่วนที่ ไม่ชอบน้ า  (hydrophobic) และส่วนที่ชอบน้ า 
(hydrophilic) ซึ่งประกอบด้วยกรดฟอสฟอริก (phospholic acid) การวิเคราะห์ฟอสโฟลิปิดนิยมท า
โดยใช้โครมาโตกราฟีแบบแผ่นบาง (TLC) ดีเวลอพแบบ 2 มิติ (two-dimention) ซึ่งจุด (spot) ของ
ฟอสโฟลิปิดแต่ละชนิดที่ตรวจพบจะจ าเพาะกับรีเอเจนต์ (reagent) ชนิดต่างๆ โดยชนิดของฟอสโฟลิ
ปิดที่ตรวจพบสามารถใช้ในการจัดหมวดหมู่ของแอคติโนมัยสีทได้ (Komagata and Suzuki, 1987) 
โดยรูปแบบของฟอสโฟลิปิดในเยื่อหุ้มเซลล์ (Lechevalier et al., 1977) แสดงในตารางที่ 2.3  
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ตารางท่ี 2.3 ชนิดของฟอสโฟลิปิดที่พบในแอคติโนมัยสีท  
Phospholipids 

type 
PIM PI PC PG PE PME GluNu APG DPG 

I + + - V - - - V V 

II + + - V + - - V + 

III V + + V V + - V V 

IV V + - - V V + - + 

V V + - - V - + V + 

หมายเหตุ :  PIMs, phosphatidyl inositol mannosides; PI, phosphatidyl inositol;  
 PC, phosphatidyl choline; PE, phosphatidyl ethanolamine;  
 PME, phosphatidyl methyl ethanolamine; GluNu, glucosamine containing 
 unknown phospholipids; APG, acyl phosphatidyl glycerol;  
 DPG, diphosphatidyl glycerol; V, variable; -, absent; +,present 
 
 (4) กรดไขมันในเซลล์ (cellular fatty acid) 
 กรดไขมัน (fatty acid) เป็นองค์ประกอบของไขมันในเยื่อหุ้มเซลล์ โดยไขมันที่เยื่อ
หุ้มเซลล์มีลักษณะเป็นแอมฟิพาทิก (amphipathic) คือ ปลายข้างหนึ่งประกอบด้วยกรดฟอสฟอริก 
(phospholic acid) มีคุณสมบั ติ ละลายน้ า ได้  (hydrophilic head)  และปลาย อีกข้ า งหนึ่ ง 
ประกอบด้วยกรดไขมัน 2 ตัว ซึ่งมีคุณสมบัติไม่ละลายน้ า (hydrophobic tail) กรดไขมันในเยื่อหุ้ม
เซลล์แบ่งออกเป็น 2 ชนิด คือ กรดไขมันอ่ิมตัว (saturated fatty acid) และกรดไขมันไม่อ่ิมตัว 
(unsaturated fatty acid) แอคติโนมัยสีทแต่ละสายพันธุ์จะมีเยื่อหุ้มเซลล์ที่ประกอบด้วยกรดไขมัน
ต่างชนิดกัน โดยรูปแบบของกรดไขมันที่พบสามารถใช้ในการจัดหมวดหมู่ของแอคติโนมัยสีทได้
(Komagata and Suzuki, 1987) สามารถแยกกรดไขมันที่พบในเซลล์ ได้ โ ดยใช้ เครื่ องแก๊ส           
โครมาโตกราฟี (gas chromatography, GC) และวิเคราะห์ชนิดของกรดไขมันเทียบกับฐานข้อมูล
ของ Microbial Identification System (MIDI)  
 
 (5) กรดมัยคอลิก (mycolic acid) 
 กรดมัยคอลิก คือ กรดไขมันที่มีหมู่แอลคิลเกาะอยู่กับคาร์บอนต าแหน่งที่ 2 และมี
หมู่ ไฮดรอกซิลเกาะอยู่กับคาร์บอนต าแหน่งที่ 3 (2-alkyl-3-hydroxy fatty acids) (รูปที่ 2.2) 
ประกอบด้วยคาร์บอน 24-90 อะตอม มักพบในสกุล Mycobacterium Nocardia Rhodococcus 
และ Corynebacterium กรดมัยคอลิกจะพบอยู่ในแบคทีเรียที่มีผนังเซลล์ชนิดที่ IV (มีไอโซเมอร์ของ
กรดไดอะมิโนพิมิลิกเป็นแบบ meso ที่ผนังเซลล์ และมีน้ าตาลอะราบิโนส และกาแลกโตสภายใน
เซลล์) กรดมัยคอลิกสามารถใช้ในการจ าแนกเชื้อในระดับสกุลได้ กรดมัยคอลิกที่พบในผนังเซลล์ของ
แบคทีเรียมีหลายชนิด เช่น ไกลโคลิปิด (glycolipids) ฟีโนลิกไกลโคลิปิด (phenolic glycolipids) 
หรือไกลโคเปปติโดลิปิด (glycopeptidolipids) (Komagata and Suzuki, 1987) 
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R–CH–CH–COOH 
 

                                                    OH  R′ 
 

รูปที ่2.2  โครงสร้างของกรดมัยคอลิก 
  

 (6) ไอโซพรีนอยด์ควิโนน (isoprenoid quinone) 
 ไอโซพรีนอยด์ควิโนน มีความส าคัญต่อระบบขนส่งอิเล็คตรอนในกระบวนการ
หายใจ ควิโนน (quinones) หลายชนิดพบในเซลล์แบคทีเรีย ไอโซพรีนอยด์ควิโนนชนิดที่พบได้มาก
ที่สุด คือ มีนาควิโนน (menaquinones) (รูปที่ 2.3) และยูบิควิโนน (ubiquinones) ชนิดของควิโนน
และจ านวนหน่วยของไอโซพรีน (isoprene units) ในสายโซ่ และระดับของการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรจี
เนชัน (hydrogenation) ของพันธะคู่ในหน่วยไอโซพรีน ถูกน ามาใช้ในการจัดจ าแนกและพิสูจน์
เอกลักษณ์ของแอคติโนมัยสีท การตรวจวิเคราะห์ชนิดของควิโนนและปริมาณหน่วยของไอโซ พรีนท า
ได้โดยใช้เครื่องแมสสเปกโทรเมทรี (Mass spectrometry, MS) และพบว่าการวิเคราะห์โดยใช้เครื่อง
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (high-performance liquid chromatography, HPLC) 
ร่ ว มกั บ การ ใช้ โ ค รมา โทกรา ฟีแบบแผ่ นบา งชนิ ดกลั บ เฟส  (reverse-phase thin-layer 
chromatography) สามารถวิเคราะห์ควิโนนได้อย่างรวดเร็ว และเครื่องโครมาโทกราฟของเหลว
สมรรถนะสูงยังใช้แยก และตรวจสอบองค์ประกอบที่มีปริมาณน้อย รวมทั้งยังใช้ส าหรับการ
วิเคราะห์ควิโนนในเชิงปริมาณได้ (Komagata and Suzuki, 1987 ; Collins et al., 1977) 
 

CH3

O

O

H

n

 

รูปที ่2.3 โครงสร้างของมีนาควิโนน 
 

 (7) องค์ประกอบของเบสในดีเอ็นเอ (DNA base composition) 
 ดีเอ็นเอประกอบด้วยเบส 4 ชนิด คือ อะดีนีน (A) กวานีน (G) ไซโตซีน (C) และไท
มีน (T) ซึ่งสามารถน ามาใช้ในการจ าแนกและระบุชนิดของแอคติโนมัยสีทในระดับสกุล และอาจจะ
ระบุได้ถึงระดับสปีชีส์ โดยทั่วไปองค์ประกอบพ้ืนฐานของจีโนมแบคทีเรียมีปริมาณเบส G+C ตั้งแต่
ร้อยละ 25-80 ซึ่งแอคติโนมัยสีทมีปริมาณเบส G+C ในจีโนมสูง จึงสามารถแยกแอคติโนมัยสีทออก
จากแบคทีเรียอ่ืนๆ ได้ นอกจากนี้องค์ประกอบของเบสในดีเอ็นเอของสายพันธุ์เดียวกันยังมีค่าอยู่
ในช่วงแคบ (1 -3 mol% G+C) ดังนั้นความแตกต่างขององค์ประกอบของเบสในดีเอ็นเอจึงสามารถ
บอกความแตกต่างกันของจีโนม และสามารถบอกความแตกต่างในระดับสปีชีส์ได้ (Tamaoka, 1994) 
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 2.4.3  การศึกษาลักษณะทางจีโนไทป์  
 ข้อมูลในสารพันธุกรรม (DNA) ของเชื้อแบคทีเรีย มีความส าคัญต่อการศึกษาการจัด
หมวดหมู่ (systemetic) ของแบคทีเรียเป็นอย่างมาก การจัดหมวดหมู่ของแบคทีเรียมักนิยมศึกษา
ข้อมูลของ 16S rRNA gene บนสายดีเอ็นเอ เพ่ือสืบหาสายวิวัฒนาการของเชื้อโดยการวิเคราะห์จาก
ต้นไม้แห่งสายวิวัฒนาการ (phylogenetic tree)  
 
 (1)  ล าดับนิวคลีโอไทด์บนสายดีเอ็นเอของ 16S rRNA gene  
 สิ่งมีชีวิตสองชนิดอาจไม่ใกล้ชิดกันมากพอที่จะมีดีเอ็นเอท่ีคล้ายกันมาก แต่ก็ยังมีไร
โบโซมที่คล้ายกัน ไรโบโซมเป็นโครงสร้างเล็กๆ ภายในเซลล์ ท าหน้าที่สังเคราะห์โปรตีน  ไรโบโซม
ประกอบด้วยโปรตีนและไรโบโซมัลอาร์เอ็นเอ (rRNA) ไรโบโซมัลอาร์เอ็นเอ สร้างโดยอาศัยค าสั่งจากดี
เอ็นเอส่วนไรโบโซมัลอาร์เอ็นเอซิสตรอน (rRNA cistron) ในแบคทีเรียทุกชนิด ล าดับนิว คลีโอไทด์
ของ rRNA gene พบว่ามีความคงตัวสูงมาก แม้จะมีวิวัฒนาการมานานแต่ล าดับนิวคลีโอไทด์จะ
เปลี่ยนไปน้อยมาก ซึ่งหมายความว่าแม้สิ่งมีชีวิตสองตัวจะมีความใกล้ชิดกันน้อยและไม่มีดี เอ็นเอที่
คล้ายกัน แต่ก็ยังมีล าดับนิวคลีโอไทด์ในไรโบโซมัลอาร์เอ็นเอซิสตรอนคล้ายกัน ความคล้ายคลึงกันนี้
สามารถใช้เป็นเครื่องวัดความใกล้ชิดระหว่างสิ่งมีชีวิตได้ในระดับสกุล ( genus) วงศ์ (family) และ
อันดับ (order)  
 
 (2) DNA-DNA hybridization 
  DNA-DNA hybridization เป็นวิธีทางอ้อมในการเปรียบเทียบจีโนมของเชื้อ 2 
สายพันธุ์ ซึ่งปัจจุบันค่า DNA-DNA relatedness ที่สูงกว่าร้อยละ 70 ถูกใช้เป็นเกณฑ์ที่ยอมรับ
ส าหรับการก าหนดสายพันธุ์ให้เป็นสายพันธุ์เดียวกัน (Wayne et al., 1987) 
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2.5  สารทุติยภูมิและการสังเคราะห์สารทุติยภูมิจากแอคติโนมัยสีท 
 เป็นที่ทราบกันดีว่าแอคติโนมัยสีทสามารถผลิตสารทุติยภูมิที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่หลากหลาย 
โดยในกลุ่มสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มาจากจุลินทรีย์ประมาณ 22,500 ชนิดนั้น พบว่ามาจากแอคติ
โนมัยสีทประมาณ 10,100 ชนิด (Berdy, 2005 ; Dharmaraj, 2010) ซึ่งสารที่ได้จากแอคติโนมัยสีท
นั้นส่วนใหญ่ได้มาจากสกุล Streptomyces ซึ่งเป็นสกุลที่พบการกระจายตัวอยู่ทั่วไปในสิ่งแวดล้อม 
รวมถึงมีจ านวนสปีชีส์มากที่สุดในบรรดาแอคติโนมัยสีททั้งหมด (Dharmaraj, 2010) โดยสารกลุ่ม
หลักที่แอคติโนมัยสีทสร้างขึ้นนั้น คือ สารในกลุ่มโพลีคีไทด์ (ร้อยละ 40 ของทั้งหมด) (Hranueli et 
al., 2001) โดยโพลีคีไทด์เป็นสารทุติยภูมิที่มีโครงสร้างหลากหลายทั้งแบบวงแหวนอะโรมาติก 
(aromatic) ไปจนถึงวงแหวนแลคโตนที่มีโครงสร้างขนาดใหญ่ (macrocyclic lactones) ซึ่งสาร
เหล่านี้ เกิดขึ้นจากการควบแน่น (condensation) หน่วยของอะซิ เตต (acetate) มาโลเนต 
(malonate) และโพรไพโอเนต (propionate) ซึ่งอาศัยการท างานของเอนไซม์ ที่เรียกว่า โพลีคีไทด์
ซินเทส (polyketide synthases, PKSs) ซึ่งเอนไซม์โพลีคีไทด์ซินเทสนี้เป็นตัวก าหนดการสังเคราะห์
สารตั้งแต่การเลือกหน่วยเริ่มต้น (starter unit) และหน่วยต่อเติม (extender unit) ความยาวของ
สายคาร์บอน การสร้างวงแหวนในโครงสร้างสาร ระดับของกระบวนการรีดักชัน และการสิ้นสุดการ
สังเคราะห์ เมื่อการท างานของเอนไซม์โพลีคีไทด์ซินเทสสิ้นสุดลงจะเกิดกระบวนการต่อเติมโครงสร้าง
โดยเอนไซม์อ่ืนๆ ขึ้นภายหลัง เช่น การเติมหมู่น้ าตาล (glycosylation) การเติมหมู่เอซิล (acylation) 
การเติมหมู่แอลคิล (alkylation) และกระบวนการออกซิเดชัน (oxidation) ท าให้สารโพลีคีไทด์มี
โครงสร้างที่หลากหลาย (Ridley and Khosla, 2009)    
   
 2.5.1 สารทุติยภูมิกลุ่มโพลีคีไทด์ 
  ตัวอย่างของสารโพลีคีไทด์ที่ใช้เป็นยาที่มีประสิทธิภาพในทางคลินิก ได้แก่ ยาปฏิชีวนะ 
(erythromycin A, rifamysin S) ยากดภูมิคุ้มกัน (rapamycin) ยาต้านเชื้อรา (amphotericin B) 
ยาต้านปรสิต (avermectin) และยาต้านมะเร็ง (doxorubicin) โดยกลุ่มของสารโพลีคีไทด์ที่สร้างจาก
แอคตโินมัยสีท มีดังนี้ 
 
      1)  กลุ่มอะโรมาติกโพลีคีไทด์ (aromatic polyketides) 
 สารกลุ่มนี้มีโครงสร้างเป็นวงแหวนอะโรมาติก โดยส่วนใหญ่ถูกสังเคราะห์โดย
เอนไซม์โพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 2 จาก Streptomycetes (Rohr and Hertwec, 2010) ตัวอย่าง
สารอะโรมาติกโพลีคีไทด์จากแอคติโนมัยสีท เช่น daunorubicin (รูปที่ 2.4) จาก Streptomyces 
peuetius ซึ่งใช้เป็นยาต้านเซลล์มะเร็ง (Weiss, 1992) สารกลุ่ม tetracyclines (รูปที่ 2.4) จาก 
Streptomyces เป็นยาปฏิชีวนะที่ออกฤทธิ์กว้าง (broad-spectrum) ออกฤทธิ์แบบยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อ (bacteriostatic) โดยไปยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีน (Finlay et al., 1950 ; Sneader, 
2005) และสารกลุ่ม pradimicins จาก Actinomadura spinosa และ Actinomadura hibisa มี
ฤทธิ์กว้างในการยับยั้งเชื้อราและไวรัส (Walsh and Giri, 1977) 
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                         Daunorubicin                                    Tetracyclines    
 

รูปที ่2.4  โครงสร้างของสารกลุ่มอะโรมาติกโพลีคีไทด์ที่สร้างจากแอคติโนมัยสีท 
 

      2) กลุ่มแมคโครไลด์ (macrolides) 
  สารกลุ่มนี้มีโครงสร้างเป็นวงแหวนแลคโตนขนาดใหญ่ โครงสร้างมักมีโมเลกุลของ
น้ าตาลมาเชื่อมต่อ ตัวอย่างของสารกลุ่มแมคโครไลด์ที่สร้างจากแอคติโนมัยสีท เช่น erythromycins 
(รูปที่ 2.5) จาก Saccharopolyspora erythraea ซึ่งมีคุณสมบัติในการต้านเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก 
โดยออกฤทธิ์ยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีน (El-Enshasy et al., 2008) avermectin (รูปที่ 2.5) ซึ่งได้
จาก Streptomyces avermectinius มีศักยภาพในการฆ่าพยาธิและเป็นสารฆ่าแมลง (Takahashi 
et al., 2002) และ rapamycin (รูปที่ 2.5) มีฤทธิ์กดภูมิคุ้มกัน ซึ่งแยกได้ครั้งแรกจาก 
Streptomyces hygroscopicus (Vezina et al., 1975)  
 

             
 

        Erythromycins                                          Avermectin 
 

 
 

Rapamycin 
 

รูปที ่2.5  โครงสร้างของสารกลุ่มแมคโครไลด์ที่สร้างจากแอคติโนมัยสีท เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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    3) แมคโครไซคลิกโพลีอีน (macrocyclic polyenes) 
  แมคโครไซคลิกโพลีอีน เป็นสารกลุ่มแมคโครไลด์ที่โครงสร้างมีพันธะคู่สลับกับพันธะ
เดี่ยวหลายจุด (conjugated double bonds) ตัวอย่างของสารในกลุ่มนี้ เช่น amphotericin และ 
nystatin (รูปที่ 2.6) จาก Streptomyces nodosus และ Streptomyces noursei ตามล าดับ ซึ่งมี
คุณสมบัติในการต้านเชื้อรา โดยออกฤทธิ์ท าลายผนังเซลล์ (Hazen and Brown, 1950 ; Ab-Satah, 
1996) 
 

      
 

                    Amphotericin B                                         Nystatin 
 

รูปที ่2.6  โครงสร้างของสารกลุ่มแมคโครไซคลิกโพลีอีนที่สร้างจากแอคติโนมัยสีท 

       4) กลุ่มแอนซามัยซิน (ansamycins) 
 โครงสร้างของสารกลุ่มแอนซามัยซินประกอบด้วยอะโรมาติกโมอิตี้ (aromatic 
moiety) เชื่อมต่อกันด้วยสายอะลิฟาติก (aliphatic chain) โดยสารตัวแรกในกลุ่มนี้ที่ถูกค้นพบ คือ 
rifamycins (รูปที่ 2.7) จาก Streptomyces mediterranei ซึ่งมีศักยภาพในการต้านเชื้อวัณโรค 
(Margalith and Beretta, 1960) นอกจากนี้ยังมี geldanamycin (รูปที่ 2.7) จาก Streptomyces 
hygroscopicus ที่มีฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็ง (Vega and Maio, 2003) โดยสารกลุ่มนี้ถูกสังเคราะห์มา
จากเอนไซม์โพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1 (He et al., 2006) 
 

              
 

                             Rifamycins                        Geldanamycin 
 

รูปที ่2.7  โครงสร้างของสารสารกลุ่มแอนซามัยซินที่สร้างจากแอคติโนมัยสีท 
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      5)  กลุ่มโพลีอีเทอร์ (polyethers)  
 โครงสร้างของสารในกลุ่มโพลีอีเทอร์ประกอบด้วยอีเทอร์ (ether group) มากกว่า
หนึ่ง พบว่าสร้างเฉพาะในแอคติโนมัยสีท โดยมีฤทธิ์แบบกว้าง และมีศักยภาพที่โดดเด่นในการควบคุม
เชื้อแบคทีเรียดื้อยา ปรสิต และมะเร็ง ตัวอย่างสารในกลุ่มนี้  เช่น monensin (รูปที่ 2.8) จาก 
Streptomyces cinnamonensis และ salinomycin (รูปที่ 2.8) จาก Streptomyces albus และ
ยังมี maduramycin จาก Actinomadura rubra (Droumev, 1983)   
 

               
 

                        Monensin                                     Salinomycin 
 

รูปที ่2.8  โครงสร้างของสารกลุ่มกลุ่มโพลีอีเทอร์ที่สร้างจากแอคติโนมัยสีท 
 
     6)  กลุ่ม enediynes 
  enediynes เป็นกลุ่มสารจากธรรมชาติที่มีศักยภาพในการต้านเซลล์มะเร็งและ
จุลินทรีย์ เช่น neocarzinostatins calicheamicins esperamicins dynemicins lidamycin และ 
kedarcidin เป็นต้น ตัวอย่างโครงสร้างของสารในกลุ่มนี้แสดงในรูปที่  2.9 โดยสารกลุ่มนี้ถูก
สังเคราะห์มาจากเอนไซม์โพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1 แบบ Iterative แอคติโนมัยสีทสกุลที่สร้างกลุ่มนี้ 
ได้แก่ Streptomyces Micromonospora และ Actinomadura (Van-Lanen and Shen, 2008 ; 
Horsman et al., 2009) 
 

           
 

        neocarzinostatins                                        calicheamicins  
                                 

รูปที ่2.9  โครงสร้างของสารกลุ่ม enediynes ที่สร้างจากแอคติโนมัยสีท 
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 2.5.2  เอนไซม์และยีนโพลีคีไทด์ซินเทส 
 เอนไซม์โพลีคีไทด์ซินเทส สามารถแบ่งกลุ่มได้ตามลักษณะโครงสร้างของเอนไซม์ที่
แตกต่างกัน ทั้งนี้เอนไซม์เหล่านี้ถูกสังเคราะห์มาจากยีนโพลีคีไทด์ซินเทส โดยเอนไซม์แบ่งออกเป็น 3 
ชนิด (Hill and Staunton, 2010 ; Hertweck, 2009) ดังนี้ 
 
 2.5.2.1 เอนไซม์โพลีคีไทด์ซินเทส ชนิดที่ 1 (type I PKSs) เอนไซม์ในกลุ่มนี้สามารถ
แบ่งออกได้เป็น 2 ประเภท ได้แก่ 
 1) modular type I PKSs เ อน ไซม์ นี้ มี ขน าดใหญ่ และมี หลายหน้ าที่ 
(multifunctional enzyme) ประกอบด้วยหลายโมดุล (module) แต่ละโมดุลประกอบด้วยโดเมน 
(domain) หลักอย่างน้อย 3 โดเมน ได้แก่ คีโตซินเทส (KS) เอซิลทรานสเฟอเรส (AT) และเอซิลแคริ
เออร์โปรตีน (ACP) แต่ละโมดุลอาจจะประกอบด้วยโดเมนที่เกี่ยวข้องกับปฏิกิริยาการเกิดรีดักชันของ
หมู่คีโต ได้แก่ คีโตรีดักเทส (KR) ดีไฮดราเทส (DH) และอีโนอิลรีดักเทส (ER) ซึ่งท าหน้าที่เปลี่ยน  
หมู่คีโตเป็นไฮดรอกซิล (hydroxyl) อีโนอิล (enoyl) และอัลคิล (alkyl) ตามล าดับ โดยอาจมีหรือไม่มี
โดเมนเหล่านี้ก็ได้ สารโพลีคีไทด์ที่สังเคราะห์ได้จากเอนไซม์นี้จะมีโครงสร้างเป็นวงแหวนแลคโตน 
ตั ว อย่ า ง ของ เ อน ไซม์ นี้  คื อ  ก า ร สั ง เ ค ร า ะห์  erythromycin (รู ปที่  2.10) โ ด ย เ อน ไซม์                    
6-deoxyerythronolide B synthase (DEBS) เริ่มจากการสร้างสายโพลีคีไทด์จากหน่วยเริ่มต้น 1 
โมเลกุล คือ propionyl-CoA และหน่วยต่อเติม 6 โมเลกุล คือ methylmalonyl-CoA เรียง
ตามล าดับการท างานของแต่ละโมดุลอย่างต่อเนื่องจนถึงโมดุลสุดท้าย โดยเอนไซม์นี้มี 6 โมดุล แต่ละ
โมดุลมีโดเมนหลัก คือ KS AT และ ACP นอกจากโดเมนหลักนี้แล้วในโมดุลที่ 1 2 5 และ 6 ยังมี
โดเมน KR ซึ่งท าหน้าที่รีดิวส์หมู่คีโตไปเป็นหมู่ไฮดรอกซิล ขณะที่โมดุลที่ 4 มีทั้งโดเมน DH ER และ 
KR ท าหน้าที่รีดิวส์หมู่คีโตไปเป็นพันธะเดี่ยว แต่ส าหรับโมดุลที่ 3 ไม่มีโดเมน KR ท าให้มีหมู่คีโตคงอยู่ 
ส่วนหน้าของโมดุลที่ 1 เป็นโดเมนเริ่มต้นประกอบด้วย AT และ ACP ท าหน้าที่ส่งหน่วยเริ่มต้นและ
หน่วยต่อเติมตัวแรกเข้ามาที่ DEBS ส่วนที่ปลายของโมดุลที่ 6 มีโดเมนไทโอเอสเทอเรส (TE) ท า
หน้ าที่ ปล่ อยสายโพลีคี ไทด์ที่ สั ง เคราะห์ เสร็ จสมบู รณ์แล้ ว เชื่ อมกันเป็นวงแลคโตนของ                          
6-deoxyerythronolide B (6dEB) จากนั้นจึงเข้าสู่กระบวนการดัดแปลงในตอนท้าย  (post-
modification) โดยเอนไซม์อ่ืนที่ไม่ใช่โพลีคีไทด์ซินเทส ได้แก่ การเติมหมู่ไฮดรอกซิล และน้ าตาลให้
เป็น erythromycin A ซึ่งมีสมบัติเป็นยาปฏิชีวนะต่อไป (Donadio et al., 1991) 
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รูปที่ 2.10  การสังเคราะห์ erythromycin และการเรียงตัวของเอนไซม์ DEBS (Hopwood, 1997) 
 
 2) Iterative type I PKSs เอนไซม์ประกอบด้วยโดเมนที่เรียงต่อกัน ได้แก่ KS 
AT DH MT (methyl transferase) KR และ ACP โดยมีบางโดเมนท าหน้าที่สังเคราะห์สารซ้ าๆ 
ระดับการเกิดกระบวนการรีดักชันสามารถเปลี่ยนแปลงได้ในแต่ละหน่วยของการสังเคราะห์ โดย
โครงสร้างสารทีส่ร้างเป็นวงแหวนอะโรมาติก เช่น สารกลุ่ม enediynes ตัวอย่างของเอนไซม์ในกลุ่มนี้ 
คือ การสังเคราะห์ lovastatin ซึ่งพบในเชื้อรา (รูปที่ 2.11) 
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รูปที่ 2.11  การสังเคราะห์ lovastatin และการเรียงตัวของเอนไซม์ (Hertweck, 2009) 
 

 2.5.2.2 เอนไซม์โพลีคีไทด์ซินเทส ชนิดที่ 2 (type II PKSs) หรือ Iterative 
polyketide synthases ประกอบด้วยโดเมนเดี่ยวหลายชนิดที่มีหน้าที่ต่างกัน โดยแต่ละโดเมนจะท า
หน้าที่แยกออกจากกัน โดยมีเอนไซม์หลักคือ KS และ ACP ส าหรับ KS จะมีสองหน่วยคือ KS และ 
KS โดย KS ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการควบแน่น ส่วน KS ท าหน้าที่เป็น chain length 
determination factor นอกจากนี้ยังประกอบด้วย KR และ cyclase/aromatase เพ่ือสร้างวง
แหวนอะโรมาติก เอนไซม์ชนิดนี้จะสร้างสายโพลีคีไทด์ซ้ าๆ ตามความยาวที่ก าหนด สารโพลีคีไทด์ที่
สังเคราะห์ได้จากเอนไซม์นี้จะมีโครงสร้างเป็นวงแหวนอะโรมาติกหลายวงต่อกัน ตัวอย่างของเอนไซม์
ในกลุ่มนี้ คือ การสังเคราะห์ doxorubicin จาก Streptomyces peucetius (รูปที่ 2.12) 
 

 
 

รูปที่ 2.12  การสังเคราะห์ doxorubicin และการเรียงตัวของเอนไซม์ (Hertweck, 2009) 
 
 2.5.2.3 เอนไซม์โพลีคีไทด์ซินเทส ชนิดที่ 3 (type III) ประกอบด้วยโดเมน KS เป็นหลัก 
ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการควบแน่น และไม่อาศัย ACP ในการท างาน สามารถท างานได้โดยตรงจาก
สารตั้งต้นซึ่งเป็น CoA-thioester เอนไซม์นี้คล้ายกับเอนไซม์ชาลโคน ซินเทส (chalcone synthase, 
CHS) ซึ่งท าหน้าที่สังเคราะห์สารตั้งต้นของฟลาโวนอยด์ (flavonoid) ในพืช สารโพลีคีไทด์ที่
สังเคราะห์ได้จากเอนไซม์นี้จะมีโครงสร้างเป็นแหวนอะโรมาติกขนาดเล็ก ตัวอย่างของเอนไซม์ในกลุ่ม
นี้ คือ การสังเคราะห์ naringenin chalcone ในพืช (รูปที่ 2.13) 
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รูปที่ 2.13  การสังเคราะห์ naringenin chalcone และการเรียงตัวของเอนไซม์ (Hertweck, 2009) 
 
2.6  พืชวงศ์ขิง 
 พืชวงศ์ขิง เป็นพืชในวงศ์ Zingiberaceae ที่มีสมาชิกมากที่สุดในอันดับ Zingiberales มี
สมาชิกประมาณ 52 สกุล มากกว่า 1,300 ชนิด (Delin and Larsen, 2000) และในประเทศไทย
พบว่ามีประมาณ 26 สกุล 300 ชนิด (Larsen and Larsen, 2006) พืชวงศ์ขิงเป็นพืชสมุนไพรที่มี
กลิ่นหอม (aromatic herb) พบเจริญในพ้ืนที่ชุ่มชื้นเขตร้อนและกึ่งเขตร้อน ซึ่งมีความหลากหลาย
มากในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ พืชวงศ์ขิงหลายชนิดมีคุณค่าทางเศรษฐกิจ ใช้ส าหรับผลิตเป็น
เครื่องเทศ น้ าหอม สีย้อม อาหาร และยา หลายชนิดใช้ปลูกเป็นไม้ประดับหรือเป็นไม้ตัดดอก ในช่วง
ไม่กี่ปีที่ผ่านมามีรายงานหลายฉบับที่ตีพิมพ์เกี่ยวกับฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดจากพืชวงศ์ขิง เช่น 
ฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์ ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ต้านมะเร็ง และฤทธิ์กระตุ้นให้เกิดระบบภูมิคุ้มกัน 
(Norajit et al., 2007 ; Sekiwa et al., 2000 ; Nguefack et al. , 2004 ; Jirovetz et al., 2003 ; 
Scartezzini et al., 2000 ; Negi et al., 1999) 
 ตัวอย่างของผลิตภัณฑ์ธรรมชาติที่ได้จากพืชวงศ์ขิงที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น น้ ามันจากรากของ
ข่า (Alpinia galangal) ซึ่งมีฤทธิ์ต้านมะเร็ง (anticarcinogenic) (Zheng et al., 1993) น้ ามันหอม
ระเหยจาก Kaempferia galangal มีที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อรา (Asolkar, 1992) สารที่แยกได้จากขมิ้น
อ้อย (Curcuma zedoria) คือ Ethyl-p-methoxy cinnamate มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของ 
Trichophyton rubrum Aspergillus niger Aspergillus fumigatus Epidermophyton 
floccosum Penicillium purpurogenum Saccharomyces cerevisiae Trignopsis variabilis 
Microsporum gypseum Sclerotium rolfsii Geotricular candidae และ Fusarium 
oxysporum (Gupta et al., 1976) สารที่ได้จากขมิ้นชัน (Curcuma longa) ซึ่งมีองค์ประกอบทาง
เคมีที่เรียกว่า turmerin เป็นสารต้านมะเร็ง ลดไข้ และลดอาการแพ้ (anti-allergic) และ curcumin 
ที่มฤีทธิ์ต้านเซลล์มะเร็ง และต้านการอักเสบ (Srimal and Dhawan, 1973 ; Wilken et al., 2011) 
และนอกจากนี้เหง้าของขมิ้นชันยังมีประโยชน์ในการน าไปใช้เป็นสารก าจัดศัตรูพืชทั้งเชื้อราและ
แบคทีเรีย (Velayudhan et al, 1994)  
เอนโดไฟต์ (endophytes) คือ จุลินทรีย์ที่อาศัยอยู่ภายในเนื้อเยื่อของพืช โดยไม่ก่อให้เกิดผลกระทบ
ในทางลบต่อพืช (Bacon และ White, 2000) ความสัมพันธ์ระหว่างเอนโดไฟต์กับพืชมีหลายแบบ
ด้วยกัน เช่น การอยู่ร่วมกันแบบพ่ึงพาอาศัย (mutualism neutral symbiotic) หรือ การเป็น
ปรปักษ์ต่อเชื้อโรค (antagonistic pathogen) โดยเอนโดไฟต์เป็นตัวควบคุมทางชีวภาพ (biological 
control) เป็นแหล่งของสารทุติยภูมิ (metabolites) ที่ส าคัญในทางการแพทย์ และยังสามารถ
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ป้องกันโรคให้กับพืชที่พวกมันอาศัยอยู่ด้วย อีกทั้งเป็นต้นแบบในการศึกษาถึงความสัมพันธ์ต่างๆ ใน
ธรรมชาติบางชนิดนอกจากการผลิตสารปฐมภูมิ (primary metabolite) แล้วยังสามารถผลิตสาร
ทุติยภูมิ (secondary metabolite) ซึ่งเป็นกลุ่มของสารปฏิชีวนะ (antibiotic) ที่มีคุณสมบัติต้านการ
เจริญของจุลินทรีย์ก่อโรค เช่น ต้านเชื้อรา (antifungal) และต้านแบคทีเรีย (antibacterial) ที่ก่อโรค
ในคน สัตว์ หรือในพืช (Brunner และ Pertrini, 1992) จุลินทรีย์เอนโดไฟต์เป็นเชื้อที่ไม่ท าอันตราย
ต่อพืชอาศัย และยังสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชได้และในทางตรงกันข้ามยังช่วยต้านทาน
หรือป้องกันการเกิดโรคพืชบางชนิดให้กับพืชที่จุลินทรีย์อาศัย จุลินทรีย์เอนโดไฟต์ประกอบด้วย 
แบคทีเรีย รา และแอคติโนมัยสีท ซึ่งสามารถพบได้ในพืชเกือบทุกชนิดบนโลก (Strobel และ Daisy, 
2003) เนื่องจากเอนโดไฟต์อาศัยอยู่กระจายในเนื้อพืช เอนโดไฟต์อาจจะสร้างสารที่มีศักยภาพมาใช้
ในทางการแพทย์ การเกษตร และอุตสาหกรรม โดยสารที่ค้นพบใหม่หลายชนิด เช่น ยาปฏิชีวนะ ยา
ต้านเชื้อ ยากดภูมิคุ้มกัน และสารต้านเซลล์มะเร็ง ที่ค้นพบเม่ือไม่นานมานี้เป็นสารที่ได้มาจาก
จุลินทรีย์เอนโดไฟต์ ดังนั้นเอนโดไฟต์จึงเป็นแหล่งทรัพยากรส าคัญส าหรับการค้นหายาชนิดใหม่ที่มี
ประสิทธิภาพเพ่ือน ามาใช้ในการรักษาโรคในมนุษย์ สัตว์ และพืช ได้เป็นอย่างดี 

 
แอคติโนมัยสีทเป็นแบคทีเรียแกรมบวกที่มีการสร้างเส้นใย (filamentous bacteria) มีปริมาณเบส
กวานีนและไซโตซีน (Mol% G+C) สูงกว่าแบคทีเรียแกรมบวกทั่วไป (มากกว่าร้อยละ 55) สามารถ
สร้างสปอร์ได้เมื่ออยู่ในสภาวะที่ไม่เหมาะสม แอคติโนมัยสีทมีลักษณะที่คล้ายกับเชื้อราเนื่องจากมีการ
สร้างเส้นใยและมีการสร้างสปอร์ แต่ก็มีลักษณะที่แตกต่างจากเชื้อรา คือ เซลล์ของเชื้อแอคติโนมัยสีท
ไม่มีเยื่อหุ้มนิวเคลียสจึงจัดเป็นสิ่งมีชีวิตพวกโปรคาริโอตต่างจากเซลล์ของเชื้อราที่มีเยื่อหุ้มนิวเคลียส 
นอกจากนี้เชื้อแอคติโนมัยสีทยังมีการสร้างเส้นใยที่มีขนาดเล็กกว่าเส้นใยของเชื้อรา (Coyne. 1999) 
โคโลนีของแอคติโนมัยสีทมีลักษณะที่จ าเพาะและมีความแตกต่างจากแบคทีเรียชนิดอ่ืน เนื่องจากใน
สภาวะที่ถูกน ามาเลี้ยงในห้องปฏิบัติการ เส้นใยมักเจริญอัดกันแน่นเป็นก้อนแข็งและมีบางส่วนฝังอยู่
ในเนื้อวุ้นอาหารเลี้ยงเชื้อ โคโลนีของเชื้อแอคติโนมัยสีทหลายสายพันธุ์ส่วนใหญ่มักปกคลุมไปด้วยเส้น
ใยอากาศที่มีลักษณะเป็นฝุ่นผงแห้ง เส้นใยอาหารและเส้นใยอากาศมักมีสีเฉพาะในแต่ละสายพันธุ์ 
บางสายพันธุ์สามารถสร้างรงควัตถุที่ละลายน้ าได้ (soluble pigments) (Miyadoh. 1997) เชื้อแอ
คติโนมัยสีทส่วนใหญ่สืบพันธุ์โดยสร้างสปอร์แบบไม่อาศัยเพศ อาจสร้างเป็นสปอร์เดี่ยว สปอร์คู่ หรือ
สร้างสปอร์ต่อกันเป็นสายยาวโดยไม่มีสิ่งห่อหุ้มสปอร์ เรียกว่า โคนิเดีย (conidia) อยู่บนเส้นใยอากาศ
หรือบางสกุลอาจสร้างสปอร์ภายในโครงสร้างที่มีลักษณะคล้ายถุงซึ่งห่อหุ้มสปอร์ไว้ เรียกว่า สปอร์แรง
เจียม (sporangium) (Coyne. 1999) แอคติโนมัยสีทมักจะสร้างสปอร์เมื่ออยู่ในสภาพแวดล้อมที่ไม่
เหมาะสมต่อการเจริญแต่เมื่อสภาพแวดล้อมเหมาะสมต่อการเจริญ เช่น มีสารอาหารเพียงพอ มี
อุณหภูมิและความชื้นที่เหมาะสม สปอร์จะงอกและขยายไปเป็นเส้นใย (Miyadoh. 1997) แอคติโน
มัยสีทไม่สามารถสังเคราะห์แสงได้ (photosynthetic) ส่วนใหญ่ด ารงชีวิตแบบอิสระ (saprophyte) 
สามารถเจริญได้โดยอาศัยการย่อยสลายสารอินทรีย์ มีบางชนิด เช่น ในสกุล Frankia จะอาศัยอยู่
ร่วมกับรากพืชและต้นไม้ใหญ่ช่วยในการตรึงไนโตรเจน (Coyne. 1999) แอคติโนมัยสีทมีการกระจาย
ตัวอยู่มากในหลายพ้ืนที่ทั้งในดิน แหล่งน้ า ฝุ่นละออง และยังสามารถพบได้ในเนื้อเยื่อพืช ซึ่งเรียกว่า 
เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีท (endophytic actinomycetes) โดยเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทเป็นอีก
ทางเลือกหนึ่งส าหรับใช้เป็นแหล่งทรัพยากรที่สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีความน่าสนใจ 
เนื่องจากสามารถพบเชื้อเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีท สกุล Streptomyces และเชื้อเอนโดไฟติกแอคติ
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โนมัยสีทหายากสกุลอ่ืนๆ (Zhao et al., 2011) นอกจากนี้ยังมีรายงานการค้นพบเชื้อเอนโดไฟติกแอ
คติโนมัยสีทสายพันธุ์ใหม่และค้นพบสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม่จ านวนมากจากเชื้อเอนโดไฟติก
แอคติโนมัยสีทในพืชหลายชนิด (Bieber et al., 1998 ; Castillo et al., 2002 ; Gu et al., 2006 ; 
Duangmal et al., 2008 ; Igarashi et al., 2007) สารส าคัญที่ผลิตได้จากเชื้อแอคติโนมัยสีทนอก
จากแสดงฤทธิ์เป็นสารปฏิชีวนะแล้ว ยังมีรายงานว่ายังสามารถแสดงฤทธิ์ด้านต่างๆ ด้วยเช่น สารเจ
ลดานามัยซินที่แยกจากเชื้อ Streptomyces sp. สามารถแสดงฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทได้ที่ความ
เข้มข้นระดับนาโนโมลาร์ (Tadtong et al. 2007) ประเทศไทยมีพืชสมุนไพรไทยหลายชนิดที่มี
สรรพคุณทางยาที่หลากหลาย เช่น มีฤทธิ์ในการต้านเซลล์มะเร็ง ต้ านเชื้อวัณโรค ต้านเชื้อก่อโรค
มาลาเรีย ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย ยับยั้งการเจริญของเชื้อรา ต้านอนุมูลอิสระ ระงับอาการ
ปวด ต้านการอักเสบ และมีฤทธิ์ปกป้องและกระตุ้นเซลล์ประสาท เป็นต้น (Rahman, 2000 ; 
Wilken et al., 2011 ; Lakshmanan et al., 2011) มีความเป็นไปได้ว่าเชื้อแอคติโนมัยสีทที่อาศัย
อยู่ในเนื้อเยื่อพืชสมุนไพรนี้จะมีส่วนร่วมในวิถีเมแทบอไลต์ (metabolic pathway) ของพืชสมุนไพร
และสามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดที่คล้ายกับพืชสมุนไพรหรือสามารถสร้างสารออกฤทธิ์
ทางชีวภาพชนิดใหม่ได้ (Zhao et al., 2011) ในปัจจุบันงานวิจัยเพ่ือค้นหาสารปกป้องเซลล์ประสาท
จากเชื้อแอคติโนมัยสีทแต่มีรายงานไม่มากนัก เช่น Geldanamycin (Tadtong et al. 2007), 
Flaviogeranin (Hayakawa et al., 2010) และ 3-normeridamycin (Summer et al., 2006)  
จากการสืบค้นข้อมูลพบว่าประเทศไทยมีสมุนไพรหลายชนิดที่แสดงฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทได้ดี 
เช่น พืชวงศ์ขิง โดยเฉพาะขมิ้น พืชสมุนไพรดังกล่าวนี้มีการท าวิจัยเพ่ือศึกษาความหลากหลายของ
เอนโดไฟติก    แอคติโนมัยสีทอยู่น้อยมาก คาดว่าเชื้อเหล่านี้อาศัยอยู่ร่วมกับพืชแบบพ่ึงพาอาศัยโดย
เนื้อเยื่อพืชเป็นแหล่งที่อยู่และแหล่งอาหาร ส่วนเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจะช่วยสร้างสารทุติยภูมิ
บางชนิดเพื่อป้องกันพืชจากเชื้อก่อโรคพืชหรือศัตรูพืชชนิดต่างๆ จากการศึกษาสารทุติยภูมิที่สร้างจาก
พืชและจุลินทรีย์ในเนื้อเยื่อพืชพบว่าสารทุติยภูมิหลายชนิดที่สร้างจากพืชสมุนไพรมีเส้นทางการสร้าง
มาจากกระบวนการชีวสังเคราะห์ที่คล้ายกันหรือเหมือนกันกับสารทุติยภูมิที่สร้างจากจุลินทรีย์ใน
เนื้อเยื่อพืช จึงเป็นที่มาของแนวคิดที่ว่าสารทุติยภูมิที่สร้างจากพืชสมุนไพร แท้ที่จริงแล้วอาจสร้างมา
จากจุลินทรีย์ในเนื้อเยื่อพืช ดังนั้นหากพืชสมุนไพรนั้นผลิตสารทุติยภูมิที่มีฤทธิ์ปกป้องเซลล์แขนง
ประสาทได้ ก็อาจจะเป็นว่าสารนั้นอาจสร้างหรือผลิตได้จากจุลินทรีย์ในเนื้อเยื่อพืชสมุนไพรนั้นได้
เช่นกัน หากเป็นเช่นนั้นเมื่อเราสามารถแยกเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่สร้างสารทุติยภูมิที่มีฤทธิ์
ปกป้องเซลล์แขนงประสาทจากพืชสมุนไพรได้ ก็ถือว่าเราค้นพบแหล่งทรัพยากรจุลินทรีย์ชั้นเยี่ยมใน
การสร้างสารทุติยภูมิที่มีฤทธิ์ปกป้องเซลล์แขนงประสาทนั้น เนื่องจากจุลินทรีย์สามารถท าการ
เพาะเลี้ยงและเพ่ิมจ านวนและมีอัตราการเจริญที่รวดเร็วกว่าพืชมาก ดังนั้นการสร้างสารทุติยภูมิก็
สามารถท าได้ง่ายและรวดเร็วนั่นเอง แอคติโนมัยสีทเป็นเชื้อจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์สามารถสร้างสารที่
เป็นปฏิปักษ์กับเชื้อสาเหตุของโรคพืช สร้างสารส่งเสริมการเจริญเติบโตให้กับพืช ผลิตเอนไซม์ใช้ย่อย
สลายอินทรีย์สาร และมีบางชนิดมีประโยชน์ในแง่ของการตรึงไนโตรเจน (Valois et al., 1996) ใน
ธรรมชาติแอคติโนมัยสีทมีความสามารถในการสร้างสารที่มีบทบาทต่อสิ่งแวดล้อมที่พวกมันอาศัยอยู่
เพ่ือเหตุผลในการด ารงชีวิตอยู่ของพวกมัน เช่น การสร้างสารยับยั้งการเจริญของสิ่งมีชีวิตอ่ืน การ
สร้างเอนไซม์หลายชนิดเพ่ือย่อยสลายสารอินทรีย์ต่างๆ และการสร้างสารส่งเสริมการเจริญ เป็นต้น 
ซึ่งกิจกรรมเหล่านี้สามารถน ามาประยุกต์ใช้ประโยชน์ได้ในหลายด้าน เช่น ทางการด้านการแพทย์ 
ทางด้านการเกษตร และทางด้านอุตสาหกรรม ตัวอย่างเช่น การน าไปใช้ประโยชน์ในการสร้างสาร
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ปฏิชีวนะ แอคติโนมัยสีทเป็นกลุ่มแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารปฏิชีวนะได้มากที่สุด (Birdy, 2005) 
สารปฏิชีวนะที่เชื้อแอคติโนมัยสีทผลิตขึ้น มีความหลากหลายสูงทั้งด้านโครงสร้างทางเคมีและฤทธิ์
ชีวภาพ สารปฏิชีวนะที่ผลิตโดยเชื้อแอคติโนมัยสีทมีหลายกลุ่ม โดยสารประกอบโพลีคีไทด์ 
(polyketide) เป็นสารกลุ่มใหญ่ที่เชื้อแอคติโนมัยสีทสร้างขึ้น และเป็นกลุ่มสารประกอบที่มีความ
หลากหลายทั้งทางโครงสร้างและสมบัติในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ การสังเคราะห์สารประกอบโพลีคี
ไทด์เริ่มจากการเชื่อมต่อสายคาร์บอนของสารในกลุ่ม acyl-coenzyme A ทีละ 2 คาร์บอนจนเป็น
สายยาว โดยคาร์บอนที่เข้ามาต่อนั้นมีต าแหน่งเบตา (ß-carbon) เป็นหมู่คีโต (keto) เสมอ แต่อาจ
เกิดกระบวนการรีดักชัน (reduction) ที่หมู่คีโตนี้ ท าให้เปลี่ยนไปเป็นหมู่ฟังก์ชันอ่ืนๆ การเกิดหมู่คีโต
ต่อกันเป็นโครงสร้างหลักเช่นนี้จึงเป็นที่มาของชื่อสารประกอบโพลีคีไทด์ (Hopwood and 
Sherman, 1990) แอคติโนมัยสีทเป็นเชื้อจุลินทรีย์ที่สามารถพบได้โดยทั่วไปในสิ่งแวดล้อม ทั้งใน 
อากาศ ดิน แหล่งน้ า ตะกอน และบริเวณรากพืชแม้กระทั่งในเนื้อเยื่อพืช การค้นพบแอคติโนมัยสีทที่
อาศัยอยู่ในเนื้อเยื่อพืช (endophytic actinomycetes) ถูกค้นพบมากขึ้นเรื่อยๆ ในปัจจุบัน และ
กระจายอยู่ ในหลายสกุลหลายสปีชีส์  เชื้ อส่ วนใหญ่ที่ ค้นพบเป็นเชื้ อสา ยพันธุ์ ใหม่  เช่น 
Actinoallomurus acaciae (Thamchaipenet et al., 2010), Actinoallomurus oryzae 
(Indananda et al., 2011), Actinophytocola oryzae (Indananda et al., 2010), 
Amycolatopsis samaneae (Duangmal et al., 2011), Kineococcus gynurae  (Duangmal 
et al., 2008), Leifsonia soli (Madhaiyan et al., 2010), Micromonospora tulbaghiae 
(Kirby and Meyers, 2010), Nocardioides caricicola (Song et al., 2011), Pseudonocardia 
adelaidensis (Kaewkla and Franco., 2010), Phytohabitans suffuscus (Inahashi et al., 
2010), Rhodococcus cercidiphylli (Li et al., 2008), Saccharopolyspora endophytica 
(Qin et al., 2008), Streptomyces alni (Liu et al., 2009), Streptosporangium 
oxazolinicum (Inahashi et al., 2011), Jiangella alba (Qin et al., 2009), 
Kibdelosporangium phytohabitans (Xing et al., 2012), Pseudonocardia antimicrobica 
(Zhao et al., 2012), Allonocardiopsis opalescens (Du et al., 2013), Streptomyces 
zhaozhouensis (He et al., 2014), Sphaerisporangium rufum (Mingma et al., 2014), 
Micromonospora lycii (Zhao et al., 2015) จากข้อมูลที่สืบค้นมายังไม่พบการรายงานการ
ค้นพบเชื้อสปีชีส์ใหม่จากพืชวงศ์ขิงเลย การค้นพบเชื้อแอคติโนมัยสีทที่หลากหลายขึ้นอยู่กับชนิด
ของพืชที่เป็นแหล่งที่อยู่และความทนทานต่อสารทุติยภูมิที่พืชสร้างขึ้นในเซลล์ แอคติโนมัยสีทที่อาศัย
อยู่ในเนื้อเยื่อพืชที่ถูกค้นพบมีแนวโน้มเป็นเชื้อสกุลและสปีชีส์ใหม่สูงจึงเป็นประโยชน์อย่างมากต่อ
การศึกษาเพ่ือได้มาซึ่งสารทุติยภูมิชนิดใหม่ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพสูง จากการศึกษาเชื้อแอคติโนมัยสีทใน
เนื้อเยื่อพืช พบว่ามีเชื้อบางสกุลสามารถผลิตสารทุติยภูมิชนิดใหม่ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่น่าสนใจ และ
บางชนิดมีศักยภาพสูงที่จะน ามาพัฒนาต่อเพ่ือใช้เป็นยารักษาโรคได้ เช่น Alnumycin (Bieber et 
al., 1998), Cycloheximide (Huang et al, 2011), Antitumor anthraquinones (Igarashi et 
al., 2007), Spoxazomicins A–C (Inahashi et al., 2011), Linfuranone A (Indananda et al., 
2013), Diastaphenazine (Li et al., 2015) Trehangelins A (Nakashima et al., 2013)  
โรคอัลไซเมอร์เป็นโรคอุบัติใหม่ที่พบมากในกลุ่มผู้สูงอายุในปัจจุบันและพบได้เพ่ิมข้ึนเรื่อยๆ โรคอัลไซ
เมอร์เกิดจากการที่เซลล์ประสาทถูกท าลายจากอนุมูลอิสระที่เพ่ิมขึ้นจากการเหนี่ยวน าของเบต้า-อะไม
ลอยด์ (-Amyloid (A)- induced oxidative stress) ดังนั้นการป้องกันการเกิดโรคจึงมุ่งไปที่การ
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ต้านอนุมูลอิสระที่จะเกิดขึ้น (Kim et al., 2001) สารที่มีฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทมีความสอดคล้อง
กับฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่เกิดจากสภาวะ oxidative stress ซึ่งส่งผลให้เซลล์ประสาทถูกท าลาย 
ดังเช่นที่กล่าวมาแล้วข้างต้น ดังนั้นการเลือกน าเอาสารที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระที่สามารถจับอนุมูล
อิสระได้ดี น่าจะส่งผลให้สารเหล่านั้นมีฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทที่ดีด้วยเช่นกัน การงอกและเพ่ิม
จ านวนของแขนงประสาท (neurite outgrowth) มีผลต่อการท างานของระบบประสาท โดยจะช่วย
เพ่ิมการส่งสัญญาณประสาทได้ (Lin et al., 2009) โดยในร่างกายจะมีสาร nerve growth factor 
(NGF) ซึ่งเป็นสารที่มีคุณสมบัติกระตุ้นให้มีการสร้าง microtubule และช่วยให้เกิดการงอกและเพ่ิม
จ านวนของแขนงประสาท (neurite outgrowth) (Yang et al., 2008) สารชนิดนีจ้ะท าให้เซลล์
ประสาทมีแขนงประสาทเพ่ิมขึ้น ส่งผลให้ระบบประสาทสามารถเกิด synapse ได้มากข้ึน การส่ง
สัญญาณประสาทก็จะเกิดได้ดีขึ้น  การค้นหาสารที่มีคุณสมบัติคล้ายคลึงกับ NGF นี้จะสามารถ
น ามาใช้ในการรักษาโรคที่เก่ียวข้องกับระบบประสาท (neurodegenerative disorders) ได้ 
การศึกษาเพ่ือค้นหาสารที่มีฤทธิ์ช่วยให้เกิดการงอกและเพ่ิมจ านวนของแขนงประสาท (neurite 
outgrowth) นั้นนิยมใช้เซลล์เพาะเลี้ยง เช่น PC12 (Zhang, 2007), PC12D (Wang et al., 2006) 
และ N2A (Mak et al., 2000) เป็นแบบจ าลองในการทดสอบ โดยจะวัดผลจากการเปลี่ยนแปลง
รูปร่างของเซลล์และการเกิดแขนงประสาทขึ้น นอกจากนี้ยังมีการรายงานถึงการน าเอาเซลล์
เพาะเลี้ยง P19 ซึ่งเป็น murine embryonic carcinoma cell มากระตุ้นด้วยวิตามินเอให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ประสาทมาใช้เป็นแบบจ าลองในการทดสอบฤทธิ์ดังกล่าวได้อีกด้วย (Mak et 
al., 2000) ตัวอย่างสารที่มีการค้นพบว่ามีฤทธิ์ช่วยให้เกิดการงอกและเพ่ิมจ านวนของแขนงประสาท 
(neurite outgrowth) เช่น scoparone เป็นสารที่แยกได้จากเปลือกของต้น Liriodendron  
tulipifera พบว่าสาร scoparone ความเข้มข้น 200 M สามารถท าให้เซลล์ PC12 เกิดการงอก
และเพ่ิมจ านวนของแขนงประสาท (neurite outgrowth) ได้ (Lin et al., 2009) สาร panaxynol 
ที่แยกได้จาก Panax  notoginseng ก็สามารถท าให้เซลล์ PC12D เกิดการงอกและเพ่ิมจ านวนของ
แขนงประสาท (neurite outgrowth) ได้เช่นกัน โดยความเข้มข้นที่ให้ผลที่ดีที่สุดคือ 8 M 
เนื่องจากสามารถท าให้แขนงประสาทที่เกิดข้ึนมีความยาวมากที่สุดอีกด้วย (Zhang, 2007) สาร 
1,4,5,6-tetrahydroxy-7,8-di(3-methylbut-2-enyl) xanthone ที่แยกได้จากเนื้อไม้ Garcinia  
xanthochymus ความเข้มข้น 10 M ก็สามารถท าให้เซลล์ PC12D เกิดการงอกและเพ่ิมจ านวน
ของแขนงประสาท (neurite outgrowth)ได้เช่นกัน (Wang et al., 2006) สารที่ช่วยท าให้เกิดการ
งอกและเพ่ิมจ านวนของแขนงประสาทนอกจากจะพบได้ในพืชแล้ว ยังมีรายงานการค้นพบสารเหล่านี้
จากเชื้อจุลินทรีย์ เช่น แอคติโนมัยสีทที่อาศัยอยู่ในดินและเนื้อเยื่อพืชถูกค้นพบว่ามีแนวโน้มเป็นเชื้อ
สกุลและสปีชีส์ใหม่สูง จึงเป็นประโยชน์อย่างมากต่อการศึกษาเพ่ือได้มาซึ่งสารทุติยภูมิชนิดใหม่ที่มี
ฤทธิ์ทางชีวภาพสูง จากการศึกษาเชื้อแอคติโนมัยสีทในดินพบว่ามีเชื้อบางสกุลสามารถผลิตสารทุติย
ภูมิชนิดใหม่ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่น่าสนใจ และบางชนิดมีศักยภาพสูงที่จะน ามาพัฒนาต่อเพ่ือใช้เป็น
ยารักษาโรคได้ (Tadtong et al. 2007) สารส าคัญที่ผลิตได้จากเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทนอกจาก
แสดงฤทธิ์เป็นสารปฏิชีวนะแล้ว ยังมีรายงานว่ายังสามารถแสดงฤทธิ์ด้านต่างๆ ด้วยเช่น สารเจลดานา
มัยซินที่แยกจากเชื้อ Streptomyces sp. (Tadtong et al. 2007), Flaviogeranin (Hayakawa et 
al., 2010) และ 3-normeridamycin (Summer et al., 2006) สามารถแสดงฤทธิ์การกระตุ้นการ
งอกของเซลล์ประสาทได้ สมุนไพรไทยหลายชนิด เช่น พืชวงศ์ขิง โดยเฉพาะขิง ไพล เปราะป่า ขม้ิน 
หน่อกะลาเป็นพืชสมุนไพรที่มีสรรพคุณทางยาที่หลากหลาย เช่น มีฤทธิ์ในการต้านเซลล์มะเร็ง ต้านเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เชื้อวัณโรค ต้านเชื้อก่อโรคมาลาเรีย ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย ยับยั้งการเจริญของเชื้อรา 
ต้านอนุมูลอิสระ ระงับอาการปวด ปกป้องเซลล์ประสาท และต้านการอักเสบ เป็นต้น (Rahman, 
2000 ; Wilken et al., 2011 ; Lakshmanan et al., 2011) มีความเป็นไปได้ว่าเชื้อแอคติโนมัยสีท
ที่อาศัยอยู่ในเนื้อเยื่อพืชสมุนไพรนี้จะมีส่วนร่วมในวิถีเมแทบอไลต์ (metabolic pathway) ของพืช
สมุนไพร และสามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดที่คล้ายกับพืชสมุนไพรหรือสามารถสร้างสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม่ได้ (Zhao et al., 2011) ท าให้พืชสมุนไพรเหล่านี้เป็นพืชที่มีความ
น่าสนใจในการน ามาคัดแยกเพ่ือศึกษาความหลากหลาย ตลอดจนคัดกรองฤทธิ์การปกป้องเซลล์
ประสาทจากเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีท ซึ่งในปัจจุบันยังมีการศึกษาอนุกรมวิธานของเอนโดไฟติกแอ
คติโนมัยสีทเพียงเล็กน้อย ด้วยลักษณะอันจ าเพาะของแหล่งที่อยู่อาศัยตามธรรมชาตินี้อาจส่งผลให้
สามารถค้นพบเชื้อแอคติโนมัยสีทหายากสายพันธุ์ใหม่และ/หรือสายพันธุ์ที่สามารถสร้างสารทุติยภูมิ
ชนิดใหม่ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพที่ดีได้ 
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บทท่ี 3 
วิธีการด าเนินงานวิจัย  

  
3.1 การเก็บตัวอย่างพืช การแยก และการเก็บรักษาเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสที 
 
      3.1.1 การเก็บตัวอย่างพืช 
 เก็บตัวอย่างพืชวงศ์ขิงจ านวน 20 ชนิดจากหลายพ้ืนที่ใน 8 จังหวัดของประเทศไทย 
(ตารางที ่3.1) โดยท าการเก็บตัวอย่างพืชที่มีความสมบูรณ์ปราศจากโรคลงในถุงพลาสติกสะอาดและ
น ากลับสู่ห้องปฏิบัติการ จากนั้นล้างเศษดินออกจากตัวอย่างพืชด้วยน้ าประปาและเก็บตัวอย่างพืชที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกระทั่งท าการแยกเชื้อ  
 
     3.1.2 การแยกเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีท 
 ตัดแบ่งชิ้นส่วนพืชวงศ์ขิงออกเป็น 4 ส่วน ได้แก่ ราก เหง้า ล าต้น และใบ จากนั้นท าการ
ตัดแต่ละชิ้นส่วนให้มีขนาด 1×1×1 เซนติเมตร น าแต่ละชิ้นส่วนที่ตัดแล้วล้างด้วยสารละลาย tween 
20 ความเข้มข้นร้อยละ 0.01 เป็นเวลา 30 วินาที และล้างด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อจ านวน 2 ครั้ง 
จากนั้นท าการฟอกฆ่าเชื้อโดยล้างด้วยเอทานอล (ethanol) ความเข้มข้นร้อยละ 95 เป็นเวลา 10 
นาที (ส าหรับใบและล าต้น) หรือ 13 นาที (ส าหรับเหง้าและราก) แล้วล้างด้วยสารละลายโซเดียม    
ไฮโปคลอไรต์ (sodium hypochlorite) ความเข้มข้นร้อยละ 1 เป็นเวลา 10 นาที (ส าหรับใบและล า
ต้น) หรือ 13 นาที (ส าหรับเหง้าและราก) จากนั้นล้างด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ จ านวน 3 ครั้ง บด
ตัวอย่างที่ผ่านการฟอกฆ่าเชื้อแล้วด้วยโกร่งที่ปราศจากเชื้อ เติมน้ ากลั่นปราศจากเชื้อลงไปผสม
เล็กน้อย ดูดสารละลายที่ได้เกลี่ยลงบนอาหาร starch casein agar (ภาคผนวก ก) อาหารสูตร
ดัดแปลง humic acid-vitamin agar (ภาคผนวก ก) และอาหารสูตรดัดแปลง soil extract agar 
(Suriyachadkun et al., 2009; ภาคผนวก ก) ที่เติมยาปฏิชีวนะกรดนาลิดิซิก (nalidixic acid) 
ความเข้มข้น 25 มิลลิกรัมต่อลิตร ไนสแตติน (nystatin) ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อลิตร และ    
เทอไบนาฟิน (terbinafin) ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร น าน้ าที่ใช้ล้างชิ้นส่วนที่ฟอกฆ่าเชื้อในครั้ง
สุดท้ายมาเพาะลงบนอาหารดังที่กล่าวมานี้ด้วยเพ่ือเป็นชุดควบคุม (control) บ่มจานเพาะเชื้อที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วัน  
 หลังจากบ่มจานอาหารเพาะเชื้อจนครบเวลา 30 วันแล้ว ตรวจสอบและคัดเลือกโคโลนี
ของเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทภายใต้กล้องจุลทรรศน์ซึ่งต่อกับเลนส์ส่องระยะไกล (long working 
distance) ก าลังขยาย 400 เท่า น าเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทมาเลี้ยงเพ่ิมจ านวนและท าให้เชื้อ
บริสุทธิ์ (pure culture) โดยเลี้ยงบนอาหาร yeast extract-malt extract agar (ISP 2) (Shirling 
and Gottlieb, 1966; ภาคผนวก ก) 
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ตารางท่ี 3.1 ตัวอย่างพืชวงศ์ขิงท่ีเก็บได้จากแหล่งต่างๆ ในประเทศไทย  

ตัวอย่างพืช รหัส แหล่งที่เกบ็ 

Alpinia galangal 
(Galangal ; ข่า) 

AS1 
AG2 

อ าเภอลาดบัวหลวง จังหวัดอยธุยา 
อ าเภอไชยวาน จังหวัดอุดรธาน ี

Amomum krervanh 
(Cardamom ; กระวาน) 

AK1 สวนสมุนไพร อ าเภอองครักษ์ จังหวัดนครนายก 

Alpinia nigra 
(Kala ; กะลา) 

AN1, AN3 
AN2 

เกาะเกร็ด อ าเภอปากเกร็ด จังหวัดนนทบุรี 
สวนสมุนไพรกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ อ าเภอเมือง จังหวัดนนทบุรี  

Alpinia purpurata 
(Red Ginger ; ขิงแดง) 

AP1 สวนสมุนไพรกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ อ าเภอเมือง จังหวัดนนทบุรี 

Amomum xanthioides 
(เร่ว) 

AX1 สวนสมุนไพร อ าเภอองครักษ์ จังหวัดนครนายก 

Boesenbergia rotunda 
(Fingerroot ; กระชาย) 

BR2 
BR3 

อ าเภอลาดบัวหลวง จังหวัดอยธุยา 
อ าเภอไชยวาน จังหวัดอุดรธาน ี

Curcuma longa 
(Turmeric ; ขมิ้นชัน) 

CL1 
CL2 
CL3 

สวนสมุนไพร อ าเภอองครักษ์ จังหวัดนครนายก 
อ าเภอพระพุทธบาท จังหวัดสระบุร ี
อ าเภอประจันตคาม  จังหวัดปราจีนบุร ี

Curcuma parviflora 
(กระเจียวขาว) 

CP1 อ าเภอไชยวาน จังหวัดอุดรธาน ี

Curcuma xanthorrhiza 
(ว่านชักมดลูก) 

CX1 สวนสมุนไพร อ าเภอองครักษ์ จังหวัดนครนายก 

Curcuma zedoaria 
(Zedoary ; ขมิ้นอ้อย) 

CZ1 อ าเภอไชยวาน จังหวัดอุดรธาน ี

Etlingera elatior  
(Torch ginger ; ดาหลา) 

EE1 สวนสมุนไพร อ าเภอองครักษ์ จังหวัดนครนายก 

Hedychium coronarium  
(Butterfly lily ; มหาหงส)์ 

HC1 อ าเภอไชยวาน จังหวัดอุดรธาน ี

Kaempferia elegans  
(ว่านนกคุ้ม) 

KE1 
KE2 

อ าเภอไชยวาน จังหวัดอุดรธาน ี
อ าเภอธัญบุรี จังหวัดปทุมธาน ี

Kaempferia galanga 
(Sand ginger ; เปราะหอม) 

KG1 สวนสมุนไพร อ าเภอองครักษ์ จังหวัดนครนายก 

Kaempferia larsenii 
(เปราะราศ)ี 

KK1 อ าเภอศรีเมืองใหม่ จังหวัดอุบลราชธาน ี

Kaempferia marginata 
(เปราะป่า) 

KM1 อ าเภอมว่งสามสิบ จังหวัดอุบลราชธาน ี 

Stahlianthus campanulatus  
(ว่านดอกดิน) 

SC1 อ าเภอไชยวาน จังหวัดอุดรธาน ี

Zingiber montanum 
(Phlai ; ไพล) 

ZM1 
ZM2 
ZM3 

สวนสมุนไพร อ าเภอองครักษ์ จังหวัดนครนายก 
สวนสมุนไพรกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ อ าเภอเมือง จังหวัดนนทบุรี 
อ าเภอไชยวาน จังหวัดอุดรธาน ี

Zingiber officinale 
(Ginger ; ขิง) 

ZO1 สวนสมุนไพร อ าเภอองครักษ์ จังหวัดนครนายก 

Zingiber zerumbet 
(Shampoo Ginger ; กระทือ) 

ZZ1 
ZZ2 

สวนสมุนไพร อ าเภอองครักษ์ จังหวัดนครนายก 
อ าเภอประจันตคาม  จังหวัดปราจีนบุร ี
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    3.1.3 การเก็บรักษาเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีท 
 เก็บรักษาเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่บริสุทธิ์แล้ว โดยเลี้ยงในหลอดอาหารเอียง 
(slant) yeast extract-malt extract agar ที่ อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส  เ พ่ือเก็บไว้ ศึกษา 
(working stock) และเลี้ยงบนอาหารสูตรดัดแปลง soil extract agar ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
นาน 30 วัน เพ่ือกระตุ้นให้เชื้อสร้างสปอร์ จากนั้นตัดชิ้นวุ้นที่มีเชื้อเจริญเก็บลงในหลอดที่บรรจุ
สารละลายกลีเซอรอล (glycerol) ความเข้มข้น 15 เปอร์เซ็นต์ แล้วเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส ซึ่งสามารถเก็บรักษาได้เป็นเวลานาน 
 
3.2 การศึกษาอนุกรมวิธานของเอนโดไฟติกแอคติโนมยัสีท 
      การศึกษาอนุกรมวิธานของเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีท ประกอบด้วยการศึกษาลักษณะทาง     
ฟี โ น ไทป์  (phenotypic characteristics) ก า รศึ กษาลั กษณะทาง เค โม ไทป์  ( chemotypic 
characteristics) และการศึกษาลักษณะทางจีโนไทป์ (genotypic characteristics) โดยเอนโดไฟติก  
แอคติโนมัยสีททั้งหมดที่แยกได้จะถูกน ามาศึกษาลักษณะทางฟีโนไทป์เพ่ือจดบันทึกรายละเอียดของ
เชื้อ (ยกเว้นการใช้แหล่งคาร์บอนจะทดสอบเฉพาะเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่ถูกคัดเลือก) และ
น ามาพิสูจน์เอกลักษณ์ในระดับสกุล (genus) โดยศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาและวิเคราะห์ล าดับ    
นิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA gene คัดเลือกเชื้อที่น่าสนใจโดยดูจากผลการพิสูจน์เอกลักษณ์ใน
ระดับสกุลมาศึกษาลักษณะทางฟีโนไทป์ เคโมไทป์ และจีโนไทป์ เพ่ือพิสูจน์เอกลักษณ์ในระดับสปีชีส์ 
(species) 
 
   3.2.1 การศึกษาลักษณะทางฟีโนไทป์ (phenotypic characteristics) 
 ก า รศึ กษาลั กษณะทา ง ฟี โน ไทป์  ไ ด้ แก่  ก า รศึ กษาลั กษณะสัณฐานวิ ทย า 
(morphological characteristics) การศึกษาลักษณะการเจริญ (cultural characteristics) และ
การศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี (biochemical and physiological characteristics) 
(Arai, 1975 ;  Shirling and Gottlieb, 1966) ซึ่งมีรายละเอียด ดังนี้ 
 
 3.2.1.1  การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา 
 น าเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ทั้งหมดมาเลี้ยงบนอาหารสูตรดัดแปลง 
soil extract agar โดยวิธี crosshatch streaks (Shirling and Gottlieb, 1966) แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส นาน 30 วัน หลังจากบ่มตรวจดูลักษณะของสปอร์และเส้นใยภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ที่มีเลนส์ส่องระยะไกล (Leica DM750, Leica, Germany) ด้วยก าลังขยาย 400 เท่า น า
เชื้อที่ถูกคัดเลือกมาตรวจดูลักษณะสัณฐานวิทยาเพ่ิมเติมโดยน าโคโลนีของเชื้อที่เจริญบนอาหารสูตร
ดัดแปลง soil extract agar มาเตรียมตัวอย่างตามวิธีการของ Itoh et al. (1989) จากนั้นเคลือบผิว
ตัวอย่างด้วยอนุภาคทองค าโดยใช้เครื่อง ion coater และส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
ส่องกราด (scanning electron microscope) (JSM-5410 LV, JEOL, Japan) 
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 3.2.1.2 การศึกษาลักษณะการเจริญ  
 ตรวจสอบลักษณะการเจริญของเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ทั้งหมด 
โดยเลี้ยงบนอาหารต่างๆ (Shirling and Gottlieb, 1966; ภาคผนวก ก) ได้แก่ อาหาร yeast 
extract - malt extract agar (ISP2) อาหาร oatmeal agar (ISP3) อาหาร inorganic salts - 
starch agar  (ISP4) อาหาร glycerol-asparagine agar (ISP5) อาหาร peptone-yeast extract 
iron agar (ISP6) อาหาร tyrosine agar (ISP7) อาหาร glucose asparagines agar อาหาร 
czapek’s sucrose agar และอาหาร nutrient agar ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน 
เปรียบเทียบสีของเส้นใยอากาศ (aerial mycelium) เส้นใยอาหาร (substrate mycelium) และสี
ของรงควัตถุที่ละลายน้ าได้ (soluble pigments) กับกระดาษสีมาตรฐาน NBS/IBCC color system 
(Kelly, 1964) 
 
        3.2.1.3 การศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี  
   
 3.2.1.3.1  ความสามารถในการย่อยแป้ง (starch hydrolysis) 
 เลี้ยงเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ทั้ งหมดบนอาหาร 
inorganic salts-starch agar (ISP4) (Shirling and Gottlieb, 1966; ภาคผนวก ก) ที่มีแป้งเป็น
แหล่งคาร์บอน บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน เทสารละลายไอโอดีนลงบนผิว
อาหาร หากเชื้อสามารถย่อยแป้งได้จะเกิดโซนใสรอบโคโลนี ส่วนบริเวณท่ีไม่ถูกย่อยจะเกิดสีน้ าเงิน 
 
 3.2.1.3.2 ความสามารถในการย่อยเจลาติน (gelatin liquefaction) 
  เลี้ยงเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ทั้ งหมดในอาหาร 
bouillon gelatin broth (Arai, 1975; ภาคผนวก ก) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 21 
วัน ตรวจผลโดยน าหลอดอาหารไปวางที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที หากมีการย่อย
เจลาตินอาหารจะมีลักษณะเหลว หากไม่มีการย่อยเจลาตินอาหารจะมีลักษณะแข็ง   
  
 3.2.1.3.3 ความสามารถในการรีดิวซ์ไนเตรต (nitrate reduction) 
  เลี้ยงเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ทั้ งหมดในอาหาร 
peptone KNO3 broth (Arai, 1975; ภาคผนวก ก) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 
วัน ทดสอบการรีดิวซ์ไนเตรตโดยหยด sulfanilic acid (ภาคผนวก ข) จ านวน 2 หยด และสารละลาย 
N,N-dimethyl-1-naphthylamine (ภาคผนวก ข) จ านวน 3 หยด หากเชื้อมีการเปลี่ยนรูปไนเตรต  
(NO3

-) เป็นไนไตรต์ (NO2
-) สีของอาหารจะเปลี่ยนเป็นสีชมพูหรือสีแดง  

 
 3.2.1.3.4 ความสามารถในการย่อยโปรตีนในนม (milk peptonization) 
 เลี้ยงเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ทั้งหมดในอาหารเหลว 
skim milk ความเข้มข้นร้อยละ 10 (ภาคผนวก ก) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน 
หากเชื้อสามารถย่อยโปรตีนในนมได้อาหารจะมีลักษณะใส 
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 3.2.1.3.5 การใช้แหล่งคาร์บอน (carbon utilization) 
 เลี้ยงเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่ถูกคัดเลือกบนอาหาร basal 
agar medium (ISP9) (Shirling and Gottlieb, 1966; ภาคผนวก ก) ซึ่งเติมแหล่งคาร์บอน 
(carbon sources) ความเข้มข้นร้อยละ 1 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน โดย
แหล่งคาร์บอนที่ใช้ทดสอบ มีดังนี้ 
 
ชุดควบคุมเชิงลบ (negative control) คือ ไม่เติมแหล่งคาร์บอน  
ชุดควบคุมเชิงบวก (positive control) คือ D-glucose  
D-cellobiose  D-fructose  D-galactose  D-mannose  
D-melibiose  D-raffinose  D-ribose  D-salicin  
D-xylose  L-arabinose L-rhamnose Glycerol 
Inositol Lactose Mannitol Sucrose  
 
 เตรียมเซลล์ของเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่ต้องการทดสอบ โดยล้างเซลล์ด้วยน้ ากลั่น
ปราศจากเชื้อจ านวน 2 รอบ เพ่ือล้างอาหาร yeast extract-malt extract agar ที่เชื้อใช้ในการ
เจริญออก หลังจากนั้นละลายเชื้อในน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ น าสารละลายเชื้อที่ได้ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร หยดลงบนผิวอาหารที่ต้องการทดสอบแล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
14 วัน ตรวจผลโดยเปรียบเทียบการเจริญของเชื้อบนอาหารที่เติมแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ กับการ
เจริญบนอาหารชุดควบคุมเชิงลบและชุดควบคุมเชิงบวก โดยบันทึกผลการตรวจสอบดังนี้ 
 1) ผลบวก (positive utilization, +) เมื่อเจริญบนอาหารที่เติมแหล่งคาร์บอนที่ใช้ทดสอบได้
เท่ากับหรือดีกว่าชุดควบคุมเชิงบวก  
 2) ผลบวกอย่างอ่อน (weakly positive utilization, w) เมื่อเจริญบนอาหารที่เติมแหล่ง
คาร์บอนที่ใช้ทดสอบได้ดีกว่าอาหารชุดควบคุมเชิงลบแต่เจริญได้น้อยกว่าอาหารชุดควบคุมเชิงบวก 
 3) ผลลบ (negative utilization, -) เมื่อเจริญบนอาหารที่เติมแหล่งคาร์บอนที่ใช้ทดสอบได้
เท่ากับหรือน้อยกว่าชุดควบคุมเชิงลบ   
 
 3.2.1.3.6 ความสามารถในการเจริญบนอาหารที่มีโซเดียมคลอไรด์ความ
เข้มข้นต่างๆ (NaCl tolerance) 
  เลี้ยงเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ทั้งหมดบนอาหาร yeast 
extract-malt extract agar (ISP2) ที่เติม NaCl ความเข้มข้นร้อยละ 1-15 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน บันทึกผลการเจริญของเชื้อ 
 
 3.2.1.3.7 ความสามารถในการเจริญบนอาหารที่มีค่าความเป็นกรด-ด่างใน
ระดับต่างๆ (pH tolerance) 
  เลี้ยงเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ทั้งหมดบนอาหาร yeast 
extract-malt extract agar (ISP2) ที่มีค่าความเป็นกรด-ด่างที่ 4 5 6 7 8 9 และ 10 บ่มที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน บันทึกผลการเจริญของเชื้อ 
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 3.2.1.3.8 ความสามารถในการเจริญที่ อุณหภูมิต่ างๆ  (temperature 
tolerance)  
  เลี้ยงเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ทั้งหมดบนอาหาร yeast 
extract-malt extract agar (ISP2) แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 20 25 30 37 40 45 50 55 และ 60 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน บันทึกผลการเจริญของเชื้อ 
 
     3.2.2 การศึกษาลักษณะทางเคโมไทป์ (chemotypic characteristics)  
 น าเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่ถูกคัดเลือกมาเลี้ยงในอาหาร yeast extract-malt 
extract broth บนเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาที (rpm) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 วัน จากนั้นเก็บเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยง แล้วล้างเซลล์ด้วยน้ ากลั่นปราศจากเชื้อจ านวน 5 ครั้ง 
และขั้นตอนสุดท้ายท าเซลล์ให้แห้งโดยใช้เครื่องท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (freeze dryer) น าเซลล์แห้ง 
(freeze-dried cells) ทีไ่ด้มาศึกษาลักษณะทางเคโมไทป์ในหัวข้อ 3.2.2.1 ถึง 3.2.2.7 
 
 3.2.2.1 การ วิ เค ร าะห์ ไ อ โซ เมอร์ ข องกรดไดอะ มิ โนพิ เ มลิ กที่ ผนั ง เ ซล ล์ 
(diaminopimelic acid analysis) 
  ย่อยเซลล์แห้งน้ าหนัก 10 มิลลิกรัม ด้วย 6N HCl ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 18 ชั่วโมง ปล่อยทิ้งไว้ให้เย็น จากนั้นกรอง แล้วน าสารละลายที่ได้
ไประเหยให้แห้งโดยเครื่อง rotary evaporator ละลายตัวอย่างที่แห้งแล้วด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 1 
มิลลิลิตร แล้วน าไประเหยให้แห้งอีกครั้ง สุดท้ายละลายตัวอย่างที่แห้งด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 400 
ไมโครลิตร น าสารละลายตัวอย่างและสารละลายมาตรฐาน (2, 6-Diaminopimelic acid : mixture 
of LL and meso isomer ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) จุดลงบนแผ่น HPTLC cellulose 
(Merck, no. 5716) ขนาด 10×10 เซนติเมตร น าแผ่น TLC ที่ได้มาจุ่มลงในตัวท าละลายผสม 
methanol : water : 6N HCl : pyridine ในอัตราส่วน 80 : 26 : 4 : 10 ทิ้งไว้จนตัวท าละลายผสม
เคลื่อนที่ไปจนถึงขอบเขตที่ก าหนด (ห่างจากขอบ 1 มิลลิเมตร) รอให้แห้งแล้วดีเวลลอป (develop) 
ซ้ าอีก 1 ครั้ง น าแผ่น TLC ที่ได้มาฉีดพ่น (spray) ด้วย ninhydrin reagent (ภาคผนวก ข) รอให้แห้ง 
แล้วน าไปอบในตู้อบลมร้อน (hot air oven) ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
ตรวจสอบจุดของสารที่เกิดขึ้นเทียบกับจุดของสารมาตรฐานกรดไดอะมิโนพิเมลิกไอโซเมอร์ต่างๆ 
(Komagata and Suzuki, 1987) โดยจุดของกรดไดอะมิโนพิเมลิกจะมีสีเขียวเข้ม ซึ่งต าแหน่งของ 
meso-DAP จะอยู่ต่ ากว่า LL-DAP และสูงกว่า 3-hydroxy-DAP ดังแสดงในรูปที่ 3.1 
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รูปที ่3.1 ต าแหน่งไอโซเมอร์ของกรดไดอะมิโนพิเมลิกบนแผ่น HPTLC  
 
 3.2.2.2 การวิเคราะห์ชนิดของเอซิลที่ผนังเซลล์ (cell wall acyl type) 
 ย่อยเซลล์แห้งน้ าหนัก 10 มิลลิกรัม ด้วย 6N HCl ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ที่
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง หลังจากเย็นแล้วน าตัวอย่างที่ได้ใส่ลงในคอลัมน์ที่
บรรจุ Dowex (CH3COO- form) ความสูง 5 เซนติเมตร ชะ (elute) ด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 400 
ไมโครลิตร 1 ครั้ง ตามด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 1 มิลลิลิตร จ านวน 2 ครั้ง และสุดท้ายชะด้วย 0.5 N 
HCl ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จ านวน 2 ครั้ง น าสารละลายใน fraction สุดท้ายปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
ใส่ลงในหลอดทดลองฝาเกลียว เติมสารละลาย DON reagent (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
ปิดผาให้แน่นผสมให้เข้ากันและให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แช่ให้
เย็นในน้ าที่อุณหภูมิห้อง เมื่อเย็นแล้วเติม 2N H2SO4 ปริมาตร 1.9 มิลลิลิตร แล้วผสมให้เข้ากัน หาก
สารละลายที่ทดสอบมี glycolylmuramic acid สารละลายที่ท าการทดสอบจะเปลี่ยนเป็นสีชมพู วัด
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร ซึ่งจะมีค่าสูงกว่า 10 (Komagata and Suzuki, 
1987) 
 
 3.2.2.3 การวิเคราะห์ชนิดของน้ าตาลทั้งหมดภายในเซลล์ (whole-cell sugar 
analysis) 
 ย่อยเซลล์แห้งน้ าหนัก 50 มิลลิกรัม ด้วย 1N H2SO4 ที่อุณหภูมิ 100 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ทิ้งไว้ให้เย็น แล้วปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง โดยใช้สารละลายอ่ิมตัวของ
แบเรียมไฮดรอกไซด์ (Ba(OH)2) จนมีค่าความเป็นกรด-ด่างที่ 5.2-5.5 น าสารละลายไปปั่นเหวี่ยงให้
ตกตะกอน แล้วน าส่วนใสด้านบนมาระเหยให้แห้งด้วยเครื่อง rotary evaporator โดยเติมเอทานอล 
1 ถึง 2 หยด ลงในตัวอย่าง เพ่ือป้องกันการเกิดฟอง ละลายตัวอย่างที่แห้งแล้วด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 
400 ไมโครลิตร น าสารละลายที่ได้และสารละลายน้ าตาลมาตรฐาน (ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร) จุดลงบนแผ่น HPTLC cellulose (Merck, no. 5716) ขนาด 10×10 เซนติเมตร น าแผ่น 
TLC ทีไ่ด้มาจุ่มลงในตัวท าละลายผสม n-butanol : water : toluene : pyridine อัตราส่วน 10 : 6 
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: 6 : 1 ทิ้งไว้จนตัวท าละลายผสมเคลื่อนที่ไปจนถึงขอบเขตที่ก าหนด (ห่างจากขอบ 1 มิลลิเมตร) รอ
ให้แห้งแล้วดีเวลลอปซ้ าอีก 1 ครั้ง น าแผ่น TLC ที่ได้มาฉีดพ่นด้วย aniline phthalate (ภาคผนวก 
ข) รอให้แห้งแล้วน าไปอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 นาที ตรวจสอบจุดและสีที่
เกิดข้ึนเทียบกับสารละลายน้ าตาลมาตรฐาน โดยน้ าตาลที่มีจ านวนคาร์บอนอะตอมเท่ากับ 5 อะตอม 
จะให้จุดสีชมพู ได้แก่ ribose xylose และ arabinose ส่วนน้ าตาลที่มีจ านวนคาร์บอนอะตอมเท่ากับ 
6 อะตอม จะให้จุดสีเหลือง ได้แก่ rhamnose mannose glucose และ galactose (Komagata 
and Suzuki, 1987) ดังแสดงในรูปที่ 3.2 
 สารละลายน้ าตาลมาตรฐาน (ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) เตรียมเป็น 2 กลุ่ม ดังนี้ 
กลุ่มท่ี 1 ประกอบด้วย galactose mannose xylose และ rhamnose  
กลุ่มท่ี 2 ประกอบด้วย glucose arabinose และ ribose 
 

 

  
 
 

 
 

 
รูปที่ 3.2 ต าแหน่งและสีของน้ าตาลทั้งหมดภายในเซลล์บนแผ่น HPTLC  

 
 3.2.2.4 การวิเคราะห์ไขมันชนิดมีขั้ว (polar lipid analysis) 
 ผสมเซลล์แห้งน้ าหนัก 150 มิลลิกรัม กับสารละลายผสม methanol 
:0.3%NaCl aq. (100:10) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองฝาเกลียว จากนั้นเติม petroleum 
ether ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันเป็นเวลา 15 นาที ดูดสารละลายด้านบนทิ้ง แล้ว 
petroleum ether ลงไปผสมอีก 1 มิลลิลิตร เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นดูดสารละลายด้านบนทิ้ง ให้
ความร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที แล้วแช่ให้เย็นในน้ าที่อุณหภูมิห้อง เติม
สารละลายผสม chloroform:methanol:water (90:100:30) ปริมาตร 2.3 มิลลิลิตร แล้วผสมให้
เข้ากันนาน 1 ชั่วโมง แยกเซลล์ออกจากส่วนใสโดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 10 นาที ดูดส่วนใสเก็บลงในหลอดทดลองอันใหม่ สกัดส่วนเซลล์ซ้ าอีกครั้งด้วยสารละลายผสม 
chloroform:methanol:water (50:100:40) ปริมาตร 2.3 มิลลิลิตร นาน 30 นาที แล้วดูดส่วนใส่ที่
ได้ไปเก็บรวมกับส่วนใสในหลอดทดลองอันใหม่ข้างต้น ผสมส่วนใสที่ได้นี้กับ chloroform ปริมาตร 

1st  S
ta

nd
ar

d 
 

Sa
m

pl
e 

1 
 

Sa
m

pl
e 

2 

Sa
m

pl
e 

3 
 

Sa
m

pl
e 

4 
  

2nd
 S

ta
nd

ar
d 

  

Rhamnose 

Xylose 

Galactose 

Mannose 

Ribose 

Arabinose 
Madurose 

Glucose 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 
 

30 

1.3 มิลลิลิตร และน้ ากลั่นปริมาตร 1.3 มิลลิลิตร แล้วน าสารละลายส่วนล่างไประเหยให้แห้งด้วยก๊าซ
ไนโตรเจน 
 ละลายตัวอย่างด้วยสารละลายผสม chloroform:methanol (2:1) ปริมาตร 60 ไมโครลิตร น า
สารละลายไปจุดลงบนแผ่น TLC (silica gel 60 F254, Merck no. 105553) ขนาด 10x10 
เซนติเมตร จ านวน 5 แผ่น น าแผ่น TLC ที่ได้มาดีเวลลอปแบบ 2 มิติ (two dimension) ในระบบตัว
ท าละลาย (solvent system) 2 ชนิด ดังนี้ 
ระบบตัวท าละลายที่ 1 : chloroform:methanol:water (65:25:4) 
ระบบตัวท าละลายที่ 2 : chloroform:acetic acid:methanol:water (40:7.5:6:2) 
 ตรวจสอบจุดของไขมันชนิดมีขั้ว โดยการฉีดพ่นแผ่น TLC แต่ละแผ่นด้วยรีเอเจนต์ (reagent) 
ชนิดต่างๆ ดังแสดงด้านล่าง โดยต าแหน่งของไขมันชนิดมีขั้วบนแผ่น TLC เมื่อดีเวลลอปแบบ 2 มิติ
แสดงดังรูปที่ 3.3 
1) Phosphomolybdic acid (ภาคผนวก ข) เพ่ือวิเคราะห์ไขมันทั้งหมด (จุดสีน้ าเงินเข้ม) โดยให้
ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที หลังจากฉีดพ่น 
2) Dittmer and Lester reagent (ภาคผนวก ข) เพ่ือวิเคราะห์ฟอสโฟลิปิด (phospholipid) 
ทั้งหมด (จุดสีน้ าเงิน) 
3) Ninhydrin reagent (ภาคผนวก ข) เพ่ือวิเคราะห์ phosphatidylethanolamine (PE) และ
อนุพันธ์ เช่น lyso-PE OH-PE และ methyl-PE โดยให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที หลังจากฉีดพ่น 
4) Anisaldehyde reagent (ภาคผนวก ข) เพ่ือวิเคราะห์ glycolipids (จุดสีเขียวอมเหลือง) และ
ไขมันชนิดอ่ืนๆ (จุดสีน้ าเงิน) โดยให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
หลังจากฉีดพ่น 
5) Dragendroff’s reagent (ภาคผนวก ข) เพ่ือวิเคราะห์ฟอสโฟลิปิดที่มี choline เป็นส่วนประกอบ 
(phosphatidyl choline) 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 
 

31 

 

 
รูปที่ 3.3 ต าแหน่งของไขมันชนิดมีขั้วบนแผ่น TLC ที่ดีเวลลอปแบบ 2 มิติ 
 ค าย่อ : DPG, diphosphatidylglycerol; PG, phosphatidylglycerol;  
 PME; phosphatidylmethylethanolamine;  
 PE; phosphatidylethanolamine;  
 OH-PE; hydroxyl-phosphatidylethanolamine;  
  Lyso-PE, lysophosphatidylethanolamine; PC, phosphatidylcholine;  
 PS, phosphatidylserine; PI, phosphatidylinnositol;  
 PIMs; phosphatidylinnositol mannosides;  
 NPG, ninhydrin-positive phosphoglycolipids 
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 3.2.2.5 การวิเคราะห์องค์ประกอบของกรดไขมัน (cellular fatty acid analysis)  
 เตรียม fatty acid methyl ester (FAME) ตามวิธีการมาตรฐานของ 
Sherlock Microbial Identification System (MIDI) (Sasser, 1990) โดยชั่งเซลล์แห้งน้ าหนัก 40 
มิลลิกรัม ลงในหลอดทดลองฝาเกลียวที่สะอาด เติม saponification reagent (ภาคผนวก ข) 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วผสมด้วยเครื่อง vortex นาน 5-10 วินาที จากนั้นให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 
100 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที แล้วผสมอีกครั้ง 5-10 วินาที จากนั้นให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 100 
องศาเซลเซียส นาน 25 นาที ท าให้เย็นที่อุณหภูมิห้องด้วยการแช่ในน้ า เติม methylation reagent 
(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แล้วผสมด้วยเครื่องเขย่า 5-10 วินาที จากนั้นให้ความร้อนที่
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แล้วท าให้เย็นที่อุณหภูมิห้องโดยแช่ในน้ า เติม extraction 
reagent (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร และผสมด้วยเครื่องเขย่านาน 10 นาที ดูด
สารละลายด้านบนใส่ลงในหลอดทดลองอันใหม่ แล้วผสมกับ base wash reagent (ภาคผนวก ข) 
ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เป็นเวลา 5 นาที  ถ้าเกิดอิมัลชันให้เติม  saturated sodium chloride 
(ภาคผนวก ข) ลงไปเล็กน้อย น าส่วนใสด้านบนไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟี (gas 
chromatography) Agilent 6850 series II (Agilent Technologies, USA) โดยใช้ HP-ULTRA2 
column (25mx0.22mm i.d. × 0.33 µm (film) capillary column (Agilent J&W GC 
Column, USA) มี hydrogen 99.999% เป็น carrier gas อัตราการไหล (flow rate) 30 มิลลิลิตร
ต่อนาที มี nitrogen 99.999% เป็น makeup gas และมี air zero 99.999% ช่วยจุดเปลวไฟ
ส าหรับ flame ionization detector ส าหรับโปรแกรมอุณหภูมิ (temperature program) ใช้ 
injector temperature ที่ 250 องศาเซลเซียส ส่วน oven temperature เริ่มต้นที่ 170 องศา
เซลเซียส จากนั้นเพ่ิมอุณหภูมิเป็น 288 องศาเซลเซียส (อัตราการเพ่ิม 28 องศาเซลเซียสต่อนาที) 
หลังจากนั้นเพ่ิมอุณหภูมิเป็น 310 องศาเซลเซียส (อัตราการเพ่ิม 60 องศาเซลเซียสต่อนาที) แล้วค้าง
ไว้ที่อุณหภูมิ 310 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1.25 นาที และใช้ detector temperature ที่ 300 
องศาเซลเซียส องค์ประกอบของ fatty acid methyl ester จะถูกเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลของ 
Sherlock Microbial Identification System (MIDI) version 6.1. 
   
 3.2.2.6 การวิเคราะห์กรดมัยคอลิก (mycolic acid analysis) 
 ย่อยเซลล์แห้งน้ าหนัก 50-200 มิลลิกรัม ด้วย 10% KOH ใน MeOH 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง เติม 6 N HCl ปริมาตร 0.6 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน และสกัดด้วย n-hexane หรือ petroleum ether ปริมาตร 2 มิลลิลิตร โดย
ใช้การเขย่า น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ดูดสารละลายส่วนบนใส่ลง
ในหลอดทดลองอันใหม่ สกัดสารสารละลายส่วนล่างซ้ าอีก 1 ครั้ง จากนั้นเป่าให้แห้งด้วยก๊าซ
ไนโตรเจน แล้วละลายใน benzene : MeOH : H2SO4 (10 : 20 : 1) ให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 100 
องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง (methylation step)  เมื่อเย็นแล้วผสมน้ าปริมาตร 2 มิลลิลิตร และ
สกัดด้วย n-hexane โดยการเขย่า แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที 
ดูดสารละลายส่วนบนใส่ในหลอดทดลองอันใหม่ แล้วสกัดสารละลายส่วนล่างซ้ าอีกครั้ง ระเหย
สารละลายที่ไดด้้วยก๊าซไนโตรเจน แล้วละลายด้วย n-hexane ปริมาณเล็กน้อย จุดลงบนแผ่น Silica 
gel TLC (Merck 60 F254, 20x20 cm) ดีเวลลอปแผ่น TLC ที่ได้ลงในตัวท าละลายผสม n-hexane 
:diethylether อัตราส่วน 4:1 แล้วรมแผ่น TLC ด้วยควันของไอโอดีน  ( I2)  หรือฉีดพ่นด้วย         
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50% H2SO4 แล้วอบที่อุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตรวจผลโดยสังเกตจุดของสาร
ที่เกิดขึ้น (Minnikin et al., 1975) 
 
 3.2.2.7 การวิเคราะห์มีนาควิโนน (menaquinone analysis) 
 สกั ด เซลล์ แห้ งน้ าหนั ก  100-500 มิ ลลิ ก รั ม  ด้ ว ยตั วท า ละลายผสม 
chloroform:methanol (2:1) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร บนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 1 คืน กรองตัวเซลล์ออกโดยใช้กระดาษกรอง whatman no.1 น าส่วนใสที่ได้มาท าให้แห้ง
โดยใช้ เครื่ อง  rotary evaporator ที่ อุณหภูมิต่ ากว่ า  35 องศาเซลเซียส  แล้ วละลายด้วย          
acetone ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จุดสารละลายเป็นแถบยาวลงบนแผ่น silica gel TLC (Merck 60 
F254, 20x20 cm) แล้วดีเวลลอปใน 100% benzene ตรวจสอบแถบของมีนาควิโนนภายใต้แสง
อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น  254 นาโนเมตร ขูด silica gel บริ เวณที่ปรากฏแถบของ                
มีนาควิโนน มาแช่ใน acetone ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นกรองและเป่าให้แห้งด้วยก๊าซไนโตรเจน 
สุดท้ายละลายตัวอย่างที่แห้งด้วย acetone (HPLC glade) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แล้วน าไป
วิเคราะห์ด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง  (HPLC) โดยใช้ COSMOSIL 5C18 
(4.6x150 mm) column (Nacalai Tesque, Japan) ใช้ตัวท าละลายผสม methanol:2-propanol 
(2:1) เป็นเฟสเคลื่อนที ่(mobile phase) ควบคุมอัตราการไหล (flow rate) 1 มิลลิลิตรต่อนาที และ
ตรวจวัดด้วย UV detector ที่ความยาวคลื่น 270 นาโนเมตร (Collins et al. 1977) 
 
 3.2.2.8 การวิเคราะห์องค์ประกอบของเบสในดีเอ็นเอ (Analysis of DNA base 
composition) 
 3.2.2.8.1 การสกัดและการท าดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์ 
   สกัดดีเอ็นเอตามวิธีการที่ดัดแปลงจาก Tamaoka (1994) โดยน า
เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่ถูกคัดเลือกมาเลี้ยงในอาหาร yeast extract-malt extract broth บน
เครื่องเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 4-5 วัน จากนั้นเก็บเซลล์ลงในหลอดขนาด 50 
มิลลิลิตร ล้างเซลล์ด้วย TE buffer (ภาคผนวก ข) 2 ครั้ง และละลายตัวเซลล์ใน TE buffer ปริมาตร 
10 มิลลิลิตร จากนั้นเติม lysozyme 20 มิลลิกรัม ลงไปผสมและบ่มใน water bath ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง หลังบ่มเติม 10% SDS (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แล้วผสม
โดยกลับหลอดไปมาเบาๆ แล้วบ่มที่ อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นเติม 
phenol:chloroform (1:1, v/v) (ภาคผนวก ข) แล้วผสมโดยการเขย่าด้วยมือเป็นเวลา 5 นาที เพ่ือ
ก าจัดโปรตีนและอ่ืนๆ น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที นาน 20 นาที ดูดสารละลาย
ด้านบนมาผสมกับ absolute ethanol ที่เย็นจัดในปริมาตร 2 เท่า เพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอ ใช้แท่ง
แก้วพันเก็บดีเอ็นเอแล้วตั้งทิ้งไว้ให้แห้ง เมื่อแห้งแล้วละลายลงใน TE buffer ทรีท (treat) ดีเอ็นเอที่
ได้ให้บริสุทธิ์ปราศจากอาร์เอ็นเอ (RNA) และโปรตีน โดยเติม RNase A solution และ RNase T1 
solution (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 500 และ 5 ไมโครลิตร ตามล าดับ บ่มข้ามคืนใน water bath ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นเติม proteinase K solution (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร แล้วบ่มที่ อุณหภูมิ 37 องสาเซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง ก าจัดโปรตีนและอ่ืนๆ ด้วย 
phenol:chloroform แล้วตกตะกอนดีเอ็นเอตามวิธีการที่กล่าวมาข้างต้นอีกครั้ง ละลายดีเอ็นเอใน
สารละลาย 0.1X SSC (ภาคผนวก ข) แล้วเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
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 3.2.2.8.2 การวิเคราะห์องค์ประกอบของเบสในดีเอ็นเอ   
 น าดีเอ็นเอความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ต้มลงในน้ าเดือดนาน 30 นาที แล้วท าให้เย็นลงทันทีโดยแช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาที 
เพ่ือท าดีเอ็นเอให้เป็นสายเดี่ยว น าดีเอ็นเอนี้มาย่อยด้วย nuclease P1 (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ที่ อุณหภูมิ  50 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่ ว โมง หลังจากนั้นย่อยด้วย alkaline 
phosphatase (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน น า
ดีเอ็นเอที่ย่อยแล้วไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) โดยใช้ 
Cosmosil 5C18 (4.6IDx150 mm) column (Nacalai Tesque, Japan) ใช้ตัวท าละลายผสม   
0.02 M NH4H2PO4 : acetronitrile (20:1, v/v) เป็นเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) อัตราการไหล 
1 มิลลิลิตรต่อนาที และตรวจวัดด้วย UV detector ที่ความยาวคลื่น 270 นาโนเมตร (Tamaoka 
and Komagata, 1984) ค านวณองค์ประกอบของดีเอ็นเอเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน (standard) 
ตามสูตรด้านล่าง ซ่ึงดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีใช ้คือ Lambda DNA (Invitrogen, USA)  
 
 G+C mol% =  100 x (GS/GR+ CS/CR) ; S = Peak area of sample  

 (AS/AR+ GS/GR+ CS/CR + TS/TR) R = Peak area of standard 

 

 3.2.3 การศึกษาลักษณะทางจีโนไทป์ (genotypic characteristics) 
 
 3.2.3.1 การวิเคราะห์ 16S rRNA gene  
 
 3.2.3.1.1 การสกัดดีเอ็นเอ  
   สกัดดีเอ็นเอตามวิธีการที่ดัดแปลงจาก Tamaoka (1994) โดยน า   
เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ทั้งหมดมาเลี้ยงในอาหาร yeast extract-malt extract broth 
บนเครื่องเขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 4-5 วัน เก็บเซลล์ในหลอดไมโครเซนติฟิวก์ 
(microcentrifuge tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ล้างเซลล์ด้วย TE buffer และละลายใน TE buffer 
ปริมาตร 380 มิลลิลิตร เติม lysozyme ลงไปเล็กน้อยแล้วบ่มใน water bath ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง หลังจากบ่ม เติม 10% SDS ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยกลับ
หลอดไปมาเบาๆ แล้วบ่มที่ อุณหภูมิ  55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  จากนั้น เติม 
phenol:chloroform (1:1, v/v) (ภาคผนวก ข) ในปริมาตรเท่ากับสารละลายในหลอด แล้วเขย่าด้วย
มือเป็นเวลา 5 นาที เพ่ือก าจัดโปรตีนและอ่ืนๆ น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,500 รอบต่อนาที นาน 
20 นาที จากนั้นดูดสารละลายด้านบนมาตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย absolute ethanol ที่เย็นจัดใน
ปริมาตร 2 เท่า ใช้แท่งแก้วพันเก็บดีเอ็นเอแล้วตั้งทิง้ไว้ให้แห้ง เมื่อแห้งแล้วละลายใน Milli-Q water 
เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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 3.2.3.1.2 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของ 16S rRNA gene  
  น าดีเอ็นเอที่สกัดได้มาเพ่ิมปริมาณสายดีเอ็นเอบริเวณ 16S rRNA 
gene ด้วยวิธี PCR โดยใช้ Taq DNA polymerase ตามวิธีการของ Trcek and Teuber (2002) ซึ่ง
สารที่ใช้ผสมใน 1 reaction (100 ไมโครลิตร) ประกอบด้วย DNA template ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
Taq DNA polymerase (5 units/µl) (Invitrogen, USA) ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 10x 
polymerase buffer (Invitrogen, USA) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 25mM MgCl2 (Invitrogen, 
USA) ปริมาตร 8 ไมโครลิตร 2 mM dNTP (Invitrogen, USA) ปริมาตร 8 ไมโครลิตร 10 µM 
forward primer (20F: 5'-AGTTTGATCCTGGCTC-3') ปริมาตร 8 ไมโครลิตร 10 µM reverse 
primers (1541R: 5'-AAGGAGGTGATCCAGCC-3') ปริมาตร 8 ไมโครลิตร และ Milli-Q water 
ปริมาตร 61.5 ไมโครลิตร น าสารผสมที่ได้มาท าปฏิกิริยาเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยใช้เครื่อง T100TM 
thermal cycler (Bio-Rad Laboratories, USA) โ ด ย อุณหภู มิ ที่ ใ ช้ ใ น แต่ ล ะขั้ น  คื อ  initial 
denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียส 3 นาที จากนั้นท าปฏิกิริยาจ านวน 40 รอบ โดยใช้อุณหภูมิ 
denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที annealing 52 องศาเซลเซียส 30 วินาที และ 
extension 72 องศาเซลเซียส 90 วินาที เมื่อท าปฏิกิริยาครบ 40 รอบ ท าอุณหภูมิ final extension 
ที ่72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาท ี
 น าผลิตภัณฑ์ PCR (PCR product) ที่ได้ปริมาตร 3 ไมโครลิตร มาตรวจสอบโดยรันบน 
0.8% agarose gel ที่ผสมสีย้อม SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen, USA) (ภาคผนวก ข) 
รันใน 0.5X TBE buffer (ภาคผนวก ข) โดยใช้ความต่างศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ นาน 30 นาที จากนั้น
ตรวจดูแถบ (band) ของ 16S rDNA โดยใช้เครื่อง UltraSlim® LED Illuminator (MaestroGen, 
USA)  
 
 3.2.3.1.3 การท าผลิตภัณฑ์ PCR (PCR product) ให้บริสุทธิ์  
   ท า  PCR product ใ ห้ บ ริ สุ ท ธิ์ โ ด ย ใ ช้  FavorPrepTM PCR 
purification kit (Favorgen, Taiwan) โดยน า PCR product ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใส่ลงใน
หลอดไมโครเซนตริฟิวก์ขนาด 1.5 ไมโครลิตร เติม FADF Buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล้วผสม
ให้เข้ากัน ดูดสารละลายลงใน FADF column ที่มี collection tube จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 30 วินาที เทสารละลายใน collection tube ทิ้ง แล้วล้างด้วย 
Wash Buffer ปริมาตร 750 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 30 
วินาที เทสารละลายทิ้งแล้วน าไปปั่นเหวี่ยงอีกครั้งนาน 3 นาที เพ่ือให้ FADF column แห้ง วาง 
FADF column ในหลอดไมโครเซนติฟิวก์อันใหม่ ชะดีเอ็นเอโดยหยด Elugation Buffer ปริมาตร 
25 ไมโครลิตร แล้วตั้งทิ้งไว้ 2 นาที แล้วปั่นเหวี่ยงนาน 2 นาที เก็บดีเอ็นเอที่ได้ที่อุณหภูมิ 4 หรือ -20 
องศาเซลเซียส 
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 3.2.3.1.4 การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA gene  
  น า PCR product ที่บริสุทธิ์แล้วส่งไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ (sequencing) ที่ First BASE Laboratories Sdn Bhd (Malaysia) โดยใช้ BigDye® 
Terminator version 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA) เชื้อที่แยกได้
ทั้งหมดจะใช้ไพรเมอร์ 518F (5’-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3’) และ 800R (5’-TACCAGGGTA 
TCTAATCC-3’) ส่วนเชื้อที่น่าสนใจจะเพ่ิมไพรเมอร์ 27F (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) 
และ 1492R (5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’)  
 
 3.2.3.1.5 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA gene และการ
สร้างแผนภาพสายวิวัฒนาการ (phylogenetic tree)  
   น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของทุกไพรเมอร์มาเชื่อมต่อกันโดยใช้
โปรแกรม cap contig assembly ใน BioEdit (biological sequence alignment editor) 
software (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html; Hall, 1999) จากนั้นระบุ
ต าแหน่งของเชื้อที่มีความใกล้เคียงโดยใช้โปรแกรม BLAST (Altschul et al., 1997) เทียบกับ
ฐ านข้ อมู ลที่ มี เ ชื้ อ ส าย พันธุ์ อ้ า ง อิ ง  ( type strains)  ใน  EzTaxon-e server (http://www. 
ezbiocloud.net/eztaxon; Kim et al., 2012) ท าการจัดเรียง (alignment) ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่
ได้กับล าดับนิวคลีโอไทด์ที่คัดเลือกจากฐานข้อมูลของ EzTaxon โดยใช้ CLUSTAL W version 1.81 
(Thompson et al., 1994) ใน BioEdit software จากนั้นลบช่องว่าง (gap) และนิวคลีโอไทด์ที่ไม่
สามารถระบุชนิดได้ออก สุดท้ายสร้างแผนภาพสายวิวัฒนาการโดยใช้ neighbor-joining (Saitou 
and Nei, 1987) ใน MEGA 7 software (Kumar et al., 2016) ซึ่งค่าความเชื่อมั่น (confidence 
values) ถูกก าหนดโดย bootstrap (Felsenstein, 1985) โดยท าการสุ่มเป็นจ านวน 1000 ครั้ง หา
ค่าความใกล้เคียงกัน (similarity) กับเชื้อสายพันธุ์ที่ใกล้เคียงกันมากที่สุด โดยใช้ EzTaxon-e server 
 
 3.2.3.2 การท าดีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอ ไฮบริไดเซชัน (DNA-DNA hybridization) 
 น าดีเอ็นเอบริสุทธิ์ที่ผ่านการทรีทด้วย RNaseA RNase T1 และ Proteinase 
K (ดูหัวข้อ 3.2.2.8.1) และละลายใน 0.1X SSC มาวัดความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ด้วยเครื่อง
NanoDropTM Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA) โดยใช้ค่าดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น A260 และ A280 ซ่ึงค่าของ A260/A280 ที่เหมาะสมควรอยู่ระหว่าง 0.56-0.59 
 
 1) การติดฉลากโพรบดีเอ็นเอด้วยโฟโตไบโอติน (DNA labeling probe with 
photobiotin) 
 ผ ส ม  DNA solution (1 mg/ml) ป ริ ม า ต ร  10 ไ ม โ ค ร ลิ ต ร  กั บ 
photobiotin solution (1 mg/ml) ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ในหลอดไมโครเซนตริฟิวก์ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร แล้ววางบนน้ าแข็ง จากนั้นส่องด้วยแสงจากหลอดไฟ (sunlamp) นาน 30 นาที เติม 0.1 M 
Tris-HCl buffer pH 9.0 (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แล้วก าจัด free photobiotin 
ออกโดยผสมกับ n-butanol ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แล้วปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อนาที นาน 20 
วินาที หลังจากนั้นดูดสารละลายด้านบนทิ้ง ก าจัด free photobiotin ตามวิธีข้างต้นอีกครั้ง จากนั้น
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น าไปต้มในน้ าเดือดนาน 5 นาที เมื่อครบเวลาท าให้เย็นลงทันทีโดยวางในน้ าแข็ง แล้วเติม 
hybridization solution (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน 
 
 2) ขั้ น ต อ น ก า ร ไ ฮ บ ริ ไ ด เ ซ ชั น  (Photobiotin labeling DNA-DNA 
hybridization) 
 ขั้นตอนการไฮบริไดเซชันท าตามวิธีการของ Ezaki et al. (1989) โดยน า 
DNA (10 µg) ของเชื้อที่ต้องการทดสอบ เชื้อสายพันธุ์อ้างอิง และ DNA อ้างอิง (1 mg/ml of calf 
thymus in milli Q water) มาต้มในน้ าเดือดนาน 10 นาที และท าให้เย็นลงทันทีโดยวางบนน้ าแข็ง 
จากนั้นเติม 2xPBS (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 0.1M MgCl2 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
และน้ ากลั่นปราศจากเชื้อลงไปให้มีปริมาตรสุทธิ 1 มิลลิลิตร แล้วผสมให้เข้ากัน เติมสารละลายที่ได้
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุมของไมโครเพลท (Nunc-ImmunoTM plate, MaxiSorpTM 
surface; Thermo Fisher scientific, Denmark) และตรึงดีเอ็นโดยบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 2 ชั่วโมง เทสารละลายทิ้ง แล้วเติม prehybridization solution (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุม และบ่มที่อุณหภูมิ 53-55 องศาเซลเซียส นาน 1-2 ชั่วโมง จากนั้นเท 
prehybridization solution ทิ้ง แล้วเติม hybridization solution ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงไป
แทนที่ น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 53-55 องศาเซลเซียส (ค านวณตามสูตรด้านล่าง) นาน 15-18 ชั่วโมง 
 
 Hybridization temperature = (Tm-45) ˚C 
 Tm = 69.3 + [%G+C] x 0.41 

                 
 3) การตรวจหาการเข้าคู่กันของดีเอ็นเอ (detection of biotin-containing 
hybrids) 
 ท าการล้างไมโครเพลทแต่ละหลุมด้วย 0.2X SSC buffer (ภาคผนวก ข) 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จ านวน 3 ครั้ง หลังจากนั้นเติม solution I (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แล้วเทสารละลายทิ้ง เติม solution II 
(ภาคผนวก ข) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที แล้วล้าง   
ไมโครเพลทแต่ละหลุมด้วย 1X PBS (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จ านวน 3 ครั้ง จากนั้น
เติม solution III (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 
นาที หยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์โดยเติม 2M H2SO4 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร (Verlander, 1992)  
น าสารละลายในไมโครเพลทไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง
Microplate Reader (Microplate ManagerR 4.0, Bio-Rad Laboratories, USA) ค านวณค่าร้อย
ละความคล้ายคลึงกันของดีเอ็นเอ ตามสูตร ดังนี้  
 
 % similarity of DNA = [(X-N) / (P-N)] x 100 
 
X; ค่าท่ีวัดได้ของดีเอ็นเอที่ต้องการทดสอบ 
P; ค่าท่ีวัดได้ของดีเอ็นเอที่เป็นโพรบ (probe) 
N; ค่าท่ีวัดได้ของดีเอ็นเอที่ไม่มีความสัมพันธ์กับดีเอ็นเอที่ต้องการทดสอบ (calf thymus) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 
 

38 

3.3  การทดสอบฤทธิท์างชีวภาพ (biological activity) 
 น าเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ทั้งหมดมาเลี้ยงในอาหาร yeast extract-malt extract 
broth ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร บนเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อ
นาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 วัน สกัดน้ าหมักเชื้อด้วย ethyl acetate จ านวน 2 
ครั้ง แล้วน าสารสกัดในชั้นนี้ไประเหยด้วยเครื่อง rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
น าสารสกัดหยาบ (crude extract) ที่ได้ไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพ ได้แก่ ฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์ 
Escherichia coli ATCC 25922 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Bacillus subtilis 
ATCC 6633 Kocuria rhizophila ATCC 9341 Staphylococcus aureus ATCC 25923 
Methicillin resistance aureus (MRSA) DMST 20654 Vancomycin-resistance 
Enterococcus fecium (VRE) ATCC 51559 และ Candida albicans ATCC 10231 ความเป็น
พิษต่อเซลล์ (cytotoxic activity) Vero cells (African green monkey kidney) นอกจากนี้ยังน า
สารสกัดหยาบจากเชื้อที่ถูกคัดเลือกมาทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อก่อโรคมาลาเรีย Plasmodium 
falciparum strain K1 และฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็ง 2 ชนิด คือ KB-oral cavity และ NCI-H187-
small cell lung โดยส่งทดสอบที่ห้องปฏิบัติการตรวจหาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ศูนย์พันธุ
วิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ (BIOTEC) ประเทศไทย 
 
       3.3.1 การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์ (antimicrobial activity)  
 น าสารสกัดหยาบจากเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ทั้งหมดมาทดสอบฤทธิ์ต้าน
เชื้อจุลินทรีย์โดยวิธี disc diffusion (Lorian, 1980) โดยทดสอบกับจุลินทรีย์ 8 ชนิด ดังที่ได้กล่าวไว้
ข้างต้น ท าการทดสอบโดยเลี้ยงแบคทีเรียบนอาหาร Muller Hinton agar (ภาคผนวก ก) ที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ส่วนยีสต์เลี้ยงบนอาหาร Sabouraud dextrose agar (SDA) 
(ภาคผนวก ก) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง เตรียมสารละลายเชื้อแต่ละชนิดใน
สารละลาย 0.85% NaCl ให้ได้ความขุ่นเทียบเท่ากับ McFarland No. 0.5 (1×108 CFU/ml) แล้วใช้
ไม้พันส าลีป้ายเชื้อ (swab) ลงบนอาหาร Muller Hinton agar และ Sabouraud dextrose agar 
จากนั้นละลายสารสกัดหยาบด้วย methanol ให้มีความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และดูด
สารละลายปริมาตร 20 ไมโครลิตร หยอดลงบนแผ่น disc (Whatman, UK) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
6 มิลลิเมตร เมื่อแห้งแล้ววางแผ่น disc ลงบนผิวอาหาร ใช้แผ่น disc ซึ่งเติม methanol และยา
ปฏิชีวนะ (ampicillin ceftazidime gentamicin penicillin และ nystatin) เป็นชุดควบคุมเชิงลบ
และชุดควบคุมเชิงบวกตามล าดับ บ่มจานอาหารที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 18-24 ชั่วโมง 
ส าหรับแบคทีเรีย และ 30 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง ส าหรับยีสต์ ตรวจผลโดยวัดขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของบริเวณยับยั้ง (inhibition zone)  
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     3.3.2 การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อก่อโรคมาลาเรีย (anti-malarial activity)  
 น าสารสกัดหยาบจากเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่ถูกคัดเลือกมาทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อ
ก่อโรคมาลาเรีย Plasmodium falciparum (K1, multidrug resistant strain) โดยเลี้ยง 
Plasmodium falciparum ตามวิธีการของ Trager and Jensen (1976) ซึ่งเลี้ยงในอาหาร RPMI 
1640 medium ที่มี HEPES (N-2- hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid) ความ
เข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ NaHCO3 ความเข้มข้น 32 มิลลิโมลาร์ และ human serum ที่ถูกกระตุ้นด้วย
ความร้อน (มีเม็ดเลือดแดงร้อยละ 3) ความเข้มข้นร้อยละ 10 ในตู้บ่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มี
ความชื้นและมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 3 ท าการถ่ายเชื้อทุกวันโดยใช้อาหารที่มี
ส่วนผสมของเม็ดเลือดแดงที่สดใหม่เพ่ือรักษาระดับการเจริญของเซลล์  ทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อก่อ
โรคมาลาเรียโดยวิธี microculture radioisotope technique ตามวิธีการของ Desjardins et al. 
(1979) โดยผสมเม็ดเลือดแดงความเข้มข้นร้อยละ 1.5 ซึ่งเป็นเม็ดเลือดแดงที่มีการติดเชื้อมาลาเรีย 
(parasitemia) ที่ระยะ early ring stage ร้อยละ 1 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ให้สัมผัสกับอาหารที่มี
สารสกัดหยาบที่ต้องการทดสอบซึ่งละลายใน 1% DMSO (ความเข้มข้นสุดท้าย 0.1%) ปริมาตร 25 
ไมโครลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเติมส่วนผสมของ hypoxanthine (Amersham, USA) และ 
culture medium ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุม แล้วน าไปบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ระดับ
การรวมตัวกันของ hypoxanthine ที่ติดฉลากด้วยสารกัมมันตรังสีจะบ่งบอกการเจริญของเชื้อก่อโรค
มาลาเรีย ซึ่งตรวจสอบโดยใช้เครื่อง TopCount microplate scintillation counter (Packard, 
USA) โดยค่าร้อยละการเจริญของเชื้อก่อโรคมาลาเรียค านวณได้โดยใช้สัญญาณการนับต่อนาทีของ
สภาวะที่ถูก treat (CPMT) และสภาวะที่ไม่ถูก treat (CPMU) ตามสูตร 
 

% parasite growth = CPMT/CPMU x 100 
 
 โดยสามารถแปลผลจากค่าร้อยละของการยับยั้ง (% inhibition) ได้ดังนี้ คือ 
1. หากสามารถยับยั้งเชื้อได้น้อยกว่าร้อยละ 50 แสดงว่าไม่มีฤทธิ์ต้านเชื้อก่อโรคมาลาเรีย (inactive) 
2. หากสามารถยับยั้งเชื้อได้เท่ากับหรือมากกว่าร้อยละ 50 แสดงว่ามีฤทธิ์ต้านเชื้อก่อโรคมาลาเรีย 
(active) ซึ่งจะรายงานผลเป็นค่าความเข้มข้นของสารสกัดหยาบที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อก่อ
โรคมาลาเรียได้ร้อยละ 50 (IC50)  
 การทดสอบนี้ใช้ 0.1% DMSO เป็นชุดควบคุมเชิงลบ (negative control) ส่วนชุด
ควบคุมเชิงบวก (positive control) และค่าความเข้มข้นของชุดควบคุมเชิงบวกที่สามารถยับยั้งการ
เจริญของเชื้อได้ร้อยละ 50 (IC50 of positive control) ที่ ใช้ คือ dihydroartemisinine ความ
เข้มขน้ 2.79 นาโนโมลาร์ และ mefloquine ความเข้มข้น 0.0440 ไมโครโมลาร์  
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    3.3.3 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็ง (anticancer activity) 
 น าสารสกัดหยาบจากเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่ถูกคัดเลือกมาทดสอบฤทธิ์ยับยั้ง
เซลล์มะเร็ง 2 ชนิด คือ KB cell line (epidermoid carcinoma of oral cavity, ATCC CCL-17) 
และ NCI-H187 (small cell lung carcinoma, ATCC CRL-5804) ด้วยวิธี Resazurin microplate 
assay (REMA) (Brien et al., 2000) โดยเก็บเซลล์ช่วง logarithmic growth phase มาเจือจางใน 
fresh medium ให้ได้ความเข้มข้น 3.3x104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เติมสารสกัดหยาบที่ต้องการทดสอบ
ซึ่งเจือจาง 0.5% DMSO ปริมาตร 5 ไมโครลิตร และสารละลายเซลล์ปริมาตร 45 ไมโครลิตร ลงใน 
384-well plates จากนั้นน าไปบ่มในตู้บ่มที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส หลังจากบ่มเป็นระยะเวลา 5 วัน เติม resazurin solution ความเข้มข้น 62.5 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตรปริมาตร 12.5 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลุม และบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 4 ชั่วโมง วัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ (fluorescence signal) โดยใช้เครื่อง SpectraMax M5 
multi-detection microplate reader (Molecular Devices, USA) ที่ความยาวคลื่น 530 และ 
590 นาโนเมตร ค่าร้อยละของการยับยั้งการเจริญของเซลล์ค านวณได้ตามสูตร 
 

% Inhibition = [1- (FUT/ FUC)] x 100 
 
FUT คือ ค่าเฉลี่ยของหน่วยฟลูออเรสเซนต์ (fluorescent unit) จากสภาวะที่ใส่สารสกัด  
FUC คือ ค่าเฉลี่ยของหน่วยฟลูออเรสเซนต์ (fluorescent unit) จากสภาวะควบคุม  
 
 พล็อตกราฟปริมาณที่ตอบสนองจากความเข้มข้นของสารสกัดหยาบที่เจือจาง 3 เท่า
จ านวน 6 ความเข้มข้น และหาค่าความเข้มข้นของสารสกัดหยาบที่สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล์
ได้ร้อยละ 50 (IC50) ด้วยเครื่อง SOFTMax Pro software (Molecular Devices, USA) โดย
สามารถแปลผลจากค่าร้อยละของการยับยั้ง (% inhibition) ได้ดังนี้ คือ 
1. หากสามารถยับยั้งเซลล์มะเร็งได้น้อยกว่าร้อยละ 50 แสดงว่าไม่มีฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็ง (inactive) 
2. หากสามารถยับยั้งเซลล์มะเร็งได้เท่ากับหรือมากกว่าร้อยละ 50 แสดงว่ามีฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็ง 
(active) ซึ่งจะรายงานผลเป็นค่าร้อยละของการยับยั้ง (% inhibition) เซลล์มะเร็ง 
 การทดสอบนี้ใช้ 0.5% DMSO เป็นชุดควบคุมเชิงลบ (negative control) ส่วนชุด
ควบคุมเชิงบวก (positive control) และค่าความเข้มข้นของชุดควบคุมเชิงบวกที่สามารถยับยั้ง
เซลล์มะเร็ง KB cell line ได้ร้อยละ 50 (IC50 of positive control) คือ ellipticine ความเข้มข้น 
3.39 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ doxorubicin ความเข้มข้น 1.16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และค่า
ความเข้มข้นของชุดควบคุมเชิงบวกที่สามารถยับยั้งเซลล์มะเร็ง NCI-H187 ได้ร้อยละ 50 คือ 
ellipticine ความเข้มข้น 3.51 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ doxorubicin ความเข้มข้น 0.140 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
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     3.3.4 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxicity)  
 น าสารสกัดหยาบจากเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ทั้งหมดมาทดสอบความเป็น
พิษต่อ Vero cells (African green monkey kidney fibroblasts, ATCC CCL-81) โดยวิธี green 
fluorescent protein (GFP)-based assay (Changsen et al., 2003) ซึ่งปริมาณการเรืองแสงที่วัด
ได้จะสัมพันธ์กับปริมาณเซลล์ที่เหลือรอดอยู่  โดยสามารถแปลผลจากค่าร้อยละของการยับยั้ง (% 
inhibition) ได้ดังนี้ คือ หากสามารถยับยั้งเซลล์ได้น้อยกว่าร้อยละ 50 แสดงว่าไม่มีความเป็นพิษต่อ 
Vero cells (non-cytotoxic) แตห่ากสามารถยับยั้งเซลล์ได้เท่ากับหรือมากกว่าร้อยละ 50 แสดงว่ามี
ความเป็นพิษต่อ Vero cells (cytotoxic)  
 
 
3.3.5 การเพาะเลี้ยงเซลล์พีสิบเก้า (MacPherson et al., 1995) 
เซลล์พีสิบเก้าจะถูกเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด -MEM (alpha minimal essential 
medium) ที่ท าการเติม 7.5% newborn calf serum (NBCS) และ 2.5% fetal bovine serum 
(FBS) ในบรรยากาศ 5% CO2 ที่อุณหภูมิ 37C ท าการ subculture ทุก 2-3 วัน 
 
การเหนี่ยวน าให้เซลล์พีสิบเก้าเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ประสาทพีสิบเก้า (MacPherson et al., 
1995; Parnas and Linial, 1995 ) 
น าเซลล์พีสิบเก้าที่เจริญเป็นผืนเดียวกันบนผิวภาชนะเพาะเลี้ยงมาเติม trypsin ให้กลายเป็นเซลล์
เดี่ยว น าเซลล์มา 2  106 cells/mL เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ -MEM ที่ท าการเติม 5% FBS 
และ 0.5 M all trans-retinoic acid (RA) ใน petridish ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 100-mm 
บรรยากาศ 5% CO2 ที่อุณหภูมิ 37C เซลล์จะรวมกลุ่มกันมีลักษณะเป็น embryoid bodies ท า
การเปลี่ยนอาหารทุก 2 วัน หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 4 วัน ท าการกระจาย embryoid bodies 
ให้กลายเป็นเซลล์เดี่ยวด้วยไปเปต แล้วน าเซลล์ที่ได้ไป เพาะเลี้ยงบน microtiter plate ที่ท าการ
เคลือบผิวภาชนะด้วย poly-L-lysine (ใช้ 50 g/mL poly-L-lysine ที่ละลายใน sterile 
phosphate buffer solution เติมลงในแต่ละหลุมของ plate เป็นเวลา 1 คืน แล้วค่อยน า
สารละลายออก ปล่อยให้แห้งภายใต้รังสี UV ใน laminar flow hood เป็นเวลา 30 นาท)ี โดย
เพาะเลี้ยงที่ความหนาแน่น 7  104 cells/mL (150 L/well ส าหรับ 96-well plate และ 1.5 
mL/well ส าหรับอาหารเพาะเลี้ยงเป็น  -MEM ที่ท า การเติม 10% FBS เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
ใน บรรยากาศ 5% CO2 ที่อุณหภูมิ 37C จากนั้นท าการเติม 10 M cytosine arabinoside (Ara-
C) ลงในอาหารเลี้ยงเซลล์ และท าการเปลี่ยนอาหารทุก 2-3 วัน เซลล์จะเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์
ประสาทชนิดโคลิเนอร์จิก ที่สมบูรณ์พร้อมใช้ในการทดสอบในวันที่ 8 ของการเพาะเลี้ยง 

  
การทดสอบอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ประสาท (Tadtong, 2013)  
เพ่ือหาความเข้มข้นที่เหมาะสมส าหรับน าไปทดสอบฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทรวมทั้งเพ่ือหาความเป็น
พิษของสารสกัดต่อเซลล์ประสาทต่อไป โดยท าการทดสอบดังนี้ 
-น าสารทดสอบแต่ละชนิดมาละลายด้วย 10% DMSO/H2O เพ่ือเตรียมความเข้มข้นต่างๆ กัน 5 ความ
เข้มข้น ดังนี้คือ 200 M, 20 M, 2 M, 0.2 M, 0.02 M  ส าหรับใช้ในการทดสอบต่อไป โดย
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ความเข้มข้นสุดท้ายที่เป็นความเข้มข้นที่ใช้ในการทดสอบคือ 10 M, 1 M, 0.1 M, 0.01 M, 
0.001 M และความเข้มข้นของตัวท าละลายที่ใช้เป็นกลุ่มตัวท าละลายควบคุมคือ 0.5% DMSO 
-น าสารละลายที่เตรียมขึ้นทีค่วามเข้มข้นต่างๆ ข้างต้น มาทดสอบกับเซลล์ประสาทพีสิบเก้า แล้วบ่ม
เซลล์ที่ 37 C ในบรรยากาศ 5% CO2 เป็นเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นตรวจดูอัตราการรอดชีวิตของ
เซลล์ประสาทด้วยวิธี XTT reduction assay โดยใช้กลุ่มที่ไม่ได้รับสารทดสอบเป็นกลุ่มควบคุมและ
ก าหนดให้อัตราการรอดชีวิตของกลุ่มควบคุมคิดเป็น 100% ท าการทดสอบซ้ า 3 ครั้ง แต่ละครั้ง
ทดสอบซ้ า 3 ซ้ า (n = 3, triplicate) 
 
การทดสอบฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาท (Tadtong, 2013; Iacovitti, 1997; López-Maderuelo, 
2001) 
-น าเอาความเข้มข้นของสารทดสอบที่สามารถท าให้เซลล์ประสาทมีอัตราการรอดชีวิต (% cell 
viability) มากกว่า 100% มาทดสอบฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาท โดยจะท าให้เซลล์ประสาทเกิดสภาวะ 
oxidative stress ด้วยวิธ ี serum deprivation ท าการเติมสารละลายสารทดสอบในความเข้มข้นที่
ต้องการทดสอบลงไปในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ไม่ได้เติมซีรัม แล้วเพาะเลี้ยงเซลล์ในบรรยากาศ 5% CO2 
ที่อุณหภูมิ 37C เป็นเวลา 18 ชั่วโมง จึงวัดอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ด้วย XTT reduction assay 
โดยก าหนดให้อัตราการรอดชีวิต ของเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่เติมซีรัมแต่ไม่ได้รับสาร
ทดสอบ (กลุ่มควบคุม) มีอัตราการรอดชีวิตคิดเป็น 100% ท าการทดสอบซ้ า 3 ครั้ง แต่ละครั้ง
ทดสอบซ้ า 3 ซ้ า (n = 3, triplicate) 
 
การวิเคราะห์ข้อมูล 
ใช้สถิติการวิเคราะห์โดยวิธี student’s t-test เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมท่ีไม่ได้รับสารทดสอบ และ
กลุ่มท่ีเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ไม่เติมซีรัมและไม่ได้รับสารทดสอบ ก าหนดค่า p < 0.05 จึงถือ
ว่ามีนัยส าคัญทางสถิติ 
 
การทดสอบฤทธิ์ในการงอกของแขนงประสาท ((Tadtong, 2013; Tangsaengvit, 2013) 
-น าเอาความเข้มข้นของสารทดสอบที่สามารถท าให้เซลล์ประสาทมีอัตราการรอดชีวิต (% cell 
viability) มากกว่า 100% มาทดสอบ (ความเข้มข้นเดียวกับท่ีใช้ทดสอบฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาท 
และท าการทดสอบเฉพาะสารที่แสดงฤทธิ์ปกป้องเซลล์ประสาทได้ดีท่ีสุดเท่านั้น) และสังเกตลักษณะ
ทางกายภาพของเซลล์ โดยสังเกตการเพ่ิมขึ้นของแขนงเซลล์ประสาทและ/หรือ ความยาวที่เพ่ิมขึ้น
ของแขนงประสาทภายใต้กล้องจุลทรรศน์ รายงานจ านวนแขนงประสาท และค่าความยาวแขนง
ประสาท เฉลี่ยจากเซลล์ประสาท 30 เซลล์ เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้มีการ เติมสารทดสอบ 
โดยใช้สาร1nM quercetin ซึ่งเป็นสารที่เคยมีการรายงานว่าเป็นสารที่มีฤทธิ์ในการช่วยให้เกิดการ
งอกของแขนงประสาทเป็นตัวควบคุมเชิงบวก  
 
การวิเคราะห์ข้อมูล 
ใช้สถิติการวิเคราะห์โดยวิธี student’s t-test เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับสารทดสอบ 
ก าหนดค่า p < 0.05 จึงถือว่ามีนัยส าคัญทางสถิติ 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 
 

43 

3.4 การตรวจหา (detection) และศึกษาความหลากหลาย (diversity) ของยีน    
โพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1   
 
      3.4.1 การตรวจหา (detection) ยีนโพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1  
  
 3.4.1.1 การออกแบบไพร์เมอร์  
 ท าการออกแบบไพร์เมอร์บริเวณ ketosynthase (KS) domain ของยีนโพลีคี
ไทด์ซินเทสชนิดที่ 1 โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณดังกล่าวจากเชื้อแอคติโนมัยสีทที่ปรากฏใน
ฐานข้อมูลของ NCBI website (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) โดยออกแบบเป็น degenerate 
primers ดังแสดงในตารางที่ 3.2 
 
ตารางท่ี 3.2 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ (primer sequences) 

Primer name Amplicon size Primer sequence (5’ 3’) 
KS-F  
(sense strand) 

740-780 bp 
 

GAGCCSCACARCGGCTSBTKCRTCA  

KS-R  
(anti-sense strand) 

TGGCCSAKRTTGGWCTTSASGGWGCC 

หมายเหตุ :  S  = C หรือ G 
 R  = A หรือ G 
 B   = C หรือ G หรือ T 
 K  = G หรือ T 
 W  = A หรือ T  
  
 
 
 
 
 
 
 3.4.1.2 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธี PCR   
 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณคีโตซินเทสโดเมน จากจีโนมิกส์ดีเอ็นเอของเอน
โดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ทั้งหมด (ดูหัวข้อ 3.2.3.1.1) โดยวิธี PCR ท าโดยเตรียม reaction 
mixture ซึ่งประกอบด้วยจีโนมิกส์ดีเอ็นเอ  (100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
primer (10 ไมโครลิตร) ชนิดละ 0.5 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase (5 ยูนิตต่อไมโครลิตร) 
(Thermo Scientific, USA) ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร 10X Taq buffer (Thermo Scientific, 
USA) ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร MgCl2 (25 มิลลิโมลาร์) (Thermo Scientific, USA) ปริมาตร 3 
ไมโครลิตร dNTP mixture (10 มิลลิโมลาร์) ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 100% dimethyl sulfoxide 
(DMSO) ปริมาตร 1.25 ไมโครลิตร และ Milli-Q water ปริมาตร 15.5 ไมโครลิตร น าสารผสมที่เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ได้มาท าปฏิกิริยาเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยเครื่อง DNA Engine DYAD ALD 1244 thermal cycler 
(MJ Research Inc., USA) โดยอุณหภูมิที่ใช้ คือ initial denaturation ที่ 95 องศาเซลเซียส 5 นาที 
จากนั้นท าปฏิกิริยาจ านวน 35 รอบ โดยแต่ละรอบใช้อุณหภูมิ เพ่ือ denaturation ที่ 95 องศา
เซลเซียส 30 วินาที เพ่ือ annealing ที่ 61 องศาเซลเซียส 40 วินาที และเพ่ือ extension ที่ 72 
องศาเซลเซียส 60 วินาที เมื่อท าปฏิกิริยาครบ 40 รอบ ปรับอุณหภูมิเพ่ือ extension รอบสุดท้ายที ่
72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที น าผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้ปริมาตร 5 ไมโครลิตร มาตรวจสอบขนาด
โดยแยกบนแผ่นอะกาโรส ความเข้มข้น 1% ในบัฟเฟอร์ 1X TAE (ภาคผนวก ข) โดยใช้ความต่าง
ศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ นาน 40 นาท ีย้อมเจลด้วยสารละลาย ethidium bromide เป็นเวลา 10 นาที 
จากนั้นตรวจดูขนาดที่ถูกต้อง (740-780 bp) ของผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้  
 
    3.4.2 การศึกษาความหลากหลาย (diversity) ของยีนโพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1  
 
 3.4.2.1 การท าผลิตภัณฑ์ PCR ให้บริสุทธิ์ (PCR product purification)   
 ท าผลิตภัณฑ์ PCR ให้บริสุทธิ์ โดยใช้ QIAEX II gel extraction kit (Qiagen, 
USA) ท าโดยตัดเจลมาชั่งน้ าหนักในหลอดไมโครเซนตริฟิวก์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Buffer QX1 ใน
ปริมาตร 3 เท่าของเจล เพ่ือละลายอะกาโรส จากนั้นเติม QIAEXII beads ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
(vortex นาน 30 วินาทีก่อนใช้ เพื่อไม่ให้ตกตะกอน) แล้วผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง vortex เพ่ือให้จับ
กับดีเอ็นเอ น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที และ ท าการ vortex ทุกๆ 2 นาที 
เพ่ือให้ QIAEXII อยู่ในสภาวะสารละลาย โดยสีของสารละลายจะเป็นสีเหลือง (หากมีสีส้มหรือม่วง ให้
เติม 3M sodium acetate, pH 5.0 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และผสมให้เข้ากัน) หลังจากนั้นน าไป
ปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบต่อนาที นาน 30 วินาที ดูดส่วนใสทิ้งโดยใช้ปิเปต ละลายตะกอนแล้วล้าง
ด้วย Buffer PE ปริมาตร 500 ไมโครลิตร จ านวน 2 ครั้ง ผึ่งตะกอนให้แห้งด้วยลม นาน 10-15 นาที 
หรือจนกระทั่งเปลี่ยนเป็นสีขาว จากนั้นละลายใน Milli-Q water โดยใช้เครื่อง vortex แล้วน าไปปั่น
เหวี่ยงที่ 13,000 รอบต่อนาที นาน 30 วินาที ดูดส่วนใสซึ่งมีสารละลายดีเอ็นเอลงในหลอดอันใหม่
โดยใช้ปิเปต เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 3.4.2.2 การโคลนชิ้นดีเอ็นเอ (DNA cloning) 
 ท าการเชื่อมต่อ (ligation) ดีเอ็นเอที่ได้จากผลิตภัณฑ์ PCR กับดีเอ็นเอพาหะ 
(vector) โดยใช้ TOPO TA cloning kit (Invitrogen, USA) โดยเตรียม TOPO cloning reaction 
mixture ปริมาตรสุทธิ 6 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบด้วย ผลิตภัณฑ์ PCR ปริมาตร 4.5 ไมโครลิตร salt 
solution ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ pCR™8/GW/TOPO® vector ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร ผสม 
TOPO cloning reaction mixture ให้เข้ากันเบาๆ และบ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 1 ชั่วโมง หลังจากนั้น
น า TOPO cloning reaction mixture ทรานสฟอร์มเข้าสู่ Escherichia coli คอมพิเทนต์เซลล์ (E. 
coli DH5 ความเข้มข้น 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) ที่มีปริมาตร 100 ไมโครลิตร  โดยวิธี heat-shock 
(Sambrook and Russell, 2001) โดยบ่มปฏิกิริยาที่ผสมกับเซลล์บนน้ าแข็งนาน 10 นาที จากนั้นให้
ความร้อนที่ 42 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที แล้วน ากลับไปวางบนน้ าแข็งทันที เติม S.O.C. 
medium (Invitrogen, USA) ปริมาตร 900 ไมโครลิตร แล้วน าไปเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที 
ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง น าสารละลายเซลล์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
และปั่นเหวี่ยงส่วนที่เหลือ แล้วจึงละลายเซลล์ให้ได้ปริมาตร 100 ไมโครลิตร น าเซลล์ทั้งสองส่วนมา
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เกลี่ยลงบนอาหาร LB agar ที่เติม spectinomycin ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วบ่ม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ข้ามคืน คัดเลือกโคโลนีที่เจริญบนจานอาหารจ านวน 12 โคโลนี มา
เลี้ยงในอาหาร LB broth ที่เติม spectinomycin ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 
5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ข้ามคืนบนเครื่องเขย่า (200 รอบต่อนาที) น าเชื้อที่เลี้ยง
ได้มาสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอในขั้นตอนต่อไป 
 
 3.4.2.3 การสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ (plasmid DNA extraction) 
 สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอโดยใช้ QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen, USA) 
โดยปั่นเหวี่ยงเพ่ือเก็บตะกอนเซลล์ของ E. coli ที่ได้รับการถ่ายยีนลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวก์ขนาด 
1.5 มิลลิลิตร (ใช้ความเร็ว 12,500 รอบต่อนาที นาน 3 นาที) จากนั้นละลายกลับใน Buffer P1 
ปริมาตร 250 ไมโครลิตร แล้วเติม Buffer P2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร เพ่ือให้เซลล์แตกโดยกลับ
หลอดไปมา 4-6 ครั้ง จนกระทั่งสารละลายกลับมาใส จากนั้นผสมกับ Buffer N3 ปริมาตร 350 
ไมโครลิตร โดยกลับหลอดไปมา 4-6 ครั้ง เพ่ือให้โปรตีนเสียสภาพ แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยก
ตะกอนโปรตีนออกที่ 13,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ใช้ปิเปตดูดส่วนใสถ่ายลงใน QIAprep spin 
column ที่วางอยู่ใน collection tube น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที แล้วเท
ของเหลวทิ้ง เพ่ือให้ดีเอ็นเอถูกตรึงอยู่บนแผ่นเมมเบรนที่อยู่ในคอลัมน์จากนั้นเติม Buffer PE 
ปริมาตร 750 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที แล้วเทของเหลวทิ้ง 
เพ่ือดึงน้ าออกจากดีเอ็นเอ จากนั้นปั่นเหวี่ยงอีก 1 นาที เพ่ือก าจัดของเหลวที่ติดค้างอยู่ ย้ายคอลัมน์
วางลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวก์อันใหม่ เติม Milli-Q water ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ลงตรงกึ่งกลาง
คอลัมน์แล้วตั้งไว้ 1 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที พลาสมิดดีเอ็น
เอจะถูกชะออกมา เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 3.4.2.4 การย่อยพลาสมิด (plasmid digestion) 
 ก า ร ต ร ว จ ส อบ ชิ้ น ยี น โ พ ลี คี ไ ท ด์ ซิ น เ ท ส ช นิ ด ที่  1 ที่ แ ท ร ก อ ยู่ ใ น 
pCR™8/GW/TOPO® vector ท าโดยการย่อยด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Bsp143I (Sau3AI) (Thermo 
Scientific, USA) ด้วยการเตรียม digestion reaction ปริมาตรสุทธิ 15 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบด้วย 
nuclease-free water ปริมาตร 12.75 ไมโครลิตร 10X Buffer Bsp143I ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร 
plasmid DNA ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร และ Bsp143I ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน
เบาๆ แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง แยกชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ถูกย่อย บนอะกาโรส 
วามเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ ใน 1X TAE buffer (ภาคผนวก ข) ที่ความต่างศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็น
เวลา 60 นาที จากนั้นย้อมดีเอ็นเอใน ethidium bromide solution นาน 10 นาที แล้วตรวจดูโดย
ใช้เครื่อง UV-transilluminator (Ultra-Violet Products, UK) เลือกตัวอย่างที่แสดงขนาดของดีเอ็น
เอที่แตกต่างกันมาวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ในขั้นตอนต่อไป 
 
 3.4.2.5 การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA Sequencing)  
 น าพลาสมิดดีเอ็นเอส่งไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่  First BASE 
Laboratories Sdn Bhd (Malaysia) โดยใช้ BigDye® Terminator version 3.1 Cycle 
Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA) ใช้ไพรเมอร์ M13F (-20) (5'-GTAAAACGACGGCC 
AGT-3') และ M13R (-24) (5' GGAAACAGCTATGACCATG 3') 
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 3.4.2.6 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์  
 ท าการแก้ ไขล าดับนิ วคลี โอไทด์ด้ วย  BioEdit (biological sequence 
alignment editor) software (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html ; Hall, 
1999) โดยลบล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของเวคเตอร์ออก น าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปแปลรหัส 
(translation) เป็นล าดับกรดอะมิโนแล้วค้นหาล าดับกรดอะมิโนที่คล้ายกันโดยใช้โปรแกรม BlastX 
ใน NCBI web site (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) แล้วน าล าดับอะมิโนเหล่านั้นมา
เปรียบเทียบความสัมพันธ์กันโดยท าการจัดเรียงข้อมูล (alignment) ด้วย CLUSTAL W version 
1.81 (Thompson et al., 1994) ใน BioEdit software จากนั้นลบช่องว่าง (gap) แล้วสร้าง
แผนภาพวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) โดยใช้ neighbor-joining (Saitou and Nei, 1987) ใน 
MEGA 7 software (Kumar et al., 2016) ค่าความเชื่อมั่น (confidence values) ถูกก าหนดโดย 
bootstrap (Felsenstein, 1985) โดยท าการสุ่มเป็นจ านวน 1000 ครั้ง 
   
3.5 การหมักเชื้อเพิ่มปริมาณเพื่อผลิตสารและการสกัดแยกสาร  
ท าการเลี้ยงแอคติโนมัยสีทในเนื้อเยื่อพืชสมุนไพรแต่ละกลุ่มใน Seed medium (Yeast extract – 
Malt extract broth; pH 7.3) บ่มเลี้ยงไว้บนเครื่องเขย่าความเร็ว 180 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง 
นาน 4 วัน แล้วเลี้ยงต่อในอาหาร Production medium (Yeast extract – Malt extract broth ที่
เติม 0.1% CaCO3; pH 7.3) โดยเติม 1% inoculum   ของ seed medium ลงใน production 
medium  บ่มเลี้ยงไว้บนเครื่องเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 วัน    
น าน้ าหมักเชื้อมากรองผ่านกระดาษกรอง Whatman No.1 เพ่ือแยกเอาส่วนน้ าใสและเซลล์ออกจาก
กัน จากนั้นน าส่วนน้ าใสมาท าการ partition กับ ethyl acetate 3 ครั้ง แล้วน าไประเหยให้แห้ง
ภายใต้การลดความดัน จะได้สารสกัดหยาบในส่วน ethyl acetate (crude EtOAc extract) จากนั้น
น าไปฤทธิ์ทางปกป้องเซลล์ประสาท  เมื่อทราบผลการออกฤทธิ์จะท าการเลือกสารสกัดหยาบที่แสดง
ฤทธิ์ที่ดีที่สุดไปแยกให้บริสุทธิ์ต่อไป 
 
3.6 การสกัดและแยกสารให้บริสุทธิ์ 
 น าสารสกัดหยาบที่ได้จากข้อ 13.1.5 ไปทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพและน ามาสกัดให้ได้สาร
บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคทางโครมาโตรกราฟี และเม่ือได้สารออกเป็นส่วน หรือสารบริสุทธิ์แล้ว จึงน าไป
ตรวจสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารบริสุทธิ์ต่อไป  
              3.6.1 การพิสูจน์สูตรโครงสร้างทางเคมีและก าหนดเอกลักษณ์ของสารบริสุทธิ์ที่แยกได้ 
 น าสารบริสุทธิ์ที่แยกได้มาวิเคราะห์หาโครงสร้างโดยวิธีทางสเปคโตรสโคปี รวมทั้งหา
เอกลักษณ์ และหาค่าคงที่ทางกายภาพที่ส าคัญ เช่น จุดหลอมเหลว เป็นต้น เทคนิคทางสเปคโตรสโค
ปีที่จะน ามาใช้ในการศึกษา ได้แก่ 
 3.6.1.1 Ultraviolet – Visible (UV) spectrophotometry 
 วัดค่าการดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคลื่น ultraviolet (200-400 นาโนเมตร) จนถึง 
visible  (400-800 นาโนเมตร) จะท าให้ทราบถึงหมู่ฟังก์ชั่นที่ท าให้เกิดสีหรือดูดกลืนแสงในช่วง
ดังกล่าว หมู่ฟังก์ชั่นเหล่านี้ ได้แก่ หมู่คาร์บอนิล หมู่ไฮดรอกซิลและหมู่อะมิโน เป็นต้น 
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    3.6.1.2  Infrared spectrophotometry (IR) 
 วัดค่าการดูดกลืนแสงในช่วงความถ่ีคลื่น infrared (400-4000 cm-1) ซึ่งเป็นช่วงความยาว
คลื่นของแสงที่สามารถท าให้โมเลกุลเกิดการสั่นสะเทือน และสามารถบอกถึงหมู่ฟังก์ชั่นต่างๆ ซึ่งมี
การสั่นสะเทือนในรูปแบบจ าเพาะเมื่อได้รับพลังงานจากแสงที่มีความยาวคลื่นหนึ่ง นอกจากจะใช้ใน
การศึกษาหมู่ฟังก์ชั่นที่ท าให้เกิดการดูดกลืนแสงแล้วสเปคตรัมที่ได้จะน ามาใช้อ้างอิงเพ่ือช่วยในการหา
เอกลักษณ์ของสารแต่ละชนิด เนื่องจากอินฟราเรดสเปคตรัมของสารแต่ละชนิดจะมีเอกลักษณ์ท่ี
เฉพาะตัว และใช้เป็น finger print ของสารนั้นๆ ได้ 
    3.6.1.3 Mass spectrometry (MS) 
 หาน้ าหนักโมเลกุล เพื่อยืนยันสูตรโครงสร้างของสาร 
    3.6.1.4 Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy 
 เป็นเทคนิคที่ท าให้ทราบถึงโครงสร้างของสาร  โดยจะใช้ข้อมูลจาก 1-D NMR (1H NMR 
และ 13C NMR) และ 2-D NMR (เช่น COSY, HMQC, HMBC เป็นต้น)    อิทธิพลของหมู่ฟังก์ชัน
ต่างๆในโครงสร้างจะมีผลต่อต าแหน่งของโปรตอน และ คาร์บอน โดยจะแสดงให้เห็นเป็นค่า 
chemical shift ของโปรตอนและคาร์บอนที่ต าแหน่งแตกต่างกันไป และ การเกิด splitting pattern 
รูปแบบต่างๆ  รวมถึงค่า coupling constant จะเป็นองค์ประกอบในการหาโครงสร้างของสาร  
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บทท่ี 4  
ผลการวิจัยและการอภิปรายผล  

 
4.1  การแยกเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจากพืชวงศ์ขิง 
       จากการแยกเอนโดไฟติกแอคติโนมัยจากตัวอย่างพืชวงศ์ขิงจ านวน 20 ชนิด ที่เก็บจากพ้ืนที่
ต่างๆ ใน 8 จังหวัดของประเทศไทย ได้แก่ อยุธยา นนทบุรี ปทุมธานี สระบุรี นครนายก ปราจีนบุรี 
อุดรธานี และอุบลราชธานี ซึ่งแบ่งชิ้นส่วนตัวอย่างออกเป็น 4 ส่วน คือ ใบ ล าต้น เหง้า และราก 
สามารถแยกเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทได้จ านวน 109 ไอโซเลต รายละเอียดดังแสดงในตารางที่ 4.1 
 จากผลการแยกเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจากพืชวงศ์ขิง พบว่าชิ้นส่วนของพืชวงศ์ขิงที่สามารถ
แยกเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทได้มากที่สุด คือ ราก จ านวน 67 ไอโซเลต (ร้อยละ 61) เหง้า 27 ไอโซ
เลต (ร้อยละ 25) ล าต้น 11 ไอโซเลต (ร้อยละ 10) และใบ 4 ไอโซเลต (ร้อยละ 4) ทั้งนี้อาจ
เนื่องมาจากแหล่งที่อยู่อาศัยตามธรรมชาติของแอคติโนมัยสีท คือ ดิน ดังนั้นแอคติโนมัยสีทที่อาศัยอยู่
ในจึงแพร่กระจายเข้าไปสู่ชิ้นส่วนพืชที่มีความใกล้ชิดกับดินมากที่สุด คือ ราก ถัดมาคือเหง้า ล าต้น 
และใบ ตามล าดับ แอคติโนมัยสีทเหล่านี้สามารถเข้าสู่พืชได้ทางช่องเปิดหรือชิ้นส่วนที่ได้รับบาดเจ็บ
ของพืช (Kaur et al., 2015) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Saini et al (2016) ที่ท าการแยกเอนโด
ไฟติกแอคติโนมัยสีทจากชิ้นส่วนราก ล าต้น และใบของ Syzygium cumini (หว้า) ซึ่งพบว่าร้อยละ 
56 ของเชื้อแยกได้จากชิ้นส่วนราก มีเพียงร้อยละ2 เท่านั้นที่แยกได้จากใบ เช่นเดียวกันกับงานวิจัย
ของ Passari et al. (2015) ที่ท าการแยกเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีท จ านวน 42 ไอโซเลต ได้จาก
ชิ้นส่วนพืชสมุนไพร 7 ชิ้นส่วน พบว่าแยกได้จากรากมากที่สุด (ร้อย 52) ล าต้น (ร้อยละ 21) ใบ (ร้อย
ละ 14) ดอก (ร้อยละ 7) และก้านใบ (ร้อยละ 5) และนอกจากนี้ยังสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Taechowisan et al. (2003) ที่ท าการแยกเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจากพืชสมุนไพร 36 ชนิด ซึ่งมี
พืชวงศ์ขิงรวมอยู่ 2 ชนิด (Zingiber officinale L. และ Alpinia galanga L.) พบว่าแยกเชื้อได้
จ านวน 330 ไอโซเลต โดยแยกได้จากรากมากที่สุด (ร้อยละ 64.2) รองลงมาคือใบ (ร้อยละ 29.4) 
และล าต้น (ร้อยละ 6.4)  
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4.2 การศึกษาอนุกรมวิธานของเอนโดไฟติกแอคติโนมยัสีท 
 จากการพิสูจน์เอกลักษณ์ของเชื้อในระดับสกุล (genus) โดยศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาและ
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA gene พบว่าเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จ านวน 
109 ไอโซเลต เป็นแอคติโนมัยสีทที่ จัดอยู่ ใน 6 วงศ์ (family) ได้แก่ Micromonosporaceae 
Jiangellaceae Pseudonocardiaceae Streptosporangiaceae Thermomonosporaceae 
และ Streptomycetaceae แบ่งเป็น 15 สกุล (genus) ได้แก่ Jiangella (2 ไอโซเลต) Asanoa    
(1 ไอโซเลต) Dactylosporangium (1 ไอโซเลต) Jishengella (7 ไอโซเลต) Micromonospora 
(12 ไอโซเลต) Phytohabitans (1 ไอโซเลต) Kutzneria (1 ไอโซเลต) Saccharopolyspora       
(1 ไอโซเลต) Microbispora (17 ไอโซเลต) Nonomuraea (5 ไอโซเลต) Planotetraspora        
(1 ไอโซเลต) Sphaerisporangium (2 ไอโซเลต) Streptosporangium (2 ไอโซเลต) 
Actinomadura (3 ไอโซเลต) และ Streptomyces (53 ไอโซเลต) ดังแสดงในตารางที่ 4.1 และรูปที่ 
4.1 โดยค่าร้อยละความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์ (%similarity) ที่มากที่สุดของเอนโดไฟติก
แอคติโนมัยสีทที่แยกได้ในแต่ละไอโซเลตกับสายพันธุ์อ้างอิง (type strain) แสดงในตารางที่ 4.2  
 จากผลการแยกเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีท พบว่าสอดคล้องกับงานวิจัยของ Taechowisan et 
al. (2003) ทีส่ามารถแยกเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจากพืชสมุนไพรหลายชนิดและพบว่าอยู่ในสกุล 
Streptomyces มากที่ สุ ด  รองล งมาคื อ  Microbispora Nocardia และ  Micromonospora 
นอกจากนี้การศึกษาในครั้งนี้ยังสามารถแยกเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทในสกุลอ่ืนๆ ได้อีกหลายสกุล
ดังที่กล่าวมาแล้ว แสดงให้เห็นว่าเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากพืชวงศ์ขิงในครั้งนี้มีความ
หลากหลายสูง 
 จากเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ทั้งหมด พบว่าจ านวนร้อยละ 37 (40 ไอโซเลต) แสดง
ค่า % similarity ของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ค่อนข้างต่ า (ต่ ากว่าร้อยละ 99.5) เมื่อเทียบกับสายพันธุ์
อ้างอิงในฐานข้อมูล เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจึงมีแน้มโน้มเป็นสปีชีส์ใหม่ ซึ่งสปีชีส์ที่ใกล้เคียงยังไม่
พบว่าเป็นเอนโดไฟต์หรือเป็นเอนโดไฟต์ในพืชวงศ์ขิงมาก่อน แต่อย่างไรก็ตาม การศึกษาเบื้องต้นใน
ครั้งนี้ อาจจะน าไปสู่สปีชีส์ใหม่ ดังกล่าว 
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ตารางท่ี 4.1 เอนโดไฟติกแอคติโนมัยที่แยกได้จากพืชวงศ์ขิงชนิดต่างๆ  
พืชวงศ์ขิง 

 
จ านวน

ตัวอย่างพืช 
ชิ้นส่วนพืช 

 
สกุลที่แยกได้ 

 
จ านวนเชื้อ
ที่แยกได้ 

Alpinia galanga (ข่า) 2 ราก Streptomyces 9 
Amomum krervanh 
(กระวาน) 

1 
 

ล าต้น 
 

Saccharopolyspora 
Streptomyces 

1 
1 

Alpinia nigra  
(กะลา) 

3 เหง้า Jishengella 
Streptomyces 
Streptosporangium 

1 
2 
1 

ราก 
 
 
 

 

Actinomadura  
Jishengella 
Nonomuraea 
Microbispora 
Micromonospora 
Sphaerisporangium 
Streptosporangium 
Streptomyces 

1 
1 
3 
2 
5 
1 
1 
8 

Alpinia purpurata  
(ขิงแดง) 

1 เหง้า Verrocosispora 
Streptomyces 

3 
1 

ราก Micromonospora 1 
Amomum xanthioides  
(เร่ว) 

1 ล าต้น Jishengella 1 
เหง้า Streptomyces  1 

Boesenbergia rotunda 
(กระชาย) 

2 เหง้า 
 

Asanoa 
Streptomyces 

1 
1 

ราก 
 

 

Kutzneria 
Microbispora 
Planotetraspora  

1 
1 
1 

Curcuma longa  
(ขมิ้นชัน) 
 

 เหง้า Microbispora 2 
ราก 
 

 

Actinomadura 
Jishengella 
Streptomyces 

1 
2 
2 

Curcuma parviflora  
(กระเจียวขาว) 

1 ใบ Jishengella 1 
ล าต้น Streptomyces  1 
ราก Streptomyces 1 

Curcuma xanthorrhiza  
(ว่านชักมดลูก) 

1 ใบ Streptomyces  1 

Curcuma zedoaria  
(ขมิ้นอ้อย) 

1 ล าต้น Micromonospora 1 

Etlingera elatior (ดาหลา) 1 ราก Streptomyces 2 
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ตารางท่ี 4.1 เอนโดไฟติกแอคติโนมัยที่แยกได้จากพืชวงศ์ขิงชนิดต่างๆ (ต่อ) 
พืชวงศ์ขิง 

 
จ านวน

ตัวอย่างพืช 
ชิ้นส่วนพืช 

 
เชื้อสกลุที่แยกได้ 

 
จ านวนเชื้อ
ที่แยกได้ 

Hedychium coronarium  
(มหาหงส์) 

1 ราก Nonomuraea 
Streptomyces 

1 
4 

Kaempferia elegans  
(ว่านนกคุ้ม) 

2 ล าต้น Dactylosporangium 1 
เหง้า Jiangella 

Microbispora 
Streptomyces 

1 
3 
1 

ราก Microbispora  
Streptomyces 

2 
1 

Kaempferia galanga  
(เปราะหอม) 

1 ล าต้น Micromonospora 1 
ราก Actinomadura 

Streptomyces 
1 
1 

Kaempferia larsenii  
(เปราะราศี) 

1 ใบ Micromonospora 
Phytohabitans 

1 
1 

เหง้า Microbispora 1 
ราก Microbispora 1 

Kaempferia marginata  
(เปราะป่า) 

1 ราก Microbispora 
Sphaerisporangium 
Streptomyces 

2 
1 
1 

Stahlianthus companulatus  
(ว่านดอกดิน) 

1 ล าต้น Micromonospora 
Nonomuraea 

1 
1 

Zingiber montanum  
(ไพล)  

3 ล าต้น Streptomyces 1 
เหง้า Jiangella 

Micromonospora 
Streptomyces 

1 
1 
1 

ราก Streptomyces  5 
Zingiber officinale  
(ขิง)  

1 เหง้า Microbispora 
Micromonospora  

1 
1 

ราก Streptomyces  1 
Zingiber zerumbet  
(กระทือ)  

2 ล าต้น Streptomyces  1 
เหง้า Microbispora 

Streptomyces 
2 
1 

ราก Streptomyces 1 
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 ZO1-7

 ZZ1-4

 CL2-2

 CL1-1

 AN2-7

 AN2-5

 BR3-3

 KE1-2

 KE2-2

 KE2-5

 KK1-11

 KM1-2

 KM1-1

 KK1-10

 KE1-3

 KE2-4

 ZZ2-2

 BR3-5

 AN1-28

 KM1-3

 SC1-1

 HC1-7

 AN3-11

 AN1-27

 AN1-36

 AN1-26

 AN3-5

 KG1-2

 AN2-10

 CL3-1

 KE2-3

 ZM2-6

 AP1-2

 CL2-1

 AN1-14

 CP1-1

 AN1-5

 AX1-4

 CL2-5

 KK1-3

 KE1-1

 BR3-1

 AN1-37

 KG1-3

 CZ1-1

 SC1-2

 KK1-2

 AN3-10

 ZO1-2

 AN1-32

 AP1-5

 AN2-6

 AN1-19

 ZM2-2

 AK1-2

 BR3-4

 AS1-1

 AG2-4

 AN1-25

 AS1-8

 AN1-18
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รูปที่ 4.1 ความสัมพันธ์ทางสายวิวัฒนาการของเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ทั้งหมด 
 บน phylogenetic tree (neighbor-joining method)  
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ตารางท่ี 4.2 ค่าร้อยละความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์ (%similarity) ของเอนโดไฟติก 
 แอคติโนมัยสีทที่แยกได้กับสายพันธุ์อ้างอิง 

รหัส สายพันธุ์อ้างอิงที่ใกล้เคียงมากทีสุ่ด %similarity ความยาว (bp) 
KE2-3 Jiangella muralis DSM 45357T 99.31 1508 
ZM2-6 Jiangella alba DSM 45237T  99.93 1437 
BR3-1 Asanoa ishikariensis DSM 44718T  99.37 1495 
KE1-1 Dactylosporangium fulvum RY35-23T  99.72 1503 
AN1-5 Jishengella endophytica 202201T  99.64 1432 
AN1-14 Jishengella endophytica 202201T 99.21 1406 
AP1-2 Jishengella endophytica 202201T 99.10 1473 
AX1-4 Jishengella endophytica 202201T  99.44 1475 
CL2-1 Jishengella endophytica 202201T 99.10 1473 
CL2-5 Jishengella endophytica 202201T  99.65 1475 
CP1-1 Jishengella endophytica 202201T  99.22 1411 
AN1-19 Micromonospora oryzae CP2R9-1T 100 1478 
AN1-32 Micromonospora schwarzwaldensis HK10641T 99.43 1405 
AN1-37 Micromonospora tulbaghiae DSM 45142T  99.50 1420 
AN2-6 Micromonospora chokoriensis DSM 45160T 99.51 1478 
AN3-10 Micromonospora mirobrigensis DSM 44830T  99.86 1417 
AP1-5  Micromonospora wenchangensis CCTCC AA 2012002T  99.51 1475 
CZ1-1 Micromonospora tulbaghiae DSM45142T  100 1472 
KG1-3 Micromonospora tulbaghiae DSM45142T 99.50 1417 
KK1-2 Micromonospora yasonensis DS3186T 99.44 1474 
SC1-2 Micromonospora tulbaghiae DSM 45142T  100 1436 
ZM2-2 Micromonospora carbonacea DSM 43168T  99.93 1464 
ZO1-2 Micromonospora maritima D10-9-5T 100 1475 
KK1-3 Phytohabitans houttuyneae K11-0057T  99.03 1485 
BR3-4 Kutzneria buriramensis DSM 45791T 99.64 1432 
AK1-2 Saccharopolyspora spongiae CMAA 1452T  99.93 1439 
AN2-5 Microbispora rosea subsp. rosea ATCC 12950T  99.43 1415 
AN2-7 Microbispora rosea subsp. rosea ATCC 12950T 99.50 1413 
BR3-3 Microbispora rosea subsp. rosea ATCC 12950T  100 1478 
CL1-1 Microbispora rosea subsp. rosea ATCC 12950T 99.58 1481 
CL2-2 Microbispora rosea subsp. rosea ATCC 12950T 99.65 1479 
KE1-2 Microbispora rosea subsp. rosea ATCC 12950T 99.93 1444 
KE1-3 Microbispora bryophytorum NEAU-TX2-2T  99.44 1480 
KE2-2 Microbispora rosea subsp. rosea ATCC 12950T  100 1412 
KE2-4 Microbispora bryophytorum NEAU-TX2-2T  99.71 1407 
KE2-5 Microbispora rosea subsp. aerata ATCC 15448T 99.22 1465 
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ตารางท่ี 4.2 ค่าร้อยละความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์ (%similarity) ของเอนโดไฟติก 
 แอคติโนมัยสีทที่แยกได้กับสายพันธุ์อ้างอิง (ต่อ) 

รหัส สายพันธุ์อ้างอิงที่ใกล้เคียงมากทีสุ่ด %similarity ความยาว (bp) 
KK1-10 Microbispora bryophytorum NEAU-TX2-2T 99.51 1432 
KK1-11 Microbispora bryophytorum NEAU-TX2-2T 99.37 1479 
KM1-1 Microbispora bryophytorum NEAU-TX2-2T 99.65 1473 
KM1-2 Microbispora bryophytorum NEAU-TX2-2T 99.51 1478 
ZO1-7 Microbispora rosea subsp. rosea ATCC 12950T  99.58 1479 
ZZ1-4 Microbispora hainanensis 211020T  99.79 1410 
ZZ2-2 Microbispora bryophytorum NEAU-TX2-2T  99.45 1480 
AN1-27 Nonomuraea kuesteri NRRL B-24325T 99.45 1482 
AN1-36 Nonomuraea jabiensis A4036T 99.28 1431 
AN3-11 Nonomuraea angiospora IFO 13155T 98.68 1369 
HC1-7 Nonomuraea bangladeshensis 5-10-10T 99.93 1480 
SC1-1 Nonomuraea dietziae AJ278220T  98.82 1488 
BR3-5 Planotetraspora phitsanulokensis AT-1383T 99.71 1444 
AN1-28 Sphaerisporangium rufum R10-82T 100 1411 
KM1-3 Sphaerisporangium krabiense AT-0308T  99.28 1440 
AN1-26 Streptosporangium saharense SG20T 99.63 1355 
AN3-5 Streptosporangium terrae VRC21T 99.30 1492 
AN2-10 Actinomadura rugatobispora IFO 14382T 99.27 1403 
CL3-1 Actinomadura rugatobispora IFO 14382T  99.27 1400 
KG1-2 Actinomadura bangladeshensis 3-46-b3T  99.31 1509 
AG2-1 Streptomyces iranensis HM35T 99.79 1444 
AG2-2 Streptomyces hyaluromycini NBRC 110483T 99.93 1485 
AG2-3 Streptomyces bungoensis DSM 41781T 99.03 1483 
AG2-4 Streptomyces phaeoluteichromatogenes NRRL 5799T 99.86 1482 
AG2-5 Streptomyces iranensis HM35T 99.65 1415 
AG2-6 Streptomyces  bungoensis DSM 41781T  99.86 1489 
AK1-1 Streptomyces sclerotialus NRRL ISP-5269T 98.41 1486 
AN1-8 Streptomyces tuirus NBRC 15617T 99.44 1482 
AN1-12 Streptomyces shenzhenensis 172115T 99.93 1482 
AN1-18 Streptomyces leeuwenhoekii C34T  98.76 1482 
AN1-25 Streptomyces misionensis DSM 40306T  99.71 1393 
AN1-29 Streptomyces amphotericinicus 1H-SSA8T 98.53 1434 
AN1-38 Streptomyces qinglanensis 172205T 99.93 1484 
AN2-3 Streptomyces angustmycinicus NRRL B-2347T 100 1486 
AN2-9 Streptomyces sioyaensis NRRL B-5408T  99.72 1492 
AN3-4 Streptomyces amphotericinicus 1H-SSA8T 99.65 1484 
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ตารางท่ี 4.2 ค่าร้อยละความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์ (%similarity) ของเอนโดไฟติก 
 แอคติโนมัยสีทที่แยกได้กับสายพันธุ์อ้างอิง (ต่อ) 

รหสั สายพันธุ์อ้างอิงที่ใกล้เคียงมากทีสุ่ด %similarity ความยาว (bp) 
AN3-6 Streptomyces iranensis HM35T  99.65 1415 
AP1-1 Streptomyces griseoruber NRRL B-1818T  99.65 1486 
AP1-3 Streptomyces adustus WH-9T 99.31 1486 
AP1-4 Streptomyces cyaneus NRRL B-2296T 99.36 1439 
AS1-1 Streptomyces carpaticus NBRC 15390T 99.79 1446 
AS1-6 Streptomyces chattanoogensis NRRL ISP-5002T 99.10 1488 
  Streptomyces diastatochromogenes NRRL B-1698T 99.10 1488 
  Streptomyces lydicus NBRC 13058T 99.10 1488 
AS1-8 Streptomyces misionensis DSM 40306T  99.93 1485 
AX1-2 Streptomyces nigrescens NBRC 12894T  99.93 1489 
  Streptomyces libani subsp. libani NBRC 13452T  99.93 1489 
BR2-1 Streptomyces diastaticus subsp. ardesiacus NRRL B-1773T  99.65 1484 
  Streptomyces coelicoflavus NBRC 15399T 99.65 1484 
CL2-6 Streptomyces sioyaensis NRRL B-5408T  99.72 1486 
CL3-4 Streptomyces adustus WH9T 99.31 1486 
CP1-2 Streptomyces xylanilyticus SR2-123T 100 1440 
CP1-6 Streptomyces capoamus JCM 4734T 100 1483 
CX1-1 Streptomyces parvulus NBRC 13193T 100 1483 
CZ1-3 Streptomyces cinnabarigriseus JS360T 99.17 1483 
  Streptomyces canus DSM 40017T 99.17 1483 
CZ1-4 Streptomyces wuyuanensis CGMCC 4.7042T 100 1478 
EE1-2 Streptomyces jiujiangensis JXJ 0074T 99.31 1480 
EE1-8 Streptomyces sanglieri NBRC 100784T 99.38 1483 
HC1-4 Streptomyces hydrogenans NBRC 13475T 100 1484 
  Streptomyces daghestanicus NRRL B-5418T  100 1484 
  Streptomyces albidoflavus DSM 40455T  100 1484 
  Streptomyces violascens ISP 5183T 100 1484 
HC1-8 Streptomyces lannensis TA4-8T  100 1481 
HC1-9 Streptomyces psammoticus NBRC 13971T  99.93 1484 
HC1-10 Streptomyces  glomeratus LMG 19903T  99.93 1487 
KE1-4 Streptomyces adustus WH-9T  99.31 1486 
KE2-1 Streptomyces camponoticapitis 2H-TWYE14T 99.65 1484 
KG1-1 Streptomyces wuyuanensis CGMCC 4.7042T  99.86 1475 
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ตารางท่ี 4.2 ค่าร้อยละความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์ (%similarity) ของเอนโดไฟติก 
 แอคติโนมัยสีทที่แยกได้กับสายพันธุ์อ้างอิง (ต่อ) 

รหัส สายพันธุ์อ้างอิงที่ใกล้เคียงมากทีสุ่ด %similarity ความยาว (bp) 
KM1-5 Streptomyces hydrogenans NBRC 13475T 100 1484 
  Streptomyces daghestanicus NRRL B-5418T  100 1484 
  Streptomyces albidoflavus DSM 40455T  100 1484 
  Streptomyces violascens ISP 5183T 100 1484 
ZM1-1 Streptomyces xylanilyticus SR2-123T  99.17 1487 
ZM2-1 Streptomyces griseorubiginosus DSM 40469T 99.38 1483 
ZM2-9 Streptomyces cinereospinus NBRC 15397T 99.10 1482 
ZM2-12  Streptomyces racemochromogenes NRRL B-5430T 99.79 1481 
  Streptomyces polychromogenes NBRC 13072T 99.79%  99.79 1481 
ZM3-2 Streptomyces wuyuanensis CGMCC 4.7042T  100 1475 
ZM3-3 Streptomyces collinus NBRC 12759T 99.93 1438 
ZM3-9 Streptomyces griseorubiginosus DSM 40469T  100 1483 
ZO1-8 Streptomyces albidoflavus DSM 40455T 99.79 1484 
ZZ1-3 Streptomyces amphotericinicus 1H-SSA8T  99.65 1427 
ZZ1-7 Streptomyces nigrescens NBRC 12894T  100 1486 
  Streptomyces libani subsp. libani NBRC 13452T 100 1486 
ZZ2-1 Streptomyces iranensis HM35T  99.65 1485 
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 4.2.1  วงศ์ Jiangellaceae 
 ประกอบด้วย 1 สกุล คือ Jiangella ซึ่งมีรายละเอียด ดังนี้ 
 
 (1) สกุล Jiangella 
 เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจ านวน 2 ไอโซเลต ได้แก่ KE2-3 และ ZM2-6 สร้างเส้น
ใยอาหารเป็นสายยาวและเส้นใยมักแตกหัก (fragment) เป็นแท่งสั้นหรือแท่งยาว สร้างเส้นใยอากาศ
ได้ แต่ไม่พบการสร้างสปอร์ (รูปที่ 4.2) เมื่อเจริญบนอาหาร ISP2 จะสร้างเส้นใยสีน้ าตาลอมเหลือง
เข้ม (strong yellowish brown) และสีขาวอมเหลือง (yellowish white) (ภาคผนวก ค) ไม่สร้าง
รงควัตถุที่ละลายน้ าบนอาหารทดสอบทุกชนิด ลักษณะการเจริญบนอาหารต่างๆ แสดงในภาคผนวก 
ง สามารถเจริญไดท้ี่อุณหภูมิ 20-30 องศาเซลเซียส แต่ไอโซเลต ZM2-6 เจริญได้ที่อุณหภูมิสูงสุด 37 
องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่างที่เจริญไดอ้ยู่ในช่วง 6-10 และสามารถทนเกลือความเข้มข้นร้อย
ละ 0-7 ได้ ส่วนไอโซเลต ZM2-6 ทนได้สูงสุดที่ความเข้มข้นร้อยละ 8 สามารถย่อยสลายแป้ง โปรตีน
ในนม และรีดิวซ์ไนเตรตได้ แต่ไม่สามารถย่อยสลายเจลาตินได้ (ตารางที่ 4.3) จากการวิเคราะห์ล าดับ
นิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA gene พบว่าไอโซเลต KE2-3 และ ZM2-6 มีความคล้ายคลึงกับ 
Jiangella muralis DSM 45357T 99.31% และ Jiangella alba DSM 45237T 99.93% 
ตามล าดับ (ตารางที่ 4.2) จากการวิเคราะห์ phylogenetic tree พบว่าทั้ง 2 ไอโซเลตนี้จัดอยู่ในสกุล 
Jiangella (รูปที่ 4.3) 
 

 
 
รูปที ่4.2 ลักษณะสปอร์และเส้นใยของไอโซเลต KE2-3 (ก) และ ZM2-6 (ข) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์
 ที่ต่อกับเลนส์ส่องระยะไกล (long working distance) (ก าลังขยาย 400 เท่า) ซึ่งเจริญบน
 อาหาร soil extract agar 
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รูปที่ 4.3 แสดงต าแหน่งของไอโซเลต KE2-3 และ ZM2-6 บน phylogenetic tree (neighbor-
 joining method)            
 
 4.2.2 วงศ์ Micromonosporaceae 
 ประกอบด้วย 5 สกุล ได้แก่ Asanoa Dactylosporangium Jishengella 
Micromonospora และ Phytohabitans ซึ่งมีรายละเอียด ดังนี้ 
 
 (1)  สกุล Asanoa 
 เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจ านวน 1 ไอโซเลต คือ BR3-1 สร้างสปอร์ต่อกันเป็นสาย 
(มีจ านวนสปอร์มากกว่า 10 สปอร์ต่อสาย) บนปลายของก้านชูสปอร์ขนาดสั้นซึ่งชูขึ้นมาโดยตรงจาก
ผิวอาหาร ไม่สร้างเส้นใยอากาศ (รูปที่ 4.4) เมื่อเจริญบนอาหาร ISP2 จะสร้างเส้นใยอาหารสีส้ม 
(deep orange) และสร้ า งรงควัตถุที่ ละลายน้ าสีส้ ม เข้มอมแดง  (strong reddish orange) 
(ภาคผนวก ค) ลักษณะการเจริญบนอาหารต่างๆ แสดงในภาคผนวก ง สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 
20-40 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่างที่เจริญได้อยู่ในช่วง 5-10 และสามารถทนเกลือความ
เข้มข้นร้อยละ 0-2 ได้ สามารถย่อยสลายแป้งและโปรตีนในนมได้ แต่ไม่สามารถย่อยสลายเจลาติน
และรีดิวซ์ไนเตรตได้ (ตารางท่ี 4.3) จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA gene พบว่า
มีความคล้ ายคลึ งกับ  Asanoa ishikariensis DSM 44718T 99.37% และจากการวิ เคราะห์ 
phylogenetic tree พบว่าจัดอยู่ในสกุล Asanoa (รูปที่ 4.5) 
 
 

 ZM2-6 
 Jiangella alba YIM 61503T (FJ157186) 

 Jiangella muralis 15-Je-017T (FN645214) 

 KE2-3 
 Jiangella alkaliphila D8-87T (AM422451) 

 Jiangella mangrovi 3SM4-07T (AB976540) 

 Jiangella gansuensis YIM 002T (AY631071) 

 Haloactinopolyspora alba YIM 93246T (FJ969846) 

 Haloactinopolyspora alkaliphila EGI 80088T (KF040422) 

 Phytoactinopolyspora endophytica EGI 60009T (KP271925) 

 Micromonospora pisi GUI 15T (AM944497) 

 Micromonospora pattaloongensis TJ2-2T (AB275607) 

 Micromonospora polyrhachis NEAU-ycm2T (KC139400) 

 Micromonospora sonneratiae 274745T (JQ619535) 

 Pseudonocardia alaniniphila YIM 16303T (EU722519) 

 Pseudonocardia seranimata YIM 63233T (FJ817379) 

 Goodfellowiella coeruleoviolacea NRRL B-24058T (JNYI01000138) 

 Streptomyces ambofaciens NBRC 12836T (AB184182) 

100 

95 
65 

100 93 

81 
100 

100 

75 
77 

94 

54 

53 
95 
61 

0.0100 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 56 

 
 

รูปที ่4.4 ลักษณะสปอร์และเส้นใยของไอโซเลต BR3-1 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ต่อกับเลนส์ส่อง
 ระยะไกล (long working distance) (ก าลังขยาย 400 เท่า) ซึ่งเจริญบนอาหาร soil 
 extract agar 

 

 
 

รูปที่ 4.5 แสดงต าแหน่งของไอโซเลต BR3-1 บน phylogenetic tree (neighbor-joining 
 method) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 Micromonospora auratinigra TT1-11T (AB159779) 

 Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1T (AB196710) 

 Polymorphospora rubra TT 97-42T (AB223089) 

 Krasilnikovia cinnamomea 3-54(41)T (AB236956) 

 Couchioplanes caeruleus subsp. azureus DSM 44103T (X93202) 

 Pseudosporangium ferrugineum 3-44-a-19T (AB302183) 

 Phytohabitans suffuscus K07-0523T (AB490769) 

 Asanoa hainanensis 210121T (FJ155992) 

 Asanoa siamensis PS7-2T (AB597931) 

 BR3-1 
 Asanoa iriomotensis TT 97-02T (AB112081) 

 Asanoa ferruginea DSM 44099T (X93199) 

 Asanoa ishikariensis IMSNU 22004T (AJ294715) 

 Catenuloplanes indicus IMSNU 22099T (AJ294717) 
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 (2)  สกุล Dactylosporangium 
  เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจ านวน 1 ไอโซเลต คือ KE1-1 มีการสร้างโครงสร้าง
ลักษณะกลม (globose bodies) อยู่บนเส้นใยอาหาร ไม่สร้างเส้นใยอากาศ (รูปที่ 4.6) เมื่อเจริญบน
อาหาร ISP2 จะสร้างเส้นใยอาหารสีเหลืองอ่อน (pale yellow) (ภาคผนวก ค) ไม่สร้างรงควัตถุที่
ละลายน้ าบนอาหารทดสอบทุกชนิด ลักษณะการเจริญบนอาหารต่างๆ แสดงในภาคผนวก ง สามารถ
เจริญได้ที่อุณหภูมิ 20-40 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่างที่เจริญได้อยู่ในช่วง 5-10 และ
สามารถทนเกลือความเข้มข้นร้อยละ 0-2 ได้ สามารถย่อยสลายแป้ง โปรตีนในนม และสามารถรีดิวซ์
ไนเตรตได้ แต่ไมส่ามารถย่อยสลายเจลาตินได้ (ตารางท่ี 4.3) จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 
16S rRNA gene พบว่ามีความคล้ายคลึงกับ Dactylosporangium sucinum RY35-23T 99.72% 
และจากการวิเคราะห์ phylogenetic tree พบว่าจัดอยู่ในสกุล Dactylosporangium (รูปที่ 4.7) 

 

 
 

รูปที ่4.6 ลักษณะสปอร์และเส้นใยของไอโซเลต KE1-1 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ต่อกับเลนส์ส่อง
 ระยะไกล (long working distance) (ก าลังขยาย 400 เท่า) ซึ่งเจริญบนอาหาร soil 
 extract agar 
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รูปที่ 4.7 แสดงต าแหน่งของไอโซเลต KE1-1 บน phylogenetic tree (neighbor-joining 
 method) 

 
 (3)  สกุล Jishengella 
  เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจ านวน 7 ไอโซเลต ได้แก่ AN1-5 AX1-4 CL2-5 CP1-1 
AN1-14 AP1-2 และ CL2-1 สร้างสปอร์เดี่ยวรูปร่างกลมอยู่บนเส้นใยอาหารที่มีลักษณะแตกกิ่งก้าน 
ไม่สร้างเส้นใยอากาศ (รูปที่ 4.8) เมื่อเจริญบนอาหาร ISP2 จะสร้างเส้นใยที่มีสีส้มเหลืองสดใส (vivid 
orange yellow) ไปจนถึงสสี้มเหลืองอ่อน (pale orange yellow) (ภาคผนวก ค) ไม่สร้างรงควัตถุที่
ละลายน้ าบนอาหารทดสอบทุกชนิด ลักษณะการเจริญบนอาหารต่างๆ แสดงในภาคผนวก ง สามารถ
เจริญได้ที่อุณหภูมิ 20-40 องศาเซลเซียส แต่มี 2 ไอโซเลต คือ AP1-2 และ CP1-1 ไม่สามารถเจริญที่
อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียสได้ และไอโซเลต AX1-4 เจริญได้ที่อุณหภูมิ 20-30 องศาเซลเซียส        
ค่าความเป็นกรด-ด่างที่สามารถเจริญได้อยู่ในช่วง 6-10 ไอโซเลต สามารถทนเกลือความเข้มข้นร้อย
ละ 0-5 ได้ แต่มี 3 ไอโซเลต คือ AX1-4 CL2-1 และ CP1-1 ทนเกลือได้สูงสุดที่ความเข้มข้นเพียงร้อย
ละ 2 4 และ 3 ตามล าดับ ทุกไอโซเลตสามารถย่อยสลายแป้งและโปรตีนในนมได้ แต่ไม่สามารถรีดิวซ์
ไนเตรตได ้และมี 3 ไอโซเลต คือ AN1-14 AP1-2 และ CL2-1 สามารถย่อยสลาย เจลาตินได้ (ตาราง
ที่ 4.3) จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA gene พบว่าเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีท
เหล่านี้มีความคล้ายคลึงกับ Jishengella endophytica 202201T 99.10-99.56% (ตารางที่ 4.2) 
จากการวิเคราะห์ phylogenetic tree พบว่าเชื้อทั้ง 7 ไอโซเลตนี้จัดอยู่ในสกุล Jishengella (รูปที่ 
4.9) 
 

 Dactylosporangium aurantiacum DSM 43157T (X93191) 

 Dactylosporangium cerinum NEAU-TPG4T (KF928748) 

 Dactylosporangium maewongense MW2-25T (AB495209) 

 Dactylosporangium siamense MW4-36T (AB529446) 

 Dactylosporangium luteum BK51T (FJ973604) 

 Dactylosporangium salmoneum NRRL B-16294T (FJ973607) 

 Dactylosporangium tropicum KB2-4T (AB454508) 

 Dactylosporangium matsuzakiense DSM 43810T (X93193) 

 Dactylosporangium vinaceum DSM 43823T (X93196) 

 Dactylosporangium luridum BK63T (FJ973605) 

 KE1-1 
 Dactylosporangium sucinum RY35-23T (AB872783) 

 Dactylosporangium solaniradicis NEAU-FJL2T (KT208368) 

 Dactylosporangium darangshiense DLS-44T (FM882231) 

 Dactylosporangium fulvum DSM 43917T (X93192) 

 Dactylosporangium roseum DSM 43916T (X93194) 

 Dactylosporangium thailandense DSM 43158T (X92630) 

 Verrucosispora gifhornensis DSM 44337T (Y15523) 
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รูปที่ 4.8 ลักษณะสปอร์และเส้นใยของไอโซเลต AN1-5 (ก) AN1-14 (ข) AP1-2 (ค) AX1-4 (ง)   
 CL2-1 (จ) CL2-5 (ฉ) และ CP1-1 (ช) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ทีต่่อกับเลนส์ส่องระยะไกล 
 (long working distance) (ก าลังขยาย 400 เท่า) ซึ่งเจริญบนอาหาร soil extract agar 
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รูปที่ 4.9 แสดงต าแหน่งของไอโซเลต AN1-5 AN1-14 AP1-2 AX1-4 CL2-1 CL2-5 และ CP1-1

 บน phylogenetic tree (neighbor-joining method) 
 

 (4)  สกุล Micromonospora 
  เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจ านวน 12 ไอโซเลต ได้แก่ AN1-19 AN1-32 AN1-37 
AN2-6 AN3-10 AP1-5 CZ1-1 KG1-3 KK1-2 SC1-2 ZM2-2 และ ZO1-2 สร้างสปอร์เดี่ยวอยู่บน
เส้นใยอาหาร ไม่สร้างเส้นใยอากาศ (รูปที่ 4.10 และ 4.11) เมื่อเจริญบนอาหาร ISP2 จะสร้างเส้นใย
อาหารที่มีสีส้มเหลือง (vivid orange yellow) ไปจนถึงสีเขียวมะกอก (deep olive green) 
(ภาคผนวก ค) มีหลายไอโซเลตสามารถสร้างรงควัตถุที่ละลายน้ า โดยมีสีเหลืองส้มอ่อน (pale 
orange yellow) ไปจนถึงสีเขียวมะกอก (moderate olive green) ลักษณะการเจริญบนอาหาร
ต่างๆ แสดงในภาคผนวก ง หลายไอโซเลตสามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิสูงสุด 40 องศาเซลเซียส และมี

 AP1-2 
 CL2-1 
 AN1-14 
 CP1-1 
 AX1-4 
 Jishengella endophytica 202201T (EU560726) 

 AN1-5 
 CL2-5 

 Xiangella phaseoli NEAU-J5T (JQ073732) 

 Verrucosispora endophytica A-T 7972T (MF033262) 

 Verrucosispora gifhornensis DSM 44337T (Y15523) 

 Verrucosispora maris AB-18-032T (AY528866) 

 Verrucosispora fiedleri MG-37T (JQ423921) 

 Verrucosispora lutea YIM 013T (EF191199) 

 Verrucosispora sediminis MS426T (EU870859) 

 Verrucosispora andamanensis SP03-05T (JX524154) 

 Verrucosispora wenchangensis 234402T (HQ123435) 

 Verrucosispora qiuiae RtIII47T (EU427445) 

 Verrucosispora sonchi NEAU-QY3T (KT633950) 

 Salinispora pacifica sCNR-114T (DQ224161) 

 Salinispora arenicola ATCC BAA-917T (AY040619) 

 Salinispora tropica CNB440T (AY040617) 

 Micromonospora pattaloongensis TJ2-2T (AB275607) 

 Micromonospora sonneratiae 274745T (JQ619535) 

 Micromonospora eburnea LK2-10T (AB107231) 

 Micromonospora zamorensis CR38T (FN658656) 

 Plantactinospora sonchi NEAU-QY2T (KM108473) 

 Plantactinospora veratri NEAU-FHS4T (KF888635) 

 Prauserella rugosa DSM 43194T (AF051342) 
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หลายไอโซเลตสามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิสูงสุด 45 องศาเซลเซียส มีเพียง 1 ไอโซเลต คือ AN3-10 ที่
เจริญได้ที่อุณหภูมิสูงสุด 37 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่างที่สามารถเจริญได้อยู่ในช่วง 5-10 
และ 6-10 สามารถทนเกลือสูงสุดที่ความเข้มข้นร้อยละ 3-5 ทุกไอโซเลตสามารถย่อยสลายแป้งและ
โปรตีนในนมได้ เชื้อส่วนมาก (ยกเว้นไอโซเลต AN2-6 AP1-5 และ CZ1-1) สามารถย่อยสลาย        
เจลาตินได้ และเชื้อทุกไอโซเลต (ยกเว้น CZ1-1) ไม่สามารถรีดิวซ์ไนเตรตได้ (ตารางที่ 4.3) จากการ
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA gene พบว่าเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทเหล่านี้มีความ
คล้ายคลึงกับสกุล Micromonospora (99.43-100%) (ตารางที่  4.2) และจากการวิ เคราะห์ 
phylogenetic tree พบว่าทั้ง 12 ไอโซเลตนี้จัดอยู่ในสกุล Micromonospora ดังแสดงในรูปที่ 4.12 
 

  

 

 
 

รูปที ่4.10 ลักษณะสปอร์และเส้นใยของไอโซเลต AN1-19 (ก) AN1-32 (ข) AN1-37 (ค) AN2-6 (ง) 
 AN3-10 (จ) และ AP1-5 (ฉ) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ต่อกับเลนส์ส่องระยะไกล (long 
 working distance) (ก าลังขยาย 400 เท่า) ซึ่งเจริญบนอาหาร soil extract agar 
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รูปที ่4.11 ลักษณะสปอร์และเส้นใยของไอโซเลต CZ1-1 (ก) KG1-3 (ข) KK1-2 (ค) SC1-2 (ง) 
 ZM2-2 (จ) และ ZO1-2 (ฉ) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ต่อกับเลนส์ส่องระยะไกล (long 
 working distance) (ก าลังขยาย 400 เท่า) ซึ่งเจริญบนอาหาร soil extract agar 
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รูปที่ 4.12 แสดงต าแหน่งของไอโซเลต AN1-19 AN1-32 AN1-37 AN2-6 AN3-10 AP1-5 CZ1-1 

 KG1-3 KK1-2 SC1-2 ZM2-2 และ ZO1-2 บน phylogenetic tree (neighbor-joining 
 method) 

 Micromonospora chokoriensis 2-19(6)T (AB241454) 
 Micromonospora violae NEAU-zh8T (KC161209) 

 Micromonospora taraxaci NEAU-P5T (KC439463) 
 Micromonospora profundi DS3010T (KF494813) 

 Micromonospora saelicesensis Lupac 09T (AJ783993) 
 Micromonospora ureilytica GUI23T (FN658641) 

 Micromonospora noduli GUI43T (FN658649) 
 Micromonospora vinacea GUI63T (FN658651) 

 Micromonospora jinlongensis NEAU-GRX11T (KC134254) 
 Micromonospora zamorensis CR38T (FN658656) 

 Micromonospora zeae NEAU-gq9T (KC287242) 
 Micromonospora lupini Lupac14NT (AJ783996) 

 Micromonospora luteifusca GUI2TT (FN658633) 
 Micromonospora parathelypteridis NEAU-JXY5T (KU997023) 

 AN2-6 
 AP1-5 

 Micromonospora wenchangensis 2602GPT1-05T (JQ768361) 
 Micromonospora rifamycinica AM105T (AY561829) 

 Micromonospora mangrovi 2803GPT1-18T (JQ836668) 
 Micromonospora harpali NEAU-JC6T (KJ609003) 

 Micromonospora oryzaeT (AB981052) 
 AN1-19 
 Micromonospora krabiensis MA-2T (AB196716) 
 ZM2-2 

 Micromonospora carbonacea DSM 43168T (X92599) 
 Micromonospora coxensis 2-30-b(28)T (AB241455) 

 Micromonospora halophytica DSM 43171T (X92601) 
 Micromonospora purpureochromogenes DSM 43821T (X92611) 

 Micromonospora luteiviridis SGB14T (FN658669) 
 Micromonospora phytophila SG15T (FN658661) 

 AN3-10 
 Micromonospora mirobrigensis WA201T (AJ626950) 

 Micromonospora siamensis TT2-4T (AB193565) 
 Micromonospora nickelidurans K55T (HQ174560) 

 Micromonospora palomenae NEAU-CX1T (KF887911) 
 Micromonospora haikouensis 232617T (GU130129) 

 Micromonospora matsumotoense IMSNU 22003T (AF152109) 
 Micromonospora fulva UDF-1T (FJ772077) 

 Micromonospora maoerensis NEAU-MES19T (KC469639) 
 Micromonospora vulcania NEAU-JM2T (KF956808) 

 AN1-32 
 Micromonospora schwarzwaldensis HKI0641T (KC517406) 

 Micromonospora humi P0402T (GU459068) 
 Micromonospora chalcea DSM 43026T (X92594) 

 ZO1-2 
 Micromonospora maritima D10-9-5T (HQ704071) 

 Micromonospora marina JSM1-1T (AB196712) 
 Micromonospora aurantiaca ATCC 27029T (CP002162) 

 Micromonospora sediminicola SH2-13T (AB609325) 
 Micromonospora peucetia DSM 43363T (X92603) 

 Micromonospora nigra DSM 43818T (X92609) 
 Micromonospora spongicola S3-1T (AB645957) 

 Micromonospora zhanjiangensis 2902at01T (KJ742700) 
 Micromonospora eburnea LK2-10T (AB107231) 

 Micromonospora inositola DSM 43819T (X92610) 
 Micromonospora terminaliae TMS7T (KX394339) 

 Micromonospora chersina DSM 44151T (X92628) 
 Micromonospora endolithica DSM 44398T (AJ560635) 

 Micromonospora coriariae NAR01T (AJ784008) 
 Micromonospora cremea CR30T (FN658654) 

 Micromonospora halotolerans CR18T (FN658652) 
 Micromonospora costi CS1-12T (AB981048) 

 Micromonospora fulviviridis DSM 43906T (X92620) 
 Micromonospora narathiwatensis BTG4-1T (AB193559) 
 Micromonospora rosaria DSM 803T (X92631) 

 CZ1-1 
 SC1-2 
 Micromonospora tulbaghiae TVU1T (EU196562) 

 Micromonospora echinospora DSM 43816T (X92607) 
 Micromonospora inyonensis DSM 46123T (X92629) 

 Micromonospora sagamiensis DSM 43912T (X92624) 
 AN1-37 
 KG1-3 

 Micromonospora yangpuensis FXJ6.011T (GU002071) 
 Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1T (AB196710) 
 Micromonospora citrea DSM 43903T (X92617) 

 Micromonospora echinofusca DSM 43913T (X92625) 
 Micromonospora echinaurantiaca DSM 43904T (X92618) 
 Micromonospora viridifaciens DSM 43909T (X92623) 

 Micromonospora pallida DSM 43817T (X92608) 
 Micromonospora avicenniae 268506T (JQ867183) 

 Micromonospora fluostatini PWB-003T (LC033898) 
 Micromonospora soli SL3-70T (AB981051) 

 Micromonospora coerulea DSM 43143T (X92598) 
 Micromonospora kangleipakensis MBRL 34T (JN560152) 

 Micromonospora auratinigra TT1-11T (AB159779) 
 Micromonospora endophytica DCWR9-8-2T (AB981049) 
 Micromonospora equina Y22T (JF912511) 
 KK1-2 

 Micromonospora yasonensis DS3186T (JN989295) 
 Micromonospora olivasterospora DSM 43868T (X92613) 

 Micromonospora rhizosphaerae 211018T (FJ261956) 
 Micromonospora pattaloongensis TJ2-2T (AB275607) 

 Micromonospora ovatispora strain 2701SIM06T (JQ836686) 
 Micromonospora pisi GUI 15T (AM944497) 

 Micromonospora polyrhachis NEAU-ycm2T (KC139400) 
 Micromonospora sonneratiae 274745T (JQ619535) 
 Catellatospora citrea DSM 44097T (X93197) 
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 (5) สกุล Phytohabitans 
  เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจ านวน 1 ไอโซเลต คือ KK1-3 สร้างทั้งสปอร์เดี่ยวรูป
กลมและสปอร์สายยาว (มากกว่า 10 สปอร์) (รูปที่ 4.13) เมื่อเจริญบนอาหาร ISP2 สร้างเส้นใย
อาหารสี เหลืองเข้ม (strong yellow) สร้างรงควัตถุที่ละลายน้ าสี เหลืองอ่อน (pale yellow) 
(ภาคผนวก ค) ลักษณะการเจริญบนอาหารต่างๆ แสดงในภาคผนวก ง สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 
20-40 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่างที่เจริญได้อยู่ในช่วง 6-10 และสามารถทนเกลือความ
เข้มข้นร้อยละ 0-3 สามารถย่อยสลายแป้งและโปรตีนในนมได้ แต่ไม่สามารถย่อยสลายเจลาตินและ
รีดิวซ์ไนเตรตได้ (ตารางที่ 4.3) จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA gene พบว่ามี
ความคล้ายคลึงกับ Phytohabitans houttuyneae K11-0057T 99.03% และจากการวิเคราะห์ 
phylogenetic tree พบว่าจัดอยู่ในสกุล Phytohabitans (รูปที่ 4.14) 

 

 
 
รูปที ่4.13 ลักษณะสปอร์และเส้นใยของไอโซเลต KK1-3 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ต่อกับเลนส์ส่อง
 ระยะไกล (long working distance) (ก าลังขยาย 400 เท่า) ซึ่งเจริญบนอาหาร soil 
 extract agar 
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รูปที ่4.14 แสดงต าแหน่ งของไอโซ เลต  KK1-3 บน phylogenetic tree (neighbor-joining 

 method) 
 
 4.2.3 วงศ์ Pseudonocardiaceae  
 ประกอบด้วย 2 สกุล ได้แก่ Kutzneria และ Saccharopolyspora ซึ่งมีรายละเอียด 
ดังนี้ 
 
 (1)  สกุล Kutzneria 
  เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจ านวน 1 ไอโซเลต คือ BR3-4 สร้างเส้นใยอากาศที่แตก
แขนงเป็นกิ่งก้าน และสร้างสปอร์ที่มีถุงหุ้ม (sporangium) ลักษณะกลมอยู่ที่ปลายของก้านชูสปอร์
ขนาดยาวบนเส้นใยอากาศ (รูปที่ 4.15) เมื่อเจริญบนอาหาร ISP2 จะสร้างเส้นใยอาหารสีเหลืองอ่อน 
(pale yellow) และสร้างเส้นใยอากาศสีขาว (white) (ภาคผนวก ค) สามารถสร้างรงควัตถุที่ละลาย
น้ าสีเหลืองบนอาหาร ISP5 ISP7 และ glucose asparagines agar ลักษณะการเจริญบนอาหาร
ต่างๆ แสดงในภาคผนวก ง สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 20-45 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่างที่
เจริญได้อยู่ในช่วง 4-10 และสามารถทนเกลือความเข้มข้นร้อยละ 0-3 ได้ สามารถย่อยสลายแป้ง    
เจลาติน และโปรตีนในนมได้ แต่ไม่สามารถรีดิวซ์ไนเตรตได้ (ตารางที่ 4.3) จากการวิเคราะห์ล าดับ   
นิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA gene พบว่ามีความคล้ายคลึงกับ Kutzneria buriramensis DSM 
45791T 99.64% และจากการวิเคราะห์ phylogenetic tree พบว่าจัดอยู่ในสกุล Kutzneria (รูปที่ 
4.16) 
 

 KK1-3 
 Phytohabitans houttuyneae K11-0057T (AB663560) 

 Phytohabitans suffuscus K07-0523T (AB490769) 

 Phytohabitans flavus K09-0627T (AB663558) 

 Phytohabitans rumicis K11-0047T (AB663559) 

 Jishengella endophytica 202201T (EU560726) 

 Micromonospora endophytica DCWR9-8-2T (AB981049) 

 Micromonospora pattaloongensis TJ2-2T (AB275607) 

 Micromonospora olivasterospora DSM 43868T (X92613) 

 Micromonospora rhizosphaerae 211018T (FJ261956) 

 Verrucosispora sediminis MS426T (EU870859) 

 Verrucosispora wenchangensis 234402T (HQ123435) 

 Streptomyces ambofaciens NBRC 12836T (AB184182) 
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รูปที ่4.15 ลักษณะสปอร์และเส้นใยของไอโซเลต BR3-4 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ต่อกับเลนส์ส่อง
 ระยะไกล (long working distance) (ก าลังขยาย 400 เท่า) ซึ่งเจริญบนอาหาร soil 
 extract agar 
 

 
รูปที ่4.16 แสดงต าแหน่ งของไอโซ เลต  BR3-4 บน phylogenetic tree (neighbor-joining 

 method) 
 
 

 Lentzea waywayandensis JCM 9114T (AB020029) 

 Lentzea albida IFO 16102T (AB006176) 

 Lentzea kentuckyensis NRRL B-24416T (DQ291145) 

 Lechevalieria deserti C68T (EU551682) 

 Lechevalieria atacamensis C61T (EU551684) 

 Actinosynnema pretiosum subsp. pretiosum NRRL B-16060T (AF114800) 

 Actinosynnema pretiosum subsp. auranticum NBRC 15620T (AB303364) 

 Saccharothrix coeruleofusca NRRL B-16115T (AF114805) 

 Saccharothrix longispora NRRL B-16116T (AF114809) 

 Umezawaea endophytica YIM 2047XT (KP984506) 

 Umezawaea tangerina MK27-91F2T (AB020031) 

 Kutzneria albida NRRL B-24060T (EF543522) 

 Kutzneria viridogrisea JCM 3282T (U58530) 

 Kutzneria chonburiensis SMC 256T (KJ191120) 

 Kutzneria kofuensis NRRL B-24061T (AF114801) 

 BR3-4 
 Kutzneria buriramensis A-T 1846T (JF935275) 

 Crossiella cryophila NRRL B-16238T (AF114806) 

 Crossiella equi NRRL B-24104T (AF245017) 

 Goodfellowiella coeruleoviolacea NRRL B-24058T (DQ093349) 

 Actinoalloteichus hymeniacidonis HPA177T (DQ144222) 

 Actinoalloteichus nanshanensis NEAU 119T (GQ926935) 

 Streptomyces ambofaciens NBRC 12836T (AB184182) 
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 (2)  สกุล Saccharopolyspora 
 เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจ านวน 1 ไอโซเลต คือ AK1-2 สร้างเส้นใยอาหารที่มี
ลักษณะแตกกิ่งก้าน และเส้นใยมักแตกหัก (fragment) เป็นท่อนสั้นๆ (รูปที่ 4.17) เมื่อเจริญบน
อาหาร ISP2 สร้างเส้นใยอาหารสีขาวอมเหลือง (yellowish white) (ภาคผนวก ค) ไม่สร้างรงควัตถุที่
ละลายน้ าบนอาหารทดสอบทุกชนิด ลักษณะการเจริญบนอาหารต่างๆ แสดงในภาคผนวก ง สามารถ
เจริญได้ที่อุณหภูมิ 20-37 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่างที่เจริญได้อยู่ในช่วง 6-10 และ
สามารถทนเกลือความเข้มข้นร้อยละ 0-14 ได้ สามารถย่อยสลายแป้ง เจลาติน และโปรตีนในนมได้ 
แต่ไม่สามารถรีดิวซ์ไนเตรตได้ (ตารางที่ 4.3) จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA 
gene พบว่ามีความคล้ายคลึงกับ Saccharopolyspora spongiae CMAA 1452T 99.93% และ
จากการวิเคราะห์ phylogenetic tree พบว่าจัดอยู่ในสกุล Saccharopolyspora (รูปที่ 4.18) 
 

 
 

รูปที ่4.17 ลักษณะสปอร์และเส้นใยของไอโซเลต AK1-2 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ต่อกับเลนส์ส่อง
 ระยะไกล (long working distance) (ก าลังขยาย 400 เท่า) ซึ่งเจริญบนอาหาร soil 
 extract agar 
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รูปที ่4.18 แสดงต าแหน่ งของไอโซ เลต  AK1-2 บน phylogenetic tree (neighbor-joining 

 method) 
 
 4.2.4  วงศ์ Streptosporangiaceae 
 ประกอบด้วย 2 สกุล ได้แก่ Microbispora Nonomuraea Planotetraspora 
Sphaerisporangium และ Streptosporangium ซึ่งมีรายละเอียด ดังนี้ 
 

 Saccharopolyspora hirsuta subsp. kobensis JCM 9109T (EU267029) 

 Saccharopolyspora jiangxiensis W12T (EF143926) 

 Saccharopolyspora antimicrobica I05-00074T (EF693956) 

 Saccharopolyspora indica VRC122T (JX411621) 

 Saccharopolyspora hirsuta subsp. hirsuta ATCC 27875T (U93341) 

 Saccharopolyspora hordei DSM 44065T (FN179275) 

 Saccharopolyspora hattusasensis CR3506T (JN989298) 

 Saccharopolyspora spinosa DSM 44228T (AF002818) 

 Saccharopolyspora phatthalungensis SR8.15T (GQ381309) 

 Saccharopolyspora shandongensis 88T (EF104116) 

 Saccharopolyspora thermophila 216T (AF127526) 

 Saccharopolyspora subtropica T3T (KM114900) 

 Saccharopolyspora cebuensis SPE 10-1T (EF030715) 

 Saccharopolyspora halophila YIM 90500T (DQ923129) 

 Saccharopolyspora flava AS4.1520T (AF154128) 

 Saccharopolyspora tripterygii YIM 65359T (FJ214364) 

 Saccharopolyspora pathumthaniensis S582T (HM067865) 

 Saccharopolyspora dendranthemae KLBMP1305T (JQ819260) 

 Saccharopolyspora endophytica YIM 61095T (EU814512) 

 AK1-2 
 Saccharopolyspora spongiae CMAA 1452T (KX037095) 

 Saccharopolyspora erythraea NRRL 2338T (AM420293) 

 Saccharopolyspora spinosporotrichia AS4.198T (Y09571) 

 Saccharopolyspora taberi DSM 43856T (AF002819) 

 Saccharopolyspora gloriosae YIM 60513T (EU005371) 

 Saccharopolyspora gregorii NCIMB 12823T (X76962) 

 Saccharopolyspora halotolerans TRM 45123T (KC295227) 

 Saccharopolyspora rosea IMMIB L-1070T (AM992060) 

 Saccharopolyspora rectivirgula ATCC 33515T (X53194) 

 Saccharopolyspora cavernae YIM C01235T (KF177334) 

 Saccharopolyspora lacisalsi TRM 40133T (JF411070) 

 Saccharopolyspora qijiaojingensis YIM 91168T (EF687715) 

 Saccharopolyspora ghardaiensis H53T (KC427277) 

 Streptomyces ambofaciens NBRC 12836T (AB184182) 
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 (1)  สกุล Microbispora 
 เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจ านวน 17 ไอโซเลต ได้แก่ AN2-5 AN2-7 BR3-3   
CL1-1 CL2-2 KE1-2 KE1-3 KE2-2 KE2-4 KE2-5 KK1-10 KK1-11 KM1-1 KM1-2 ZO1-7 ZZ1-4 
และ ZZ2-2 สร้างเส้นใยอาหารที่มีลักษณะแตกกิ่งก้านและสร้างสปอร์คู่อยู่บนก้านชูสปอร์สั้นๆ บน
เส้นใยอากาศ (รูปที่ 4.19) เมื่อเจริญบนอาหาร ISP2 สร้างเส้นใยสีเหลืองอมเขียว (pale greenish 
yellow) ไปจนถึงสีน้ าตาล (moderate brown) (ภาคผนวก ค) เชื้อส่วนมากไม่สร้างรงควัตถุที่
ละลายน้ า ลักษณะการเจริญบนอาหารต่างๆ แสดงในภาคผนวก ง สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิสูงสุด 
55 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่างที่เจริญได้อยู่ในช่วง 5-10 และ 6-10 สามารถทนเกลือได้
สูงสุดที่ความเข้มข้นร้อยละ 4 ทุกไอโซเลตสามารถย่อยสลายแป้งได้ และเกือบทุกไอโซเลต (ยกเว้น 
ZZ1-4) สามารถย่อยสลายโปรตีนในนมได้ ส่วนมากไม่สามารถย่อยสลายเจลาติน (ยกเว้น AN2-7 
KE1-3 และ KE2-4) และไม่สามารถรีดิวซ์ไนเตรตได้ (ยกเว้น AN2-7 KE2-2 KE2-4 และ ZZ2-2) 
(ตารางที่ 4.3) จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA gene พบว่ามีความคล้ายคลึงกับ
สกุล Microbispora (99.22-100%) และจากการวิเคราะห์ phylogenetic tree พบว่าจัดอยู่ในสกุล 
Microbispora (รูปที่ 4.20) 
 

 
 
รูปที ่4.19 ลักษณะสปอร์และเส้นใยของไอโซเลต BR3-3 (ก) KK1-10 (ข) ZZ1-4 (ค) และ        
 ZZ2-2 (ง ) ภายใต้กล้ องจุ ลทรรศน์ ที่ ต่อกับ เลนส์ส่องระยะไกล (long working 
 distance) (ก าลังขยาย 400 เท่า) ซึ่งเจริญบนอาหาร soil extract agar 
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รูปที ่4.20 แสดงต าแหน่งของไอโซเลต AN2-5 AN2-7 BR3-3 CL1-1 CL2-2 KE1-2 KE1-3  
 KE2-2 KE2-4 KE2-5 KK1-10 KK1-11 KM1-1 KM1-2 ZO1-7 ZZ1-4 และ ZZ2-2 บน 
 phylogenetic tree (neighbor-joining method) 

 KE2-4 
 ZZ2-2 
 KE1-3 
 KK1-10 

 KK1-11 
 KM1-2 
 Microbispora bryophytorum NEAU-TX2-2T (KF886293) 

 Microbispora camponoti 2C-HV3T (KR261651) 

 KM1-1 
 Microbispora amethystogenes JCM 3021T (U48988) 

 Microbispora rosea subsp. aerata ATCC 15448T (U48984) 

 AN2-5 
 AN2-7 
 CL1-1 
 ZO1-7 
 ZZ1-4 

 CL2-2 
 Microbispora rosea subsp. rosea IFO 14044T (D86936) 

 BR3-3 
 KE1-2 
 KE2-2 

 Microbispora hainanensis 211020T (FJ261972) 

 Microbispora siamensis DMKUA 245T (FJ199993) 

 KE2-5 
 Microbispora corallina DF-32T (AB018046) 

 Planotetraspora thailandica BCC 21825T (AB370244) 

 Planotetraspora phitsanulokensis A-T 1383T (FJ426332) 

 Planotetraspora kaengkrachanensis A-T 0875T (FJ426333) 

 Planotetraspora mira IFO 15435T (D85496) 

 Planotetraspora silvatica TT 00-51T (AB112082) 

 Microtetraspora fusca IFO 13915T (U48973) 

 Microtetraspora niveoalba IFO 15239T (U48976) 

 Microtetraspora glauca DSM 43311T (X97891) 

 Microtetraspora malaysiensis H47-7T (AB062383) 

 Herbidospora cretacea IFO 15474T (D85485) 

 Herbidospora daliensis 0385M-1T (AY749433) 

 Herbidospora mongoliensis MN08-A0118T (AB530492) 

 Herbidospora yilanensis 0351M-12T (DQ246623) 

 Herbidospora sakaeratensis DMKUA 205T (FJ199995) 

 Herbidospora soli PS42-9T (AB649125) 

 Actinomadura madurae DSM 43067T (X97889) 
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 (2)  สกุล Nonomuraea 
  เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจ านวน 5 ไอโซเลต ได้แก่ AN1-27 AN1-36 AN3-11 
HC1-7 และ SC1-1 สร้างสปอร์สายสั้นบนเส้นใยอากาศ (รูปที่ 4.21) เมื่อเจริญบนอาหาร ISP2 จะ
สร้างเส้นใยสีเหลืองอ่อน (pale yellow) ไปจนถึงสีด าม่วง (purplish black) (ภาคผนวก ค) เกือบทุก
ไอโซเลตไม่สร้างรงควัตถุที่ละลายน้ า มีเพียงไอโซเลต SC1-1 ที่สร้างรงควัตถุที่ละลายน้ าสีเทาม่วง 
(purplish gray) บนอาหาร ISP3 ลักษณะการเจริญบนอาหารต่างๆ แสดงในภาคผนวก ง หลาย    
ไอโซเลตสามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิสูงสุด 20-40 และ 20-45 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่างที่
สามารถเจริญได้อยู่ในช่วง 5-10 ยกเว้นไอโซเลต AN3-11 และ HC1-7 ที่เจริญได้ในช่วง 6-9 และ    
6-10 ตามล าดับ ส่วนมากสามารถทนเกลือสูงสุดที่ความเข้มข้นร้อยละ 3 ทุกไอโซเลตสามารถย่อย
สลายแป้ง โปรตีนในนม และสามารถรีดิวซ์ไนเตรตได้ และมี 3 ไอโซเลต คือ AN1-27 AN3-11 และ 
HC1-7 สามารถย่อยสลายเจลาตินได้ (ตารางที่ 4.3) จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S 
rRNA gene พบว่าเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทเหล่านี้มีความคล้ายคลึงกับสกุล Nonomuraea 
(98.82-99.93%) (ตารางที่ 4.2) และจากการวิเคราะห์ phylogenetic tree พบว่าทั้ง 5 ไอโซเลตนี้
จัดอยู่ในสกุล Nonomuraea ดังแสดงในรูปที่ 4.22 
 

 
 
รูปที ่4.21 ลักษณะสปอร์และเส้นใยของไอโซเลต AN1-36 (ก) AN3-11 (ข) HC1-7 (ค) และ       
 SC1-1 (ง ) ภายใต้กล้ องจุลทรรศน์ ที่ ต่อกับ เลนส์ส่ องระยะไกล  (long working 
 distance) (ก าลังขยาย 400 เท่า) ซึ่งเจริญบนอาหาร soil extract agar 
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รูปที ่4.22  แสดงต าแหน่ งของไอโซ เลต  AN1-27 AN1-36 AN3-11 HC1-7 และ SC1-1 บน 
 phylogenetic tree (neighbor-joining method) 
 
 
 

 AN1-27 
 Nonomuraea kuesteri GW 14-1925T (AJ746362) 

 Nonomuraea fuscirosea NEAU-dht8T (KC417350) 
 Nonomuraea maheshkhaliensis 16-5-14T (AB290014) 

 HC1-7 
 Nonomuraea bangladeshensis 5-10-10T (AB274966) 
 Nonomuraea coxensis JCM 13931T (AB505224) 

 Nonomuraea wenchangensis 210417T (FJ261959) 
 Nonomuraea gerenzanensis ATCC 39727T (AJ582011) 
 Nonomuraea jabiensis A4036T (HQ157186) 

 Nonomuraea helvata NBRC 14681T (U48975) 
 Nonomuraea polychroma IFO 14345T (U48977) 

 Nonomuraea fastidiosa IFO 14680T (U48844) 
 Nonomuraea thermotolerans 3-33-9BT (KJ027601) 

 AN3-11 
 Nonomuraea spiralis IFO 14097T (U48983) 

 Nonomuraea angiospora IFO 13155T (U48843) 
 Nonomuraea pusilla IFO 14684T (U48978) 

 AN1-36 
 Nonomuraea maritima FXJ7.203T (GU002054) 

 Nonomuraea turkmeniaca DSM 43926T (AF277201) 
 Nonomuraea antimicrobica YIM 61105T (FJ157184) 

 Nonomuraea rubra DSM 43768T (AF277200) 
 Nonomuraea candida HMC10T (DQ285421) 

 Nonomuraea jiangxiensis FXJ1.102T (FJ418910) 
 Nonomuraea zeae ND5T (KR106591) 

 Nonomuraea soli YIM 120770T (JF742631) 
 Nonomuraea recticatena IFO 14525T (U48979) 
 Nonomuraea roseola IFO 14685T (U48980) 
 Nonomuraea africana IFO 14745T (U48842) 

 Nonomuraea dietziae DSM 44320T (AJ278220) 

 SC1-1 
 Nonomuraea monospora PT708T (FJ347524) 
 Nonomuraea thailandensis KC-061T (AB720113) 

 Nonomuraea syzygii GKU 164T (KF667499) 
 Nonomuraea purpurea 1SM4-01T (LC148616) 

 Nonomuraea solani NEAU-Z6T (JQ073731) 
 Nonomuraea rhizophila YIM 67092T (HM755723) 

 Nonomuraea rosea GW 12687T (FN356742) 
 Nonomuraea shaanxiensis NEAU-st1T (KC287247) 

 Nonomuraea salmonea DSM 43678T (X97892) 
 Nonomuraea endophytica YIM 65601T (GU367158) 

 Nonomuraea longicatena NRRL 15532T (AB018787) 
 Nonomuraea indica DRQ-2T (KM522835) 

 Nonomuraea muscovyensis FMN03T (JN896617) 
 Nonomuraea rhodomycinica NR4-ASC07T (LC082232) 

 Nonomuraea roseoviolacea subsp. carminata IFO 15903T (AB039961) 
 Nonomuraea roseoviolacea subsp. roseoviolacea IFO 14098T (AB039959) 

 Nonomuraea cavernae SYSU K10005T (KY788340) 
 Nonomuraea glycinis NEAU-BB2C19T (KY328642) 

 Nonomuraea guangzhouensis NEAU-ZJ3T (KC417349) 
 Nonomuraea ceibae XMU 110T (KX024666) 

 Nonomuraea flavida YN-5-1T (JX467533) 
 Nonomuraea ferruginea IFO 14094T (U48845) 

 Nonomuraea harbinensis NEAU-yn31T (KC306503) 
 Thermopolyspora flexuosa DSM 43186T (AY039253) 
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 (3)  สกุล Planotetraspora 
 เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจ านวน 1 ไอโซเลต คือ BR3-5 สร้างสปอร์ที่มีถุงหุ้มอยู่
บนก้านชูสปอร์ขนาดสั้น ซึ่งภายในบรรจุสปอร์จ านวน 4 สปอร์ (รูปที่ 4.23) เมื่อเจริญบนอาหาร ISP2 
สร้างเส้นใยอาหารขาวอมเหลือง (yellowish white) (ภาคผนวก ค) ไม่สร้างรงควัตถุที่ละลายน้ าบน
อาหารทดสอบทุกชนิด ลักษณะการเจริญบนอาหารต่างๆ แสดงในภาคผนวก ง สามารถเจริญได้ที่
อุณหภูมิ 20-37 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่างที่เจริญได้อยู่ในช่วง 5-10 และสามารถทนเกลือ
ความเข้มข้นร้อยละ 0-1 ได้ สามารถย่อยสลายแป้งและโปรตีนในนมได้ แต่ไม่สามารถย่อยสลาย     
เจลาตินและรีดิวซ์ไนเตรตได้ (ตารางที่ 4.3) จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA 
gene พบว่ามีความคล้ายคลึงกับ Planotetraspora phitsanulokensis AT-1383T 99.71% และ
จากการวิเคราะห์ phylogenetic tree พบว่าจัดอยู่ในสกุล Planotetraspora (รูปที่ 4.24) 
 

 
 
รูปที ่4.23 ลักษณะสปอร์และเส้นใยของไอโซเลต BR3-1 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ต่อกับเลนส์ส่อง
 ระยะไกล (long working distance) (ก าลังขยาย 400 เท่า) ซึ่งเจริญบนอาหาร soil 
 extract agar 
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รูปที ่4.24 แสดงต าแหน่งของไอโซเลต BR3-5 บน phylogenetic tree (neighbor-joining 
 method) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Microbispora hainanensis 211020T (FJ261972) 

 Microbispora siamensis DMKUA 245T (FJ199993) 

 Microbispora corallina DF-32T (AB018046) 

 Microbispora amethystogenes JCM 3021T (U48988) 

 Microbispora rosea subsp. aerata ATCC 15448T (U48984) 

 Microbispora rosea subsp. rosea IFO 14044T (D86936) 

 Microbispora bryophytorum NEAU-TX2-2T (KF886293) 

 Microbispora camponoti 2C-HV3T (KR261651) 

 BR3-5 
 Planotetraspora phitsanulokensis A-T 1383T (FJ426332) 

 Planotetraspora thailandica BCC 21825T (AB370244) 

 Planotetraspora kaengkrachanensis A-T 0875T (FJ426333) 

 Planotetraspora mira IFO 15435T (D85496) 

 Planotetraspora silvatica TT 00-51T (AB112082) 

 Acrocarpospora macrocephala IFO 16266T (AB025318) 

 Acrocarpospora pleiomorpha R-31T (AB006174) 

 Acrocarpospora phusangensis PS33-18T (AB649124) 

 Acrocarpospora corrugata DSM 43316T (X89941) 

 Herbidospora cretacea IFO 15474T (D85485) 

 Herbidospora daliensis 0385M-1T (AY749433) 

 Herbidospora mongoliensis MN08-A0118T (AB530492) 

 Herbidospora yilanensis 0351M-12T (DQ246623) 

 Herbidospora sakaeratensis DMKUA 205T (FJ199995) 

 Herbidospora soli PS42-9T (AB649125) 

 Microtetraspora malaysiensis H47-7T (AB062383) 

 Microtetraspora glauca DSM 43311T (X97891) 

 Microtetraspora fusca IFO 13915T (U48973) 

 Microtetraspora niveoalba IFO 15239T (U48976) 

 Streptosporangium roseum DSM 43021T (CP001814) 
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 (4)  สกุล Sphaerisporangium 
  เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจ านวน 2 ไอโซเลต ได้แก่ AN1-28 และ KM1-3 สร้าง
สปอร์อยู่ภายในถุงหุ้มทรงกลมบนเส้นใยอากาศ (รูปที่ 4.25) เมื่อเจริญบนอาหาร ISP2 จะสร้างเส้นใย
อาหารสีชมพูอมเหลือง (yellowish pink) (ภาคผนวก ค) ไม่สร้างรงควัตถุที่ละลายน้ าบนอาหาร
ทดสอบทุกชนิด ลักษณะการเจริญบนอาหารต่างๆ แสดงในภาคผนวก ง เจริญได้ที่อุณหภูมิสูงสุด 20-
40 และ 20-37 องศาเซลเซียส ตามล าดับ ค่าความเป็นกรด-ด่างที่สามารถเจริญได้อยู่ในช่วง 6-10 
สามารถทนเกลือสูงสุดที่ความเข้มข้นร้อยละ 3 และ 2 ตามล าดับ ทั้ง 2 ไอโซเลตสามารถย่อยสลาย
แป้งและโปรตีนในนมได้ ไอโซเลต AN1-28 ไม่สามารถย่อยสลายเจลาตินได้ ส่วนไอโซเลต KM1-3 ไม่
สามารถรีดิวซ์ไนเตรตได้ (ตารางที่ 4.3) จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA gene 
พบว่าเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทเหล่านี้มีความคล้ายคลึงกับ Sphaerisporangium rufum R10-82T 
100% และ Sphaerisporangium krabiense AT-0308T 99.28% (ตารางที่ 4.2) และจากการ
วิเคราะห์ phylogenetic tree พบว่าทั้ง 2 ไอโซเลตนี้จัดอยู่ในสกุล Sphaerisporangium ดังแสดง
ในรูปที่ 4.26 
 

 
 
รูปที ่4.25 ลักษณะสปอร์และเส้นใยของเชื้อไอโซเลต AN1-28 (ก) และ KM1-3 (ข) ภายใต้กล้อง
 จุลทรรศน์ที่ต่อกับเลนส์ส่องระยะไกล (long working distance) (ก าลังขยาย 400 เท่า)
 ซึ่งเจริญบนอาหาร soil extract agar 
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รูปที ่4.26  แสดงต าแหน่งของไอโซเลต KM1-3 และ KM1-28 บน phylogenetic tree (neighbor-
 joining method) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 KM1-3 
 Sphaerisporangium krabiense A-T 0308T (HM037365) 

 Sphaerisporangium siamense SR14.14T (HM043727) 

 Sphaerisporangium album YIM 48782T (EU499344) 

 AN1-28 
 Sphaerisporangium rufum R10-82T (AB842299) 

 Sphaerisporangium cinnabarinum DSM 44094T (X89939) 

 Sphaerisporangium dianthi NEAU-CY18T (KF764483) 

 Sphaerisporangium melleum 3-28(8)T (AB208714) 

 Sphaerisporangium viridialbum DSM 43801T (X89953) 

 Sphaerisporangium corydalis NEAU-YHS15T (KF956807) 

 Sphaerisporangium flaviroseum YIM 48771T (EU499338) 

 Sphaerisporangium aureirubrum NEAU-GQTH1-3T (KM094177) 

 Sphaerisporangium rubeum 3D-72(35)T (AB208718) 

 Actinomadura madurae DSM 43067T (X97889) 
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 (5)  สกุล Streptosporangium  
  เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจ านวน 2 ไอโซเลต ได้แก่ AN1-26 และ AN3-5 สร้าง
สปอร์อยู่ภายในถุงหุ้มทรงกลมบนเส้นใยอากาศ (รูปที่ 4.27) เมื่อเจริญบนอาหาร ISP2 จะสร้างเส้นใย
อาหารที่มีสีน้ าตาล (brown) สร้างเส้นใยอากาศสีขาวอมชมพู (pinkish white) (ภาคผนวก ค) ไม่
สร้างรงควัตถุที่ละลายน้ าบนอาหารทดสอบทุกชนิด ลักษณะการเจริญบนอาหารต่างๆ แสดงใน
ภาคผนวก ง เจริญได้ที่อุณหภูมิสูงสุด 20-40 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่างที่สามารถเจริญได้
อยู่ในช่วง 5-10 สามารถทนเกลือสูงสุดที่ความเข้มข้นร้อยละ 2 สามารถย่อยสลายแป้ง เจลาติน 
โปรตีนในนมและรีดิวซ์ไนเตรตได้ ยกเว้นไอโซเลต AN1-26 ไม่สามารถย่อยสลายแป้งได้ (ตารางที่ 
4.3) จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA gene พบว่าเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีท
เหล่านี้มีความคล้ายคลึงกับ Streptosporangium saharense SG20T 99.63% และ 
Streptosporangium terrae VRC21T 99.30% (ตารางที่ 4.2) และจากการวิเคราะห์ 
phylogenetic tree พบว่าทั้ง 2 ไอโซเลตนี้จัดอยู่ในสกุล Streptosporangium ดังแสดงในรูปที่ 
4.28 
 

 
 
รูปที ่4.27 ลักษณะสปอร์และเส้นใยของเชื้อไอโซเลต AN1-26 (ก) และ AN3-5 (ข) ภายใต้กล้อง
 จุลทรรศน์ที่ต่อกับเลนส์ส่องระยะไกล (long working distance) (ก าลังขยาย 400 เท่า) 
 ซึ่งเจริญบนอาหาร soil extract agar 
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รูปที่ 4.28 แสดงต าแหน่งของไอโซเลต AN1-26 และ AN3-5 บน phylogenetic tree (neighbor-

 joining method) 
 
 

 

 

 Streptosporangium kronopolitis NEAU-ML10T (KF956805) 

 Streptosporangium sonchi NEAU-QS7T (KF928747) 

 Streptosporangium longisporum DSM 43180T (X89944) 

 Streptosporangium shengliense NEAU-GH7T (KC513503) 

 Streptosporangium taraxaci NEAU-Wp2-0T (KM000840) 

 Streptosporangium nanhuense NEAU-NH11T (KF146932) 

 Streptosporangium purpuratum CY-15110T (AF191735) 

 Streptosporangium yunnanense CY-11007T (AF191733) 

 Streptosporangium jiaoheense NEAU-Jh1-4T (KM000836) 

 Streptosporangium subroseum CY-7113T (AF191734) 

 Streptosporangium oxazolinicum K07-0460T (AB594818) 

 Streptosporangium amethystogenes subsp. amethystogenes DSM 43179T (X89935) 

 Streptosporangium amethystogenes subsp. fukuiense JCM 10083T (AB537172) 

 Streptosporangium lutulentum NEAU-FHSN1T (KF887910) 

 Streptosporangium corydalis NEAU-Y6T (KF956806) 

 Streptosporangium fenghuangense NEAU-hd-3T (KF982694) 

 Streptosporangium canum HBUM 170018T (AY996844) 

 Streptosporangium album DSM 43023T (X89934) 

 Streptosporangium roseum DSM 43021T (CP001814) 

 Streptosporangium vulgare DSM43802T (X89955) 

 Streptosporangium anatoliense N9999T (HQ157194) 

 Streptosporangium carneum DSM 44125T (X89938) 

 Streptosporangium pseudovulgare DSM 43181T (X89946) 

 Streptosporangium sandarakinum GW-12028T (JX977118) 

 Streptosporangium nondiastaticum IFO 13990T (U48994) 

 Streptosporangium becharense SG1T (KU593506) 

 Streptosporangium subfuscum NEAU-TWSJ13T (KF913196) 

 Streptosporangium fragile DSM 43847T (X89942) 

 AN3-5 
 Streptosporangium terrae VRC21T (JX082289) 

 AN1-26 
 Streptosporangium saharense SG20T (KT581983) 

 Streptosporangium violaceochromogenes DSM 43849T (X89951) 

 Streptosporangium algeriense 169T (KP974644) 

 Streptosporangium jomthongense 30EHST (JQ922513) 

 Actinomadura madurae DSM 43067T (X97889) 
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 4.2.5 วงศ์ Thermomonosporaceae 
 ประกอบด้วย 1 สกุล คือ Actinomadura ซึ่งมีรายละเอียด ดังนี้ 
 
 (1)  สกุล Actinomadura  
 เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจ านวน 3 ไอโซเลต ได้แก่ AN2-10 CL3-1 และ KG1-2 
สร้างเส้นใยอาหารแตกแขนงเป็นกิ่งก้าน และสร้างสปอร์สายสั้นๆ บนเส้นใยอากาศ (รูปที่ 4.29) เมื่อ
เจริญบนอาหาร ISP2 จะสร้างเส้นใยอาหารที่มีสีชมพูเข้ม (strong pink) ไปจนถึงเหลืองเขียวอ่อนๆ 

(light yellow green) (ภาคผนวก ค) ไอโซเลต KG1-2 สามารถสร้างรงควัตถุที่ละลายน้ าสีเหลืองอม
เขียวอมเทา (grayish greenish yellow) บนอาหาร ISP7 ได้ ลักษณะการเจริญบนอาหารต่างๆ 
แสดงในภาคผนวก ง สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิสูงสุด 20-40 องศาเซลเซียส แต่ไอโซเลต KG1-2 
สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิสูงสุด 50 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่างที่สามารถเจริญได้อยู่ในช่วง 
5-10 และ 6-10 สามารถทนเกลือสูงสุดที่ความเข้มข้นร้อยละ 5 แต่ไอโซเลต KG1-2 ทนเกลือได้สูงสุด
ที่ความเข้มข้นร้อยละ 6 สามารถย่อยสลายแป้ง เจลาติน โปรตีนในนม และรีดิวซ์ไนเตรตได้ ยกเว้น   
ไอโซเลต KG1-2 ไม่สามารถย่อยสลายเจลาตินได้ (ตารางที่ 4.3) จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์
ของ 16S rRNA gene พบว่าเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทไอโซเลต AN2-10 และ CL3-1 มีความ
คล้ายคลึงกับ Actinomadura rugatobispora IFO 14382T 99.27% และไอโซเลต KG1-2 มีความ
คล้ายคลึงกับ Actinomadura bangladeshensis 3-46-b3T 99.31% (ตารางที่ 4.2) จากการ
วิเคราะห์ phylogenetic tree พบว่าทั้ง 3 ไอโซเลตนี้จัดอยู่ในสกุล Actinomadura ดังแสดงในรูปที่ 
4.30 
 

 
 
รูปที ่4.29 ลักษณะสปอร์และเส้นใยของเชื้อไอโซเลต AN2-10 (ก) และ KG1-2 (ข) ภายใต้กล้อง
 จุลทรรศน์ทีต่่อกับเลนส์ส่องระยะไกล (long working distance) (ก าลังขยาย 400 เท่า) 
 ซึ่งเจริญบนอาหาร soil extract agar 
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รูปที ่4.30 แสดงต าแหน่งของไอโซเลต AN2-10 CL3-1 และ KG1-2 บน phylogenetic tree 

 (neighbor-joining method) 

 Actinomadura jiaoheensis NEAU-Jh1-3T (KM000835) 
 Actinomadura sporangiiformans NEAU-Jh2-5T (KM000834) 

 Actinomadura viridis IFO 15238T (D85467) 
 Actinomadura vinacea JCM 3325T (F134070) 

 Actinomadura rugatobispora IFO 14382T (U49010) 

 AN2-10 
 CL3-1 

 Actinomadura adrarensis ACD12T (KU356942) 
 Actinomadura hallensis H647-1T (DQ076484) 

 Actinomadura sputi IMMIB L-889T (FM957483) 
 Actinomadura yumaensis JCM 3369T (AF163122) 

 Actinomadura alkaliterrae D310ATT (KT876993) 
 Actinomadura catellatispora AS 4.1522T (AF154127) 

 Actinomadura livida JCM 3387T (AF163116) 
 Actinomadura chibensis IFM 10266T 

 Actinomadura syzygii GKU 157T 
 Actinomadura pelletieri JCM 3388T (AF163119) 

 Actinomadura darangshiensis DSLS-70T (FN646682) 
 Actinomadura meridiana DLS-45T (FN646663) 

 Actinomadura formosensis JCM 7474T (AF002263) 
 Actinomadura geliboluensis A8036T (HQ157187) 

 Actinomadura latina DSM 43382T 
 Actinomadura madurae DSM 43067T (X97889) 

 Actinomadura napierensis B60T (AY568292) 

 KG1-2 
 Actinomadura meyerae A288T 

 Actinomadura bangladeshensis 3-46-b(3)T (AB331652) 
 Actinomadura chokoriensis 3-45-a(11)T (AB331730) 
 Actinomadura xylanilytica BK147T 

 Actinomadura macra IFO 14102T (U49009) 
 Actinomadura glauciflava AS 4.1202T (AF153881) 

 Actinomadura maheshkhaliensis 13-12-50T 
 Actinomadura mexicana A290T (AF277195) 

 Actinomadura citrea IFO 14678T (U49001) 
 Actinomadura luteofluorescens IFO 13057T 
 Actinomadura coerulea IFO 14679T (U49002) 
 Actinomadura verrucosospora NBRC 14100T (U49011) 

 Actinomadura algeriensis ACD1T (KT259320) 
 Actinomadura sediminis YIM M 10931T (JF272484) 

 Actinomadura cremea JCM 3308T (AF134067) 
 Actinomadura apis IM17-1T (AB557596) 

 Actinomadura rifamycini IFO 14183T (U49003) 
 Actinomadura fibrosa ATCC 49459T 

 Actinomadura nitritigenes DSM 44137T 
 Actinomadura fulvescens IFO 14347T 

 Actinomadura montaniterrae CYP1-1BT 
 Actinomadura rudentiformis HMC1T (DQ285420) 

 Actinomadura atramentaria IFO 14695T (U49000) 
 Actinomadura rayongensis RY35-68T 

 Actinomadura flavalba YIM 61435T 
 Actinomadura kijaniata DSM 43764T (X97890) 
 Actinomadura namibiensis DSM 44197T 

 Actinomadura hibisca DSM 44148T (AJ420136) 
 Actinomadura gamaensis NEAU-Gz5T (KT989505) 

 Actinomadura rupiterrae CS5-AC15T (FM210337) 
 Actinomadura oligospora ATCC 43269T (AF163118) 

 Actinomadura keratinilytica WCC-2265T (EU637009) 
 Actinomadura miaoliensis BC 44T-5T (EF116925) 

 Actinomadura rubrobrunea IMSNU 22166T (AJ293711) 
 Actinomadura viridilutea IFO 14480T (D86943) 

 Actinomadura echinospora DSM 43163T (AJ420135) 
 Actinomadura umbrina JCM 6837T (AF163121) 

 Actinomadura amylolytica YIM 77502T (AB859253) 
 Actinomadura cellulosilytica YIM 77510T (AB859254) 

 Actinomadura alba YIM 45681T (DQ985164) 
 Actinomadura scrupuli R-Ac121T (FM210339) 

 Nonomuraea pusilla IFO 14684T (U48978) 
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 4.2.5  วงศ์ Streptomycetaceae  
 ประกอบด้วย 1 สกุล คือ Streptomyces ซึ่งมีรายละเอียด ดังนี้ 
 
 (1)  สกุล Streptomyces 
 เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจ านวน 53 ไอโซเลต ได้แก่ AG2-1 AG2-2 AG2-3  
AG2-4 AG2-5 AG2-6 AK1-1 AN1-8 AN1-12 AN1-18 AN1-25 AN1-29 AN1-38 AN2-3 AN2-9 
AN3-4 AN3-6 AP1-1 AP1-3 AP1-4 AS1-1 AS1-6 AS1-8 AX1-2 BR2-1 CL2-6 CL3-4 CP1-2 
CP1-6 CX1-1 CZ1-3 CZ1-4 EE1-2 EE1-8 HC1-4 HC1-8 HC1-9 HC1-10 KE1-4 KE2-1 KG1-1 
KM1-5 ZM1-1 ZM2-1 ZM2-9 ZM2-12 ZM3-2 ZM3-3 ZM3-9 ZO1-8 ZZ1-3 ZZ1-7 และ 
ZZ2-1 สร้างเส้นใยอาหารแตกแขนงเป็นกิ่งก้านและสร้างเส้นใยอากาศปริมาณมาก สร้างสปอร์ที่ต่อ
กันเป็นสายยาว โดยจาก 53 ไอโซเลต พบการเรียงตัวของสปอร์ 3 รูปแบบ ได้แก่ สปอร์ที่มีลักษณะ
ตรง (รูปที่ 4.31 ก และ ข) สปอร์ที่มีลักษณะคล้ายรูปตะขอ (รูปที่ 4.31 ค และ ง) สปอร์ที่มีลักษณะ
เป็นเกลียว (รูปที่ 4.31 จ และ ฉ) ลักษณะของเส้นใย สปอร์ และโคโลนีของแต่ละไอโซเลตแสดงใน
ภาคผนวก ค สีและลักษณะการเจริญบนอาหารต่างๆ แสดงในภาคผนวก ง ส่วนใหญ่สามารถเจริญได้
ที่อุณหภูมิ 20-40 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่างที่เจริญได้ส่วนใหญ่อยู่ในช่วง 5-10 และ
สามารถทนเกลือความเข้มข้นสูงสุดร้อยละ 14 เชื้อเกือบทั้งหมดสามารถย่อยสลายแป้งและโปรตีนใน
นมได้ และส่วนมากสามารถย่อยสลายเจลาตินได้ และจ านวนเกือบครึ่งหนึ่งสามารถรีดิวซ์ไนเตรตได้ 
(ตารางที่ 4.3) จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA gene พบว่ามีความคล้ายคลึงกับ
สกุล Streptomyces (98.41-100%) และจากการวิเคราะห์ phylogenetic tree พบว่าจัดอยู่ใน
สกุล Streptomyces (รูปที่ 4.32) 
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รูปที ่4.31 ลักษณะสปอร์และเส้นใยของไอโซเลต CZ1-3 (ก) HC1-4 (ข) AG2-4 (ค) ZM2-12 (ง) 
 AG2-1 (จ) และ AG2-2 (ฉ) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ต่อกับเลนส์ส่องระยะไกล (long 
 working distance) (ก าลังขยาย 400 เท่า) ซึ่งเจริญบนอาหาร soil extract agar 
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รูปที ่4.32  แสดงต าแหน่งของเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจ านวน 53 ไอโซเลต บน phylogenetic 

 tree (neighbor-joining method) 

 Streptomyces daghestanicus NRRL B-5418T (DQ442497) 
 Streptomyces violascens ISP 5183T (AY999737) 
 Streptomyces hydrogenans NBRC 13475T (AB184868) 
 Streptomyces albidoflavus DSM 40455T (Z76676) 
 KM1-5 
 HC1-4 
 ZO1-8 
 Streptomyces naganishii NBRC 12892T (AB184224) 
 ZM2-9 
 Streptomyces cinereospinus NBRC 15397T (AB184648) 

 Streptomyces coeruleorubidus ISP 5145T (AJ306622) 
 ZM3-3 
 Streptomyces collinus NBRC 12759T (AB184123) 
 Streptomyces violaceochromogenes NBRC 13100T (AB184312) 

 Streptomyces thinghirensis S10T (FM202482) 
 CP1-2 
 Streptomyces xylanilyticus SR2-123T (LC128341) 
 ZM1-1 

 Streptomyces phaeoluteichromatogenes NRRL B-5799T (AJ391814) 
 AG2-4 
 AN1-25 
 AS1-8 
 Streptomyces misionensis DSM 40306T (FNTD01000004) 
 AN1-8 
 Streptomyces tuirus NBRC 15617T (AB184690) 
 CX1-1 
 Streptomyces parvulus NBRC 13193T (AB184326) 
 Streptomyces malachitospinus NBRC 101004T (AB249954) 
 Streptomyces diastaticus subsp. ardesiacus NRRL B-1773T (DQ026631) 
 BR2-1 
 Streptomyces coelicoflavus NBRC 15399T (AB184650) 

 AS1-1 
 Streptomyces harbinensis NEAU-Da3T (JQ750974) 

 Streptomyces carpaticus NBRC 15390T (AB184641) 
 Streptomyces spongiicola HNM0071T (KT327868) 

 CZ1-4 
 KG1-1 
 ZM3-2 
 Streptomyces wuyuanensis CGMCC 4.7042T (jgi.1085054) 

 AN1-18 
 Streptomyces leeuwenhoekii C34T (LN831790) 
 Streptomyces chiangmaiensis TA4-1T (AB562507) 

 HC1-8 
 Streptomyces lannensis TA4-8T (AB562508) 

 Streptomyces rameus LMG 20326T (AJ781379) 
 HC1-10 
 Streptomyces glomeratus LMG 19903T (AJ781754) 
 Streptomyces somaliensis DSM 40738T (AJ007403) 
 ZZ2-1 
 Streptomyces yogyakartensis NBRC 100779T (AB249942) 
 AG2-1 
 Streptomyces iranensis HM 35T (FJ472862) 
 AG2-5 
 AN3-6 
 Streptomyces rapamycinicus NRRL:5491T (EF408733) 
 ZZ1-3 
 AN3-4 
 Streptomyces amphotericinicus 1H-SSA8T (KX777593) 
 AK1-1 
 Streptomyces iconiensis BNT558T (KC959223) 

 Streptomyces panacagri Gsoil 519T (AB245388) 
 AN1-29 
 AN1-38 
 Streptomyces qinglanensis 172205T (HQ660227) 
 Streptomyces chattanoogensis NRRL ISP-5002T (LGKG01000206) 
 Streptomyces lydicus NBRC 13058T (AB184281) 
 AS1-6 
 Streptomyces diastatochromogenes NRRL B-1698T (LIQL01000147) 

 Streptomyces ramulosus NRRL B-2714T (DQ026662) 
 Streptomyces decoyicus NRRL 2666T (LGUU01000106) 

 Streptomyces sioyaensis NRRL B-5408T (DQ026654) 
 CL2-6 

6 

 AN2-9 
 Streptomyces angustmyceticus NRRL B-2347T (MUAY01000275) 
 Streptomyces caniferus NBRC 15389T (AB184640) 
 AN2-3 
 AX1-2 

2 

 ZZ1-7 
 Streptomyces hygroscopicus subsp. glebosus CGMCC 4.1873T (HQ244456) 
 Streptomyces libani subsp. libani NBRC 13452T (AB184414) 
 Streptomyces nigrescens NBRC 12894T (AB184225) 

 Streptomyces polychromogenes NBRC 13072T (AB184292) 
 Streptomyces racemochromogenes NRRL B-5430T (DQ026656) 
 ZM2-12 
 HC1-9 

 Streptomyces lanatus NBRC 12787T (AB184845) 
 AN1-12 

12 

 Streptomyces shenzhenensis 172115T (HQ660226) 
 Streptomyces graminisoli JR-19T (HQ267975) 
 AG2-2 

 Streptomyces jiujiangensis JXJ 0074T (KF938657) 
 EE1-2 

 Streptomyces hyaluromycini NBRC 110483T (BCFL01000051) 
 ZM3-9 
 Streptomyces griseorubiginosus DSM 40469T (KQ948757) 
 ZM2-1 
 CL3-4 

4 
 KE1-4 

4 

 AP1-3 
 Streptomyces pseudovenezuelae DSM 40212T (KQ948163) 
 Streptomyces adustus WH-9T (LC026279) 
 Streptomyces cyaneus NRRL B-2296T (AF346475) 
 AP1-4 

4 

 AG2-3 
 Streptomyces neopeptinius KNF 2047T (EU258679) 
 CP1-6 

6 

 Streptomyces capoamus JCM 4734T (AB045877) 
 Streptomyces longwoodensis DSM 41677T (KQ948572) 
 AG2-6 
 Streptomyces bungoensis DSM 41781T (KQ948892) 
 CZ1-3 
 Streptomyces canus DSM 40017T (KQ948708) 
 Streptomyces griseoruber NRRL B-1818T (LIQS01000280) 
 AP1-1 

1 

 Streptomyces cinnabarigriseus JS360T (MF536523) 
 KE2-1 

1 

 Streptomyces caeruleus NRRL 2466TT (DQ442532) 
 Streptomyces camponoticapitis 2H-TWYE14T (KP784807) 

 Streptomyces psammoticus NBRC 13971T (AB184554) 

 EE1-8 
 Streptomyces atratus NRRL B-16927T (DQ026638) 
 Streptomyces sanglieri NBRC 100784T (AB249945) 

 Bacillus subtilis DSM10T (AJ276351) 
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ตารางท่ี 4.3 ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีของเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้  

รหัส 

ความเข้มข้นเกลือ (ร้อยละ) ความเป็นกรด-ด่าง อุณหภูมิ (◦C) Peptonization 

การย่อยสลายแป้ง 

การย่อยสลายเจลาติน 

การรีดิวซ์ไนเตรต 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 4 5 6 7 8 9 10 20 30 37 40 45 50 55 60 

1. Jiangella 

KE2-3 + + + + + + + – – – – – – – – – – + + + + + + + – – – – – – + + – + 

ZM2-6 + + + + + + + + – – – – – – – – – + + + + + + + + – – – – – + + – + 

2. Asanoa 

BR3-1 + + – – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – – + + – – 

3. Dactylosporangium 

KE1-1 + + – – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – – + + – + 
4. Jishengella 
 AN1-5 + + + + + – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + – – – – + + – – 

AN1-14 + + + + + – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + – – – – + + + – 

AP1-2 + + + + + – – – – – – – – – – – – + + + + + – + + + – – – – + + + – 

AX1-4 + + – – – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + – – – – – – + + – – 

CL2-1 + + + + – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + – – – – + + + – 

CL2-5 + + + + + – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + – – – – + + – – 

CP1-1 + + + – – – – – – – – – – – – – – + + + + + – + + + – – – – + + – – 

 84 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

ตารางท่ี 4.3 ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีของเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ (ต่อ) 

รหัส 

ความเข้มข้นเกลือ (ร้อยละ) ความเป็นกรด-ด่าง อุณหภูมิ (◦C) Peptonization 

การย่อยสลายแป้ง 

การย่อยสลายเจลาติน 

การรีดิวซ์ไนเตรต 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 4 5 6 7 8 9 10 20 30 37 40 45 50 55 60 

5. Micromonospora 
 AN1-19 + + – – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + – – – + + + – 

AN1-32 + + + + – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – – + + + – 

AN1-37 + + + + – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – + + + – 

AN2-6 + + + – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – – + + – – 

AN3-10 + + + – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + – – – – – + + + – 

AP1-5 + + + – – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + – – – – + + – – 

CZ1-1 + + + + – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – + + – + 

KG1-3 + + + + – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – + + + – 

KK1-2 + + + + – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – + + + – 

SC1-2 + + + + + – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + – – – + + + – 

ZM2-2 + + – – – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + – – – – + + + – 

ZO1-2 + + + + – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – – + + + – 
6. Phytohabitans 
 KK1-3 + + + – – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + – – – – + + – – 
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ตารางท่ี 4.3 ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีของเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ (ต่อ) 

รหัส 

ความเข้มข้นเกลือ (ร้อยละ) ความเป็นกรด-ด่าง อุณหภูมิ (◦C) Peptonization 

การย่อยสลายแป้ง 

การย่อยสลายเจลาติน 

การรีดิวซ์ไนเตรต 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 4 5 6 7 8 9 10 20 30 37 40 45 50 55 60 

7. Kutzneria 
 BR3-4 + + + – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + + – – – + + + – 
8. Saccharopolyspora 

 AK1-2 + + + + + + + + + + + + + + – – – + + + + + + + + – – – – – + + + – 
9. Microbispora 

 AN2-5 + + + – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + + + – + + – – 

AN2-7 + + + + – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + + + – + + + + 

BR3-3 + + + – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + – – – + + – – 

CL1-1 + + – – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + + + – + + – – 

CL2-2 + + – – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + – – – + + – – 

KE1-2 + + + – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + – – – + + – – 

KE1-3 + + – – – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + – – – – + + + – 

KE2-2 + + + – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + – – – + + – + 

KE2-4 + + – – – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + – – – – – + + + + 

KE2-5 + + – – – – – – – – – – – – – – – + + + – – – + + + + + + – + + – – 
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ตารางท่ี 4.3 ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีของเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ (ต่อ) 

รหัส 

ความเข้มข้นเกลือ (ร้อยละ) ความเป็นกรด-ด่าง อุณหภูมิ (◦C) Peptonization 

การย่อยสลายแป้ง 

การย่อยสลายเจลาติน 

การรีดิวซ์ไนเตรต 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 4 5 6 7 8 9 10 20 30 37 40 45 50 55 60 

KK1-10 + + – – – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – + + – – 

KK1-11 + + + – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + – – – + + – – 

KM1-1 + + + – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + – – – + + – – 

KM1-2 + + + – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + – – – + + – – 

ZO1-7 + + – – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + + + – + + – – 

ZZ1-4 + + – – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + + + – – + – – 

ZZ2-2 + + – – – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – + + – + 
10. Nonomuraea 

 AN1-27 + + + + + – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – – + + + + 

AN1-36 + + + – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + – – – + + – + 

AN3-11 + + + – – – – – – – – – – – – – – + + + + – + + + + – – – – + + + + 

HC1-7 + + + + – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – + + + + 

SC1-1 + + + – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – – + + – + 
11. Planotetraspora 

 BR3-5 + – – – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + – – – – – + + – – 
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ตารางท่ี 4.3 ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีของเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ (ต่อ) 

รหัส 

ความเข้มข้นเกลือ (ร้อยละ) ความเป็นกรด-ด่าง อุณหภูมิ (◦C) Peptonization 

การย่อยสลายแป้ง 

การย่อยสลายเจลาติน 

การรีดิวซ์ไนเตรต 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 4 5 6 7 8 9 10 20 30 37 40 45 50 55 60 

12. Sphaerisporangium 
 AN1-28 + + + – – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + – – – – + + – + 

KM1-3 + + – – – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + – – – – – + + + – 
13. Streptosporangium 

 AN1-26 + + – – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – – + - + + 
AN3-5 + + – – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – – + + + + 
14. Actinomadura 

 AN2-10 + + + + + – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + – – – – + + + + 
CL3-1 + + + + + – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + – – – – + + + + 
KG1-2 + + + + + + – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + + – – + + – + 

 
 
 
 
 
 

88 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

ตารางท่ี 4.3 ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีของเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ (ต่อ) 

รหัส 

ความเข้มข้นเกลือ (ร้อยละ) ความเป็นกรด-ด่าง อุณหภูมิ (◦C) Peptonization 

การย่อยสลายแป้ง 

การย่อยสลายเจลาติน 

การรีดิวซ์ไนเตรต 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 4 5 6 7 8 9 10 20 30 37 40 45 50 55 60 

15. Streptomyces 

AG2-1 + + + + + + + – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + – – – + + + – 
AG2-2 + + + + + + – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + – – – – + + + – 
AG2-3 + + + + + + + + + + – – – – – – + + + + + + + + + + – – – – + + + – 
AG2-4 + + + + + – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + + – – – + + – + 

AG2-5 + + + + + + – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + – – – + + + + 

AG2-6 + + + + + – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + + – – – + + – – 
AK1-1 + + + + + + + + + + + + – – – – – + + + + + + + – – – – – – + + + – 
AN1-8 + + + + + + + + + + – – – – – – + + + + + + + + + + + – – – + + – + 

AN1-12 + + + + + + – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + + – – – + + + + 

AN1-18 + + + + – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + + – – – + + – + 

AN1-25 + + + + + + + + – – – – – – – + + + + + + + + + + + + – – – + + + + 
AN1-29 + + + + + + + + + + – – – – – – – + + + + + + + – – – – – – + + + – 

AN1-38 + + + + + + + + + + + + + + – – – + + + + + + + + – – – – – + + – – 

AN2-3 + + + + + + + + + – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – – + + + – 

AN2-9 + + + + + – – – – – – – – – – – + + + + + + + + – – – – – – + + – – 
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ตารางท่ี 4.3 ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีของเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ (ต่อ) 

รหัส 

ความเข้มข้นเกลือ (ร้อยละ) ความเป็นกรด-ด่าง อุณหภูมิ (◦C) Peptonization 

การย่อยสลายแป้ง 

การย่อยสลายเจลาติน 

การรีดิวซ์ไนเตรต 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 4 5 6 7 8 9 10 20 30 37 40 45 50 55 60 

AN3-4 + + + + – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + – – – – – + + + + 
AN3-6 + + + + + + + – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + – – – + + + + 
AP1-1 + + + + – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + – – – – – + + + + 

AP1-3 + + + + + + + – – – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – – + + + + 

AP1-4 + + + + + + + – – – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – – + + + + 

AS1-1 + + + + + + + + – – – – – – – – – + + + + + + + + + – – – – + + – – 

AS1-6 + + + + + + + + + + – – – – – + + + + + + + + + + + – – – – + + – + 

AS1-8 + + + + + + + + + – – – – – – + + + + + + + + + + + + – – – + + + + 

AX1-2 + + + + + + + + + – – – – – – – + + + + + + + + + – – – – – + + + – 

BR2-1 + + + + + + + + + + + + – – – – + + + + + + + + + + + – – – + + + + 

CL2-6 + + + + + + + + + – – – – – – – + + + + + + + + + – – – – – + + + – 

CL3-4 + + + + + + – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – – + + + + 

CP1-2 + + + + + + + + + + – – – – – – + + + + + + + + + + – – – – + + + + 

CP1-6 + + + + + + + + – – – – – – – – + + + + + + + + + + + – – – + + + – 

CX1-1 + + + + + + + + + + – – – – – – + + + + + + + + + + – – – – + + + + 
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ตารางท่ี 4.3 ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีของเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ (ต่อ) 

รหัส 

ความเข้มข้นเกลือ (ร้อยละ) ความเป็นกรด-ด่าง อุณหภูมิ (◦C) Peptonization 

การย่อยสลายแป้ง 

การย่อยสลายเจลาติน 

การรีดิวซ์ไนเตรต 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 4 5 6 7 8 9 10 20 30 37 40 45 50 55 60 

CZ1-3 + + + + + + + + + – – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – + + + + 

CZ1-4 + + + + + + + – – – – – – – – – – + + + + + + + + + – – – – + + + – 

EE1-2 + + + + + + + – – – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – – + + + + 

EE1-8 + + + + + + + + – – – – – – – – + + + + + + + + + + + – – – + + + + 

HC1-4 + + + + + + + + + + – – – – – – + + + + + + + + + + + – – – + + + + 

HC1-8 + + + + + + – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – – + + – – 

HC1-9 + + + + + + + – – – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – – + + + + 

HC1-10 + + + + + – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + + – – – + + + + 

KE1-4 + + + + + + – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + – – – + + + – 

KE2-1 + – – – – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + – – – – – – + + – – 

KG1-1 + + + + + + + + – – – – – – – – + + + + + + + + + – – – – – + + + – 

KM1-5 + + + + + + + + + + – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – + + + + 

ZM1-1 + + + + + + + + + + – – – – – – + + + + + + + + + + + – – – + – + – 

ZM2-1 + + + + + + + + – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – – – + + + – 

ZM2-9 + + + + – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + – – – – + + + + 
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ตารางท่ี 4.3 ลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีของเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ (ต่อ) 

รหัส 

ความเข้มข้นเกลือ (ร้อยละ) ความเป็นกรด-ด่าง อุณหภูมิ (◦C) Peptonization 

การย่อยสลายแป้ง 

การย่อยสลายเจลาติน 

การรีดิวซ์ไนเตรต 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 4 5 6 7 8 9 10 20 30 37 40 45 50 55 60 

ZM2-12 + + + – – – – – – – – – – – – – + + + + + + + + + + – – – – + + + + 

ZM3-2 + + + + + + + – – – – – – – – – – + + + + + + + – – – – – – + + + – 

ZM3-3 + + + + + + + + + + – – – – – – + + + + + + + + + + – – – – + + + + 

ZM3-9 + + + + + + + + – – – – – – – – + + + + + + + + + + + – – – + + + – 
ZO1-8 + + + + + + + + + – – – – – – – – + + + + + + + – – – – – – + + + + 

ZZ1-3 + + + + + + – – – – – – – – – – + + + + + + + + + – – – – – + + + – 
ZZ1-7 + + + + + + + + + – – – – – – – + + + + + + + + – – – – – – + + + – 
ZZ2-1 + + + + + + + – – – – – – – – – + + + + + + + + + + + – – – + + + + 

หมายเหตุ : +, Positive reaction; -, Negative reaction; w, Weakly reaction 
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 การศึกษาในครั้งนี้ได้คัดเลือกเชื้อที่มีแนวโน้มเป็นเชื้อสปีชีส์ใหม่ (%similarity ต่ ากว่า 99.5%) 
จากแหล่งพืชที่น่าสนใจจ านวน 3 ไอโซเลต คือ BR3-1 KK1-3 และ SC1-1 ซึ่งแยกได้จากเหง้าของ
กระชาย (Boesenbergia rotunda) ใบของเปราะราศี (Phytohabitans kaempferiae) และล าต้น
ของว่านดอกดิน (Stahlianthus campanulatus) ตามล าดับ มาท าการศึกษาอนุกรมวิธานแบบ  
พอลิฟาสิก (polyphasic taxonomy) เพ่ือท าการพิสูจน์เอกลักษณ์ของเชื้อในระดับสปีชีส์ โดยมี
รายละเอียด ดังนี้ 
 
1. ลักษณะของ Asanoa endophytica BR3-1T 

 จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบว่าเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทสายพันธุ์ BR3-1T 
สร้างสปอร์ต่อกันเป็นสาย (มีจ านวนสปอร์มากกว่า 10 สปอร์ต่อสาย) บนปลายของก้านชูสปอร์ขนาด
สั้นซึ่งชูขึ้นมาโดยตรงจากผิวอาหาร ไม่สร้างเส้นใยอากาศ สร้างเส้นใยอาหารสีส้ม (deep orange) 
และสร้างรงควัตถุที่ละลายน้ าสีส้มเข้มอมแดง (strong reddish orange) เมื่อเจริญบนอาหาร ISP2 
(รูปที่ 4.33) ลักษณะการเจริญบนอาหารต่างๆ แสดงในภาคผนวก ง สามารถใช้น้ าตาล D-glucose 
cellobiose D-xylose mannitol และ sucrose เป็นแหล่งคาร์บอนได้ ใช้น้ าตาล D-mannose     
D-galactose L-rhamnose D-ribose L-arabinose และ D-fructose ได้น้อย แต่ไม่สามารถใช้ 
glycerol myo-inositol raffinose melibiose D-salicin และ lactose เป็นแหล่งคาร์บอนได้ 
สามารถย่อยสลายแป้งและโปรตีนในนมได้ แต่ไม่สามารถย่อยสลายเจลาตินและรีดิวซ์ไนเตรตได้ 
(ตารางที่ 4.3) เจริญได้ที่อุณหภูมิสูงสุด 40 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่างที่เจริญได้อยู่ในช่วง 
5-10 และสามารถทนเกลือสูงสุดที่ความเข้มข้นร้อยละ 2 ได้  
 ผนังเซลล์ประกอบด้วย meso-DAP และ 3-OH-DAP ชนิดของเอซิลของผนังเซลล์ คือ 
glycolyl ชนิดของมีนาควิโนน (menaquinone) ที่พบเป็นองค์ประกอบหลัก คือ MK-10(H8) และ
พบ MK-10(H6) ชนิดของน้ าตาลทั้งหมดภายในเซลล์ (whole cell sugar) ที่พบ คือ glucose 
mannose rhamnose ribose และ xylose ไขมันชนิดมีขั้ว (polar lipid) ที่พบเป็นองค์ประกอบใน
เซลล์ คือ diphosphatidylglycerol phosphatidylglycerol phosphatidylethanolamine 
phosphatidylinositol phosphatidylinositol-mannosides ฟอสโฟลิปิดที่ไม่ทราบชนิด 4 จุด 
และไขมันชนิดมีขั้วที่ไม่ทราบชนิด 3 จุด กรดไขมันที่พบในเซลล์ประกอบด้วย iso-C16:0 iso-C15:0 

anteiso-C15:0 anteiso-C17:0 iso-C14:0 iso-C17:0 C17:0 C17:1ω8c C16:0 C16:12-OH C18:0 และ      
iso-C15:1G (ตารางที่ 4.5) ไม่พบกรดมัยคอลิก (mycolic acid) มีปริมาณเบสกวานีนและไซโตซีน 
(G+C content) ร้อยละ 71.4 
 เนื่องจากสายพันธุ์ BR3-1T มีค่าความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA gene 
ใกล้กับ A. ishikariensis (99.39 %) A. iriomotensis (99.31%) A. siamensis (99.17 %) A. 
ferruginea (98.84%) และ A. hainanensis (98.71 %) และจากการวิเคราะห์ phylogenetic 
tree พบว่าจัดอยู่ในสกุล Asanoa (รูปที่ 4.34) เมื่อศึกษาอนุกรมวิธานเทียบกับสายพันธุ์อ้างอิงใน
สกุล Asanoa พบว่าสายพันธุ์ BR3-1T มีความแตกต่างจากสายพันธุ์อ้างอิง ดังแสดงในตารางที่ 4.4 
และจากผลการศึกษาการเข้าคู่กันของสายดีเอ็นเอ (DNA-DNA hybridization) ระหว่างสายพันธุ์ 
BR3-1T กับสายพันธุ์อ้างอิงในสกุล Asanoa ทั้งหมด พบมีค่าอยู่ระหว่างร้อยละ 21.3-45.8 (ตารางที่ 
4.6) ซึ่งต่ ากว่าค่า cut-off ซึ่งมีค่าร้อยละ 70 (Wayne et al., 1987) จากข้อมูลทั้งหมดนี้สามารถ
ยืนยันได้ว่ าสายพันธุ์  BR3-1T เป็นแอคติโนมัยสีทสปีชีส์ ใหม่ ในสกุล  Asanoa โดยให้ชื่อว่า          
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Asanoa endophytica สายพันธุ์อ้างอิง คือ BR3-1T (BCC 66355T และ NBRC 110002T) คัดแยก
ได้จากเหง้าของ Boesenbergia rotunda ซึ่งเก็บจากจังหวัดอุดรธานี ประเทศไทย ซึ่งข้อมูลของสาย
พันธุ์  BR3-1T นี้ ได้ รับการตี พิมพ์ลงในวารสาร International Journal of Systematic and 
Evolutionary Microbiology (Niemhom et al., 2016) โดย เป็นครั้ งแรกที่ รายงานการพบ            
แอคติโนมัยสีทสกุล Asanoa ในเนื้อเยื่อพืช 
 

 
 
รูปที ่4.33 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสายพันธุ์ BR3-1T  
 (ก และ ข) ลักษณะโคโลนีบนอาหาร ISP2 ระยะเวลา 14 วัน 
 (ค) ลักษณะเส้นใยและสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ต่อกับเลนส์ส่องระยะไกล  
   (long working distance) (ก าลังขยาย 400 เท่า) 
  (ง) ลักษณะเส้นใยและสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM)  
  (ก าลังขยาย 5,000 เท่า) 
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รูปที ่4.34 แสดงความสัมพันธ์ของสายพันธุ์ BR3-1T กับสายพันธุ์อ้างอิง (type strain) ในสกุล 
 Asanoa บน phylogenetic tree (neighbor-joining method) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Micromonospora auratinigra TT1-11T (AB159779) 
 Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1 T (AB196710) 

 Polymorphospora rubra TT 97-42 T (AB223089) 
 Krasilnikovia cinnamomea 3-54(41) T (AB236956) 

 Couchioplanes caeruleus subsp. azureus DSM 44103 T (X93202) 
 Pseudosporangium ferrugineum 3-44-a-19 T (AB302183) 

 Phytohabitans suffuscus K07-0523 T (AB490769) 
 Asanoa hainanensis 210121 T (FJ155992) 

 Asanoa siamensis PS7-2 T (AB597931) 
 Asanoa endophytica BR3-1 T (LC032127) 

 Asanoa iriomotensis TT 97-02 T (AB112081) 
 Asanoa ferruginea DSM 44099 T (X93199) 

 Asanoa ishikariensis IMSNU 22004 T (AJ294715) 
 Catenuloplanes indicus IMSNU 22099 T (AJ294717) 
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ตารางท่ี 4.4 ลักษณะความแตกต่างของสายพันธุ์ BR3-1T กับสายพันธุ์อ้างอิง (type strain) ในสกุล Asanoa 

ลักษณะ BR3-1T 
A. ishikariensis 
NBRC 14551T 

A. iriomotensis  
NBRC 100142T 

A. siamensis  
PS7-2T 

A. ferruginea 
NBRC 14496T 

A. hainanensis  
210121T 

3-OH-DAP + + - + + - 
Whole-cell sugar Glu, Rha, Rib, Man, 

Xyl 
Glu, Gal, Rha, Rib, 

Man, Xyl, Ara 
Glu, Gal, Man, Xyl Glu, Rha, Rib, Man, 

Xyl 
Glu, Gal, Rha, Rib, 

Man, Xyl, Ara 
Glu, Rib, Man, Xyl 

DNA G+C content (mol%) 71.4 71.1 69.0 72.3 71.5 70.3 
Nitrate reduction - - - w - + 
Gelatin liquefaction - + - - - + 
Coagulation of milk - + - - - + 
Maximum NaCl tolerance (%, w/v) 2 2 3 2 2 3 
Maximum temperature (C)  40 30 30 37 37 37 
Carbon utilization :       
  Glycerol - - - w - w 
  myo-Innositol - - - - - + 
  L-Rhamnose w w - + + w 
  D-Raffinose - + + w + - 
  D-Melibiose - + + + + w 
  D-Salicin - - w - + - 
  Lactose - + - + + + 

หมายเหตุ : +, Positive reaction; -, Negative reaction; w, Weakly reaction; Glu, glucose; Gal, galactose; Rha, rhamnose; Rib, ribose; Man, mannose; Xyl, xylose;           
 Ara, arabinose; DPG, diphosphatidylglycerol; PG, phosphatidylglycerol; PE, phosphatidylethanolamine; PI, phosphatidylinositol;  
 PIMs, phosphatidylinositolmannosides; GL, glycolipid 
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ตารางท่ี 4.5 องค์ประกอบของกรดไขมันภายในเซลล์ของสายพันธุ์ BR3-1T กับสายพันธุ์อ้างอิง (type strain) ในสกุล Asanoa 

ชนิดของกรดไขมัน 
ปริมาณกรดไขมัน (ร้อยละ) 

BR3-1T 
A. ishikariensis 
NBRC 14551T 

A. iriomotensis 
NBRC 100142T 

A. siamensis 
PS7-2T 

A. ferruginea 
NBRC 14496T 

A. hainanensis 
210121T 

Saturated fatty acids       
C16:0 2.0 1.5 3.3 1.9 2.0 3.0 

C17:0 2.8 1.4 5.5 7.5 1.7 3.3 
C18:0 0.4 0.7 0.9 0.9 0.6 1.0 

Unsaturated fatty acids       
iso-C15:1 G 0.1 1.3 0.3 1.0 0.2 0.2 
C16:1 2OH 1.8 - - - - - 
C17:1 ω8c 2.3 0.2 1.0 0.4 1.5 0.8 
Branched fatty acids       
iso-C14:0 4.9 3.5 2.7 1.2 3.9 3.6 

iso-C15:0 24.7 27.8 24.9 32.9 16.8 24.9 
anteiso-C15:0 15.2 29.1 33.9 31.1 28.1 30.3 

iso-C16:0 32.6 14.6 10.2 5.4 24.3 16.5 
iso-C17:0 3.6 5.5 3.2 5.2 3.2 4.6 
anteiso-C17:0 7.0 12.9 12.2 12.1 13.7 10.3 

หมายเหตุ : เลี้ยงเซลล์ในอาหาร yeast extract-glucose broth บนเครื่องเขย่าที่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส นาน 5 วัน 
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ตารางท่ี 4.6 ผลของ DNA-DNA hybridization ระหว่างสายพันธุ์ BR3-1T และสายพันธุ์อ้างอิง (type strain) ในสกุล Asanoa  

สายพันธุ ์
ค่าความคล้ายคลึงกันของดีเอ็นเอ (ร้อยละ) 

BR3-1T 
A. ishikariensis 
NBRC 14551T 

A. iriomotensis 
NBRC 100142T 

A. siamensis  
PS7-2T 

A. ferruginea NBRC 
14496T 

A. hainanensis 
210121T 

BR3-1T 100 21.8 ± 1.0 11.8 ± 1.7 28.1 ± 1.0 29.5 ± 2.7 15.4 ± 1.2 

A. ishikariensis NBRC 14551T 15.8 ± 2.6 100 5.4 ± 2.6 31.4 ± 2.1 21.3 ± 2.1 31.7 ± 1.1 

A. iriomotensis NBRC 100142T 18.0 ± 4.3 6.8 ± 1.0 100  15.7 ± 1.5 15.4 ± 3.0 3.7 ± 2.7 

A. siamensis PS7-2T 34.5 ± 1.6 31.5 ± 2.9 31.6 ± 6.7 100 29.5 ± 2.2 26.5 ± 1.0 

A. ferruginea NBRC 14496T 21.6 ± 5.9 27.7 ± 3.6 19.7 ± 2.1 32.3 ± 1.3 100 13.1 ± 2.0 

A. hainanensis 210121T 21.3 ± 4.6 23.6 ± 2.6 8.4 ± 6.7 19.3 ± 1.3 23.4 ±.1.8 100 
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2. ลักษณะของ Phytohabitans kaempferiae KK1-3T 

 จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบว่าเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทสายพันธุ์ KK1-3T 
สร้างทั้งสปอร์เดี่ยวรูปกลมและสปอร์สายยาว (มากกว่า 10 สปอร์) ผิวของสปอร์เรียบ สร้างเส้นใย
อาหารสีเหลืองเข้ม (strong yellow) สร้างรงควัตถุที่ละลายน้ าสีเหลืองอ่อน (pale yellow) เมื่อ
เจริญบนอาหาร ISP2 (รูปที่ 4.35) ลักษณะการเจริญบนอาหารต่างๆ แสดงในภาคผนวก ง สามารถใช้
น้ าตาล D-cellobiose D-glucose D-mannose D-xylose L-arabinose L-rhamnose และ 
sucrose เป็นแหล่งคาร์บอนได้ ใช้น้ าตาล D-fructose D-galactose และ lactose ได้น้อย แต่ไม่
สามารถใช้ D-melibiose D-ribose D-salicin glycerol mannitol และ myo-inositol เป็นแหล่ง
คาร์บอนได้ สามารถย่อยสลายแป้งและโปรตีนในนมได้ แต่ไม่สามารถย่อยสลายเจลาตินและรีดิวซ์  
ไนเตรตได้ เจริญได้ที่อุณหภูมิสูงสุด 40 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่างที่เจริญได้อยู่ในช่วง 6-10 
และสามารถทนเกลือสูงสุดที่ความเข้มข้นร้อยละ 3 ได้ (ตารางท่ี 4.3) 
 ผนังเซลล์ประกอบด้วย meso-DAP และ 3-OH-DAP ชนิดของเอซิลของผนังเซลล์ คือ 
glycolyl ชนิดของมีนาควิโนน (menaquinone) ที่พบเป็นองค์ประกอบหลัก คือ MK-10(H8)     
MK-10(H6) และ MK-10(H4) ชนิดของน้ าตาลทั้งหมดภายในเซลล์ (whole cell sugar) ที่พบ คือ 
glucose mannose rhamnose ribose galactose และ xylose รูปแบบของไขมันชนิดมีขั้วที่พบ
ประกอบด้วย diphosphatidylglycerol phosphatidylglycerol phosphatidylethanolamine 
phosphatidylmethylethanolamine phosphatidylinositol phosphoglycolipids ฟอสโฟลิปิด
ที่ไม่ทราบชนิด 7 จุด และไขมันชนิดมีขั้วที่ไม่ทราบชนิด 6 จุด กรดไขมันที่พบในเซลล์ (>5 %)
ประกอบด้วย anteiso-C17:0 iso-C16:0 anteiso-C17:1 C18:0 และ iso-C16:1 ไม่พบกรดมัยคอลิก 
(mycolic acid) มีปริมาณเบสกวานีนและไซโตซีน (G+C content) ร้อยละ 71 
 สายพันธุ์ KK1-3T มีค่าความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA gene ใกล้กับ       
P. houttuyneae BCC 48147T (99.04%) P. suffuscus DSM 45306T (98.97%) P. flavus 
NBRC 107702T (98.62%) และ P. rumicis BCC 48146T (98.14%) และจากการวิเคราะห์ 
phylogenetic tree พบว่าจัดอยู่ในสกุล Phytohabitans (รูปที่ 4.36) เมื่อศึกษาอนุกรมวิธานเทียบ
กับสายพันธุ์อ้างอิงในสกุล Phytohabitans พบว่าสายพันธุ์ KK1-3T มีความแตกต่างจากสายพันธุ์
อ้างอิง ดังแสดงในตารางที่ 4.7 และจากผลการศึกษาการเข้าคู่กันของสายดีเอ็นเอ (DNA-DNA 
hybridization) ระหว่างสายพันธุ์ KK1-3T กับสายพันธุ์อ้างอิงในสกุล Phytohabitans ทั้งหมด พบมี
ค่าอยู่ระหว่างร้อยละ 14.3-38.1 (ตารางที่ 4.8) ซึ่งต่ ากว่าค่า cut-off ซึ่งมีค่าร้อยละ 70 (Wayne et 
al., 1987) จากข้อมูลทั้งหมดนี้สามารถยืนยันได้ว่าสายพันธุ์ KK1-3T เป็นแอคติโนมัยสีทสปีชีส์ใหม่ใน
สกุล Phytohabitans โดยให้ชื่อว่า Phytohabitans kaempferiae สายพันธุ์อ้างอิง คือ KK1-3T 
(BCC 66360T และ NBRC 110005T) คัดแยกได้จากใบของ Kaempferia larsenii ซึ่งเก็บจาก
จังหวัดอุบลราชธานี ประเทศไทย ซึ่งข้อมูลของสายพันธุ์ KK1-3T นี้ได้รับการตีพิมพ์ลงในวารสาร 
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology (Niemhom et al., 
2016) โดยเป็นครั้งแรกที่รายงานการพบแอคติโนมัยสีทสกุล Phytohabitans ในประเทศไทย 
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รปูท่ี 4.35 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสายพันธุ์ KK1-3T  
 (ก และ ข) ลักษณะโคโลนีบนอาหาร ISP2 ระยะเวลา 14 วัน 
 (ค) ลักษณะเส้นใยและสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ต่อกับเลนส์ส่องระยะไกล  
   (long working distance) (ก าลังขยาย 400 เท่า) 
  (ง) ลักษณะเส้นใยและสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM)  
   (ก าลังขยาย 5,000 เท่า) 
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รูปที ่4.36 แสดงความสัมพันธ์ของสายพันธุ์ KK1-3T กับสายพันธุ์อ้างอิง (type strain) ในสกุล 
 Phytohabitans บน phylogenetic tree (neighbor-joining method) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Phytohabitans kaempferiae KK1-3T (LC031774) 
 Phytohabitans houttuyneae K11-0057T (AB663560) 

 Phytohabitans suffuscus K07-0523T (AB490769) 
 Phytohabitans flavus K09-0627T (AB663558) 

 Phytohabitans rumicis K11-0047T (AB663559) 
 Jishengella endophytica 202201T (EU560726) 
 Micromonospora endophytica DCWR9-8-2T (AB981049) 
 Micromonospora pattaloongensis TJ2-2T (AB275607) 
 Micromonospora olivasterospora DSM 43868T (X92613) 

 Micromonospora rhizosphaerae 211018T (FJ261956) 
 Verrucosispora sediminis MS426T (EU870859) 
 Verrucosispora wenchangensis 234402T (HQ123435) 

 Streptomyces ambofaciens NBRC 12836T (AB184182) 
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ตารางท่ี 4.7 ลักษณะความแตกต่างของสายพันธุ์ KK1-3T กับสายพันธุ์อ้างอิง (type strain) ในสกุล Phytohabitans 

ลักษณะ KK1-3
T
  

P. houttuyneae  
BCC 48147

T
  

P. suffuscus  
DSM 45306

T
  

P. flavus  
NBRC 107702

T
  

P. rumicis  
BCC 48146

T
  

Phosphatidylmethylethanolamine   +  -  -  + -  
Whole-cell sugar Glu, Gal, Man, Rha, Rib, 

Xyl  
Ara, Gal,  Man, Rha, Rib, 

Xyl  
Glu, Gal, Man, Rib, Xyl  Ara, Glu, Gal, Man, Rib, 

Xyl  
Ara, Glu, Gal, Man, Rha, 

Rib, Xyl  
DNA G+C content (mol%) 71 73 73 71 72 
Nitrate reduction  - - - - + 
Gelatin liquefaction  - w w - w 
Maximum NaCl tolerance (%w/v)  3 2 2 1 1 
Maximum temperature for growth (°C)  40 40 37 30 30 
Enzyme activity  :       
 Esterase (C4)  - w w - w 
 Esterase Lipase (C8)  - w - - - 
 Valine arylamidase  - - - - + 
 -galactosidase  - - - - + 

 -mannosidase  + - - - - 
Carbon utilization :       
  D-Fructose  w + + + + 
  D-Galactose  w + + w w 
  D-Ribose  - - - w - 
  D-Salicin  - w - w - 
  Glycerol  - + + - + 
  Lactose  w w - - + 
  Mannitol  - + + + + 102 
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ตารางท่ี 4.8 ผลของ DNA-DNA hybridization ระหว่างสายพันธุ์ KK1-3T และสายพันธุ์อ้างอิง (type strain) ในสกุล Phytohabitans  
 

สายพันธุ ์
  

ค่าความคล้ายคลึงกันของดีเอ็นเอ (ร้อยละ) 

KK1-3T 
P. houttuyneae  

BCC 48147T 
P. suffuscus  
DSM 45306T 

P. flavus  
NBRC 107702T 

P. rumicis  
BCC 48146T 

KK1-3T 100 28.9 ± 1.5 33.3 ± 2.2 14.7 ± 4.1 20.4 ± 2.2 

P. houttuyneae BCC 48147T 31.4 ± 2.4 100 32.8 ± 5.4 27.3 ± 4.3 14.5 ± 1.0 
P. suffuscus DSM 45306T 38.1 ± 0.9 27.3 ± 1.5 100  31.3 ± 3.5 32.9 ± 3.4 

P. flavus NBRC 107702T 31.2 ± 0.8 23.5 ± 1.4 29.4 ± 2.9 100 25.5 ± 6.9 

P. rumicis BCC 48146T 22.9 ± 0.6 19.2 ± 1.1 14.3 ± 3.4 16.2 ± 5.0 100 
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3. ลักษณะของ Nonomureae stahlianthi SC1-1T 

 จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบว่าเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทสายพันธุ์ SC1-1T 
สร้างสปอร์สายสั้นอยู่บนเส้นใยอากาศสีขาว (white) ผิวของสปอร์ขรุขระ สร้างเส้นใยอาหารสีน้ าตาล
อ่อนอมเหลือง (light yellowish brown) ไปจนถึงสีด าม่วง (purplish black) ขึ้นอยู่กับอาหารเลี้ยง
เชื้อ สร้างรงควัตถุที่ละลายน้ าสีเทาอมม่วง (purplish grey) เมื่อเจริญบนอาหาร ISP3 (รูปที่ 4.37) 
ลักษณะการเจริญบนอาหารต่างๆ แสดงในภาคผนวก ง สามารถใช้น้ าตาล cellobiose D-fructose 
D-glucose D-galactose D-mannitol D-mannose melibiose D-ribose D-xylose               
L-rhamnose glycerol และ myo-inositol เป็นแหล่งคาร์บอนได้ แต่ใช้น้ าตาล raffinose          
D-salicin L-arabinose lactose และ sucrose ได้น้อย สามารถย่อยสลายแป้ง โปรตีนในนมและ
รีดิวซ์ไนเตรตได้ แต่ไม่สามารถย่อยสลายเจลาตินได้ (ตารางที่ 4.3) เจริญได้ที่อุณหภูมิสูงสุด 37 องศา
เซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่างที่เจริญได้อยู่ในช่วง 5-10 และสามารถทนเกลือสูงสุดที่ความเข้มข้น
ร้อยละ 3 ได้  
 ผนังเซลล์ประกอบด้วย meso-DAP ชนิดของเอซิลของผนังเซลล์ คือ acetyl ชนิดของมีนา    
ควิโนน (menaquinone) ที่พบเป็นองค์ประกอบหลัก คือ MK-9(H4) และ MK-9(H2) ชนิดของน้ าตาล
ทั้งหมดภายในเซลล์ (whole cell sugar) ที่พบ คือ glucose madurose mannose rhamnose 
และ ribose ไขมันชนิดมีขั้วที่พบ คือ diphosphatidylglycerol phosphatidylethanolamine 
hydroxy-phosphatidylethanolamine phosphatidylinositol phosphatidylinositol-
mannosides ninhydrin-positive phosphoglycolipids ninhydrin-positive phospholipid
ฟอสโฟไกลโคลิปิดที่ไม่ทราบชนิด 1 จุด ฟอสโฟลิปิดที่ไม่ทราบชนิด 4 จุด ไกลโคลิปิดที่ไม่ทราบชนิด 
2 จุด และไขมันที่ไม่ทราบชนิด 1 จุด กรดไขมันที่พบมากในเซลล์ประกอบด้วย iso-C16:0                 
10-methlyC17:0 และ C17:1ω6c ไม่พบกรดมัยคอลิก (mycolic acid) มีปริมาณเบสกวานีนและ          
ไซโตซีน (G+C content) ร้อยละ 70.7 
 สายพันธุ์ SC1-1T มีค่าความคล้ายคลึงของล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA gene ใกล้กับ      
Nonomuraea dietziae DSM 44320T (98.82%) Nonomuraea africana IFO 14745T 
(98.58%) Nonomuraea jabiensis A4036T (98.43%) Nonomuraea endophytica YIM 
65601T (98.36%) Nonomuraea angiospora IFO 13155T (98.29%) Nonomuraea roseola 
IFO 14685T (98.23%) และ Nonomuraea recticatena IFO 14525T (98.23%) และจากการ
วิเคราะห์ phylogenetic tree พบว่าจัดอยู่ในสกุล Nonomuraea (รูปที่ 4.38) เมื่อศึกษา
อนุกรมวิธานเทียบกับสายพันธุ์อ้างอิงในสกุล Nonomuraea ที่ใกล้เคียงกันใน phylogenetic tree 
พบว่าสายพันธุ์ SC1-1T มีความแตกต่างจากสายพันธุ์อ้างอิง ดังแสดงในตารางที่ 4.9 และจากผล
การศึกษาการเข้าคู่กันของสายดีเอ็นเอ (DNA-DNA hybridization) ระหว่างสายพันธุ์ SC1-1T กับ
สายพันธุ์อ้างอิงในสกุล Nonomuraea ที่มีความใกล้เคียงกัน พบมีค่าอยู่ระหว่างร้อยละ 18.8-29.0 
(ตารางที่ 4.10) ซึ่งต่ ากว่าค่า cut-off ซึ่งมีค่าร้อยละ 70 (Wayne et al., 1987) จากข้อมูลทั้งหมดนี้
สามารถยืนยันได้ว่าสายพันธุ์ SC1-1T เป็นแอคติโนมัยสีทสปีชีส์ใหม่ในสกุล Nonomuraea โดยให้ชื่อ
ว่า Nonomuraea stahlianthi สายพันธุ์อ้างอิง คือ SC1-1T (BCC 66361T และ NBRC 110006T) 
คัดแยกได้จากล าต้นของ Stahlianthus campanulatus ซึ่งเก็บจากจังหวัดอุดรธานี ประเทศไทย  
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ซึ่งข้อมูลของสายพันธุ์ SC1-1T นี้ได้รับการตีพิมพ์ลงในวารสาร International Journal of 
Systematic and Evolutionary Microbiology (Niemhom et al., 2017) โดยเป็นรายงานการพบ
เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจากพืชวงศ์ขิงสายพันธุ์ที่พบได้ค่อนข้างน้อย 
 

 

 
 
รูปที ่4.37 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสายพันธุ์ SC1-1T  
 (ก และ ข) ลักษณะโคโลนีบนอาหาร ISP2 ระยะเวลา 14 วัน 
 (ค) ลักษณะเส้นใยและสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ต่อกับเลนส์ส่องระยะไกล  
  (long working distance) (ก าลังขยาย 400 เท่า) 
 (ง) ลักษณะเส้นใยและสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM)  
  (ก าลังขยาย 5,000 เท่า) 
 
 

ก ข 

ค ง 
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รูปที ่4.38 แสดงความสัมพันธ์ของสายพันธุ์ SC1-1T กับสายพันธุ์อ้างอิง (type strain) ในสกุล

 Nonomurea บน phylogenetic tree (neighbor-joining method) 

 Nonomuraea monospora PT708T (FJ347524) 
 Nonomuraea thailandensis KC-061T (AB720113) 

 Nonomuraea syzygii GKU 164T (KF667499) 
 Nonomuraea solani NEAU-Z6T (JQ073731) 

 Nonomuraea rhizophila YIM 67092T (HM755723) 
 Nonomuraea rosea GW 12687T (FN356742) 
 'Nonomuraea shaanxiensis' NEAU-st1T (KC287247) 

 Nonomuraea stahlianthi SC1-1T (LC032126) 
 Nonomuraea dietziae DSM 44320T (AJ278220) 

 Nonomuraea africana IFO 14745T (U48842) 
 Nonomuraea recticatena IFO 14525T (U48979) 
 Nonomuraea roseola IFO 14685T (U48980) 

 Nonomuraea soli YIM 120770T (JF742631) 
 'Nonomuraea zeae' ND5T (KR106591) 

 Nonomuraea ferruginea IFO 14094T (U48845) 
 'Nonomuraea harbinensis' NEAU-yn31T (KC306503) 

 'Nonomuraea ceibae' XMU 110T (KX024666) 
 'Nonomuraea guangzhouensis' NEAU-ZJ3T (KC417349) 

 Nonomuraea indica DRQ-2T (KM522835) 
 Nonomuraea muscovyensis FMN03T (JN896617) 

 'Nonomuraea rhodomycinica' NR4-ASC07T (LC082232) 
 Nonomuraea roseoviolacea subsp. carminata IFO 15903T (AB039961) 

 Nonomuraea roseoviolacea subsp. roseoviolacea IFO 14098T (AB039959) 
 Nonomuraea maritima FXJ7.203T (GU002054) 

 Nonomuraea antimicrobica YIM 61105T (FJ157184) 
 Nonomuraea jiangxiensis FXJ1.102T (FJ418910) 

 Nonomuraea candida HMC10T (DQ285421) 
 Nonomuraea rubra DSM 43768T (AF277200) 

 Nonomuraea polychroma IFO 14345T (U48977) 
 Nonomuraea turkmeniaca DSM 43926T (AF277201) 

 Nonomuraea endophytica YIM 65601T (GU367158) 
 Nonomuraea longicatena NRRL 15532T (AB018787) 

 Nonomuraea salmonea DSM 43678T (X97892) 
 Nonomuraea fuscirosea NEAU-dht8T (KC417350) 

 Nonomuraea maheshkhaliensis 16-5-14T (AB290014) 
 Nonomuraea kuesteri GW 14-1925T (AJ746362) 

 Nonomuraea gerenzanensis ATCC 39727T (AJ582011) 
 Nonomuraea jabiensis A4036T (HQ157186) 
 Nonomuraea helvata NBRC 14681T (U48975) 

 Nonomuraea spiralis IFO 14097T (U48983) 
 Nonomuraea angiospora IFO 13155T (U48843) 

 Nonomuraea pusilla IFO 14684T (U48978) 
 Nonomuraea fastidiosa IFO 14680T (U48844) 

 Nonomuraea thermotolerans 3-33-9BT (KJ027601) 
 Nonomuraea bangladeshensis 5-10-10T (AB274966) 
 Nonomuraea coxensis JCM 13931T (AB505224) 

 Nonomuraea wenchangensis 210417T (FJ261959) 
 Nonomuraea flavida YN-5-1T (JX467533) 

 Thermopolyspora flexuosa DSM 43186T (AY039253) 
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ตารางท่ี 4.9 ลักษณะความแตกต่างของสายพันธุ์ SC1-1T กับสายพันธุ์อ้างอิง (type strain) ในสกุล Nonomureae 

ลักษณะ SC1-1T 
N. dietziae 

NBRC 14309T 
N. africana 

NBRC 14745T 
N. roseola 

NBRC 14685T 
N. recticatena 
NBRC 14525T 

The pH range for growth 5-10 5-10 6-10 6-10 6-10 
Nitrate reduction + - - - - 
Carbon utilization :      
  D-Fructose + + + - - 
  D-Galactose +  w w + w 
  D-Melibiose + w + + w 
  D-Raffinose w - + - - 
  D-Ribose w - - w - 
  Glycerol + + - + + 
  Mannitol    w - - - - 
  Sucrose w - + + - 
หมายเหตุ : +, Positive reaction; -, Negative reaction; w, Weakly reaction 
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ตารางท่ี 4.10 ผลของ DNA-DNA hybridization ระหว่างสายพันธุ์ SC1-1T และสายพันธุ์อ้างอิง (type strain) ในสกุล Nonomureae  
 

สายพันธุ ์
  

ค่าความคล้ายคลึงกันของดีเอ็นเอ (ร้อยละ) 

SC1-1T 
N. dietziae  

NBRC 14309T 
N. africana  

NBRC 14745T 
N. roseola  

NBRC 14685T 
N. recticatena  
NBRC 14525T 

SC1-1T 100 27.0 ± 2.1 23.2 ± 3.1 18.8 ± 0.9 22.1 ± 0.9 
N. dietziae NBRC 14309T 29.7 ± 0.4 100 37.8 ± 7.4 38.5 ± 2.7 42.6 ± 1.7 
N. africana NBRC 14745T 28.2 ± 1.1 37.9 ± 2.9 100  28.6 ± 1.0 29.2 ± 0.9 

N. roseola NBRC 14685T 20.7 ± 1.9 45.3 ± 6.2 26.6 ± 4.3 100 41.4 ± 1.8 

N. recticatena NBRC 14525T 19.7 ± 9.0 48.6 ± 3.9 25.1 ± 5.3 44.9 ± 3.3 100 
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4.3  การทดสอบฤทธิท์างชีวภาพ  
       4.3.1 การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์   
  จากการศึกษาฤทธิ์ต้านการเจริญของจุลินทรีย์จากเอนโดไฟติกแอคติมัยสีทที่แยกได้จาก
พืชวงศ์ขิงจ านวน 109 ไอโซเลต โดยวิธี Disc diffusion พบว่าสารสกัดหยาบในชั้นเอทิลอะซีเตตของ      
เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจ านวน 27 ไอโซเลต (ร้อยละ 25) มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์อย่าง
น้อย 1 ชนิด ในจ านวนนี้มี 23 ไอโซเลต (ร้อยละ 85) แสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย   
แกรมบวก เช่น Bacillus subtilis ATCC 6633 Kocuria rhizophila ATCC 9341 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Methicillin resistance Staphylococcus aureus 
(MRSA) DMST 20654 และ Vancomycin-resistance Enterococcus fecium (VRE) ATCC 
51559 ได้ และจ านวน 12 ไอโซเลต (ร้อยละ 44) แสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ Candida albicans 
ATCC 10231 ได้ แต่ไม่มีเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทไอโซเลตใดเลยที่สามารถยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียแกรมลบ คือ Escherichia coli ATCC 25922 และ Pseudomonas aeruginosa ATCC 
27853 ได้ (ตารางที่ 4.11) โดยเมื่อพิจารณาจากผลการทดสอบแล้ว พบว่าเอนโดไฟติกแอคติมัยสีท 
จ านวน 13 ไอโซเลต (ร้อยละ 48) ได้แก่ KE1-1 AN2-10 CL3-1 AG2-1 AG2-5 AG2-6 AN1-38 
AN3-6 CP1-6 KE2-1 KG1-1 ZM2-9 และ ZM3-2 มีฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์แบบกว้าง (broad 
activity) กับแบคทีเรียแกรมบวกหลายชนิด รวมทั้งแบคทีเรียแกรมบวกดื้อยา มีจ านวน 8 ไอโซเลต 
(ร้อยละ 30) ได้แก่ BR3-4 AN2-7 ZO1-7 ZZ2-2 AK1-1 AN3-4 ZZ1-3 และ ZZ2-1 มีฤทธิ์แบบ
กว้างกับแบคทีเรียแกรมบวกหลายชนิดรวมทั้งยีสต์ มีจ านวน 4 ไอโซเลต (ร้อยละ 15) ได้แก่ AN2-9 
AX1-2 CL2-6 และ KM1-5 มีฤทธิ์แบบเฉพาะ (specific activity) กับยีสต์ และมีจ านวน 2 ไอโซเลต 
(ร้อยละ 7) ได้แก่ AN1-19 และ CL1-2 มีฤทธิ์เฉพาะกับแบคทีเรียแกรมบวก 1 ชนิด คือ Bacillus 
subtilis  
     4.3.2 การทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อก่อโรคมาลาเรีย (anti-malarial activity)  
  จากการทดสอบฤทธิ์ในการต้านเชื้อก่อโรคมาลาเรีย Plasmodium falciparum สาย
พันธุ์ K1 ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่ดื้อยาหลายชนิด (multidrug resistant strain) ของสารสกัดหยาบจาก
เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จาก Alpinia galanga (ข่า) ที่คัดเลือกมาศึกษาจ านวน 7 ไอโซ
เลต พบว่าสารสกัดหยาบของไอโซเลต AG2-1 AG2-5 และ AG2-6 สามารถต้านเชื้อก่อโรคมาลาเรีย
ได้ โดยมีค่า IC50 คือ 0.03 0.15 และ 0.02 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ โดยชุดควบคุมเชิงบวก 
คือ dihydroartemisinine และ mefloquine มีค่า IC50 0.00079 และ 0.01665 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดับ  
    4.3.3 การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็ง  
  จากการทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเซลล์มะเร็งของสารสกัดหยาบจากเอนโดไฟติกแอคติ
โนมัยสีทที่แยกได้จาก Alpinia galanga (ข่า) ที่คัดเลือกมาศึกษาจ านวน 7 ไอโซเลต พบว่าสารสกัด
หยาบของไอโซเลต AG2-1 AG2-5 และ AG2-6 สามารถยับยั้งเซลล์มะเร็งปอด (NCI-H187-small 
cell lung cancer) ได้ โดยมีค่า IC50 คือ 0.40 0.27 และ 0.27 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ 
เมื่อเทียบกับชุดควบคุมเชิงบวก พบว่าทั้ง 3 ไอโซเลต ให้ผลดีกว่า ellipticine ซึ่งมีค่า IC50 เท่ากับ 
3.51 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และให้ผลใกล้เคียงกับ doxorubicin ซึ่งมีค่า IC50 เท่ากับ 0.140 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นอกจากนี้สารสกัดหยาบของไอโซเลต AG2-1 AG2-5 และ AG2-6 ยังสามารถ
ยับยั้งเซลล์มะเร็งช่องปาก (KB-Oral cavity cancer) ได้ โดยมีค่า IC50 คือ 3.31 3.72 และ 0.04 
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ตามล าดับ โดยเมื่อเทียบกับชุดควบคุมเชิงบวก พบว่าไอโซเลต AG2-1 AG2-5 ให้ผลใกล้เคียงกับ 
ellipticine ซึ่งมีค่า IC50 เท่ากับ 3.39 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และไอโซเลต AG2-6 ให้ผลดีกว่า 
ellipticine และ doxorubicin (IC50 เท่ากับ 1.16 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
     4.3.4 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์  
 จากการทดสอบความเป็นพิษต่อ Vero cell ของสารสกัดหยาบในชั้นเอทิลอะซีเตตของ
เอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้จากพืชวงศ์ขิงจ านวน 109 ไอโซเลต พบว่าจ านวน 76 ไอโซเลต 
(ร้อยละ 70) ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ (ตารางที่ 4.11)  
 จากผลการทดสอบฤทธิ์ต้านการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ พบว่าเอนโดไฟติกแอคติมัยสีทที่
มีฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์ส่วนมากจัดอยู่ ในสกุล Streptomyces (19 ไอโซเลต) รองลงมาคือ 
Microbispora (3 ไอโซเลต) Actinomadura (2 ไอโซเลต) Dactylosporangium (1 ไอโซเลต) 
Micromonospora (1 ไอโซเลต) และ Kutzneria (1 ไอโซเลต) สอดคล้องกับรายงานของ Bérdy 
(2005) ที่รายงานว่า Streptomyces เป็นสกุลที่สร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพได้มากที่สุด รองลงมา
คือ Micromonospora และสกุลอ่ืนๆ เช่น Microbispora Actinomadura  Dactylosporangium 
Kutzneria ที่เป็นเช่นนี้อาจเป็นเพราะ Streptomyces เป็นสกุลที่มีศักยภาพในการสร้างสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพได้ในปริมาณมากและหลากหลาย เนื่องจากสามารถเจริญได้ในสภาวะและอาหารชนิด
ต่างๆ และเป็นเชื้อสกุลที่มีประชากรมากที่สุด  
 เมื่อเปรียบเทียบผลการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์กับผลการทดสอบความเป็นพิษต่อ
เซลล์ (cytotoxicity) พบว่าไอโซเลตที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์มักมีความเป็นพิษต่อเซลล์เช่นเดียวกัน 
โดยเมื่อดูจากผลของเชื้อที่มีฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมดจ านวน 27 ไอโซเลต นั้นพบว่ามีความเป็น
พิษต่อเซลล์มากถึง 21 ไอโซเลต (ร้อยละ 78) แต่มีจ านวน 6 ไอโซเลต (ร้อยละ 22) ได้แก่ AN2-7 
AN2-10 CL3-1 KE2-1 KM1-5 และ ZM3-2 ที่ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ ซึ่งเชื้อทั้ง 6 ไอโซเลต นี้
เป็นเชื้อที่น่าสนใจที่จะน าไปศึกษาต่อในแง่ของการพัฒนาเพ่ือใช้เป็นยาต้านเชื้อจุลินทรีย์ที่ไม่มีความ
เป็นพิษกับเซลล์ในร่างกายของผู้รับยา    
 จากการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพของสารสกัดหยาบจาก Streptomyces ที่แยกได้จาก 
Alpinia galanga (ข่า) ที่คัดเลือกมาศึกษาจ านวน 7 ไอโซเลต พบว่ามี 3 ไอโซเลต ได้แก่ AG2-1 
AG2-5 และ AG2-6 มีฤทธิ์แบบกว้าง (broad activity) โดยมีฤทธิ์ทั้งกับแบคทีเรียแกรมบวก 
แบคทีเรียแกรมบวกดื้อยา เชื้อก่อโรคมาลาเรีย เซลล์มะเร็งปอด และเซลล์มะเร็งช่องปาก แต่พบว่ามี 
cytotoxicity ส่วนเชื้ออีก 4 ไอโซเลต (AG2-3 AG2-4 AS1-6 และ AS1-8) พบว่าไม่มี bioactivity 
และไม่มี cytotoxicity อย่างไรก็ตามได้น า Streptomyces ทั้ง 7 ไอโซเลตนี้ไปศึกษาความความ
หลายของยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารประกอบโพลีคีไทด์ในขั้นตอนต่อไป  
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4.4 การตรวจหายีนโพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1  
 จากผลการเพ่ิมปริมาณยีนโพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1 บริเวณ KS domain จากจีโนมิกส์ดีเอ็นเอ
ของเชื้อที่แยกได้ทั้งหมดโดยใช้ดีเจเนอเรทไพรเมอร์ (degenerate primers) และวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์
พีซีอาร์ที่ได้โดยวิธีเจลอิเลคโตรโฟรีซิส ดังตัวอย่างรูปที่ 4.39 พบเชื้อที่ให้ผลบวกคือมีผลิตภัณฑ์พีซี
อาร์มีขนาดประมาณ 740-780 bp จ านวน 61 ไอโซเลต จาก 109 ไอโซเลต (ร้อยละ 56) (ตารางที่ 
4.11) 
 
                                 1     2     3    4     5     6     7     8     9     

 
 
รูปที่ 4.39  การวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์โดยวิธีเจลอิเลคโตรโฟรีซิส 
  แถวที่ 1 คือ 1 kb DNA ladder 
  แถวที่ 2-5 คือ ตัวอย่างผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณยีนโพลีคีไทด์ซินเทส
  ชนิดที่ 1 โดยแถวที่ 4 6 และ 8 เป็นตัวอย่างที่ให้ผลบวก 
 
 เมื่อเปรียบเทียบผลการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์กับผลการตรวจสอบยีนโพลีคีไทด์ซินเทส
ชนิดที่  1 ดังแสดงในรูปที่  4.40 พบว่าจากกลุ่มของเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่มีฤทธิ์ต้าน
เชื้อจุลินทรีย์จ านวน 27 ไอโซเลต (ร้อยละ 25) ตรวจพบยีน จ านวน 25 ไอโซเลต (ร้อยละ 23) มีเพียง 
2 ไอโซเลต คือ AK1-1 และ ZM3-2 ที่ตรวจไม่พบยีนดังกล่าว ซึ่งอาจบอกได้ว่าฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ของ
ทั้ง 25 ไอโซเลต นั้นมีส่วนเกี่ยวข้องกับสารประกอบโพลีคีไทด์ ส่วนอีก 2 ไอโซเลต นั้นเป็นฤทธิ์ที่มีผล
มาจากสารในกลุ่มอ่ืน ส่วนเชื้อไอโซเลตที่ตรวจพบยีน แต่ไม่มีฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์ (ร้อยละ 33) นั้น
เป็นไปได้ว่าเชื้อเหล่านี้อาจสร้างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในกลุ่มโพลีคีไทด์ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพอ่ืน
นอกเหนือจากฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์หรือเกิดจากสภาวะการเพาะเลี้ยงยังไม่เหมาะสมส าหรับการสร้างสาร
ออกฤทธิ์ โดยกลุ่มของเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทในวงกลมสีฟ้าทั้งหมดเป็นกลุ่มเอนโดไฟติกแอคติโน
มัยสีทที่น่าสนใจน าไปศึกษาการทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดอ่ืนๆ และการศึกษาสภาวะในการ
เพาะเลี้ยงเพ่ือให้สามารถผลิตสารที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพต่อไป 
 
 

750 bp 
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รูปที ่4.40 แสดงความสัมพันธ์ของผลการทดสอบฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์กับผลการตรวจสอบยีน         
 โพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1  
 
4.5 การศึกษาความหลากหลายของยีนโพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1  
 การศึกษาความหลากหลายของยีนโพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1 ท าในเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่
เป็นกลุ่มเชื้อ Streptomyces จ านวน 7 ไอโซเลต คือ AG2-1 AG2-3 AG2-4 AG2-5 AG2-6 AS1-6 
และ AS1-8 ที่แยกได้จาก Alpinia galanga (ข่า) จ านวน 2 ตัวอย่าง ซึ่งเก็บจากจังหวัดอุดรธานีและ
จังหวัดอยุธยา โดยมีจ านวน 3 ไอโซเลต มีฤทธิ์ทางชีวภาพ ดังที่แสดงไว้ในหัวข้อ 4.3 การศึกษาความ
หลากหลายของยีน ท าโดยน าชิ้นดีเอ็นเอของยีนที่บริเวณ KS domain มาท าการโคลน โดยได้โคลน
ทั้งหมด 43 ชนิด น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากแต่ละโคลนมาแปลงให้เป็นล าดับกรดอะมิโน 
แล้วสร้างแผนภาพ phylogenetic tree (รูปที่ 4.41) และเปรียบเทียบความใกล้เคียงกับล าดับกรดอะ
มิโนที่ปรากฏในฐานข้อมูล ดังแสดงในตารางที่ 4.12 
 จากผลการศึกษาความหลากหลายของยีน พบว่าได้ยีนที่แตกต่างกันทั้งหมด 43 ชนิด โดยเฉลี่ย
แล้ว Streptomyces 1 ไอโซเลต พบยีนที่มีล าดับกรดอะมิโนที่แตกต่างกันจ านวน 6 ชนิด โดยไอโซ
เลตที่มีความหลากหลายของยีนมากที่สุด คือ AG2-5 ซึ่งได้ยีนทั้งหมดจ านวน 11 ชนิด และไอโซเลต
อ่ืนๆ เช่น AG2-1 AG2-6 และ AS1-6 ก็พบว่ามีความหลากหลายของยีนเป็น 8 6 และ 9 ชนิด 
ตามล าดับ จากการทดลองนี้กล่าวได้ว่าดีเจเนอเรทไพรเมอร์ที่ออกแบบมา มีประสิทธิภาพเพียง
พอที่จะจับกับยีนความหลากหลาย  ในขณะเดียวกันไอโซเลต AG2-3 AG2-4 และ AS1-8 มีความ
หลากหลายของยีนต่ ากว่าที่คาดไว้ โดยแต่ละไอโซเลตพบยีนเพียง 3 ชนิด อาจเป็นเพราะเชื้อเหล่านี้มี
จ านวนชนิดของยีนที่ต่ า หรือยีนมีความจ าเพาะสูงซึ่งไพรเมอร์ที่ออกแบบมาไม่สามารถจับได้ 
นอกจากนี้ยังพบว่า Streptomyces ไอโซเลตที่ต่างกัน หรือแยกได้จากพืชในพ้ืนที่คนละจังหวัดกันแต่
พบยีนที่อยู่ใน clade เดียวกัน เช่น ไอโซเลต AG2-6 no.10 และ AS1-6 no.3 ซึ่งอาจเกิดได้จากการ
ถ่ายทอดยีนในแนวราบ (horizontal gene transfer) 
 

109 ไอโซเลต  

     33%  
(36 ไอโซเลต) 
 

     23%  
(25 ไอโซเลต) 
 

2%  
(2 ไอโซเลต) 
 

PKSI (+) ฤทธิ์ต้านการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

ตารางท่ี 4.11 แสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ด้วยวิธี agar disc diffusion ความเป็นพิษต่อเซลล์ และผลการตรวจหายีนโพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1  

สกุล รหัส 
PKS I 
gene 

ความเป็นพิษ          
ต่อเซลล์ 

เส้นผา่นศูนย์กลางของบริเวณยับย้ังการเจริญของเชื้อจุลนิทรีย ์(มิลลิเมตร) 
E. coli S. aureus B. subtilis P. aeruginosa K. rhizophila C. albicans MRSA VRE 

Jiangella 
KE2-3 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
ZM2-6 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 

Asanoa BR3-1 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
Dactylosporangium KE1-1 + Cytotoxic - 15 12 - 16 - 14 10 

Jishengella 

AN1-5 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
AN1-14 + Non-cytotoxic - - - - - - - - 
AP1-2 + Non-cytotoxic - - - - - - - - 
AX1-4 + Non-cytotoxic - - - - - - - - 
CL2-1 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
CL2-5 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
CP1-1 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 

Micromonospora 

AN1-19 + Cytotoxic - - 10 - - - - - 
AN1-32 + Non-cytotoxic - - - - - - - - 
AN1-37 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
AN2-6 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
AN3-10 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
AP1-5  + Non-cytotoxic - - - - - - - - 
CZ1-1 + Non-cytotoxic - - - - - - - - 
KG1-3 + Non-cytotoxic - - - - - - - - 
KK1-2 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

ตารางท่ี 4.11 แสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ด้วยวิธี agar disc diffusion ความเป็นพิษต่อเซลล์ และผลการตรวจหายีนโพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1 (ต่อ)  

สกุล รหัส 
PKS I 
gene 

ความเป็นพิษ        
ต่อเซลล์ 

เส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับย้ังการเจริญของเชื้อจุลนิทรีย์ (มลิลิเมตร) 
E. coli S. aureus B. subtilis P. aeruginosa K. rhizophila C. albicans MRSA VRE 

Micromonospora 
SC1-2 + Non-cytotoxic - - - - - - - - 
ZM2-2 - Cytotoxic - - - - - - - - 
ZO1-2 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 

Phytohabitans KK1-3 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
Kutzneria BR3-4 + Cytotoxic - 7 17 - 10 20 9 10 
Saccharopolyspora AK1-2 - Non-cytotoxic* - - - - - - - - 

Microbispora 
 

AN2-5 + Cytotoxic - - - - - - - - 
AN2-7 + Non-cytotoxic - - 10 - 8 11 - - 
BR3-3 - Non-cytotoxic* - - - - - - - - 
CL1-1 + Non-cytotoxic* - - - - - - - - 
CL2-2 + Non-cytotoxic* - - - - - - - - 
KE1-2 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
KE1-3 + Non-cytotoxic* - - - - - - - - 
KE2-2 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
KE2-4 + Non-cytotoxic* - - - - - - - - 
KE2-5 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
KK1-10 + Cytotoxic* - - - - - - - - 
KK1-11 + Non-cytotoxic* - - - - - - - - 
KM1-1 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
KM1-2 + Non-cytotoxic - - - - - - - - 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

ตารางท่ี 4.11 แสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ด้วยวิธี agar disc diffusion ความเป็นพิษต่อเซลล์ และผลการตรวจหายีนโพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1 (ต่อ)  

สกุล รหัส 
PKS I 
gene 

ความเป็นพิษ         
ต่อเซลล์ 

เส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับย้ังการเจริญของเชื้อจุลนิทรีย์ (มิลลิเมตร) 
E. coli S. aureus B. subtilis P. aeruginosa K. rhizophila C. albicans MRSA VRE 

Microbispora 
ZO1-7 + Cytotoxic - - 9 - 8 10 - - 
ZZ1-4 + Non-cytotoxic - - - - - - - - 
ZZ2-2 + Cytotoxic - - 10 - 8 9 - - 

Nonomuraea 

AN1-27 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
AN1-36 + Cytotoxic - - - - - - - - 
AN3-11 - Non-cytotoxic* - - - - - - - - 
HC1-7 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
SC1-1 - Cytotoxic* - - - - - - - - 

Planotatraspora BR3-5 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 

Sphaerisporangium 
AN1-28 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
KM1-3 + Non-cytotoxic - - - - - - - - 

Streptosporangium 
AN1-26 + Non-cytotoxic - - - - - - - - 
AN3-5 - Cytotoxic - - - - - - - - 

Actinomadura 
AN2-10 + Non-cytotoxic - 7 - - 17 - - - 
CL3-1 + Non-cytotoxic - 7 - - 14 - 7 - 
KG1-2 - Non-cytotoxic* - - - - - - - - 

Streptomyces 

AG2-1 + Cytotoxic - 29 31 - 30 - 28 26 

AG2-2 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
AG2-3 + Non-cytotoxic - - - - - - - - 
AG2-4 + Non-cytotoxic - - - - - - - - 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

ตารางท่ี 4.11 แสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ด้วยวิธี agar disc diffusion ความเป็นพิษต่อเซลล์ และผลการตรวจหายีนโพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1 (ต่อ)  

สกุล รหัส 
PKS I 
gene 

ความเป็นพิษต่อ
เซลล์ 

เส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับย้ังการเจริญของเชื้อจุลนิทรีย์ (มิลลิเมตร) 
E. coli S. aureus B. subtilis P. aeruginosa K. rhizophila C. albicans MRSA VRE 

Streptomyces 

AG2-5 + Cytotoxic* - 16 20 - 25 - 17 18 
AG2-6 + Cytotoxic - 21 22 - 25 - 23 20 
AK1-1 - Cytotoxic - 7 7 - 7 9 7 - 
AN1-8 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
AN1-12 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
AN1-18 + Non-cytotoxic - - - - - - - - 
AN1-25 + Non-cytotoxic - - - - - - - - 
AN1-29 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
AN1-38 + Cytotoxic - 7 7 - 7 - 7 - 
AN2-3 - Non-cytotoxic* - - - - - - - - 
AN2-9 + Cytotoxic - - - - - 25 - - 
AN3-4 + Cytotoxic - - 7 - 9 7 - - 
AN3-6 + Cytotoxic - 21 26 - 30 - 24 21 
AP1-1 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
AP1-3 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
AP1-4 + Cytotoxic* - - - - - - - - 
AS1-1 - Cytotoxic - - - - - - - - 
AS1-6 + Non-cytotoxic - - - - - - - - 
AS1-8 + Non-cytotoxic - - - - - - - - 
AX1-2 + Cytotoxic - - - - - 11 - - 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

ตารางท่ี 4.11 แสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ด้วยวิธี agar disc diffusion ความเป็นพิษต่อเซลล์ และผลการตรวจหายีนโพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1 (ต่อ)  

สกุล รหัส 
PKS I 
gene 

ความเป็นพิษ         
ต่อเซลล์ 

เส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับย้ังการเจริญของเชื้อจุลนิทรีย์ (มิลลิเมตร) 
E. coli S. aureus B. subtilis P. aeruginosa K. rhizophila C. albicans MRSA VRE 

Streptomyces 

BR2-1 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
CL2-6 + Cytotoxic - - - - - 14 - - 
CL3-4 - Non-cytotoxic 

cytotoxic* 
- - - - - - - - 

CP1-2 + Cytotoxic* - - 8 - - - - - 
CP1-6 + Cytotoxic - 9 14 - 13 - 10 11 
CX1-1 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
CZ1-3 + Non-cytotoxic - - - - - - - - 
CZ1-4 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
EE1-2 + Non-cytotoxic - - - - - - - - 
EE1-8 + Cytotoxic - - - - - - - - 
HC1-4 + Non-cytotoxic - - - - - - - - 
HC1-8 + Non-cytotoxic - - - - - - - - 
HC1-9  + Non-cytotoxic - - - - - - - - 
HC1-10 - Cytotoxic - - - - - - - - 
KE1-4 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
KE2-1 + Non-cytotoxic - 13 9 - 13 - 12 - 
KG1-1 + Cytotoxic - - 17 - - - - 10 
KM1-5 + Non-cytotoxic - - - - - 10 - - 
ZM1-1 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
ZM2-1 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

ตารางท่ี 4.11 แสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ด้วยวิธี agar disc diffusion ความเป็นพิษต่อเซลล์ และผลการตรวจหายีนโพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1 (ต่อ)  

สกุล รหัส 
PKS I 
gene 

ความเป็นพิษต่อ
เซลล์ 

เส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับย้ังการเจริญของเชื้อจุลนิทรีย์ (มิลลิเมตร) 
E. coli S. aureus B. subtilis P. aeruginosa K. rhizophila C. albicans MRSA VRE 

Streptomyces 

ZM2-9 + Cytotoxic - - 8 - 18 - - 10 
ZM2-12 - Non-cytotoxic - - - - - - - - 
ZM3-2 - Non-cytotoxic - - 11 - 17 - 10 - 
ZM3-3 + Non-cytotoxic - - - - - - - - 
ZM3-9 - Cytotoxic - - - - - - - - 
ZO1-8 + Non-cytotoxic - - - - - - - - 
ZZ1-3 + Cytotoxic - 18 20 - 26 8 18 15 
ZZ1-7 + Cytotoxic - - - - - - - - 
ZZ2-1 + Cytotoxic - 20 19 - 15 8 11 14 

หมายเหตุ : B. subtilis ATCC 6633  E. coli ATCC 25922 
 K. rhizophila ATCC 9341  P. aeruginosa ATCC 27853 
 S. aureus ATCC 25923  C. albicans ATCC 10231  
 MRSA คือ Methicillin resistance Staphylococcus aureus (MRSA) DMST 20654 
 VRE คือ Vancomycin-resistance Enterococcus fecium (VRE) ATCC 51559 
 * สารสกดัละลายได้บางส่วนใน 100% DMSO 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

ตารางท่ี 4.12 แสดงค่าร้อยละความคล้ายคลึงของล าดับกรดอะมิโนบริเวณ KS domain กับกรดอะมิโนที่เป็นส่วนประกอบของโพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1  

รหัส 
 

E. coli 
clone no. 

ความยาว
(aa) 

% 
similarity 

ยีนในฐานข้อมลูที่ใกล้เคียง (Accession no.) 
 

สารโพลีคีไทด์ที่คาด
ว่าจะสร้างจากยีนใน

ฐานข้อมูล 

เอกสารอ้างอิง 
 

AG2-1 1 259 95 MerC [Streptomyces violaceusniger] (ABJ97439)  Meridamycin Sun et al., 2006 
2 259 95 NigAII [Streptomyces violaceusniger] (ABC84457)  Nigericin Harvey et al., 2007 
3 260 95 polyketide synthase [Streptomyces sp. PRh5] (EXU68742) Nigericin 

Nocardamine 
Yang et al., 2014 

5 258 96 type I polyketide synthase [Streptomyces sp. PRh5] (WP_051573878) Unknown - 
6 259 95 hypothetical protein M271_49110 [Streptomyces rapamycinicus NRRL 5491] 

(AGP61184) 
Rapamycin Baranasic et al., 

2013 
8 260 78 polyketide synthase, partial [Streptomyces roseocinereus] (BAH67129) Unknown - 
9 257 95 type I polyketide synthase [Streptomyces sp. PRh5] (WP_051573878) Geldanamycin - 
11 259 96 modular polyketide synthase [Streptomyces sp. PRh5] (EXU68741) Nigericin 

Nocardamine 
Yang et al., 2014 

AG2-3 1 250 91 type I polyketide synthase [Streptomyces diastatochromogenes] 
(WP_094219157) 

Unknown - 

2 258 90 type I polyketide synthase [Streptomyces diastatochromogenes] 
(WP_094219157) 

Unknown - 

4 258 90 type I polyketide synthase [Streptomyces diastatochromogenes] 
(WP_094219157) 

Unknown - 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

ตารางท่ี 4.12 แสดงค่าร้อยละความคล้ายคลึงของล าดับกรดอะมิโนบริเวณ KS domain กับกรดอะมิโนที่เป็นส่วนประกอบของโพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1 (ต่อ) 

รหัส 
 

E. coli 
clone no. 

ความยาว
(aa) 

% 
similarity 

ยีนในฐานข้อมลูที่ใกล้เคียง (Accession no.) 
 

สารโพลีคีไทด์ที่คาด
ว่าจะสร้างจากยีนใน

ฐานข้อมูล 

เอกสารอ้างอิง 
 

AG2-4 
 
 

1 257 96 type I polyketide synthase [Streptomyces misionensis] (WP_074993663) Unknown - 
3 257 96 type I polyketide synthase [Streptomyces misionensis] (WP_074993663) Unknown - 
4 253 73 hypothetical protein [Streptomyces sp. NBS 14/10] (WP_089504844) Unknown - 

AG2-5 1 260 99 polyketide synthase [Streptomyces sp. 211726] (ARM20284) Azalomycin Xu et al., 2017 
3 260 97 NigAII [Streptomyces violaceusniger] (ABC84457) Nigericin Harvey et al., 2007 

4 260 97 polyketide synthase [Streptomyces sp. NRRL 30748] (ABC87511) Meridamycin He et al., 2006 
5 261 

 
98 
 

polyketide synthase [Streptomyces sp. PRh5] (EXU68742) Nigericin 
Nocardamine 

Yang et al., 2014 

6 260 97 polyketide synthase [Streptomyces rapamycinicus NRRL 5491] (AGP57750) Rapamycin Baranasic et al., 
2013 

7 261 95 hypothetical protein M271_46360 [Streptomyces rapamycinicus NRRL 5491] 
(AGP60637) 

Rapamycin Baranasic et al., 
2013 

8 261 96 hypothetical protein M271_46355 [Streptomyces rapamycinicus NRRL 5491] 
(AGP60636) 

Rapamycin Baranasic et al., 
2013 

9 247 93 hypothetical protein M271_05860 [Streptomyces rapamycinicus NRRL 5491] 
(AGP52798) 

Rapamycin Baranasic et al., 
2013 

10 260 97 polyketide synthase [Streptomyces rapamycinicus NRRL 5491] (AGP57750) Rapamycin Baranasic et al., 
2013 
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ตารางท่ี 4.12 แสดงค่าร้อยละความคล้ายคลึงของล าดับกรดอะมิโนบริเวณ KS domain กับกรดอะมิโนที่เป็นส่วนประกอบของโพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1 (ต่อ) 

รหัส 
 

E. coli 
clone no. 

ความยาว
(aa) 

% 
similarity 

ยีนในฐานข้อมลูที่ใกล้เคียง (Accession no.) 
 

สารโพลีคีไทด์ที่คาด
ว่าจะสร้างจากยีนใน

ฐานข้อมูล 

เอกสารอ้างอิง 
 

AG2-5 11 260 96 polyketide synthase [Streptomyces sp. NRRL 30748] (ABC87511) Meridamycin He et al., 2006 
12 260 93 HbmAII [Streptomyces hygroscopicus] (AAY28226) Herbimycin Rascher et al., 

2005 
93 GdmAII [Streptomyces hygroscopicus] (AAO06917) Geldanamycin Rascher et al., 

2003 
93 GelB [Streptomyces hygroscopicus subsp. duamyceticus] (ABB86409) Geldanamycin Jin-Chul et al., 

2008 
AG2-6 1 258 97 type I polyketide synthase [Streptomyces bungoensis] (WP_061917030) Unknown - 

2 258 97 type I polyketide synthase [Streptomyces bungoensis] (WP_061917030) Unknown - 
3 259 80 polyketide synthase, partial [Streptomyces hygroscopicus subsp. 

hygroscopicus] (BAH67162) 
Unknown - 

5 258 96 type I polyketide synthase [Streptomyces bungoensis] (WP_061917030) Unknown - 
6 258 97 type I polyketide synthase [Streptomyces bungoensis] (WP_061917030) Unknown - 
10 261 97 type I polyketide synthase [Streptomyces bungoensis] (WP_061917030) Unknown - 
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ตารางท่ี 4.12 แสดงค่าร้อยละความคล้ายคลึงของล าดับกรดอะมิโนบริเวณ KS domain กับกรดอะมิโนที่เป็นส่วนประกอบของโพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1 (ต่อ) 

รหัส 
 

E. coli 
clone no. 

ความยาว
(aa) 

% 
similarity 

ยีนในฐานข้อมลูที่ใกล้เคียง (Accession no.) 
 

สารโพลีคีไทด์ที่คาด
ว่าจะสร้างจากยีนใน

ฐานข้อมูล 

เอกสารอ้างอิง 
 

AS1-6 1 260 83 type I polyketide synthase [Amycolatopsis australiensis] (WP_072480211) Unknown - 
2 260 76 polyketide synthase, partial [Streptomyces blastmyceticus] (BAH67198) Unknown - 
3 260 98 type I polyketide synthase [Streptomyces bungoensis] (WP_061914689) Unknown - 
4 259 79 polyketide synthase, partial [Streptomyces hygroscopicus subsp. 

hygroscopicus] (BAH67162) 
Unknown - 

6 260 77 polyketide synthase, partial [Streptomyces sp. ID05-A0263] (BAH67886) Unknown - 
7 258 75 polyketide synthase, partial [Streptomyces sp. ID05-A0089] (BAH67675) Unknown - 
8 260 80 polyketide synthase, partial [Streptomyces blastmyceticus] (BAH67371) Unknown - 
9 260 76 polyketide synthase, partial [Streptomyces sp. ID05-A0082] (BAH67666) Unknown - 
10 260 83 type I polyketide synthase [Amycolatopsis australiensis] (WP_072480211) Unknown - 

AS1-8 1 260 98 type I polyketide synthase [Streptomyces misionensis] (WP_074995146) Unknown - 
2 260 99 type I polyketide synthase [Streptomyces misionensis] (WP_074995144) Unknown - 
9 260 97 type I polyketide synthase [Streptomyces misionensis] (WP_074995146) Unknown - 
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รูปที่ 4.41 แสดงความสัมพันธ์ของล าดับกรดอะมิโนบริเวณ KS domain ที่เป็นส่วนประกอบของ   
 โพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1 บน phylogenetic tree (neighbor-joining method) ที่ได้  จาก 
Streptomyces spp. ที่แยกได้จากข่า (Alpinia galangal)

 AG2-5 no.1 
 AS1-8 no.2 

 AG2-5 no.6 
 AG2-5 no.10 

 AG2-5 no.7 
 AG2-1 no.11 

 AG2-5 no.8 
 AG2-1 no.5 

 AG2-1 no.9 
 AG2-1 no.8 

 AS1-6 no.4 
 AG2-6 no.3 

 AS1-6 no.8 
 AG2-1 no.3 
 AG2-5 no.5 
 AG2-5 no.12 

 AG2-1 no.2 
 AG2-5 no.3 

 AS1-6 no.7 
 AS1-6 no.2 

 AS1-6 no.9 
 AS1-6 no.1 
 AS1-6 no.10 

 AG2-1 no.1 
 AG2-5 no.4 
 AG2-5 no.11 
 AS1-6 no.6 

 AS1-8 no.1 
 AS1-8 no.9 

 AG2-1 no.6 
 AG2-6 no.5 

 AG2-6 no.6 
 AG2-6 no.1 
 AG2-6 no.2 
 AG2-3 no.2 
 AG2-3 no.1 

 AG2-3 no.4 
 AG2-6 no.10 

 AS1-6 no.3 
 AG2-5 no.9 

 AG2-4 no.4 
 AG2-4 no.1 

 AG2-4 no.3 100 

100 

98 
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การสกัดและแยกสารทุติยภูมิของเชื้อที่คัดเลือก 
 
 
                                               Ethyl acetate extract (2.18 g) 

                                                                       Quick column chromatography  

                                                                       (CHCl3-MeOH gradient) 

 

AG2-01                  AG2-02                AG2-03                 AG2-04                  AG2-05 

288.0 mg                  356.5 mg                     1.13 g                     1.92  g                   305.2mg 

 

                                                           Silica gel flash column 

                                                           (CHCl3:MeOH = 9:1) 

 

 

AG2-04A       AG2-04B               AG2-04 C                           AG2-04D                               AG2-04E 

55.3 mg            267.9 mg                101.4 mg                             321.6 mg                                 120.4 mg 

          

                                                              สารบริสทุธ์ิ 

  

ขั้นตอนการแยกสารบริสุทธ์ิจากสารสกดัหยาบในชั้นเอทิลอะซีเตตของเช้ือ Streptomyces sp. AG2-1 

 
สาร AG2-04 C มีลักษณะเป็นผงสีส้มอมเหลือง เมื่อวิเคราะห์น้ าหนักโมเลกุลด้วย ESI-TOF mass ปรากฏ 
pseudomolecular ion peak ที่ m/z 583.2667 (M+Na)+ ซึ่งสามารถระบุสูตรโมเลกุลได้เป็น 
C29H40N2O9Na จากข้อมูลของ IR absorption spectrum แสดงข้อมูลของ 3,450 cm-1 (O-H 
stretching), 1,689 cm-1 (C=O stretching) and 1,649 cm-1 (C=O stretching, amide I band) 
เมื่อวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของสารนี้ด้วยเทคนิค NMR พบว่า ข้อมูลทาง 1H NMR แสดงให้ทราบว่า 
สาร AG2-04 C ประกอบไปด้วย 4 methyl protons, 3 methoxy protons, 2 methylene 
protons, 11 methine protons และ 3 exchangeable protons ข้อมูลทาง 13C NMR สรุปได้ว่าสาร
นี้ประกอบไปด้วยธาตุคาร์บอนจ านวน 29 อะตอม จากข้อมูลของ DEPT135 และ HMQC สามารถระบุ
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ชนิดของคาร์บอนของสาร AG2-04 C ได้ว่า สารนี้ประกอบด้วย 4 methyl carbons, 3 methoxy 
carbons, 2 methylene carbons, 11 methine carbons และ 9 quaternary carbons นอกจากนี้
เมื่อวิเคราะห์ข้อมูลของ13C NMR พบว่าสารนี้แสดงสัญญานของ 2 quinone carbonyl carbons, 1 
amide carbonyl carbon และ 1 carbamate carbon จากการเปรียบเทียบข้อมูลในฐานข้อมูล
สามารถระบุเอกลักษณ์ของสารนี้ได้เป็น สารเจลดานามัยซิน (ตารางท่ี 7) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 21 แสดงลักษณะโครงสร้างของสาร AG2-04 C 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
   

125 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 

ตาราง การเปรียบเทียบข้อมลูของ 1H and 13C-NMR ระหวา่งสาร AG2-04 C และสารเจลดานามยัซิน 

         Position AG2-04 C a Geldanamycin 

  δC (ppm) δH (ppm), mult, (J in Hz) δC (ppm) δH (ppm), multc 
1 167.91 - 169.1 - 
2 134.56 - 133.2 - 

2-Me 12.5 1.89, 3H, s 12.2 1.91, 3H 
3 126.89 6.89, d, (12) 128.4 6.95, d 
4 126.11 6.53, t, (12, 11) 125.7 6.56, t 
5 136.2 5.83, t, (11, 10) 137.8 5.80, t 
6 81.23 4.25, d, (10) 81.6 4.34, d 

6-OMe 57.3 3.25, 3H, s 56 3.22, 3H, s* 
7 81.62 5.14, brs 80.6 4.86, brs 

7-OCONH2 155.75 4.80, NH2, brs 156 6.45, NH2, brs 
8 133.1 - 132.6 - 

8-Me 13 1.75, 3H, s 12.5 1.61, 3H, brs 
9 132.94 5.77, d, (10) 131.9 5.51, d 
10 32.26 2.73, m 32.1 3.61 

10-Me 12.66 0.93, 3H, d, (7) 23.3 0.97, 3H, d# 
11 72.6 3.48, m 71.9 3.29** 

11-OH - 3.01, OH, brs - - 
12 80.91 3.35, m 80.2 3.07** 

12-OMe 56.75 3.31, 3H, s 56.5 3.23, 3 H, s* 
13 34.74 1.73, 2H, m 31 1.45, 2H, brs 
14 27.97 1.63, brs 26.6 1.91 

14-Me 23.04 0.92, 3H, d (6) 13 0.76, 3H# 
15 32.83 2.41, 2H, m 31.7 2.42, 2H, m 
16 127.39 - 128.1 2.42, m 
17 156.73 - 156.4 - 

17-OMe 61.68 4.08, 3H, s 61 3.93, 3H, s 
18 183.85 - 183.6 - 
19 111.6 7.22, s 110.9 7.02, s 
20 137.84 - 139.6 - 
21 184.68 - 183.1 - 
NH - 8.67, NH, brs - 9.14, NH, brs 

         aobserved in CDCl3 and recorded at 300 MHz (1H) and 75 MHz (13C). 
  bobserved in DMSO-d6 (Omura et al., 1979) 
  cobserved in DMSO-d6 (Rinehart, Jr. And Shield, 1976) 

   *,**,# interchangeable signals 
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ผลการทดสอบอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ประสาทเม่ือได้รับสารที่แยกได้ 
 

สารสกดัท่ีแสดงศกัยภาพในการท าให้เซลล์ประสาทมีอตัราการรอดชีวิตมากกว่า 100% ได้แก่ AG2-04 A 
(ท่ีความเข้มข้น 10 ng/ml), AG2-04 B (ท่ีความเข้มข้น 10 ng/ml), AG2-04 C (ท่ีความเข้มข้น 1 ng/ml), 
AG2-04 D (ท่ีความเข้มข้น 10 µg/ml), AG2-04 E (ท่ีความเข้มข้น 10 ng/ml) และเม่ือพิจารณาความเป็น
พิษตอ่เซลล์ประสาทพบวา่สารสกดัทัง้หมด แสดงความเป็นพิษตอ่เซลล์ประสาทท่ีต ่า (IC50 > 10 µg/ml) 
ดงันัน้เม่ือเปรียบเทียบ therapeutic index (TI) ระหวา่งความเข้มข้นท่ีสามารถท าให้เซลล์ประสาทมีอตัรา
การรอดชีวิตได้มากกวา่ 100% กบัความเข้มข้นท่ีก่อให้ความเป็นพิษตอ่เซลล์ประสาทแล้ว จงึเลือกเพียง 
AG2-04 C มาท าการศกึษาความสามารถในการกระตุ้นการงอกของแขนงประสาทท่ีความเข้มข้น 1 ng/ml 
ตอ่ไป 
 
 
ตารางแสดงผลการทดสอบอตัราการรอดชีวิตของเซลล์ประสาทเม่ือได้รับสารสกดั  

สารสกัด ความเข้มข้น (ร้อยละการรอดชีวิต ± SEM) 
เพิ่มอัตราการรอดชีวิต ความเป็นพษิ 

AG2-04 A 10 ng/ml (111.37 ± 4.03%) > 10 µg/ml (95.90 ± 5.10%) 
AG2-04 B 10 ng/ml (109.21 ± 1.09%) > 10 µg/ml (114.75 ± 6.49%) 
AG2-04 C  1 ng/ml (129.19 ± 1.66%) > 10 µg/ml (80.30 ± 6.11%) 
AG2-04 D  10 µg/ml (101.58 ± 6.44%) > 10 µg/ml (129.78 ± 6.41%) 
AG2-04 E 10 ng/ml (100.50 ± 4.21%) > 10 µg/ml (94.89 ± 4.00%) 
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4.3 ผลการทดสอบ neuritogenic activity ของสารสกัดจากเชือ้ endophytic actinomycetes 
 
ตารางแสดงผลการทดสอบ neuritogenic activity ของสารสกดัจากเชือ้ endophytic actinomycetes 
ตวัแทนในกลุม่ตา่งๆ 
 
สารสกัด neuritogenicity 

ความยาวของแขนงประสาท (µm) ± SEM จ านวนของแขนงประสาท (เส้น) ± 
SEM 

AG2-04 A (10 ng/ml) ไม่ทดสอบเพราะฤทธ์ิทางชีวภาพปานกลาง 
AG2-04 B (10 ng/ml) ไม่ทดสอบเพราะฤทธ์ิทางชีวภาพปานกลาง 
AG2-04 C (1 ng/ml)† 98.72  8.14* 4.18  0.18*,

** 
AG2-04 D (10 µg/ml) ไม่ทดสอบเพราะฤทธ์ิทางชีวภาพต ่า 
AG2-04 E (1 ng/ml) † ไม่ทดสอบเพราะฤทธ์ิทางชีวภาพต ่า 
1 nM quercetin  88.33  2.06*,

** 2.57  0.64*,
** 

0.5%DMSO in α-MEM + 10%FBS 62.53  5.40 1.98  0.10 
Control (α-MEM + 10%FBS) 46.79  3.52 1.78  0.13 

*p < 0.05 เปรียบเทียบกบั control; **p < 0.05 เปรียบเทียบกบั 0.5%DMSO in α-MEM + 
10%FBS 
†จะท าการทดสอบเน่ืองจาก TI กว้าง; ใช้ quercetin เป็น positive control 

 
จากข้อมลูพบวา่ สารสกดั AG2-04 C ท่ีความเข้มข้น 1 ng/ml มีฤทธ์ิกระตุ้นการงอกและเพิ่มจ านวน
แขนงประสาท (neuritogenicity) โดยสารนีส้ามารถเพิ่มจ านวนของแขนงประสาทได้อยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิตเิม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ และกลุม่ตวัท าละลายควบคมุ และสามารถท า
ให้แขนงประสาทยาวมากกว่ากลุม่ควบคมุท่ีไมไ่ด้รับสารทดสอบอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ
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รูปแสดงลกัษณะทางกายภาพของเซลล์ประสาทพีสิบเก้าภายใต้กล้องจลุทรรศน์ (ก าลงัขยาย 100 เทา่) ที่เพาะเลีย้งเป็นเวลา 18 ชัว่โมง ในบรรยากาศ 5% CO2 ที่อณุหภมิู 37 °C เม่ือทดสอบด้วย (a) ไมเ่ติม
สารทดสอบ [control]  (b) 1 ng/mL AG2-04 A (c) 1 ng/mL AG2-04 B (d) 1 ng/mL AG2-04 C (e) 1 ng/mL AG2-04 D และ (f) 1 ng/mL AG2-04 E 

(a) (b) 

(c) (c) 

(c) 

(c) 

(e) 
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4.4 ผลการทดสอบฤทธ์ิ neuroprotective activity ของสารที่แยกได้ 
 
ตารางแสดงผลการทดสอบฤทธ์ิ neuroprotective activity ของสารท่ีแยกได้ 
 
สารสกัด ร้อยละอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ประสาท ± SEM 

AG2-04 A (10 ng/ml) ไม่ทดสอบเพราะฤทธ์ิทางชีวภาพปานกลาง 

AG2-04 B (10 ng/ml) ไม่ทดสอบเพราะฤทธ์ิทางชีวภาพปานกลาง 

AG2-04 C (1 ng/ml) 72.87 ± 1.12*,
** 

AG2-04 D (10 µg/ml) ไม่ทดสอบเพราะฤทธ์ิทางชีวภาพต ่า 
AG2-04 E  (10 ng/ml) ไม่ทดสอบเพราะฤทธ์ิทางชีวภาพต ่า 

0.5% DMSO in α-MEM 35.26 ± 4.23* 

α-MEM 41.12 ± 2.75* 

0.5%DMSO in α-MEM + 
10%FBS 

102.13 ± 1.81* 

Control (α-MEM + 10%FBS) 100.00 ± 0.00 

 
จากข้อมลูสรุปได้ว่าสาร AG2-04 C ท่ีความเข้มข้น 1 ng/ml มีฤทธ์ิปกป้องเซลล์ประสาท 
(neuroprotective) โดยสารสกดัทกุชนิดสามารถป้องกนัเซลล์ประสาทไมใ่ห้ตายจากการเกิดสภาวะ
เครียดออกซิเดชนั (oxidative stress) จากการเพาะเลีย้งในสภาวะไมมี่ซีรัม (serum deprivation) ได้
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตเิม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุท่ีเพาะเลีย้งในอาหารท่ีมีการเตมิซีรัม 
และกลุม่ควบคมุท่ีเพาะเลีย้งในอาหารท่ีไมเ่ตมิซีรัม  
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บทท่ี 5  
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ  

 
 การศึกษาในครั้งนี้สามารถแยกเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจ านวน 109 ไอโซเลตได้จากชิ้นส่วน 
ใบ ล าต้น เหง้า และราก ของพืชวงศ์ขิงที่ผ่านการฆ่าเชื้อ จ านวน 20 ชนิด ซึ่งเก็บได้จากหลายพ้ืนที่ใน 
8 จังหวัดของประเทศไทย ได้แก่ อยุธยา นนทบุรี ปทุมธานี สระบุรี นครนายก ปราจีนบุรี อุดรธานี 
และอุบลราชธานี จากการพิสูจน์เอกลักษณ์เบื้องต้น โดยการศึกษาลักษณะทางฟีโนไทป์และวิเคราะห์
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA gene พบว่าเป็นแอคติโนมัยสีทที่จัดอยู่ ใน 6 วงศ์ ได้แก่ 
Jiangellaceae Micromonosporaceae Pseudonocardiaceae Streptosporangiaceae 
Thermomonosporaceae และ Streptomycetaceae โดยแบ่งเป็น 15 สกุล ได้แก่ Jiangella 
Asanoa Dactylosporangium Jishengella Micromonospora Phytohabitans Kutzneria 
Saccharopolyspora Microbispora Nonomuraea Planotetraspora Sphaerisporangium 
Streptosporangium Actinomadura และ Streptomyces ซ่ึงแต่ละสกุลมีลักษณะ ดังนี้ 
 1. สกุล Jiangella เป็นแอคติโนมัยสีทที่สร้างเส้นใยอาหารเป็นสายยาวและเส้นใยมักแตกหัก 
(fragment) เป็นแท่งสั้นหรือแท่งยาว สร้างเส้นใยอากาศได้ แต่ไม่พบการสร้างสปอร์ ประกอบด้วย
เชื้อจ านวน 2 ไอโซเลต ได้แก่ KE2-3 และ ZM2-6  
 2. สกุล Asanoa เป็นแอคติโนมัยสีทที่สร้างสปอร์ต่อกันเป็นสาย (มีจ านวนสปอร์มากกว่า 10 
สปอร์ต่อสาย) บนปลายของก้านชูสปอร์ขนาดสั้นซึ่งชูขึ้นมาโดยตรงจากผิวอาหาร  ไม่สร้างเส้นใย
อากาศ ประกอบด้วยเชื้อจ านวน 1 ไอโซเลต คือ BR3-1 
 3. สกุล Dactylosporangium เป็นแอคติโนมัยสีทที่สร้างโครงสร้างลักษณะกลม (globose 
bodies) อยู่บนเส้นใยอาหาร ไม่สร้างเส้นใยอากาศ ประกอบด้วยเชื้อจ านวน 1 ไอโซเลต คือ KE1-1 
 4. สกุล Jishengella เป็นแอคติโนมัยสีทที่สร้างสปอร์เดี่ยวรูปร่างกลมอยู่บนเส้นใยอาหารที่มี
ลักษณะแตกกิ่งก้าน ไม่สร้างเส้นใยอากาศ ประกอบด้วยเชื้อจ านวน 7 ไอโซเลต ได้แก่ AN1-5 AX1-4 
CL2-5 CP1-1 AN1-14 AP1-2 และ CL2-1 
 5. สกุล Micromonospora เป็นแอคติโนมัยสีทที่สร้างสปอร์เดี่ยวอยู่บนเส้นใยอาหาร ไม่สร้าง
เส้นใยอากาศ ประกอบด้วยเชื้อจ านวน 12 ไอโซเลต ได้แก่ AN1-19 AN1-32 AN1-37 AN2-6              
AN3-10 AP1-5 CZ1-1 KG1-3 KK1-2 SC1-2 ZM2-2 และ ZO1-2  
 6. สกุล Phytohabitans เป็นแอคติโนมัยสีทที่สร้างทั้งสปอร์เดี่ยวรูปกลมและสปอร์สายยาว 
(มากกว่า 10 สปอร์) ประกอบด้วยเชื้อจ านวน 1 ไอโซเลต คือ KK1-3 
 7. สกุล Kutzneria เป็นแอคติโนมัยสีทที่สร้างเส้นใยอากาศที่แตกแขนงเป็นกิ่งก้าน และสร้าง
สปอร์ที่มีถุงหุ้ม (sporangium) ลักษณะกลมอยู่ที่ปลายของก้านชูสปอร์ขนาดยาวบนเส้นใยอากาศ
ประกอบด้วยเชื้อจ านวน 1 ไอโซเลต คือ BR3-4  
 8. สกุล Saccharopolyspora เป็นแอคติโนมัยสีทที่สร้างเส้นใยอาหารที่มีลักษณะแตกกิ่งก้าน 
และมักแตกหัก (fragment) เป็นท่อนสั้นๆ ประกอบด้วยเชื้อจ านวน 1 ไอโซเลต คือ AK1-2 
 9. สกุล Microbispora เป็นแอคติโนมัยสีทที่สร้างเส้นใยอาหารที่มีลักษณะแตกกิ่งก้านและ
สร้างสปอร์คู่อยู่บนก้านชูสปอร์สั้นๆ บนเส้นใยอากาศ ประกอบด้วยเชื้อจ านวน 17 ไอโซเลต ได้แก่ 
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AN2-5 AN2-7 BR3-3 CL1-1 CL2-2 KE1-2 KE1-3 KE2-2 KE2-4 KE2-5 KK1-10 KK1-11 KM1-1 
KM1-2 ZO1-7 ZZ1-4 และ ZZ2-2 
 10. สกุล  Nonomuraea เป็นแอคติ โนมัยสีทที่ ส ร้ า งสปอร์สายสั้ นบนเส้นใยอากาศ 
ประกอบด้วยเชื้อจ านวน 5 ไอโซเลต ได้แก่ AN1-27 AN1-36 AN3-11 HC1-7 และ SC1-1  
 11. สกุล Planotetraspora เป็นแอคติโนมัยสีทที่สร้างสปอร์ที่มีถุงหุ้มอยู่บนก้านชูสปอร์ขนาด
สั้น ซึ่งภายในบรรจุสปอร์จ านวน 4 สปอร์ ประกอบด้วยเชื้อจ านวน 1 ไอโซเลต คือ BR3-5  
 12. สกุล Sphaerisporangium เป็นแอคติโนมัยสีทที่สร้างสปอร์อยู่ภายในถุงหุ้มทรงกลมบน
เส้นใยอากาศ เส้นใยมีจุดโปร่งแสงและทึบแสงสลับกัน ประกอบด้วยเชื้อจ านวน 2 ไอโซเลต ได้แก่     
AN1-28 และ KM1-3   
 13. สกุล Streptosporangium เป็นแอคติโนมัยสีทที่สร้างสปอร์อยู่ภายในถุงหุ้มสปอร์ทรงกลม
บนเส้นใยอากาศ ประกอบด้วยเชื้อจ านวน 2 ไอโซเลต ได้แก่ AN1-26 และ AN3-5  
 14. สกุล Actinomadura เป็นแอคติโนมัยสีทที่สร้างเส้นใยอาหารแตกแขนงเป็นกิ่งก้าน และ
สร้างสปอร์สายสั้นๆ บนเส้นใยอากาศ ประกอบด้วยเชื้อจ านวน 3 ไอโซเลต ได้แก่ AN2-10 CL3-1 
และ KG1-2  
 15. สกุล Streptomyces เป็นแอคติโนมัยสีทที่สร้างเส้นใยอาหารแตกแขนงเป็นกิ่งก้านและ
สร้างเส้นใยอากาศปริมาณมาก สร้างสปอร์หลากหลายรูปแบบ เช่น สปอร์สายยาวที่มีลักษณะตรง 
สปอร์ที่มีลักษณะคล้ายรูปตะขอ สปอร์ที่มีลักษณะเป็นเกลียว ประกอบด้วยเชื้อจ านวน 53 ไอโซเลต 
ได้แก่ AG2-1 AG2-2 AG2-3 AG2-4 AG2-5 AG2-6 AK1-1 AN1-8 AN1-12 AN1-18 AN1-25 AN1-
29 AN1-38 AN2-3 AN2-9 AN3-4 AN3-6 AP1-1 AP1-3 AP1-4 AS1-1 AS1-6 AS1-8 AX1-2 
BR2-1 CL2-6 CL3-4 CP1-2 CP1-6 CX1-1 CZ1-3 CZ1-4 EE1-2 EE1-8 HC1-4 HC1-8 HC1-9 
HC1-10 KE1-4 KE2-1 KG1-1 KM1-5 ZM1-1 ZM2-1 ZM2-9 ZM2-12 ZM3-2 ZM3-3 ZM3-9 
ZO1-8 ZZ1-3 ZZ1-7 และ ZZ2-1  
 จากการศึกษาอนุกรมวิธานแบบพอลิฟาสิก (polyphasic taxonomy) ของเอนโดไฟติก             
แอคติโนมัยสีทที่คัดเลือกมาจ านวน 3 ไอโซเลต ได้แก่ BR3-1 KK1-3 และ SC1-1 พบว่าเป็น           
แอคติโนมัยสีทสปีชีส์ใหม่และให้ชื่อว่า Asanoa endophytica Phytohabitans kaempferiae 
และ Nonomuraea stahlianthi ตามล าดับ ซึ่งข้อมูลของเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทสายพันธุ์
ดังกล่าวได้รับการตีพิมพ์ในวารสาร International Journal of Systematic and Evolutionary 
Microbiology (Niemhom et al., 2016a ; Niemhom et al., 2016b ; Niemhom et al., 
2017)  
 จากการศึกษาฤทธิ์ต้านการเจริญของจุลินทรีย์ด้วยวิธี disc diffusion ของสารสกัดหยาบในชั้น
เอทิลอะซีเตตจากน้ าหมักของเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่แยกได้ทั้งหมดจ านวน 109 ไอโซเลต โดย
ใช้จุลินทรีย์ทดสอบ 8 ชนิด คือ Bacillus subtilis ATCC 6633 Escherichia coli ATCC 25922 
Kocuria rhizophila ATCC 9341 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Staphylococcus 
aureus ATCC 25923 Candida albicans ATCC 10231 และ Methicillin resistance 
Staphylococcus aureus (MRSA) DMST 20654 พบว่าจ านวน 27 ไอโซเลต (ร้อยละ 25) มีฤทธิ์
ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์อย่างน้อย 1 ชนิด ในจ านวนนี้มี 23 ไอโซเลต (ร้อยละ 85) แสดงฤทธิ์
ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกได้ และจ านวน 12 ไอโซเลต (ร้อยละ 44) แสดงฤทธิ์ยับยั้ง
การเจริญของ Candida albicans ATCC 10231 ได้ แต่ไม่มีเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทไอโซเลตใด
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เลยที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบได้ และจากการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์
พบว่าสารสกัดหยาบจากเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทจ านวน 76 ไอโซเลต (ร้อยละ 70) ไม่มีความเป็น
พิษต่อเซลล์  
 จากผลการตรวจหายีนโพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1 โดยการออกแบบดีเจเนอเรทไพรเมอร์ พบว่า
ไพรเมอร์มีความจ าเพาะต่อยีนดังกล่าว และมีความหลากหลายเพียงพอส าหรับใช้ตรวจสอบยีน
ดังกล่าวได้ โดยพบว่ามีเชื้อที่ผลบวก 61 ไอโซเลต (ร้อยละ 56) และเชื้อกลุ่มนี้มีการแสดงฤทธิ์ยับยั้ง
การเจริญของเชื้อก่อโรคอีกด้วย ทั้งนี้ผู้วิจัยได้เลือก Streptomyces ที่แยกได้จาก Alpinia galanga 
(ข่า) จ านวน 7 ไอโซเลต คือ AG2-1 AG2-3 AG2-4 AG2-5 AG2-6 AS1-6 และ AS1-8 มาศึกษา
ความหลากหลายของยีน เนื่องจากตรวจพบยีนทั้งหมด และมีเชื้อจ านวน 3 ไอโซเลต คือ AG2-1 
AG2-5 และ AG2-6 แสดงฤทธิ์ต้านเชื้อจุลินทรีย์ได้ ดี เมื่อทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพเพ่ิมเติม พบว่า 
AG2-1 AG2-5 และ AG2-6 แสดงทั้งฤทธิ์ต้านเชื้อก่อโรคมาลาเรีย ฤทธิ์ยับยั้งเซลล์มะเร็งปอด และ
เซลล์มะเร็งช่องปาก โดยผลการศึกษาความหลากหลายของยีนโพลีคีไทด์ซินเทสชนิดที่ 1 โดยสร้าง
แผนภาพ phylogenetic tree พบว่า Streptomyces จ านวน 4 ไอโซเลต ได้แก่ AG2-1 AG2-5 
AG2-6 และ AS1-6 มีความหลากหลายของยีนสูง โดยมียีนที่มีล าดับกรดอะมิโนที่แตกต่างกันไม่ต่ า
กว่า 6 โคลนในหนึ่งไอโซเลต  

ส าหรับฤทธิ์การกระตุ้นการแตกแขนงและการปกป้องของระบบประสาท พบว่า สาร AG2-
04 Cแสดงฤทธิ์ดังกล่าวได้ในระดับความเข้มข้นต่ า (1 ng/ml) เมื่อท าการวิเคราะห์โครงสร้างของสาร
นี้พบว่า สารนี้เป็นสารเจลดานามัยซิน 
 จากผลการศึกษาพบว่าพืชวงศ์ขิงเป็นแหล่งของเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่มีความหลากหลาย
ทางชีวภาพสูง และยังเป็นแหล่งของเชื้อที่ไม่เคยมีการค้นพบมาก่อน นอกจากนี้เชื้อจุลินทรีย์ที่พบยังมี
ศักยภาพในการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพในกลุ่มโพลีคีไทด์ อีกด้วย ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับสภาพการ
เพาะเลี้ยงที่เหมาะสมและการหาฤทธิ์ทางชีวภาพใหม่ๆด้วย 
 งานวิจัยนี้ได้เก็บรวบรวมสายพันธุ์ ข้อมูลของฤทธิ์ทางชีวภาพในด้านต่างๆ และความรู้ทางด้าน
อนุกรมวิธานของเอนโดไฟติกแอคติโนมัยสีทที่พบจากพืชวงศ์ขิง รวมถึงห้องสมุดของยีนโพลีคีไทด์ซิน
เทสชนิดที่ 1 ที่ใช้เป็นฐานข้อมูลเบื้องต้นเกี่ยวกับการสร้างสารประกอบในกลุ่ม โพลีคีไทด์จาก 
Streptomyces ที่แยกได้จากข่า ซึ่งข้อมูลเหล่านี้จะเป็นประโยชน์ในการศึกษาวิจัยด้านอ่ืนเช่น 
ทางด้านเภสัชศาสตร์ เพ่ือน ามาใช้ให้เกิดประโยชน์ทางด้านวิทยาศาสตร์สาธารณสุขต่อไปได้  
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Nonomuraea stahlianthi sp. nov., an endophytic actinomycete
isolated from the stem of Stahlianthus campanulatus

Nantawan Niemhom,1 Chanikul Chutrakul,2 Chanwit Suriyachadkun3 and Chitti Thawai1,4,*

Abstract

A novel endophytic actinomycete, designated strain SC1-1T, was isolated from sterilized stem tissue from Stahlianthus

campanulatus collected in Udon Thani province, Thailand. The isolate formed short chains of spores on aerial mycelium and

presented meso-diaminopimelic acid in the cell wall peptidoglycan. Glucose, madurose, mannose, rhamnose and ribose

were observed as sugars in the cells. The cell membrane phospholipids were phosphatidylethanolamine,

phosphatidylmethylethanolamine, hydroxy-phosphatidylethanolamine, diphosphatidylglycerol, phosphatidylinositol,

phosphatidylinositol mannoside and ninhydrin-positive phosphoglycolipids. The major menaquinones were MK-9(H4) and MK-9

(H2). The main cellular fatty acids were iso-C16:0, 10-methyl C17 : 0 and C17 : 1!6c. A high G+C content (70.7mol%) was present in

the genomic DNA. The taxonomic position based on the 16S rRNA gene sequence analysis revealed that strain SC1-1T belonged

to the genus Nonomuraea and shared the highest 16S rRNA gene sequence similarity value with Nonomuraea dietziae DSM

44320T (98.82%), followed by Nonomuraea africana IFO 14745T (98.58%), Nonomuraea jabiensis A4036T (98.43%), Nonomuraea

endophytica YIM 65601T (98.36%), Nonomuraea purpurea 1SM4-01T (98.34%), Nonomuraea angiospora IFO 13155T (98.29%),

Nonomuraea roseola IFO 14685T (98.23%) and Nonomuraea recticatena IFO 14525T (98.23%). On the basis of the DNA–DNA

hybridization relatedness and including the physiological and biochemical characteristics, strain SC1-1T should be judged as a

novel species of the genus Nonomuraea, for which the name Nonomuraea stahlianthi sp. nov. is proposed. The type strain is

strain SC1-1T (=BCC 66361T=NBRC 110006T).

Genus Nonomuraea was first described by Zhang et al. [1]
and belongs to the family Streptosporangiaceae. The type

species is Nonomuraea pusilla corrig. [2]. This genus gener-
ally forms extensively branched substrate and aerial myce-
lia. Hooked, spiral or straight chains of spores are observed
directly on the aerial mycelium. The typical chemotaxo-
nomic properties of this genus are: meso-diaminopimelic
acid in peptidoglycan; madurose as the diagnostic sugar

in cell hydrolysates; diphosphatidylglycerol, phosphatidyl-
ethanolamine, hydroxylated phosphatidylethanolamine,
ninhydrin-positive phospholipid and sugar-containing
phospholipid as the major phospholipids in cell membrane;
MK-9 (H4), MK-9 (H2) and MK-9 (H0) as the predomi-
nant menaquinones, and 10-methyl C17 : 0 and iso-C16 : 0 as

the main fatty acids in cells. Members of this genus have

been found in a variety of samples, i.e. soil [3], marine
environments [4], cave soil [5], mangrove rhizosphere [6]
and plant tissue [7]. In the List of Prokaryotic names with
Standing in Nomenclature (www.bacterio.net/nonomuraea.
html), this genus currently contains 42 species and two
subspecies. A new species, Nonomuraea rhodomycinica,
was reported recently [8]. In the course of screening for
endophytic actinomycetes from medicinal plants in
Thailand, we isolated strain SC1-1T, which was genotypi-
cally and phenotypically distinguishable from all type
strains of the genus Nonomuraea. Thus, we describe the
strain SC1-1T as a novel species of this genus.

Strain SC1-1T was isolated from a stem of Stahlianthus cam-
panulatus collected in Udon Thani province, Thailand. The
rough surface stem sample of this plant was washed in tap
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water and then cut into small pieces (0.5–1 cm2 each). After
cutting, the samples were washed in sterile 0.1 % Tween 20
for 30 s and then washed twice in sterile distilled water. The
plant samples were surface-sterilized with 95% ethanol for
10min and subsequently with 1% sodium hypochlorite for
10min, and then washed five times in sterile distilled water.
Finally, the surface-sterilized samples were ground with
a small amount of sterile distilled water by using a sterile
mortar and pestle. The suspension was plated on humic
acid–vitamin (HV) agar [9] supplemented with 25mg l�1

nalidixic acid, 50mg l�1 nystatin and 1mg l�1 terbinafine
and incubated at 30

�
C for 30 days. The final washing water

was spread on HV agar as the control plates. The colonies
of actinomycetes were removed from the isolation plate and
purified on yeast extract–malt extract agar [International
Streptomyces Project (ISP), ISP2 medium] [10]. The pure
culture was preserved by freezing at �80

�
C and freeze-

drying.

In order to determine the morphological characteristics,
strain SC1-1T was cultivated on modified soil extract agar
[11] at 30

�
C for 30 days. The colonies of the strain were first

observed by light microscopy and then by scanning electron
microscopy (model JSM-5410 LV; JEOL). The samples for
scanning electron microscopy were prepared according to
the method of Thawai et al. [12].

Standard methods were used for observing the phenotypic
characteristics. ISP media, i.e. yeast extract–malt extract
agar (ISP2), oatmeal agar (ISP3), inorganic salt-starch agar
(ISP4), glycerol-asparagine agar (ISP5), peptone-yeast
extract iron agar (ISP6), tyrosine agar (ISP7) including glu-
cose-asparagine agar (ISP5 with 1% glucose replacing glyc-
erol), Czapek’s sucrose agar [13] and nutrient agar (Difco),
were used to investigate the cultural characteristics. The col-
ours of the substrate mycelia, aerial mycelia and spores were
judged by using ISCC–NBS Colour Charts, Standard Sam-
ple No. 2106 [14]. Reduction of nitrate to nitrite and
decomposition of casein, gelatin and starch were deter-
mined by using the methods described by Arai [15] and
Williams and Cross [16]. Utilization of carbon sources was
performed on ISP9 supplemented with 1% carbon sources
at 30

�
C for 14 days. The temperature tolerances (15, 20, 25,

30, 37, 40, 45 and 50
�

C) were determined on ISP2 agar
over 14 days. Tolerance of NaCl (0–5%, interval of 1 unit)
and pH range (3–11, interval of 1 pH unit) for growth were
determined on ISP2 at 30

�
C for 14 days. The results are

shown in the species description and Table 1.

Chemotaxonomic analyses were conducted by using freeze-
dried cells obtained from culture grown in ISP2 broth on a
rotary shaker (200 r.p.m.) at 30˚C for 5 days. The isomer of
diaminopimelic acid in the cell wall was determined by
using the method of Hasegawa et al. [17]. The acyl type of
muramic acid in the peptidoglycan was examined by using
the method of Uchida and Aida [18]. The composition of
cellular sugars was investigated by using the method of
Komagata and Suzuki [19]. The phospholipids in the cell
membrane were extracted and analysed by two-dimensional

thin-layer chromatography (TLC) according to the methods
proposed by Minnikin et al. [20]. Fatty acid methyl ester
analysis was performed by gas–liquid chromatography
(GLC) according to the instructions of the Sherlock Micro-
bial Identification System (MIDI) version 6.2B [21, 22] with
the TSBA6 MIDI database. Mycolic acids were tested using
the silica gel TLC method recommended by Minnikin et al.
[23]. Menaquinones were extracted from freeze-dried cells
by following the procedure of Collins et al. [24] and were
analysed by high performance liquid chromatography
(HPLC) using a Cosmosil 5C18 column (4.6�150mm;
Nacalai Tesque). Mixtures of methanol and 2-propanol
(2 : 1, v/v) were used as the elution solvent.

Genomic DNA was extracted using the method of Tamaoka
[25]. The method of 16S rRNA gene amplification and its
sequencing were performed according to Thawai [26]. The
G+C content of the DNA was determined using the HPLC
method of Tamaoka and Komagata [27]. Lambda DNA
(Invitrogen, USA) was used as the standard. The DNA
hybridization was performed in microdilution-well plates
according to the method of Ezaki et al. [28].

The 16S rRNA gene sequence similarity value of strain SC1-
1T (1485 bp) was reported with sequences of the type strains
in the EzTaxon-e server (http://eztaxone.ezbiocloud.net/)
from Kim et al. [29]. The multiple alignment of the sequence
data was analysed using CLUSTAL W within BioEdit version
7.1.3.0 [30]. The phylogenetic tree was constructed by using
the neighbour-joining (NJ) method [31] with distances com-
puted by using Kimura’s two-parameter model [32],
the maximum-parsimony (MP) method with subtree prun-
ing regrafting (SPR) and bootstrap statistical testing (1000
replicates) [33], the maximum-likelihood (ML) method [34]
with nearest-neighbour interchange (NNI) and distances
computed by using Kimura’s two-parameter model in MEGA

6 software [35]. For the NJ and ML analyses, the complete
deletion option was chosen before constructing the topology
of the tree. Bootstrap analyses were used to evaluate the tree
topology by means of 1000 resamplings [36].

Strain SC1-1T grew well on ISP2, ISP3 and ISP6, moderately
on nutrient agar, and weakly on ISP4, ISP5, ISP7, Czapek’s
sucrose agar and glucose-asparagine agar. The colour of
substrate hyphae on these media was light yellowish brown
to purplish black. White aerial hyphae were observed on
ISP2, ISP4, ISP5, ISP7, Czapek’s sucrose agar and nutrient
agar but a pale purplish blue aerial mycelium and a purplish
grey soluble pigment were detected on ISP3 medium. Gen-
erally, strain SC1-1T produced short straight chains of
spores (3–4 spores per chain) directly on aerial mycelia
An irregular spore surface was observed (see Fig. S5).

The chemotaxonomic properties of strain SC1-1T were the
same as those of members of the genus Nonomuraea. The
isomer of diaminopimelic acid in the peptidoglycan was
meso-form. The acyl type of the cell wall peptidoglycan
was acetyl. Whole-cell hydrolysates contained glucose,
madurose, mannose, rhamnose and ribose. The major
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menaquinones were MK-9(H4) (72.67%), MK-9(H2)
(21.35%) and a small amount of MK-9(H6) (5.98%) was
observed. Iso-C16 : 0, 10-methyl C17 : 0 and C17 : 1!6c fatty
acids were detected as the major cellular fatty acids (see
Table S1, available in the online Supplementary Material).
Mycolic acids were absent. The diagnostic polar lipids
in the cell membrane were phosphatidylethanolamine,
phosphatidylmethylethanolamine, hydroxylated phosphati-
dylethanolamine, diphosphatidylglycerol, phosphatidylino-
sitol, phosphatidylinositol mannoside, ninhydrin-positive
phosphoglycolipids, ninhydrin-positive phospholipid, an
unidentified phosphoglycolipid, four unidentified phospho-
lipids, two unidentified glycolipids and four unidentified
lipids (see Fig. S1). The G+C content (mol%) of the geno-
mic DNA was 70.7%.

Analysis of the nearly complete 16S rRNA gene sequence of
strain SC1-1T revealed that the strain was a member of the
genus Nonomuraea and shared the highest 16S rRNA gene
sequence similarity value with Nonomuraea dietziae DSM
44320T (98.82%) followed by Nonomuraea africana IFO
14745T (98.58%), Nonomuraea jabiensis A4036T (98.43%),
Nonomuraea endophytica YIM 65601T (98.36%), Nonomur-
aea angiospora IFO 13155T (98.29%), Nonomuraea roseola
IFO 14685T (98.23%) and Nonomuraea recticatena IFO
14525T (98.23%). The taxonomic position appearing in the
phylogenetic analysis based on 16S rRNA gene sequences
showed that this strain was placed in a distinct clade with N.
dietziae, N. africana, N. roseola and N. recticatena with
a high bootstrap value of 93% in the NJ tree (Fig. 1). This
position was confirmed by the results obtained from all
three tree-making algorithms (NJ, ML and MP) (see Figs S2
and S3). Thus, all four phylogenetic relatives were selected
for DNA–DNA hybridization experiment and phenotypic
comparison.

The differential characteristics (Table 1) of the phylogeneti-
cally related species, N. dietziae DSM 44320T, N. africana

14745T, N. roseola IFO 14685T and N. recticatena IFO
14525T, were the colour of substrate mycelium (see Fig. S4),
the utilization of D-fructose, D-galactose, D-mannitol, meli-
biose, raffinose, D-ribose, glycerol and sucrose, and the abil-
ity to reduce nitrate to nitrite. Additionally, the DNA
relatedness values between strain SC1-1T and the closely
related species were 18.8±0.9% to 29.04±0.4%, which are
lower than 70% of the recommended threshold value for
the delineation of genomic species [37] (see Table S2).

Based on the phenotypic and genotypic data, it is concluded
that strain SC1-1T can be distinguished from all recognized
Nonomuraea species. Therefore, this strain should be judged
as a new species of the genus Nonomuraea, for which the
name Nonomuraea stahlianthi is proposed. The type strain
is strain SC1-1T (=BCC 66361T=NBRC 110006T).

DESCRIPTION OF NONOMURAEA STAHLIANTHI

SP. NOV.

Nonomuraea stahlianthi (stah.li.an¢thi. N.L. gen. n. stahlian-
thi of Stahlianthus, referring to the isolation of the strain
from Stahlianthus campanulatus).

Gram-stain-positive and mesophilic actinomycete. The colour
of substrate hyphae is light yellowish brown to purplish black,
depending on the culture media. Short chains of spores form
on white aerial mycelium. The surface of spores is irregular.
Purplish grey soluble pigment is produced on ISP3 medium.
Utilizes cellobiose, D-fructose, D-glucose, D-galactose, D-man-
nitol, D-mannose, melibiose, D-ribose, D-xylose, L-rhamnose,
glycerol and myo-inositol as sole carbon sources, weakly uti-
lizes raffinose, D-salicin, L-arabinose, lactose and sucrose. Posi-
tive for peptonization of milk, hydrolysis of starch and nitrate
reduction. Gelatin liquefaction is negative. Optimal tempera-
ture for growth is between 30–37

�
C. No growth is observed at

45
�
C. The maximum NaCl concentration for growth is 3%

(w/v). The pH range for growth is 5–10. The cell wall peptido-
glycan contains meso-diaminopimelic acid. The acyl type of

Table 1. Differential characteristics of strain SC1-1T and its closest phylogenetic neighbours in the genus Nonomuraea

All phenotypic data were determined in this study. +, Positive; �, negative; W, weakly reactive.

Characteristics Strain SC1-1
T N. dietziae

NBRC 14309
T

N. africana

NBRC 14745
T

N. roseola

NBRC 14685
T

N. recticatena

NBRC 14525
T

Colour of substrate mycelium on ISP2 medium Purplish black Orange Deep orange Orange Pale orange

pH range for growth 5–10 5–10 6–10 6–10 6–10

Nitrate reduction + � � � �

Carbon utilization:

D-Fructose + + + � �

D-Galactose + W W + W

D-Mannitol + � � � �

Melibiose + W + + W

Raffinose W � + � �

D-Ribose + � � W �

Glycerol + + � + +

Sucrose W � + + �
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Nonomuraea monospora PT708T (FJ347524)

Nonomuraea thailandensis KC-061T (AB720113)

Nonomuraea syzygii GKU 164T (KF667499)

Nonomuraea solani NEAU-Z6T (JQ073731)

Nonomuraea rhizophila YIM 67092T (HM755723)

Nonomuraea rosea GW 12687T (FN356742)

‘Nonomuraea shaanxiensis’ NEAU-st1 (KC287247)

Nonomuraea stahlianthi SC1-1T (LC032126)

Nonomuraea dietziae DSM 44320T (AJ278220)

Nonomuraea africana IFO 14745T (U48842)

Nonomuraea recticatena IFO 14525T (U48979)

Nonomuraea roseola IFO 14685T (U48980)

Nonomuraea soli YIM 120770T (JF742631)

‘Nonomuraea zeae’ ND5 (KR106591)

Nonomuraea ferruginea IFO 14094T (U48845)

Nonomuraea harbinensis NEAU-yn31T (KC306503)

Nonomuraea ceibae XMU 110T (KX024666)

Nonomuraea guangzhouensis NEAU-ZJ3T (KC417349)

Nonomuraea indica DRQ-2T (KM522835)

Nonomuraea muscovyensis FMN03T (JN896617)

Nonomuraea rhodomycinica NR4-ASC07T (LC082232)

Nonomuraea roseoviolacea subsp. carminata IFO 15903T (AB039961)

Nonomuraea roseoviolacea subsp. roseoviolacea IFO 14098T (AB039959)

Nonomuraea maritima FXJ7.203T (GU002054)

Nonomuraea antimicrobica YIM 61105T (FJ157184)

Nonomuraea jiangxiensis FXJ1.102T (FJ418910)

Nonomuraea candida HMC10T (DQ285421)

Nonomuraea rubra DSM 43768T (AF277200)

Nonomuraea polychroma IFO 14345T (U48977)

Nonomuraea turkmeniaca DSM 43926T (AF277201)

Nonomuraea endophytica YIM 65601T (GU367158)

Nonomuraea longicatena NRRL 15532T (AB018787)

Nonomuraea salmonea DSM 43678T (X97892)

Nonomuraea fuscirosea NEAU-dht8T (KC417350)

Nonomuraea maheshkhaliensis 16-5-14T (AB290014)

Nonomuraea kuesteri GW 14-1925T (AJ746362)

Nonomuraea gerenzanensis ATCC 39727T (AJ582011)

Nonomuraea jabiensis A4036T (HQ157186)

Nonomuraea helvata NBRC 14681T (U48975)

Nonomuraea spiralis IFO 14097T (U48983)

Nonomuraea angiospora IFO 13155T (U48843)

Nonomuraea pusilla IFO 14684T (U48978)

Nonomuraea fastidiosa IFO 14680T (U48844)

Nonomuraea thermotolerans 3-33-9BT (KJ027601)

Nonomuraea bangladeshensis 5-10-10T (AB274966)

Nonomuraea coxensis JCM 13931T (AB505224)

Nonomuraea wenchangensis 210417T (FJ261959)

Nonomuraea flavida YN-5-1T (JX467533)

Thermopolyspora flexuosa DSM 43186T (AY039253)
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Fig. 1. Neighbour-joining tree [31] based on almost-complete 16S rRNA gene sequences (1485 nt) showing the relationships between

strain SC1-1T and all other members of the genus Nonomuraea. Thermopolyspora flexuosa was used as an outgroup. Asterisks (*) indi-

cate the branches of the tree that were also found using the maximum-parsimony and maximum-likelihood methods; hashes (#)

indicate the branches of the tree that were found by using maximum-likelihood methods; and crosses (x) indicate the branches of the

tree that were found by using maximum-parsimony methods. The numbers on the branches indicate the percentage bootstrap values

of 1000 replicates; only values �50% are indicated. Bar, 0.005 substitutions per nucleotide position.
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the cell wall is acetyl. The predominant menaquinones are
MK-9(H4) and MK-9(H2). The characteristic whole-cell sug-
ars are glucose, madurose, mannose, rhamnose and ribose.
The phospholipid profile contains diphosphatidylglycerol,
phosphatidylethanolamine, phosphatidylmethylethanolamine,
hydroxy-phosphatidylethanolamine, phosphatidylinositol,
phosphatidylinositol mannoside, ninhydrin-positive phospho-
glycolipids, ninhydrin-positive phospholipid, unidentified
phosphoglycolipid, four unidentified phospholipids, two
unidentified glycolipids and four unidentified lipids. Phospha-
tidylcholine is not detected. The major fatty acids are iso-
C16 : 0, 10-methyl C17 : 0 and C17 : 1!6c. Mycolic acids are
absent. The G+C content of the DNA is 70.7mol%. The type
strain is SC1-1T (=BCC 66361T=NBRC 110006T), which was
isolated from the stem of Stahlianthus campanulatus collected
in Udon Thani province, Thailand.
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Jishengella zingiberis sp. nov., isolated from root tissue of
Zingiber montanum

Chitti Thawai,1,2,* Ya-Wen He3 and Sarin Tadtong4

Abstract

A novel actinomycete, strain PLAI 1-1T, which formed spiny single spore directly on substrate mycelium was isolated from

root tissue of Zingiber montanum. The isolate contained meso-diaminopimelic acid and 3-hydroxydiaminopimelic acid in the

cell-wall peptidoglycan. The acyl type of the cell-wall muramic acid was glycolyl. The whole-cell sugars of strain PLAI 1-1T

were glucose, arabinose, xylose, ribose and a trace amount of mannose. The membrane phospholipids were

diphosphatidylglycerol, phosphatidylglycerol, phosphatidylethanolamine, phosphatidylserine and phosphatidylinositol. The

major menaquinone was MK-9 (H4). The main cellular fatty acids were iso-C15 : 0 and C17 : 1!8c. The G+C content of the

genomic DNA was 70.6mol%. 16S rRNA gene sequence analysis revealed that strain PLAI 1-1T was a member of the genus

Jishengella and had the highest 16S rRNA gene sequence similarity to Jishengella endophytica DSM 45430T (99.2%). Based

on the data of physiological and biochemical tests, including the result of DNA–DNA hybridization, strain PLAI 1-1T

represents a novel species of the genus Jishengella, for which the name Jishengella zingiberis sp. nov. is proposed. The type

strain is PLAI 1-1T (=TBRC 7644T=NBRC 113144T).

The genus Jishengella was proposed as a new member of the
family Micromonosporaceae [1] in 2011. Until now, this
genus comprised only one species, Jishengella endophytica.
Originally, this species was isolated from the root of Acan-
thus illicifolius. The colour of colonies is vivid orange to dull
orange. Single spores on substrate mycelium are detected.
The chemotaxonomic properties, i.e. meso-diaminopimelic
acid in cell wall; xylose, mannose, arabinose, ribose and glu-
cose as the characteristic whole-cell sugar; MK-9(H4), MK-9
(H6), MK-9(H8) and MK-10(H4) as the major cell
menaquinones; and phosphatidylethanolamine, diphospha-
tidylglycerol, phosphatidylinositol mannosides and phos-
phatidylserine as diagnostic membrane phospholipids; are
the important characteristics of this genus [1]. In this study,
we found a Jishengella-like strain from the root tissue of
Zingiber montanum. Polyphasic approaches were used to
characterise the strain as a novel species of the genus
Jishengella.

Strain PLAI 1-1T was isolated from the root of Zingiber
montanum, a well-known herbal plant of Thailand. The iso-
lation procedure and the maintenance suggestions of
Niemhom et al. [2] were used for this study. Briefly, the

sample was gently washed in tap water and cut into small
pieces. After cutting, the samples were surface-sterilized
with 95% ethanol for 10min and subsequently with 1%
sodium hypochlorite for 10min, and immediately washed
in sterile distilled water five times. Finally, the surface-steril-
ized samples were ground with 0.5ml sterile distilled water.
The suspension (0.1ml) was spread on humic acid–vitamin
(HV) agar [3] supplemented with 25mg l�1 nalidixic acid
and 50mg l�1 nystatin. The final washing water was spread
on HV agar as the control plates. The pure culture was pre-
served by freezing at �80

�
C and freeze drying. For the mor-

phological observation of spores, strain PLAI 1-1T was
cultivated on International Streptomyces Project (ISP) 2 agar
at 30

�
C for 30 days and a scanning electron microscope

(JSM-6610 LV, JEOL) was used for this experiment. The
cultural characteristics of the strain were tested on several
ISP media (ISP 2–7), glucose–asparagine agar (ISP 5 with
1% glucose replacing glycerol), Czapek’s sucrose agar [4]
and nutrient agar (Difco). To assign the colours of the sub-
strate mycelia and soluble pigments, chips from the Inter-
Society Color Council–National Bureau of Standards colour
charts were used [5]. The physiological and biochemical
properties, i.e. nitrate reduction, gelatin liquefaction, acid
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production, urease activity and decomposition of casein
(1%, w/v), adenine (1%, w/v), CM-cellulose (1%, w/v),
hypoxanthine (0.5%, w/v), starch (1%, w/v), tyrosine
(0.1%, w/v) or xanthine (0.5%, w/v) were characterised
using the standard methods of Arai [6], Williams and Cross
[7] and Gordon et al. [8]. Nitrogen source (1%w/v) utilisa-
tion was carried out using a basal liquid medium containing
0.5 g D-glucose, 0.05 g MgSO4. 7H2O, 0.05 g NaCl, 0.001 g
FeSO4.7H2O, 0.01 g K2HPO4 and 1 l distilled water (pH 7.2)
and the inoculum was cultivated at 30

�
C for 14 days.

Growth at 10, 12, 15, 20, 25, 30, 37, 40 and 45
�
C and in

NaCl (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10%w/v) were performed on
ISP 2 agar for 14 days. The pH range (pH 4.0–11.0 at incre-
ments of 1.0 pH unit) for growth was tested at 30

�
C in ISP2

broth. For testing the catalase and oxidase activities, 3% (v/
v) hydrogen peroxide and 1% N, N, N¢, N¢-tetramethyl-p-
phenylenediamine dihydrochloride solution were used for
these experiments, respectively.

All chemotaxonomic tests of strain PLAI 1-1T were per-
formed using cells grown in ISP 2 broth on a rotary shaker
(200 r.p.m.) at 30 ˚C for 5 days. The isomer of diaminopi-
melic acid in the cell wall, acyl type of muramic acid and the
whole-cell sugars were evaluated using the standard meth-
ods described by Hasegawa et al. [9], Uchida and Aida [10],
and Komagata and Suzuki [11], respectively. The menaqui-
nones in the cells were extracted using the method of Col-
lins et al. [12] and were analysed using high-performance
liquid chromatography [13]. Phospholipids were extracted
and evaluated by the protocol suggested by Minnikin et al.
[14]. Fatty acids were extracted and methylated according
to the methods of Sasser [15] and K€ampfer and Kroppen-
stedt [16]. A gas chromatograph (6890; Hewlett Packard)
with the Microbial Identification software package based on
Sherlock Aerobic Bacterial Database (TSBA6) was used for
analysing the fatty acids. The presence of mycolic acids was
investigated by using the method of Minnikin et al. [17].

16S rRNA gene amplification was conducted using genomic
DNA extracted by the method of Tamaoka [18]. The 16S
rRNA gene amplification and sequencing were performed
as described by Thawai [19]. G+C content of the genomic
DNA was analysed by the method of Tamaoka and
Komagata [20]. The DNA–DNA hybridization was carried
out according to the procedure of Ezaki et al. [21].

The EzBioCloud (www.ezbiocloud.net/) server [22] was
used for calculation of the sequence similarity values and
also used as the source of 16S rRNA gene sequence data for
phylogenetic tree reconstruction. All 16S rRNA gene
sequences of strain PLAI 1-1T and the representative taxa of
the member of the genera, i.e. Jishengella, Verrucosispora,
Micromonospora, Phytohabitans, Xiangella and Actinocate-
nispora were aligned using CLUSTAL_W multiple alignment
mode within BioEdit version 7.1.3.0 [23]. The neighbour-
joining [24], maximum-likelihood [25] and maximum-
parsimony [26] algorithms in MEGA 6 programme [27] were
selected for reconstruction of phylogenetic trees. To calcu-
late the evolutionary distances, Kimura’s two-parameter

model was used [28]. The complete deletion option was
chosen before reconstructing the topology of the tree. Boot-
strap value analysis based on 1000 replicates was used for
evaluating the robustness of the topology of the phyloge-
netic tree [29].

Strain PLAI 1-1T exhibited good growth on ISP 2, ISP 3 and
ISP 4, moderate growth on ISP 6, Czapek’s sucrose agar and
nutrient agar, poor growth on ISP 5, ISP 7 and glucose–
asparagine agar. Pale orange to strong orange substrate
mycelia was observed on these media. Aerial mycelia were
not observed. Pale yellow soluble pigment was found on ISP
2 medium. Colonies became increasingly dark brownish
with age on ISP 2 and ISP 3 media. Spores with spiny surfa-
ces were borne singly on substrate mycelium (Fig. 1). The
morphological characteristic of this strain is similar to those
of the genus Jishengella [1]. The closest relative, J. endophy-
tica DSM 45430T, unlike strain PLAI 1-1T, does not produce
any soluble pigments in ISP 2 medium and does not grow
on ISP 3 medium [1]. The spore surface of strain PLAI 1-1T

is useful for discriminating between the strain and J. endo-
phytica DSM 45430T, the nearest phylogenetic relative.
Strain PLAI 1-1T was aerobic, Gram-stain-positive, catalase-
positive and oxidase-negative. Based on the differences of
the physiological and biochemical characteristics such as
the decomposition of tyrosine, the growth on the presence
of 4% (w/v) NaCl in ISP 2 medium, the maximum tempera-
ture for growth, the acid production from carbon sources
and the utilization of DL-aminobutyric acid, L-methionine,
L-threonine and L-valine as sole nitrogen sources clearly
separated this strain from J. endophytica DSM 45430T. The
detailed phenotypic characteristics of strain PLAI 1-1T are
given in Table 1 and the species description.

The chemotaxonomic data of strain PLAI 1-1T confirmed
that the strain was a member of the genus Jishengella. The

Fig. 1. Scanning electron micrograph of the spiny spores borne singly

on substrate mycelium of strain PLAI 1-1T grown on ISP 2 agar for

30 days at 30
�
C. Bar, 1 µm.

Thawai et al., Int J Syst Evol Microbiol 2018;68:3345–3350

3346

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 

http://www.ezbiocloud.net/
https://doi.org/10.1601/nm.21383
https://doi.org/10.1601/nm.6603
https://doi.org/10.1601/nm.6519
https://doi.org/10.1601/nm.20209
https://doi.org/10.1601/nm.24144
https://doi.org/10.1601/nm.10213
https://doi.org/10.1601/nm.10213
https://doi.org/10.1601/nm.21383
https://doi.org/10.1601/nm.21384
https://doi.org/10.1601/nm.21384
https://doi.org/10.1601/nm.21384
https://doi.org/10.1601/nm.21384
https://doi.org/10.1601/nm.21384
https://doi.org/10.1601/nm.21383


Downloaded from www.microbiologyresearch.org by

IP:  161.246.13.116

On: Thu, 18 Oct 2018 06:51:41

cell wall of strain PLAI 1-1T had meso-diaminopimelic acid
and 3-hydroxydiaminopimelic acid as the diagnostic dia-
mino acids. The acyl type of the cell-wall muramic acid was
glycolyl. The strain contained arabinose, ribose, xylose, glu-
cose and a trace amount of mannose in the whole-cell
hydrolysates. Arabinose, mannose, xylose and ribose were
common sugars in the cell hydrolysates of J. endophytica
DSM 45430T [1]. The major menaquinone was MK-9(H4)
(76.0%), whereas MK-9(H2) (9.5%), MK-9(H6) (7.9%),
MK-10(H4) (4.7%), MK-9(H8) (1.5%) and MK-10(H6)
(0.4%) were detected as minor components. This major

menaquinone was similarly reported in the only one type
strain of the genus Jishengella, J. endophytica DSM 45430T.
The predominant fatty acids (�10%) of strain PLAI 1-1T

were iso-C15 : 0 (38.0%) and C17 : 1!8c (10.3%; Table S1,
available in the online version of this article). In this experi-
ment, we found that strain PLAI 1-1T had the same pre-
dominant fatty acid that is found in its closest neighbour.
Diphosphatidylglycerol, phosphatidylethanolamine, phos-
phatidylglycerol, phosphatidylinositol, phosphatidylserine,
two unidentified phospholipids and one lipid were reported
as polar lipids in the cell membrane (Fig. S1). These polar
lipid components were also found in J. endophytica DSM
45430T with the exception of phosphatidylinositol manno-
sides. Mycolic acids were not found. The G+C content of
the genomic DNA was 70.6mol%. In contrast, some chemo-
taxonomic properties, i.e. the presence of 3-hydroxydiami-
nopimelic acid in cell wall and the absence of
phosphatidylinositol mannosides are important evidence
for differentiating between strain PLAI 1-1T and its nearest
relative, J. endophytica DSM 45430T.

The nearly complete 16S rRNA gene sequence of strain
PLAI 1-1T (1411 bp) was first analysed using EzBioCloud
server (www.ezbiocloud.net/). The result obtained from this
server exhibited that the strain was closely related to J. endo-
phytica 202201T with the highest 16S rRNA sequence simi-
larity value of 99.2% followed by Verrucosispora
gifhornensis DSM 44337T (99.0%), Verrucosispora maris
AB-18-032T (98.9%), Verrucosispora sonchi NEAU-QY3T

(98.9%), Verrucosispora fiedleri MG-37T (98.8 %) and
Micromonospora fluostatini PWB-003T (98.8 %). The neigh-
bour-joining tree of strain PLAI 1-1T (Fig. 2) confirmed the
taxonomic affiliation of this strain due to strain PLAI 1-1T

forming a distinct clade with J. endophytica 202201T.
Although a low bootstrap value (<50%) between both
strains was observed, however, the cluster of the members
of the genus Jishengella was clearly separated from the clus-
ters of the closest genera, Verrucosispora (80% bootstrap
value) and Micromonospora (52%). This indicated that
strain PLAI1-1T was a member of the genus Jishengella and
was phylogenetically different from those of members of the
genera Verrucosispora and Micromonospora. In addition,
the phylogenetic position of the strain in the maximum-
likelihood (Fig. S2) and maximum-parsimony trees (Fig. S3)
demonstrated that strain PLAI 1-1T could also be differenti-
ated from its closest genera. Furthermore, strain PLAI1-1T

could be readily distinguished from the most closely related
genera by its chemotaxonomic properties. Members of the
genus Verrucosispora were reported to have the 2d fatty acid
type of Kroppenstedt [30], in contrast to the genus Jishen-
gella, which was of type 3a [1] while the genus Micromono-
spora exhibited type 3b. In addition, strain PLAI1-1T and J.
endophytica DSM 45430T, unlike V. gifhornensis DSM
44337T, contained 10-methyl C17 : 0(Table S1). The diagnos-
tic reducing sugars were also a significant point for discrimi-
nating the novel strain from its closest genera. Strain
PLAI1-1T comprised xylose, arabinose, ribose, glucose and a
trace amount of mannose as characteristic sugars, which

Table 1. Differential characteristics of strain PLAI 1-1T and its closest

relatives

Strain: 1, PLAI1-1T; 2, J. endophytica DSM 45430T; 3, Verrucosispora gif-

hornensis DSM 44337T; 4, Verrucosispora maris DSM 45365T. All phe-

notypic data were determined in this study. +, Positive; �, Negative; W,

Weakly positive.

Characteristic 1 2 3 4

Presence of 3-hydroxydiaminopimelic

acid

+ � � �

Decomposition of:

Tyrosine � + + +

Adenine � � + +

Xanthine � � + +

Urease activity � � + �

Peptonisation of milk + + � �

Maximum NaCl tolerance (%w/v) 4 2 3 5

Temperature range for growth (
�
C) 12–

40

10–

45

20–

40

20–

37

pH range for growth 4–11 4–11 7–9 7–10

Acid production from:

Adonitol � + � �

Cellobiose + + � �

D-Fructose + + � �

D-Glucose + � + +

D-Galactose � + + �

D-Mannitol + + � �

Melibiose � + � �

D-Ribose + + � �

D-Xylose + + � +

D-Xylitol + � � �

Dextran � � � +

Glycerol � � � +

Lactose � + + �

Sucrose + + � �

Nitrogen utilization:

DL-2-aminobutyric acid � + + W

Hydroxyl proline � � � +

L-Cysteine + + � +

L-Methionine + � � �

L-Phenylalanine + + W +

L-Serine + + + �

L-Threonine � + + +

L-Valine � + + +
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was similar to J. endophytica DSM 45430T. On the other
hand, the diagnostic sugars of the genus Verrucosispora are
xylose and mannose [31, 32] and the genus Micromono-
spora have arabinose and xylose as diagnostic sugars. Hence,
the chemotaxonomic results and the analysis of 16S rRNA
gene sequence showed that strain PLAI 1-1T was a member
of the genus Jishengella and was clearly separated from the
genera Verrucosispora and Micromonospora. Nevertheless
the phenotypic data showed that the novel strain could be
delineated readily from the type strains of Verrucosispora
species, notably from its nearest phylogenetic neighbours,
V. gifhornensis DSM 44337T and V. maris DSM 45365T

(Table 1). Unlike V. gifhornensis DSM 44337T, strain PLAI
1-1T revealed negative results for the decomposition of tyro-
sine, adenine, xanthine and also urease activity. Moreover,
the peptonisation of milk, pH range for growth, the utilisa-
tion of L-methionine, L-threonine, L-valine and the acid

production from cellobiose, D-fructose, D-mannitol, D-
ribose, D-xylitol andsucrose, were effective data for discrimi-
nating the strain from both close relatives, V. gifhornensis
DSM 44337T and V. maris DSM 45365T. It was interesting
that the growth in the acidic condition (pH 4–5) and at low
temperature (below 20

�
C) were useful phenotypic charac-

teristics to separate several members of the genus Verruco-
sispora from the members of the genus Jishengella [33].
Furthermore, strain PLAI 1-1T showed low levels of DNA–
DNA relatedness to J. endophytica DSM 45430T (48.9
±0.9%), V. gifhornensis DSM 44337T(42.6±1.2%) and V.
maris DSM 45365T(38.2±0.5 %) (Table S2). These values
were lower than 70% the cut-off level for assigning strains
to the same species [34]. It is evident from the phenotypic
and genotypic properties that strain PLAI 1-1T is represen-
tative of a novel species of the genus Jishengella, for which
the name Jishengella zingiberis is proposed.

Micromonospora fluostatini PWB-003T (LC033898)

Micromonospora eburnea DSM 44814T (FMHY01000002)

Micromonospora pallida DSM 43817T (FMHW01000002)

Micromonospora equina Y22T (JF912511)

Micromonospora auratinigra DSM 44815T (LT594323)

Micromonospora pattaloongensis DSM 45245T (AB275607)

Micromonospora olivasterospora DSM 43868T (X92613)

Jishengella zingiberis PLAI1-1T (LC333555)

Jishengella endophytica 202201T (EU560726)

Xiangella phaseoli CGMCC 4.7038T (JQ073732)

Verrucosispora sonchi NEAU-QY3T (KT633950)

Verrucosispora qiuiae RtIII47T (EU427445)

Verrucosispora endophytica A-T 7972T (MF033262)

Verrucosispora gifhornensis DSM 44337T (Y15523)

Verrucosispora maris AB-18-032T (CP002638)

Verrucosispora fiedleri MG-37T (JQ423921)

Verrucosispora lutea YIM 013T (EF191199)

Verrucosispora sediminis CGMCC 4.3550T (EU870859)

Verrucosispora andamanensis SP03-05T (JX524154)

Verrucosispora wenchangensis 234402T (HQ123435)

Phytohabitans rumicis K11-0047T (AB663559)

Phytohabitans suffuscus K07-0523T (AB490769)

Phytohabitans kaempferiae KK1-3T (LC031774)

Actinocatenispora thailandica TT2-10T (AB107233)
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Fig. 2. Neighbour-joining tree based on almost-complete 16S rRNA gene sequences (1411 nt) showing the relationships between

strain PLAI 1-1T, the Jishengella species with validly published names and members of the genera Verrucosispora, Phytohabitans, Xian-

gella and Micromonospora. Actinocatenispora thailandica was used as an outgroup. Asterisks indicate the branches of the tree that were

also found using the maximum-parsimony and maximum-likelihood methods. The numbers on the branches indicate the percentage

bootstrap values of 1000 replicates; only values �50% are indicated. Bar, 0.01 substitutions per nucleotide position.
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DESCRIPTION OF JISHENGELLA ZINGIBERIS

SP. NOV.

Jishengella zingiberis (zin.gi¢be.ris. N.L. gen. n. zingiberis of
Zingiber, referring to the isolation of the strain from Zin-
giber montanum).

A Gram-stain-positive, mesophilic, oxidase-negative and
catalase-positive actinomycete that forms a single spore
borne on the substrate mycelium. The spore surface is spiny.
Aerial mycelia are not detected. Colonies on ISP 2 medium
are strong orange and become increasingly dark brownish
with age. Pale yellow soluble pigment is produced in ISP 2
medium. Peptonization of milk, gelatin liquefaction and the
decomposition of starch are positive. Nitrate reduction, ure-
ase activity, decomposition of adenine, CM-cellulose, hypo-
xanthine, tyrosine and xanthine are negative. Acids are
produced from cellobiose, D-fructose, D-glucose, trehalose,
D-mannitol, D-ribose, D-xylitol, D-xylose and sucrose, but
not adonitol, dextran, D-galactose, melezitose, glycerol, L-
rhamnose or lactose. Utilizes L-arginine, L-asparagine, L-cys-
teine, L-histidine, L-methionine, L-phenylalanine, L-proline
and L-serine as sole nitrogen sources, but not DL-2-amino-
butyric acid, hydroxyl proline, L-threonine and L-valine.
The temperature for growth is between 12–40

�
C. The opti-

mum temperature for growth is 30
�
C. No growth is

observed at 45
�
C. The maximum NaCl concentration for

growth is 4% (w/v). The pH range for growth is pH 4–11.
The cell-wall peptidoglycan contains meso-diaminopimelic
acid and 3-hydroxydiaminopimelic acid. The acyl type of
the cell-wall muramic acid is glycolyl. The predominant
menaquinone is MK-9(H4), while MK-9(H2), MK-9(H6),
MK-10(H4), MK-9(H8) and MK-10(H6) are present as
minor components. The characteristic whole-cell sugars are
arabinose, xylose, ribose, glucose and a trace amount of
mannose. The polar lipid profile contains diphosphatidyl-
glycerol, phosphatidylglycerol, phosphatidylethanolamine,
phosphatidylinositol, phosphatidylserine, two unidentified
phospholipids and one unidentified lipid. The major fatty
acids are iso-C15 : 0 and C17 : 1!8c. Mycolic acids are absent.
The DNA G+C content of the type strain is 70.6mol%. The
type strain is PLAI 1-1T (=TBRC 7644T=NBRC 113144T).
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Jiangella endophytica sp. nov., an endophytic actinomycete
isolated from the rhizome of Kaempferia elegans

Nantawan Niemhom,1 Chanikul Chutrakul,2 Chanwit Suriyachadkun,3 Sarin Tadtong4 and Chitti Thawai1,5,*

Abstract

An endophytic actinobacterium, designated strain KE2-3T, was isolated from surface-sterilised rhizome of Kaempferia

elegans. The polyphasic approach was used for evaluating the taxonomic position of this strain. The taxonomic affiliation of

this strain at genus level could be confirmed by its chemotaxonomic characteristic, i.e. the presence of LL-diaminopimelic

acid in the cell peptidoglycan, MK-9(H4) as the major menaquinone, iso-C16 : 0, anteiso-C15 : 0, iso-C14 : 0 and iso-C15 : 0 as the

predominant fatty acids in cells, and the presence of diphosphatidylglycerol, phosphatidylglycerol, phosphatidylinositol and

phosphatidylinositol mannoside in its membranes. Based on 16S rRNA gene sequence analysis, strain KE2-3T was identified

as a member of the genus Jiangella and showed the highest similarities to Jiangella muralis DSM 45357T (99.3%) followed by

Jiangella alba DSM 45237T (99.2%), Jiangella alkaliphiliaDSM 45079T (99.0%), Jiangella gansuensis DSM 44835T (98.8%) and

Jiangella mangrovi 3SM4-07T (98.6%). However, the draft genome sequence of strain KE2-3T exhibited low average

nucleotide identity values to the reference strains (85.5–90.2%), which were well below the 95–96% species circumscription

threshold. The DNA G+C content of genomic DNA was 72.3mol%. With the differences of physiological, biochemical and

genotypic data, strain KE2-3T could be discriminated from its closest neighbour. Thus, strain KE2-3T should be recognised as

a novel species of genus Jiangella, for which the name Jiangella endophytica sp. nov. is proposed. The type strain is KE2-3T

(=BCC 66359T=NBRC 110004T).

Genus Jiangella [1] is a group of Gram-stain-positive, aerobic
and non-acid fast actinomycetes that form short mycelial frag-
ment or elongated rods. The cell-wall structure contains LL-
diaminopimelic acid incorporated in the peptidoglycan with
the presence of MK-9(H4) as major the menaquinone. At
present, five species, Jiangella gansuensis [1], Jiangella alkali-
phila [2], Jiangella alba [3], Jiangella muralis [4] and Jiangella
mangrovi [5] are reported as members of this genus. Isolation
of the genus has been reported from various types of natural
samples including desert soil [1], cave soil [2], mangrove soil
[5], cellar wall [4] and plant tissue [3]. In the course of search-
ing for non-Streptomyces strains from Thai medicinal plants,
strain KE2-3T was isolated from the rhizome tissue of Kaemp-
feria elegans and was taxonomically characterised as a novel
species of the genus Jiangella.

Strain KE2-3T was isolated from surface-sterilised rhizome
of Kaempferia elegans, collected from Pathum Thani prov-
ince (14

�
6¢ 52.9194¢¢ N 100

�
23¢ 8.1234¢¢ E), Thailand. The

healthy rhizome sample of this plant was washed in tap
water to remove dirt and then cut into small pieces (1 cm2

each). After cutting, the sample was washed in sterile 0.1%
Tween 20 for 30 s and then washed twice in sterile distilled
water. The sample was surface-sterilised with 95% ethanol
for 13min and subsequently with 1% sodium hypochlorite
for 13min, followed by washing in sterile distilled water
three times. Finally, the surface-sterilised sample was
ground with sterile mortar and pestle with 0.5ml sterile dis-
tilled water, and the suspension (200 µl) was spread on
starch casein agar (SCA; 10 g soluble starch, 2 g KNO3, 0.3 g
casein, 2 g K2HPO4, 0.05 g MgSO4�7H2O, 2 g NaCl, 0.02 g
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CaCO3, 0.01 g FeSO4�7H2O, 15 g agar, 1000ml distilled
water, pH 7.0) supplemented with 25mg l�1 nalidixic acid,
50mg l�1 nystatin and 1mg l�1 terbinafin and incubated at
30

�
C for 30 days. The final washing water was spread on

the same agar medium as the control plates. The pure cul-
ture was preserved by freeze-drying at �80

�
C.

Cell morphology of strain KE2-3T was observed by using
scanning electron microscope (JSM-6610 LV, JEOL) after
cultivation on International Streptomyces Project (ISP) 2
medium at 30

�
C for 21 days. To determine the colour of

substrate and aerial mycelia, including soluble pigments, the
strain was cultivated on various ISP media (ISP 2–7) [6],
glucose–asparagine agar (ISP 5 with 1% glucose replacing
glycerol), Czapek’s sucrose agar [7] and nutrient agar
(Difco) and the colour was compared by using the ISCC–
NBS colour charts [8]. Testing for growth at different tem-
peratures (10, 15, 20, 25, 30, 37, 40, 45 and 50

�
C), and 0–

10%, w/v NaCl (at increment of 1%) was determined on
ISP 2 agar for 14 days. To determine the pH range (4.0–11.0
at increment of 0.5 pH unit) for growth, the strain was culti-
vated at 30

�
C in ISP 2 broth for 14 days. Other biochemical

and physiological properties of the strain, i.e. nitrate reduc-
tion, acid production, gelatin liquefaction, hydrolysis of
casein (1%, w/v) and starch (1%, w/v), were evaluated by
using the methods of Arai [9], Williams and Cross [10], and
Gordon et al. [11].

General chemotaxonomic characteristics for investigating

the taxonomic affiliation of the genus Jiangella were evalu-

ated. Dried cells for chemotaxonomic analyses were

obtained from the strain grown in ISP 2 broth on a rotary

shaker (200 r.p.m.) at 30
�
C for 5 days. The cell-wall diami-

nopimelic acid isomer was determined using the standard
method of Hasegawa et al. [12]. Whole cell reducing sugars
were analysed by the protocol of Komagata and Suzuki [13].
The membrane polar lipids were extracted according to the
methods of Minnikin et al. [14] and analysed by following
the two-dimensional TLC technique of Collins and Jones
[15]. Menaquinones were extracted from the dried cells by
the protocol described by Collins et al. [16] and then were
detected by HPLC [17]. The fatty acids were prepared and
analysed according to the standard method of Sasser [18]
and K€ampfer [19]. The composition of fatty acids was
detected by gas chromatography (6890, Hewlett 107 Pack-
ard) with the Sherlock Aerobic Bacterial Database (TSBA6) in
the Microbial Identification software package.

Extraction of genomic DNA was performed by following
the method described by Tamaoka [20]. The protocols of
Thawai [21] were used for 16S rRNA gene amplification
and sequencing. To determine the G+C content of the geno-
mic DNA, the standard method of Tamaoka and Komagata
[22] was used. The DNA–DNA hybridization tests were
conducted using the method of Ezaki et al. [23]. The
almost-complete 16S rRNA gene sequence of strain KE2-3T

(1508 bases) was first compared and the sequence similarity
value was calculated through EzBioCloud (www.ezbiocloud.
net/) [24]. CLUSTAL_W multiple alignment mode within Bio-
Edit program version 7.1.3.0 was used for alignment of the
16S rRNA gene sequences of the strain and all type strains
of the genus Jiangella. Phylogenetic trees were reconstructed
using the neighbour-joining (NJ) [25], maximum likelihood
(ML) [26] and maximum parsimony (MP) [27] algorithms

Table 1. Differential characteristics of strain KE2-3T and its closest phylogenetic relatives

Strains: 1, KE2-3T; 2, J. muralis 15-Je-017T [4]; 3, J. gansuensis YIM 002T [1]; 4, J. alba YIM 61503T [3]; 5, J. alkaliphila D8-87T [2]; and 6, J. mangrovi

3SM4-07T [5]. *Data from Suksaard et al. [5]. +, Positive; �, negative; W, weakly positive.

Characteristic 1 2 3 4 5 6

Gelatin liquefaction � + + + + +

Nitrate reduction + � � + � �

Maximum NaCl tolerance (%w/v) 7 10 5 10 3 6

Maximum temperature for growth (
�
C) 35 40 37 45 37 37

pH range for growth 6–10 6–9 6–9 6.5–9 6–10 6–8

Acid production from:*

Adonitol � W � � � W

L-Arabinose + W � � W +

Cellobiose + W � W W +

D-Galactose + � � � � +

D-Glucose � + W W W +

Lactose � � � � � +

D-Mannitol � � � � + �

L-Rhamnose + W + � + +

D-Ribose + + � + + �

D-Xylose � W � W � +

Sucrose + + � W W W

The presence of mannose in cell hydrolysates + � � � + +
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in the MEGA6 programme [28]. Kimura’s two-parameter
model [29] was selected for calculating evolutionary distan-
ces. The complete deletion option was chosen before recon-
structing the tree. A bootstrap value analysis based on 1000
replicates was used for evaluating the robustness of the
topology of the phylogenetic tree [30]. Genomic DNA for
whole-genome sequencing of strain KE2-3T was extracted
from 3-day-old cultures grown in ISP 2 broth at 30

�
C and

was purified following the protocol of the GeneJET Geno-
mic DNA purification Kit (Thermo Scientific). The genomic
DNA of strain KE2-3T was sequenced using an Illumina
HiSeq 2000, MiSeq 1TB platform (Novogene AIT Geno-
mics). The resulting 2�150 bp paired-end sequencing reads
of strain KE2-3T were de novo assembled by using SPAdes
[31]. The genome of strain KE2-3T was annotated using the
PROKKA pipeline [32]. JSpecies was used to calculate the
average nucleotide identity [33]. The digital DNA–DNA
hybridization values between the genome of strain KE2-3T

and the most closely related species were calculated using
the Genome-to-Genome Distance Calculator, version 2.1
[34]. To predict gene clusters for natural products, the anti-
SMASH programme was used [35].

Strain KE2-3T grew well on ISP 2, ISP 3 and ISP 7. Moder-
ate growth was observed on ISP 4, ISP 6, nutrient agar and
Czapek’s sucrose agar. Poor growth occurred on ISP 5 and
glucose–asparagine agar. No soluble pigment was observed
on any media tested. This strain formed light yellowish
brown to orange brown substrate mycelium. Scant white
aerial mycelia were observed on ISP 2 and nutrient agar
after 21 days of cultivation at 30

�
C. Both aerial and sub-

strate mycelia fragmented into elongated or short rods (Fig.
S1, available in the online version of the article). These mor-
phological characteristics were generally found in all mem-
bers of genus Jiangella [1–5]. Unlike J. muralis DSM 45357T

and J. alba DSM 45237T, strain KE2-3T grew in the presence
of up to 7% NaCl. The pH and temperature for cell growth
were in the range of pH 6–10 and 15-35

�
C, respectively.

Other physiological and biochemical properties that dis-
criminated strain KE2-3T from the closest type strains of
genus Jiangella are provided in Table 1.

Chemotaxonomic characteristics of strain KE2-3T were sim-
ilar to those of all member of the genus Jiangella. LL-Diami-
nopimelic acid as the diagnostic diamino acid was observed
in the cell-wall peptidoglycan of this strain. A major amount
of menaquinone, MK-9(H4) (95.7%), with small amounts
of MK-9(H2) (2.8%) and MK-9(H6) (1.5%) were detected
in cells. Both chemotaxonomic properties described above
are commonly observed in all validly described Jiangella
species [1–5]. Strain KE2-3T contained glucose, ribose,
mannose and rhamnose as reducing sugars in cell hydroly-
sates. The sugar content of the strain made it different from
the diagnostic sugars reported in J. muralis 15-Je-017T,
which is designated as the closest relative [4]. Several polar
lipids, i.e. diphosphatidylglycerol, phosphatidylglycerol,
phosphatidylinositol, phosphatidylinositol mannoside, four
unidentified phosphoglycolipids and three unidentified
phospholipids were present in the membrane of strain KE2-
3T (Fig. S2). These polar lipids are usually found in J. mura-
lis 15-Je-017T [4] and J. alba YIM 61503T [3]. The fatty acid
profile comprised major amounts (>10%) of iso-C16 : 0

(25.9%), anteiso-C15 : 0 (17.9%), iso-C14 : 0 (11.3%) and iso-
C15 : 0 (10.7%). Other fatty acid details are provided in
Table S1. The four major fatty acids mentioned above are
commonly reported in the two closest Jiangella species, J.
muralis 15-Je-017T and J. alba YIM 61503T, with different
proportions.

The similarity values of the 16S rRNA gene sequence of
strain KE2-3T was reported using EzBioCloud (www.ezbio-
cloud.net/) [24]. Most closely related values were obtained
from J. muralis DSM 45357T (99.3 %), J. alba DSM 45237T

(99.2%), J. alkaliphila DSM 45079T (99.0%), J. gansuensis
DSM 44835T (98.8%), and J. mangrovi 3SM4-07T (98.6 %).
The phylogenetic affiliation of this strain, as shown from
the neighbour-joining (Fig. 1), maximum-likelihood (Fig.

Jiangella alba YIM 61503T (FJ157186)

Jiangella muralis 15-Je-017T (FN645214)

Jiangella endophytica KE2-3T (LC032128)

Jiangella gansuensis YIM 002T (AY631071)

Jiangella alkaliphila D8-87T (AM422451)

Jiangella mangrovi 3SM4-07T (AB976540)

Haloactinopolyspora alba YIM 93246T (FJ969846)

Haloactinopolyspora alkaliphila EGI 80088T (KF040422)

Phytoactinopolyspora endophytica EGI 60009T (KP271925)

100

92

85

95

46

450.005

*

*

*

*

*

Fig. 1. Neighbour-joining tree based on almost-complete 16S rRNA gene sequences showing the relationships between strain KE2-3T,

the Jiangella species with validly published names and members of the genera Haloactinopolyspora. Phytoactinopolyspora endophytica

was used as an outgroup. Asterisks (*) indicating the branches of the tree that were also found using the maximum-parsimony and

maximum-likelihood methods. The numbers on the branches indicate the percentage bootstrap values of 1000 replicates; only values

�40% are indicated. Bar, 0.005 substitutions per nucleotide position.

Niemhom et al., Int J Syst Evol Microbiol 2019;69:454–459

456

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 

https://doi.org/10.1601/nm.9333
https://doi.org/10.1601/nm.20353
https://doi.org/10.1601/nm.14602
https://doi.org/10.1601/nm.9333
https://doi.org/10.1601/nm.9333
https://doi.org/10.1601/nm.9333
https://doi.org/10.1601/nm.20353
https://doi.org/10.1601/nm.20353
https://doi.org/10.1601/nm.20353
https://doi.org/10.1601/nm.14602
https://doi.org/10.1601/nm.9333
https://doi.org/10.1601/nm.20353
https://doi.org/10.1601/nm.20353
https://doi.org/10.1601/nm.14602
http://www.ezbiocloud.net/
http://www.ezbiocloud.net/
https://doi.org/10.1601/nm.20353
https://doi.org/10.1601/nm.14602
https://doi.org/10.1601/nm.14047
https://doi.org/10.1601/nm.9332
https://doi.org/10.1601/nm.27077
https://doi.org/10.1601/nm.9333
https://doi.org/10.1601/nm.20360
https://doi.org/10.1601/nm.27101


Downloaded from www.microbiologyresearch.org by

IP:  161.246.13.52

On: Thu, 14 Mar 2019 06:55:18

S3) and maximum-parsimony results (Fig. S4), showed that
strain KE2-3T was a the member of the genus Jiangella.
Although strain KE2-3T revealed a high similarity of 16S
rRNA gene sequence to J. muralis DSM 45357T and J. alba
YIM 61503T, low average nucleotide identity values of draft
genomic sequences (85.5–90.2%) with well below the 95–
96% species circumscription threshold [36] were observed
between the novel strain and its closest relatives. In addi-
tion, digital DNA–DNA hybridization analysis revealed low
DNA–DNA relatedness values (<51%) between strain
KE2-3T and its closest relatives (Table S3), which was less
than the 70% cut-off point for assigning strains to the same
species suggested by Wayne et al. [37]. Interestingly, the
result of wet DNA–DNA hybridization (Table S2) exhibited
a similar result to digital DNA–DNA hybridization analysis.
De novo assembly of the genome sequencing data of strain
KE2-3T resulted in 89 contigs, an N50 of 298 kb and a
genome coverage of 62.9�. The draft genome of strain KE2-
3T was 7 843 465 bp in total and was deposited to GenBank
with the accession number QVAI00000000 (Table 2).
According to the draft genome sequence, the genomic DNA
G+C content of this strain was 72.3mol%, which was close
to those of the type strains of species of the genus Jiangella
[1–5]. Of the 7206 genes predicted, 64 of them were
assigned to RNA genes (60, 3 and 1 were predicted as
tRNA, rRNA and mRNA genes, respectively). In addition,
6996 genes were identified as protein-coding sequences.
Moreover, the results obtained from the antiSMASH server
revealed that strain KE2-3T contained several putative bio-
synthesis gene clusters including type III polyketide syn-
thase (T3PKS) genes. Others were associated with the
synthesis of saccharides, fatty acids, siderophores, thiopep-
tide, bacteriocin, pristinamycin and lantipeptide com-
pounds. The T3PKS gene found in this strain had 100%
similarity to the alkylresorcinol biosynthetic gene cluster
from Streptomyces griseus (GenBank accession AP009493,
positions 5 48 718–5 51 330). Further studies are required to
elucidate the mechanism for antibiotic production, which
could facilitate biotechnological applications of this strain.

The gene composition of strain KE2-3T differed from the
other four type strains of the genus Jiangella (Table S4). For
example, strain KE2-3T possessed genes encoding gellan

lyase, glycerol dehydrogenase, endo-1,4-beta-xylanase/feru-
loyl esterase as well as pristinamycin IIA synthase subunits
A (snaA gene) and B (snaB gene). The pristinamycin IIA
synthase subunits A and B were used to catalyse the oxida-
tion of the proline residue of pristinamycin IIB (PIIB) to
pristinamycin IIA (PIIA). Both genes were also found in
Streptomyces pristinaespiralis [38, 39]. Interestingly, among
the four other type strains of the genus Jiangella, only strain
KE2-3T possessed genes encoding pristinamycin IIA
synthase.

Considering the physiological, biochemical and DNA–DNA
relatedness data, strain KE2-3T should be considered as a
novel species of the genus Jiangella, for which the name
Jiangella endophytica sp. nov. is proposed.

DESCRIPTION OF JIANGELLA ENDOPHYTICA

SP. NOV.

Jiangella endophytica (en.do.phy¢ti.ca. Gr. pref. endo within;
Gr. n. phyton plant; L. fem. suff. -ica adjective suffix used
with the sense of belonging to; N.L. fem. adj. endophytica
within plant, endophytic, pertaining to the isolation of the
type strain from plant tissue).

Cells are Gram-stain-positive and aerobic. Light yellowish
brown to orange brown substrate mycelia are observed.
Both aerial and substrate mycelia are fragmented into
short or elongated rod elements. White aerial mycelium
forms scantly after 21 days cultivation on ISP 2 medium.
No soluble pigment is produced in any test culture media.
Hydrolysis of starch, casein and reduction of nitrate is
positive. Gelatin liquefaction is negative. Acids are pro-
duced from culture grown in L-arabinose, cellobiose, D-
galactose, glycerol, melibiose, L-rhamnose, D-ribose,
sucrose and D-fructose, but not adonitol, dextran, D-glu-
cose, myo-inositol, lactose, D-mannitol, melezitose, raffi-
nose, D-salicin, trehalose, D-xylose and xylitol. The growth
temperature is between 15–35

�
C while the optimum range

is 25–30
�
C. Maximum NaCl for growth is 7% (w/v). The

pH range for growth is pH 6–10. The cell-wall peptidogly-
can contains LL-diaminopimelic acid. The major menaqui-
none is MK-9(H4), while MK-9(H2) and MK-9(H6) are
minor components. Glucose, ribose, mannose and

Table 2. Genome characteristics of strain KE2-3T and its closely relatives in the genus Jiangella

Attribute Strain KE2-3
T J. muralis

DSM 45357
T

(=15-Je-017
T
)

J. alba

DSM 45237
T

(=YIM 61503
T
)

J. gansuensis

DSM 44835
T

(=YIM 002
T
)

J.alkaliphila

DSM 45079
T

(=D8-87
T
)

Genome size (bp) 7 843 465 7 266 157 7 681 885 5 585 780 7 716 600

G+C content (%) 72.3 72.3 72.8 70.9 72.1

N50 2 98 984 3 24 980 3 325 316 5 585 780 7 716 600

Number of contigs 89 76 4 1 1

Number of coding sequences 6996 6617 6954 5166 7132

RNA genes 64 52 54 51 53

Genome coverage 62.9� 100.0� 332.0� Unknown 223.0�

DDBJ/EMBL/GenBank assembly accession number QVAI00000000 GCA_001270745.1 GCA_900106035.1 GCA_000515395.1 GCA_900105925.1
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rhamnose are detected as reducing sugars of the cell. The
polar lipid profile contains diphosphatidylglycerol, phos-
phatidylglycerol, phosphatidylinositol, phosphatidylinositol
mannoside, four unidentified phosphoglycolipids and three
unidentified phospholipids. The main fatty acids (>10%)
are iso-C16 : 0, anteiso-C15 : 0, iso-C14 : 0 and iso-C15 : 0. The
DNA G+C content of the type strain is 72.3mol%. The
type strain is KE2-3T (=BCC 66359T=NBRC 110004T).
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รายงานในช่วงตัง้แต่วันที่ 1/8/59  ถงึวันที่ 31/7/61

หมวด
งบประมาณรวม
ทัง้โครงการ

(1)

ค่าใช้จ่าย
จากรายงาน
ครัง้ก่อน

(2)

ค่าใช้จ่าย
งวดปัจจุบัน

(3)

รวมค่าใช้จ่าย
สะสมถงึ
ปัจจุบัน

(4) = (2) + (3)

งบประมาณ
คงเหลือ 

(5) = (1) - (4)

1. งบบุคลากร : ค่าจ้างผู้ ช่วยนักวิจยั 280,320.00 260,460.00 19,860.00 280,320.00 0.00

2. งบด าเนินงาน

คา่ใช้สอย 103,000.00 80,678.00 26,540.00 107,218.00 -4,218.00

คา่วสัดุ 507,680.00 347,942.50 157,504.00 505,446.50 2,233.50

3.งบลงทุน: คา่ครุภณัฑ์

รวม 891,000.00 689,080.50 203,904.00 892,984.50 -1,984.50

จ านวนเงินที่ได้รับและจ านวนเงินคงเหลือ

จ านวนเงินที่ได้รับจาก 

งวดที่ 1 จ านวน 548,660.00 บาท

งวดที่ 2 จ านวน 311,806.00 บาท

ดอกเบีย้ ครัง้ที่ 1 จ านวน 914.44 บาท

ดอกเบีย้ ครัง้ที่ 2 จ านวน 216.88 บาท

ดอกเบีย้ ครัง้ที่ 3 จ านวน 81.70

รวมรับทัง้สิน้ จ านวน 861,679.02 บาท (1)

คา่ใช้จา่ยรายงวด

งวดที่ 1 จ านวน 689,080.50 บาท

งวดที่ 2 จ านวน 203,904.00 บาท

รวมจ่ายทัง้สิน้ จ านวน 892,984.50 บาท (2)

จ านวนเงินคงเหลอื (1) - (2) = -31,305.48  บาท

ลบสามหม่ืนหนึ่งพนัสามร้อยห้าบาทสี่สบิแปดสตางค์

สัญญาเลขที่ KREF045905

โครงการ: ความหลากหลายของเอนโดไฟตกิแอคตโินมัยสีทในพืชวงศ์ขิงและสารออกฤทธ์ิการปกป้องเซลล์ประสาทจากเชือ้ที่คัดเลือก

รายงานสรุปการเงินปิดโครงการ

ช่ือหวัหน้าโครงการวิจยั ผู้รับทุน รศ.ดร.จติต ิ ท่าไว
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